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الگوي الكتروفورتيك پروتئينهاي  با هاپتوگلوبين شير و  Aارتباط بين غلظت آميلوئيد

  درورم پستان تحت باليني SDS-PAGE  سرم شير گاو به روش

   ناشي ازعوامل ميكروبي شايع در ايران
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  )10/6/93:      پذيرش نهايي3/5/93:  دريافت مقاله(

  

  دهيچك

له هاي گاو شيري است به طوري كه بر توليـد و كيفيـت شـير تـاثير           ترين و پرهزينه ترين معضل گ      ورم پستان، شايع  

 ورم ومبتلابـه  سـالم  شـيردرگاوهاي  سـرم  پروتئينهـاي  الكتروفورتيـك  الگوي مقايسههدف از اين مطالعه     . گذارد سوء مي 

 و نيـز  رشـي  A وآميلوئيـد  باهـاپتوگلوبين  SDS-PAGE روش به درايران شايع ميكروبي ازعوامل ناشي باليني تحت پستان

 شـير، آلبـومين، آلفالاكتـالبومين، بتـالاكتوگلوبولين و ايمونوگلوبـولين سـرم شـير  بـا           Aمقايسه ارزش تشخيصي آميلوئيد     

پنجـاه و نـه راس گـاو نـژاد هلـشتاين بـه طـور               .شمارش سلول هاي سوماتيك در تشخيص ورم پستان تحـت بـاليني اسـت             

نمونه هاي شير از گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان تحت باليني اخـذ             .  گاوداري استان تهران انتخاب شدند     5تصادفي از   

هـاي سـوماتيك و كـشت        نمونه هاي شير به دو قسمت مجزا تقسيم شد كه يك قسمت به منظور شـمارش سـلول                 . گرديد

شناسي و قسمت ديگر جهت جداسازي سـرم شـير و آمـاده سـازي                باكتريولوژيك در مجاورت يخ به آزمايشگاه ميكرب      

ــد      ــايي مانن ــري پارامتره ــدازه گي ــز ان ــورز و ني ــراي الكتروف ــد : ب ــالبومين،   Aآميلوئي ــومين، آلفالاكت ــام، آلب ــروتئين ت ، پ

هـاي   به منظور تفكيك پـروتئين . بتالاكتوگلوبولين و ايمونوگلوبولين سرم شير به آزمايشگاه كلينيكال پاتولوژي ارسال شد  

گـرم در ليتـر،     ميلـي 52/0  شـير در نقطـه بـرش   Aآميلوئيـد   . شـد  اسـتفاده SDS-PAGEسرم شـير از روش الكتروفـورز   

از طرفــي مقايــسه بــين الگــوي . تــرين تــست در بــين ســاير پارامترهــا در تــشخيص ورم پــستان تحــت بــاليني بــود  صــحيح

تلا، الكتروفورتيك سرم شير گاوهاي مبتلا به ورم پستان تحت باليني با گاوهاي سالم نشان داد كه در سرم شير گاوهاي مب         

 كيلودالتون وجود داشتند كـه در گاوهـاي سـالم هـيچ بانـدي در ايـن              70-170باندهايي با وزن مولكولي بالا در محدوده        

 مي تواند به عنوان يك آزمون مناسب در تـشخيص  SDS-PAGEرسد كه  نتيجه گيري، به نظر مي .محدوده موجود نبود  

  .ورم پستان تحت باليني كمك نمايد

 ، پروتئين سرم شير، الكتروفورزAورم پستان تحت باليني، آميلوئيد  :واژگان كليدي
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  مقدمه

در گذشته به التهاب غده پستان ورم پستان گفته 

شد ولي از آنجا كه اين تعريف بيشتر، موارد داراي  مي

غير شود و موارد ورم پستان  علائم التهاب را شامل مي

ورم گيرد درحال حاضر  نمي  يا مخفي را در برباليني

پستان به بروز پاسخ سيستم دفاعي پستان اطلاق 

 آن ممكن است قابل بالينيهاي  شود كه نشانه مي

حضور عامل ، مشاهده و يا غيرقابل مشاهده باشد

بيماري زا در پستان و به دنبال آن پاسخ سيستم ايمني 

 شامل بروز انواع درجات التهاب حاد يا بالينيدر نوع 

 شامل افزايش باليني يا غيرمزمن است و در نوع مخفي

. تعداد سلولهاي سوماتيك و كاهش توليد شير است

بنابراين بيماري ورم پستان طيفي از حالات بسيار شديد 

همراه با واكنش عمومي و توكسمي تا حالات خفيفي 

است كه تنها در برخي موارد لخته هاي چرك در شير 

ن  يا مخفي بدوبالينيورم پستان غير. ديده مي شود

 است و تنها از راه بالينيعلائم ظاهري و نشانه هاي 

محمد صادق، ( آزمايش هاي مختلف مشخص مي شود

گاوهاي مبتلا به ورم پستان باليني به آساني به ). 1388

وسيله دامدار و دامپزشك تشخيص داده مي شوند و 

مشكل در موارد . تحت درمان مناسب قرار مي گيرند

ت كه علائم باليني ندارند و ورم پستان تحت باليني اس

ورم پستان تحت . مانند مخفي و درمان نشده باقي مي

باليني در گاوهاي شيري حائز اهميت است به طوري 

 درصد از خسارت هاي ناشي از تورم پستان 70-80كه 

ورم پستان . مربوط به ورم پستان تحت باليني است

 درصد در 70تحت باليني مي تواند موجب كاهش 

ورم پستان تحت باليني باعث .  شير گله شودتوليد

كاهش كميت و كيفيت شير مي شود و خطر انتقال 

بيماري به گاوهاي سالم نيز وجود دارد كه عدم 

تشخيص به موقع اين بيماري منجر به اپيدمي وسيع 

به . شود بيماري در گله و افزايش هزينه درماني نيز مي

ه ازاي هر يك هاي شيري ب طوري كه در بسياري از گله

 راس گاو مبتلا به 15-40گاو مبتلا به ورم پستان باليني 

 ).Bailey, 2007( ورم پستان تحت باليني وجود دارد

توان از  براي تشخيص ورم پستان تحت باليني مي

هاي سوماتيك  هاي مختلف نظير شمارش سلول آزمايش

هاي  شير، آزمايش ورم پستان كاليفرنيايي، آزمايش

 ...گيري هدايت الكتريكي شير و ژيك، اندازهباكتريولو

هاي مرحله حاد در  اخيرا كاربرد پروتئين .استفاده نمود

بررسي و مديريت سلامت حيوان مورد توجه فراوان 

هاي سريع و حساسي  زيرا شاخص. قرار گرفته است

بوده و مي توانند اطلاعات ارزشمندي را در خصوص 

. بي درمان بدهندوسعت آسيب در حال پيشرفت و ارزيا

با استفاده از اطلاعات به دست آمده از بالا بودن غلظت 

هاي مرحله حاد در موارد شيوع عفونت هاي  پروتئين

باليني و تحت باليني در حال پيشرفت، بسته به شدت و 

مدت پاسخ مرحله حاد مي توان شدت عفونت را پيش 

  ).Kaneko, et al., 2008(بيني كرد 

هاي فاز حاد اصلي در  روتئين جزء پAآميلوئيد 

گاو است، به طوري كه حساسيت و ويژگي بالايي 

داشته و در پاسخ به التهاب پستان تا چندين برابر در 

سرم و شير افزايش مي يابد، آلبومين سرم جزء 

هاي فاز حاد منفي است به طوري كه در طي  پروتئين

 Kaneko, et(يابد  واكنش فاز حاد ميزان آن كاهش مي

al., 2008 ( اما در شير جزء پروتئين هاي فاز حاد

مثبت است به طوري كه مشخص شده ميزان آن به طور 

داري در شير گاوهاي مبتلا به ورم پستان تحت  معني

 ,Urech(يابد  باليني نسبت به گاوهاي سالم افزايش مي

et al., 1999 .(  ،به علاوه مشخص شده كه آلبومين

 به طوري كه توسط سنتز خارج كبدي نيز دارد

هاي اپي تليال غده پستان نيز ساخته مي شود و  سلول
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اين سنتز در موارد التهاب غده پستان افزايش مي يابد 

)Shamay, et al., 2005 .( بتالاكتوگلوبولين يك

پروتئين اختصاصي در شير است كه ميزان آن در شير 

در طي ورم پستان كاهش مي يابد بنابراين مي توان آن 

 به عنوان يك پروتئين فاز حاد منفي در شير قلمداد را

لازم به ذكر است كه ). Batavani, et al., 2007(كرد 

در مقايسه بين سنجش پروتئين هاي فاز حاد در سرم و 

شير به دليل اين كه مي توان تعداد زيادي نمونه شير با 

استرس كمتر به دست آورد، شير بر سرم برتري دارد 

)Horadagoda, et al., 1999 .( الكتروفورز به روش 

SDS-PAGE  يك روش كم هزينه، سريع و تكرار

اين روش به طور . پذير در مطالعه پروتئين ها است

سازي، محاسبه  معمول براي بررسي مراحل خالص

ها و پپتيدها  مقدار نسبي و تعيين وزن مولكولي پروتئين

 از در ضمن، با انجام روش بلاتينگ بعد.بكار مي رود

اين . شود آن، امكان شناسايي دقيق پروتئين ها فراهم مي

روش را مي توان به هدف خالص سازي مقادير كم 

  SDS-PAGEبدين لحاظ امروزه . پروتئين ها بكار برد

ها در ميان  به عنوان يكي از پر استفاده ترين روش

  .هاي الكتروفورزي مطرح است روش

نهاي آن ترين تركيبات شير پروتئي يكي ازمهم

كه به دوبخش پروتئينهاي كازئيني وغيركازئيني . باشد مي

مطالعات متعددي تا كنون برروي تاثير . تقسيم ميشوند

ورم پستان باليني وتحت باليني برپروتئينهاي سرم 

ولي برروي بررسي ومقايسه الگوي . اند شيرپرداخته

الكتروفورتيك پروتئينهاي سرم شيردرورم پستان تحت 

 از .پرداخته نشده استSDS-PAGEه روش باليني ب

اين رو بر آن شديم تا با انجام اين مطالعه، ضمن تعيين 

الگوي ياد شده، روشي قابل اعتماد و نسبتا ارزان رابراي 

  .ارزيابي پروتئين هاي مرحله حاد معرفي نماييم

به طور كلي اهداف اين مطالعه، تعيين الگوي 

ر در گاوهاي مبتلا الكتروفورتيك پروتئين هاي سرم شي

به ورم پستان تحت باليني ناشي از عوامل ميكروبي 

 و نيز مقايسه SDS-PAGEشايع در ايران به روش 

گيري   با روش اندازهSDS-PAGEدرستي باليني روش 

  . در تشخيص ورم پستان تحت باليني بودAآميلوئيد 

  

  مواد و روش كار

 5ه نمونه هاي مورد مطالعه در اين تحقيق متعلق ب

گاوهاي مورد . گاوداري صنعتي اطراف تهران بودند

مطالعه همگي از نژاد هلشتاين بوده، در دوره شيرواري 

 ظهر 12 صبح، 4(به سر مي بردند و سه مرتبه در روز 

نمونه گيري . مورد دوشش قرار مي گرفتند)  شب7و 

هيچ يك از گاوهاي . قبل از دوشش ظهر انجام شد

مونه گيري، آبستني بالا نداشته و مورد مطالعه در زمان ن

  .يا تازه زا نبودند

قبل از دوشش ظهر از هر گاو پس از ضدعفوني 

 درصد و 70كردن سرپستانك ها هفت مرتبه با اتانول 

از ( نمونه شير گرفته شده 4 دوشش اوليه، 3دور ريختن 

و تحت آزمايش ورم پستان ) هر كارتيه يك نمونه

قرار  CMT) (California Mastitis Testكاليفرنيايي 

 كارتيه آنها منفي بود 4 هر CMTگاوهايي كه . گرفت

به عنوان گاوهايي كه احتمالا سالم هستند و گاوهايي 

 حداقل يك كارتيه آنها مثبت بود به عنوان CMTكه 

گاوهايي كه احتمالا مبتلا به ورم پستان تحت باليني 

  .هستند، در نظر گرفته شدند

اي شير به دو قسمت تقسيم هر يك از نمونه ه

قسمت اول نمونه هاي مورد مطالعه، جهت انجام . شد

آزمايش شمارش سلول هاي سوماتيك و كشت 

ميكروبي سريعا و در مجاورت يخ به آزمايشگاه 

ميكروب شناسي و سري دوم نمونه ها تحت شرايط 

ذكر شده به آزمايشگاه كلينيكال پاتولوژي دانشكده 
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  .ه شددامپزشكي انتقال داد

در آزمايشگاه ميكروب شناسي در وهله اول 

آزمايش شمارش سلول هاي سوماتيك و كشت 

گاوهايي . باكتريايي بر روي نمونه هاي شير انجام شد

 كارتيه آنها تعداد سلول هاي 4كه در نمونه شير هر 

 هزار سلول در هر ميلي ليتر و 100سوماتيك كمتر از 

 به عنوان گروه سالم نتيجه كشت ميكروبي آنها منفي بود

در اين گاوها نمونه . در نظر گرفته شد) گروه شاهد(

 كارتيه با يكديگر مخلوط و به صورت يك نمونه 4شير 

شير . در آزمايش هاي بعدي مورد استفاده قرار گرفت

كارتيه هايي كه تعداد سلول هاي سوماتيك در آن بيش 

 هزار سلول در هر ميلي ليتر و نتيجه كشت 100از 

ميكروبي آنها مثبت بود به عنوان نمونه هاي مثبت 

 بر منظور گرديد و) مبتلا به ورم پستان تحت باليني(

 مختلف قرار ي در گروه هاشده جدا يحسب نوع باكتر

ت ي ما اهميق براين تحقي كه در ايي هايباكتر. گرفتند

 در ينيع ورم پستان تحت بالي شايداشتند و پاتوژنها

لوكوكوس اورئوس، ياستاف: ارتند ازباشند عبيران ميا

س و يوبرياسترپتوكوكوس  ه،ياسترپتوكوكوس آگالاكت

 راس گاو سالم 18در نهايت  .سيوم بووينه باكتريكور

 راس گاو مبتلا به 41و )  كارتيه4نمونه شير مخلوط (

هاي بعدي قرار  ورم پستان تحت باليني مورد ارزيابي

روش دستي و شمارش سلول هاي سوماتيك به .گرفتند

روش رنگ (بر اساس پروتكل فدراسيون بين المللي شير

اطيابي ناهيد (انجام پذيرفت ) آميزي متيلن بلو

كشت باكتريايي شير بر طبق پروتكل موسسه ).1384

  ). Harmon, et al., 1976(ورم پستان انجام پذيرفت 

به منظور كشت باكتريايي شير، ابتدا از محيط هاي 

ون دار و مك كانكي استفاده گرديد كشتي نظير آگار خ

و سپس به منظور تعيين گونه باكتري، كلني هاي به 

در .  دست آمده به محيط هاي كشت افتراقي منتقل شد

آزمايشكاه كلينيكال پاتولوژي، بخشي از نمونه هاي شير 

به داخل ميكروتيوب منتقل و تا زمان اعلام نتايج 

ت آزمايش شمارش سلول هاي سوماتيك و كش

ميكروبي شير، جهت انجام آزمايش اندازه گيري 

 درجه سانتيگراد -20 شير، در فريزر Aآميلوئيد 

بخشي ديگر از نمونه ها وارد فرايند . نگهداري شد

 Aاندازه گيري آميلوئيد  .جداسازي سرم شير گرديد

شير به روش الايزا و با استفاده از كيت شركت تري 

 ,Tridelta Ltd, Wicklow)دلتا، ساخت كشور ايرلند 

Ireland)  گيري پروتئين سرم شير به روش  و اندازه

  بر طبق SDS-PAGEالكتروفورز . برادفورد انجام شد

پروتكل موسسه ژنتيك ايرانبا اعمال كمي تغيير انجام 

سيستم الكتروفورز مورد استفاده ساخت . پذيرفت

ولتاژ و مدت زمان مورد .شركت بيورد امريكا بود

به منظور جداسازي باندهاي پروتئيني در سرم استفاده 

پس از .  دقيقه بود60 ولت و 120شير به ترتيب 

الكتروفورز، باند هاي پروتئيني جدا شده بر روي ژل با 

 ساعت رنگ 24 به مدت R-250رنگ كوماسي بلو 

پس از اتمام مدت زمان رنگ آميزي، . آميزي گرديد

تشكل از مراحل رنگ زدايي با محلول رنگ بر كه م

 100 ميلي ليتر آب مقطر و 800 ميلي ليتر متانول، 100

 .ليتر اسيداستيك بود، در سه مرحله انجام پذيرفت ميلي

ها در ظرف حاوي محلول  بعد از الكتروفورز، ژل

نگهدارنده، نگهداري و با دستگاه دانسيتومتر، اسكن و 

هاي سالم و بيمار و  هاي به دست آمده از نمونه منحني

الگوي الكتروفورتيك و تعداد باندهاي موجود در نيز 

ژل ها با يكديگر و با ماركر استاندارد پروتئيني ساخت 

سپس مقادير نسبي هر .شركت سيناكلون مقايسه شدند

به روش ) درصد هر باند پروتئيني(پروتئين 

.  نانومتر تعيين گرديد525دانسيتومتري در طول موج 

رب كردن درصد آن در نهايت غلظت هر پروتئين با ض
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پروتئين در پروتئين تام محاسبه گرديد و به صورت 

تجزيه و تحليل آماري .ميلي گرم در ليتر گزارش شد

 ويرايش SPSSنتايج تحقيق حاضر با نرم افزار آماري 

در ابتدا با استفاده از آزمون . شانزدهم انجام شد

 One Sample(كولموگروف اسميرنوف يك نمونه اي

Kolmogorov-Smirnov test  ( توزيع داده ها مورد

بررسي قرار گرفت و نتيجه آن شد كه توزيع تمام داده 

ها به غير از پروتئين تام  نرمال نيستند،  بنابراين به 

منظور مقايسه نتايج تعداد سلول هاي سوماتيك و 

 شير، غلظت آلبومين، آلفالاكتالبومين، Aغلظت آميلوئيد 

وگلوبولين سرم شير بين بتالاكتوگلوبولين و ايمون

گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان تحت باليني ناشي از 

. پاتوژن هاي مختلف از آزمون من ويتني استفاده شد

همچنين جهت مقايسه نتايج غلظت پروتئين تام سرم 

 مستقل استفاده Tشير بين دو گروه ذكر شده از آزمون 

سوماتيك به منظور مقايسه نتايج تعداد سلول هاي . شد

 شير، غلظت آلبومين، Aو غلظت آميلوئيد 

آلفالاكتالبومين، بتالاكتوگلوبولين و ايمونوگلوبولين سرم 

گاوهاي مبتلا به ورم (  گروه مورد مطالعه 5شير در 

، گاوهاي مبتلا به يلوكوكوساستافپستان تحت باليني با 

ورم پستان تحت باليني با كورينه باكتريوم بوويس، 

لا به ورم پستان تحت باليني با گاوهاي مبت

، گاوهاي مبتلا به ورم پستان استرپتوكوكوس آگالاكتيه

) ، گاوهاي سالماسترپتوكوكوس يوبريستحت باليني با 

و جهت مقايسه نتايج Kruskal Wallis  از آزمون 

هاي سرم شير در  غلظت پروتئين تام و ايمونوگلوبولين

 واريانس گروه هاي مورد مطالعه از آزمون تحليل

آناليز راك نيز به .استفاده شد) ANOVA(يكطرفه 

منظور مقايسه كارايي هر تست با در نظر گرفتن تعداد 

انجام  هاي سوماتيك به عنوان استاندارد طلايي سلول

 شير و Aنقاط برش براي غلظت آميلوئيد .پذيرفت

ايمونوگلوبولين سرم شير به منظور حصول حساسيت و 

شخيص گاوهاي مبتلا به ورم پستان ويژگي بالا براي ت

رويه آنتي  تحت باليني و جلوگيري از مصرف بي

  .بيوتيك در درمان گاوهاي سالم، انتخاب گرديد

  

  نتايج

نتايج اين تحقيق نشان مي دهد كه بين ميانگين 

 شير، Aتعداد سلول هاي سوماتيك، غلظت آميلوئيد 

ن سرم پروتئين تام، بتالاكتوگلوبولين و ايمونوگلوبولي

شير و در گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان تحت 

  )1جدول (.داري وجود دارد  يباليني اختلاف آماري معن

بين ميانگين تعداد سلول هاي سوماتيك شير 

گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان تحت باليني اختلاف 

  ). ≥001/0p(آماري به شدت معناداري وجود داشت 

 شير گاوهاي سالم Aلوئيد بين ميانگين غلظت آمي

و مبتلا به ورم پستان تحت باليني اختلاف آماري به 

و در نقطه  )≥001/0p(شدت معناداري وجود داشت 

 سلول در ميلي ليتر براي سلول هاي 100،000برش 

 شير در Aسوماتيك، حساسيت و ويژگي آميلوئيد 

درصد  100تشخيص ورم پستان تحت باليني به ترتيب 

و درستي باليني آن بر اساس تعريف درصد 100و 

  .به دست آمد) 000/1(گاردنر،  بالا 

بين ميانگين غلظت ايمونوگلوبولين سرم شير 

گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان تحت باليني اختلاف 

، در )≥001/0p(آماري به شدت معناداري وجود داشت 

 سلول در ميلي ليتر براي 100،000نقطه برش 

تيك، حساسيت و ويژگي هاي سوما سلول

 در 05/0ايمونوگلوبولين سرم شير با نقطه برش 

و درصد  94تشخيص ورم پستان تحت باليني به ترتيب 

 و 60 و 74 به ترتيب 105/0و در نقطه برش درصد  30

 و درستي باليني 80 و 43 به ترتيب 16/0در نقطه برش 
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  .به دست آمد) 742/0(آن بر اساس تعريف گاردنر، بالا 

ين ميانگين غلظت آلفالاكتالبومين سرم شير ب

گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان تحت باليني اختلاف 

  ).=000/1p(آماري وجود نداشت 

بين ميانگين غلظت بتالاكتوگلوبولين در سرم شير 

گاوهاي مبتلا به ورم پستان تحت باليني و گاوهاي سالم  

يانگين و م) =0p/.015(اختلاف  معناداري وجود داشت

غلظت بتالاكتوگلوبولين سرم شير در گاوهاي مبتلا به 

ورم پستان تحت باليني نسبت به گاو هاي سالم به طور 

  ). =0p/.015((معناداري بالاتر بود 

بين ميانگين غلظت آلبومين سرم شير گاوهاي 

سالم و مبتلا به ورم پستان تحت باليني اختلاف آماري  

، در تحقيق حاضر )=0p/.11(معناداري وجود نداشت 

 سلول در 100،000با در نظر گرفتن نقطه برش 

هاي سوماتيك، ميانگين غلظت  ليتر براي سلول ميلي

آلبومين سرم شير در گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان 

گرم در ليتر به   ميلي06/0 و 04/0تحت باليني به ترتيب 

  .دست آمد

ين غلظت پروتئين تام سرم شير گاوهاي بين ميانگ

سالم و مبتلا به ورم پستان تحت باليني اختلاف آماري  

  ).=0p/.021(معناداري وجود داشت 

  

  

  

  

  

 آمار توصيفي براي پارامترهاي مورد اندازه گيري در گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان تحت باليني با در نظر گرفتن نقطه برش -1جدول

  لول در هر ميلي ليتر براي سلولهاي سوماتيك س100،000

  تعداد نمونه  گروه  واحد  پارامتر
   انحراف±ميانگين

  معيار
  ميانه

  پايين ترين و

  بالاترين مقدار
p  

*1  18  11/0± 68/0  55/0  49/1 - 08/0  
   شيرAآميلوئيد 

گرم در  ميلي

  3/0 - 5/22  6/4  5/6 ±92/0  41  2** ليتر
001/0≤  

1  18  04/0± 68/0  75/0  96/0 - 36/0  
  رپروتئين تام سرم شي

گرم در  ميلي

  30/0 - 80/1  89/0  86/0 - 04/0 41  2  ليتر
021/0  

1  18  006/0± 04/0  05/0  13/0 - 01/0  
  آلبومين سرم شير

گرم در  ميلي

  01/0 - 17/0  06/0  06/0 ±006/0  41  2  ليتر
110/0  

1  18  03/0± 14/0  05/0  45/0 - 01/0  
  بتالاكتوگلوبولين سرم شير

ميلي گرم در 

  01/0 - 67/0  24/0  27/0 ±03/0  41  2  ليتر
015/0  

1  18  045/0± 34/0  28/0  66/0 - 09/0  
 آلفالاكتالبومين سرم شير

ميلي گرم در 

  03/0 - 08/1  27/0  34/0 ±035/0  41  2  ليتر
000/1  

1  18  022/0± 13/0  11/0  42/0 - 01/0  
  ايمونوگلوبولين سرم شير

ميلي گرم در 

  02/0 - 44/0  16/0  16/0±014/0  41  2  ليتر
101/0  

1  18  94/13±11/103  96  197- 16  
  تعداد سلول هاي سوماتيك

 سلول 1000

  52 -10788  900  1/1468±01/298  41  2 در ميلي ليتر
001/0≤  

  گروه سالم*

   گروه  بيمار**
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ير منحني پارامترهاي مورد اندازه گيري در تشخيص ورم  نقاط برش پيشنهادي، حساسيت، ويژگي، مثبت و منفي كاذب و سطح ز- 2جدول 

   سلول در هر ميلي ليتر100،000بر پايه نتايج شمارش سلول هاي سوماتيك با نقطه برش ) بدون توجه به نوع پاتوژن(پستان تحت باليني 

  نقطه برش پارامتر

ميلي گرم در (

  )ليتر

  حساسيت

  )درصد(

  ويژگي

  )درصد(

  منفي كاذب

  )درصد (

   كاذب مثبت

  )درصد(

  درستي باليني

  )سطح زير منحني (

  000/1  0  0  100  100  52/0   شيرAآميلوئيد 

05/0  94  30  6  70  

  ايمونوگلوبولين سرم شير  40  26  60  74  10/0

16/0  43  80  57 20 

742/0  

  

نقطه برش، حساسيت، ويژگي، مثبت و منفي 

غلظت ) سطح زير منحني(كاذب و درستي باليني 

 شير و ايمونوگلوبولين سرم شير در Aيد آميلوئ

 آورده 2تشخيص ورم پستان تحت باليني در جدول 

هاي سوماتيك به عنوان  بر اساس تعداد سلول.شده است

استاندارد طلايي در تشخيص ورم پستان تحت باليني، 

گيري  بيشترين حساسيت و ويژگي مربوط به اندازه

يشترين  شير و از نظر درستي، بAغلظت آميلوئيد 

درستي باليني، بر پايه سطح زير منحني، به ترتيب متعلق 

 شير وايمونوگلوبولين Aگيري غلظت آميلوئيد  اندازه به

  ).2جدول ( .باشد سرم شيرمي

  

بر اساس نتايج اين تحقيق، اگر نقطه برش 

هاي سوماتيك در تشخيص ورم پستان تحت  سلول

ظر بگيريم،  سلول در ميلي ليتر در ن100،000را  باليني

 شير دقيق ترين آزمايش Aاندازه گيري غلظت آميلوئيد 

به علاوه . در تشخيص ورم پستان تحت باليني است

درستي باليني ايمونوگلوبولين سرم شير نيزدر تشخيص 

  .ورم پستان تحت باليني بالا است

در بررسي الگوي الكتروفورتيك سرم شير گاوهاي 

، SDS-PAGEبه روش پستان تحت باليني  مبتلا به ورم

 70-170باندهايي با وزن مولكولي بالايي در محدوده 

هاي  كيلودالتون مشاهده شدند كه در اين رابطه، نمونه

مبتلا به ورم پستان تحت باليني، حداقل دو باند و 

حداكثر پنج باند داشتند در حاليكه در گاو هاي سالم 

  ).1شكل ( هيچ باندي در اين محدوده وجود نداشت

  

  

  

 نماي باندهاي مشاهده شده در ژل پس از انجام -1شكل 

 در سرم شير گاوهاي سالم، SDS-PAGEالكتروفورز به روش 

  )Ladder(بيمار و استاندارد مولكولي 
  

هاي شير گاوهاي مبتلا به ورم پستان تحت  نمونه

  9، 8، 7، 6، 4، 2، 1باندهاي شماره : باليني

  3باند : نمونه شير گاو سالم

  لدر/ استاندارد: 10 و 5هاي شماره باند
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   شير، پروتئين تام، آلبومين، آلفالاكتالبومين، بتالاكتوگلوبولين و ايمونوگلوبولين سرم شيرA منحني راك آميلوئيد -1نمودار

  

  گيري  و نتيجهبحث

  هاي سوماتيك  شمارش سلول-

لي شير، المل بر اساس توصيه فدراسيون بين

هاي سوماتيك به عنوان استاندارد طلايي  شمارش سلول

در تشخيص ورم پستان تحت باليني بيان شده است، 

بنابراين در اين مطالعه از نتايج حاصل از شمارش 

هاي سوماتيك به عنوان استاندارد طلايي استفاده  سلول

هاي  اي نشان داده شد كه در شير كارتيه در مطالعه .شد

تلا به ورم پستان تحت باليني تعداد گاوهاي مب

يابد كه اين يافته با  هاي سوماتيك افزايش مي سلول

 ,.Hogarth, et al(نتايج تحقيق حاضر هماهنگي دارد 

2001.(  

گيري تعداد  در تحقيق ديگري بيان شد كه اندازه

تواند به طور رايج  هاي سوماتيك در شير مي سلول

ده شود ولي در جهت تشخيص ورم پستان خفيف استفا

موارد شديد ورم پستان كارايي چنداني ندارد 

)Eckersall, et al., 2001 .(  

هاي متمادي است كه از شمارش  چه سال اگر

هاي سوماتيك به عنوان استاندارد طلايي در  سلول

شود اما  تشخيص ورم پستان تحت باليني استفاده مي

د بايد توجه داشت كه بر اساس مطالعات اخير، تعدا

هاي سوماتيك هميشه با عفونت پستان همخواني  سلول

ها در شير تحت تاثير  ندارد، به علاوه تعداد اين سلول

هاي شيرواري، مرحله  ساير عوامل نظير تعداد دوره

شيرواري، ميزان توليد شير، استرس، فصل و نژاد گاو 

  ).Schepers, et al., 1997(نيز قرار دارد 

   شيرA اندازه گيري آميلوئيد -

 شير در مبتلايان به ورم Aافزايش غلظت آميلوئيد 

پستان تحت باليني به دليل ماهيت التهابي ورم پستان 

است كه منجر به توليد سيتوكين هاي پيش التهابي نظير 

ت
سي
سا
ح

 

 ويژگي

 

  پروتئين تام

  آلفا لاكتالبومين

  بتا لاكتوگلوبولين

  آلبومين

  لاكتوفرين

  ايمونوگلوبولين

   شيرAآميلوئيد 

  خط مرجع
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 و فاكتور نكروز بافتي آلفا 6 و 1هاي  اينترلوكين

)TNF-α (ها موجب افزايش  اين سيتوكين. شود مي

 در كبد Aي مثبت فاز حاد نظيرآميلوئيد ها سنتز پروتئين

شود لذا غلظت سرمي آنها افزايش يافته و به دليل  مي

.  كنند  شيري، به داخل شير نشت مي-تخريب سد خوني

 سنتز داخل پستاني Aبه علاوه ثابت شده كه آميلوئيد 

نيز دارد به طوري كه اين سنتز در پاسخ به التهاب بافت 

 McDonald, et(يابد  فزايش ميپستان به چندين برابر ا

al., 2001.(  

در مطالعه صورت گرفته توسط محققين عنوان 

 ، سنتز داخل پستاني دارد و Aشده است كه آميلوئيد 

اين سنتز در التهاب غده پستان افزايش مي يابد بنابراين 

افزايش غلظت اين پروتئين فاز حاد مثبت در شير تنها 

 در غده پستان است لذا بيانگر حضور يك روند التهابي

از اندازه گيري آن در شير مي توان به عنوان يك 

شاخص تشخيصي زودهنگام در ورم پستان استفاده 

  ).Eckersall, et al., 2001(نمود 

همچنين در مطالعه ديگري نشان داده شد كه 

 شير كارتيه هاي مبتلا به ورم پستان Aغلظت آميلوئيد 

زايش تعداد سلول هاي باليني همزمان يا قبل از اف

يابد كه اين يافته با نتايج تحقيق  سوماتيك افزايش مي

  ). Hogarth, et al., 2001(كند  حاضر مطابقت مي

 Aگيري غلظت آميلوئيد  توان از اندازه در نتيجه مي

شير به عنوان يكي از بهترين آزمايش ها در تشخيص 

ا در زودهنگام ورم پستان تحت باليني استفاده نمود زير

تشخيص اين بيماري كاهش موارد مثبت كاذب اهميت 

زيادي دارد تا از صرف هزينه اضافي و وارد كردن 

  .مورد آنتي بيوتيك به داخل شير جلوگيري كرد بي

   اندازه گيري ايمونوگلوبولين سرم شير-

بين ميانگين غلظت ايمونوگلوبولين سرم شير 

يني اختلاف گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان تحت بال

كه ) ≥001/0p(آماري به شدت معناداري وجود داشت 

اين يافته با نتايج تحقيق ساير محققين همخواني دارد به 

طوري كه گزارش شده است كه ورم پستان تحت باليني 

موجب افزايش معنادار در غلظت ايمونوگلوبولين سرم 

هاي سرم  در اين مطالعه، ايمونوگلوبولين. شود شير مي

گيري  به روش الكتروفورز ژل پلي اكريلاميد اندازهشير 

  ).Ishikawa, et al., 1982(شد 

همچنين محققين ديگري متوجه شدند كه در 

گاوهاي مبتلا به ورم پستان كلي فرمي غلظت 

ايمونوگلوبولين سرم شير در طي فاز حاد بيماري 

  ).Harmon, et al., 1976(يابد  افزايش مي

ري غلظت ايمونوگلوبولين توان از اندازه گي مي

سرم شير نيز در تشخيص زودهنگام ورم پستان تحت 

باليني استفاده نمود، حساسيت و ويژگي ايمونوگلوبولين 

براي تشخيص ورم پستان تحت باليني ناشي از پاتوژن 

هاي مورد مطالعه در نقاط برش مختلف، متفاوت است 

ساسيت و كلينيسين بسته به اينكه به دنبال آزموني با ح

تواند يكي از نقاط برش را  يا ويزگي بالاتر است، مي

  ).2جدول (انتخاب نمايد

   اندازه گيري آلفالاكتالبومين سرم شير-

نكته قابل توجه آنكه تغيير غلظت آلفالاكتالبومين 

اي است كه در تحقيقات  سرم شير در ورم پستان، مقوله

مختلف نتايج ضد و نقيض به همراه داشته است به 

وري كه بعضي از محققين گزارش كرده اند كه ورم ط

پستان تحت باليني موجب كاهش معنادار در غلظت 

آلفالاكتالبومين سرم شير مي شود كه با نتايج مطالعه 

و ) Ishikawa, et al., 1982(حاضر مطابقت ندارد 

هاي شير را با روش  بعضي تاثير ورم پستان بر پروتئين

ميد مورد بررسي قرار داده و الكتروفورز ژل پلي اكريلا

به اين نتيجه رسيدند كه تغيير معناداري در درصد 

دهد و بين غلظت  آلفالاكتالبومين شير رخ نمي
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آلفالاكتالبومين سرم شير در گاوهاي سالم و مبتلا به 

ورم پستان تفاوت معناداري وجود ندارد كه اين يافته 

 Randolph, et( با نتايج اين مطالعه همخواني دارد

al., 1974   .(  

اين تنوع در تغيير غلظت آلفالاكتالبومين سرم شير 

تواند به دليل تفاوت در  در مطالعات مختلف مي

گيري آلفالاكتالبومين، شدت ورم  هاي اندازه روش

هاي  پستان، نوع پاتوژن مسبب ورم پستان و پاسخ

  .بيولوژيك حيوان باشد

آزمايش اندازه گيري آلفالاكتالبومين سرم شير 

حساس و دقيقي در تشخيص ورم پستان تحت باليني 

به عبارت ديگر اندازه گيري آلفالاكتالبومين سرم . نيست

شير در تشخيص ورم پستان تحت باليني نه تنها هيچ 

مزيتي نسبت به شمارش سلول هاي سوماتيك شير 

  .ندارد بلكه ارزش تشخيصي آن پايين تر نيز هست

 
  گلوبولين سرم شير اندازه گيري بتالاكتو-

در مطالعه اي تاثير ورم پستان بر پروتئين هاي شير 

را با روش الكتروفورز ژل پلي اكريلاميد مورد بررسي 

قرار داده و به اين نتيجه رسيدند كه بتالاكتوگلوبولين 

 Randolph, et(يابد  سرم شير در ورم پستان كاهش مي

al., 1974 (كه همچنين محققين ديگري گزارش كردند 

پستان تحت باليني موجب كاهش معنادار در غلظت  ورم

در اين مطالعه، . شود بتالاكتوگلوبولين سرم شير مي

بتالاكتوگلوبولين سرم شير به روش الكتروفورز ژل پلي 

، )Ishikawa, et al., 1982( گيري شد اكريلاميد اندازه

  .كه اين يافته ها با نتايج مطالعه حاضر همخواني ندارد

 به SDS-PAGEي از محققين با روش گروه

بررسي تغييرات پروتئين هاي سرم شير در ورم پستان 

تحت باليني پرداخته و به اين نتيجه رسيدند كه 

بتالاكتوگلوبولين سرم شير در طي اين بيماري كاهش 

اين يافته با نتايج مطالعه حاضر همخواني ندارد . يابد مي

)Urech, et al., 1999(  

جه گرفت ارزش تشخيصي اندازه مي توان نتي

گيري بتالاكتوگلوبولين در تشخيص ورم پستان تحت 

باليني پايين است و در نتيجه نمي توان از اندازه گيري 

آن در تشخيص زودهنگام ورم پستان تحت باليني 

  .استفاده نمود

 
  اندازه گيري آلبومين سرم شير-

در مطالعه اي گزارش شده است كه ورم پستان 

اليني موجب افزايش معنادار در غلظت آلبومين تحت ب

در اين مطالعه، آلبومين سرم شير به .سرم شير مي شود

روش الكتروفورز ژل پلي اكريلاميد  اندازه گيري شد  

و نيز گزارش شد كه ورم پستان تحت باليني ناشي از 

استافيلوكوكوس اورئوس موجب افزايش معناداري در 

شود كه با نتايج اين تحقيق غلظت آلبومين سرم شير مي 

  ).Ishikawa, et al., 1982(همخواني ندارد 

عدم وجود اختلاف معنادار در ميزان آلبومين بين 

گروه هاي مورد مطالعه در اين تحقيق مي تواند به دليل 

در مطالعات انجام . تفاوت در روش اندازه گيري باشد

  اندازه گيري شده ولي درBCGشده، آلبومين به روش 

اين مطالعه با محاسبه پروتئين تام و محاسبه سطح زير 

  .  منحني الكتروفورز، ميزان آلبومين تخمين زده شد

  

   اندازه گيري پروتئين تام سرم شير-

اي گزارش كردند كه ورم پستان تحت  در مطالعه

باليني موجب افزايش معنادار در غلظت پروتئين تام 

تئين تام سرم شير در اين مطالعه پرو. شود سرم شير مي

 ,.Ishikawa, et al(گيري شد  به روش لوري اندازه

  . كه با نتايج تحقيق حاضر همخواني دارد)1982

در حاليكه در مطالعات ديگزي گزارش شده است 
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كه هيچ گونه تفاوت معناداري در غلظت پروتئين تام 

سرم شير گاوهاي سالم و مبتلا به ورم پستان تحت 

 ;Kitchen, et al., 1981 (باليني وجود ندارد

Munro, et al., 1984 ( كه اين يافته ها با مطالعه

اين عدم همخواني مي تواند به . حاضر همخواني ندارد

دليل شدت واكنش التهابي القا شده در ورم پستان يا 

  .تفاوت در روش اندازه گيري پروتئين تام باشد

-SDSدهد كه  نتايج مطالعه حاضر نشان مي

PAGEتواند به عنوان يك آزمون مناسب در   مي

 .تشخيص ورم پستان تحت باليني كمك نمايد
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