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شناسایی مایکوباکتریوم اویوم تحت گونه پاراتوبرکلوزیس در نمونه بافتی 
آمیزي   رنگروشدو   به شهرکردکشتارگاه در گاوهاي ذبح شده در ایلئوم 

   اي پلیمراز و واکنش زنجیرهاختصاصی زیل نلسون
  1، محمدرضا نامداري2ممتازحسن ، 2*نامجو عبدالرسول ، 1 کریمی حسن

 

  چکیده
ن نوعی التهاب مزمن روده اي شدید و پیشرونده اسـت کـه دسـتگاه    یو بیماري

ایـن  . ها را درگیر می سـازد      گوارش نشخوارکنندگان اهلی، وحشی و تک سمی      
پاراتوبرکلوزیس به روش واکنش آویوم مطالعه به منظور تشخیص مایکوباکتریوم 

 بـر روي نمونـه هـاي    زي اختصاصی زیل نلـسون یرنگ آمو زنجیره اي پلیمراز    
. از گاوهاي کشتارشده در کشتارگاه شهرکرد انجام شد انتخاب شده   ایلئوم  بافتی  

نتایج آزمایش رنگ آمیزي اختصاصی زیل نلسون و واکنش زنجیره اي پلیمـراز              
آزمـون آمـاري مـک     .را نشان داند% 67/26و  % 67/6آشیانه اي بترتیب آلودگی 

لی مـراز بـیش از رنـگ    نمار نشان داد که حساسیت آزمون واکنش زنجیره اي پ        
میزان توافق کلی بین دو روش ). > p 001/0(آمیزي اختصاصی زیل نلسون است 

 محاسبه شد که نشان دهنده توافق ضعیف اسـت  33/0 درصد و ضریب کاپا      80
)01/0 p <( . مشاهده جنس، نژاد و سن بین آلودگی با  رابطه معنی داريهمچنین

مـون واکـنش زنجیرهـاي پلیمـراز جهـت          نتایج نشان داد که آز    ). p <05/0(نشد
تشخیص آلودگی از دقت بالایی برخوردار است و در مراحل اولیه بیمـاري کـه           

 به نتایج هیـستوپاتولوژیک جهـت   توان مین است اندكتعداد میکروارگانیسم ها    
 .تشخیص بیماري یون اعتماد کرد

ــان ــديواژگ ــاو،   :  کلی ــاراتوبرکلوزیس، گ ــاکتریوم پ ــون، مایکوب ــاري ی  بیم
 واکنش زنجیره اي پلیمراز،هیستوپاتولوژي، زیل نلسون

  
  22/8/90:      تاریخ پذیرش16/6/90: تاریخ دریافت

  

  مقدمه 
نوعی التهاب روده اي مزمن است کـه در دامنـه         بیماري یون   

بز،   و وحشی مانند گوسفند،    اهلیوسیعی از نشخوارکنندگان    
ن یـال دار  گوزن، گاومیش آمریکایی، شتر، بوفالو، لاما، گـوز       

 بنـدرت در تـک  و آفریقایی، گوشتخواران، پرندگان وحـشی   
  .)5، 7، 11، 14،13(کند ها آلودگی ایجاد می سمی

  
   دانش آموخته دکتراي حرفه اي دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، شهرکرد،ایران-1
  ar.namjo72@gmail.comران ژي دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، شهرکرد، ای  گروه پاتوبیولو-*2

مایکوباکتریوم آویوم تحت گونه پاراتوبرکلوزیس عامل بیماري 
مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس نامیده  به اختصاریون است که 

 میکرون، 5/1 تا 5/0 این باکتري کوچک به ابعاد .)12(شود می
 براي رشد به منبع . استد، گرم مثبت  میله اي شکل، کند رش    

هـاي اقتــصادي   زیـان  .)5(آهـن و مایکوبـاکتین احتیـاج دارد   
عفونت تحت بالینی مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس شـامل   در

کاهش ضریب تبـدیل غـذایی، کـاهش تولیـد مثـل، کـاهش        
پروتئین و چربی شیر، حذف زودرس، کاهش وزن در زمـان         

). 14(ان و کاهش باروري است    کشتار، افزایش بروز ورم پست    
توان التهاب مزمن گرانولومـاتوز      از مشخصات پاتولوژیک می   

ایلئوم، کولون و التهاب عروق لنفاوي و عقده هـاي لنفـاوي            
ــوم ). 5،14(اشــاره کــرد مزانتریــک را  ــاکتریوم اوی ــایکو ب م

 دي اکسی نوکلئیـک     ژنتیکی از نظر ساختار  پاراتوبرکلوزیس  
 ).5(با پاراتوبرکلوزیس شباهت دارد    درصد   90 بیش از    ،اسید

 و در گاو بیشتر از گوسفند و بیماري یون انتشار جهانی داشته
راه انتقال آلودگی خوردن آب و . )6(شود باعث بیماري میبز 

پـس از   . )15(هاي مبتلا است  مواد غذایی آلوده به مدفوع دام     
 قسمت میانی روده توسط ماکروفاژها درمایکوباکتریوم  این که
باکتري در داخل ماکروفاژ تکثیر یافته و بـا از   )12(شدگرفته  

هـاي    و تشکیل سـلول    بین بردن ماکروفاژ و ادامه تکثیر خود      
). 9،12(شـود   مـی  رشد و گسترش بیمـاري  غول پیکر باعث  
 پاسخ گانیسم در مخاط روده سبب بروز یک      تکثیر و تزاید ار   

   این. گردد وم میـی ایلئـت انتهایـوزي در قسمـوماتـولـرانـگ
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 و تشکیل ژها فزایش ضخامت به دلیل تکثیر و تزاید ماکروفا       ا
لایه هاي پائینی مخاط و زیر مخاط        هاي اپی تلوئید در    سلول
 تمایل براي عفونت در قسمت انتهایی     .)14،5( دباش  میروده  

هاي پـایر در    به وسیله افزایش دانسیته پلاكتوان میایلئوم را   
مراحل ایجاد بیمـاري در      ).5( این نقطه از روده توجیه نمود     

نـت خـاموش در   مرحلـه اول یـا عفو  :  عبـارت اسـت از   گاو
هـاي اول   گاوهاي جوان که در همان مـاه       ها  تلیسه،  ها  گوساله
 تـوان  مـی  نکي سـرلوژی هـا  تـست  و با    اند  شدهآلوده  زندگی  

مرحله دوم یا فـرم     . )12،5( بیماري را در حیوان ردیابی کرد     
تحت کلینیکی بیماري که اغلب حیوانات در این مرحله بالغ          
وحامل مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس بوده و علائم تیپیـک         

 تــرین حــساسنــد و بنــدرت بــا  ده مــیبیمــاري را نــشان ن
ي آزمایشگاهی مثـل کـشت مـدفوع بیمـاري قابـل            ها  نآزمو

کـه در  مرحله سوم یـا فـرم کلینیکـی      . )12،5( ردیابی است 
داراي علائـم کـاهش   و ي بالغ و بزرگسال دیـده شـده      ها  دام

نتیجـه کـشت   بـوده و  کـاهش درجـه حـرارت     وزن، اسهال، 
 در این مرحله مثبت است و عیار پادتن با  ها  داممدفوع اغلب   

و آزمایش آگار ژل ایمونودیفیـوژن قابـل ردیـابی         روش الیزا   
  بیمـاري اسـت،   مرحلـه چهـارم، مرحلـه پیـشرفت        .دباش  می
غري ي مبتلا در مراحل پیشرفته بیماري کاهش وزن، لا        ها  دام

را نـشان  ، اسهال آبکـی    مفرط، زبر وخشن شدن پوشش بدن     
مهمترین ضـایعات ماکروسـکوپی در فـرم         ).12،5( ندده  می

 یون، آتروفـی عـضلات، ادم تحـت فکـی،        پیشرونده بیماري 
کاهش وزن، ایجاد پلاك هاي فیبروزه و رسـوب کلـسیم در            
آئورت، تورم عقده هاي لنفاوي ایلئوسکال، ضـخیم شـدن و       

ي هـا  قـسمت  در بـویژه چین و چروك دار شدن مخاط روده  
تشخیص قطعی بیماري با ترکیبی از       ).5(استانتهایی ایلئوم   

بـاکتري شناسـی، سـرولوژي و       تشخیص بالینی، آزمایـشات     
امـا کـشت مـدفوع بعنـوان      . )1( مولکولی امکان پذیر اسـت    

از آنجائی که آزمون    . )1،15( تست طلائی معرفی شده است    
مدفوع روش سریع و ارزانـی اسـت        میکروسکوپیک مستقیم   

اما روش قابل اطمینانی بـراي ردیـابی و شـنا سـایی مـایکو           
طرفی از  ،)1( باکتریوم پاراتوبرکلوزیس در مدفوع گاو نیست 

ي دفـع کننـده عامـل بیمـاري بـدون علائـم             ها  دامشناسایی  
 ـ ریشهبیماري و عفونت آشکار مهمترین کار در کنترل و     ی کن

آلـودگی  رسـی  براز مطالعه حاضـر    هدف   .بیماري یون است  
 به روش رنـگ آمیـزي       مایکوباکتریوم اویوم پاراتوبرکلوزیس  

بـر روي    و واکنش زنجیره اي پلیمرازاختصاصی زیل نلسون 
هاي تهیه شده از انتهاي ایلئوم گاوهـاي ذبـح شـده در              نمونه

) ضریب کاپا(و تعیین میزان توافق   شهرکردکشتارگاه صنعتی   
  .استتشخیصی بین این دو تکنیک 

  
  مواد و روش کار

راس  90برروي   1391 تا   1390 سال از،   کشتارگاهی این مطالعه 
به صورت  که   رأس گاو کشتار شده گاو بالاي یک سال          900از  

شـده بودنـد   تصادفی، با فواصل معین در خـط کـشتار انتخـاب         
انتهـایی روده باریـک   ي  هـا   قـسمت نمونـه گیـري از      . انجام شد 

 . تثبیت گردیـد    درصد 10فرمالین بافر    در   نمونهانجام و   ) ایلئوم(
 نمونه ها، مراحل مختلـف آبگیـري، شـفاف          پس از پایدار شدن   

سازي و تهیه بلوك هاي  پارافینی انجام و بـا تهیـه مقـاطعی بـه          
اختـصاصی زیـل    رنـگ آمیـزي     پـس از     میکرون و    5ضخامت  

 .با میکروسکوپ نوري مورد مطالعـه قـرار گرفتنـد        ) 14( نلسون
هاي  تجمع باسیل هاي شبه پوششی و      ها، سلول  لنفوسیتحضور  

هـاي شـبه پوشـشی و     سـلول اسیدفاست قرمز رنـگ در داخـل    
،  پرزهـاي ایلئـوم  پاریناي در بخش  هاي بزرگ چند هسته   سلول

نمونـه   بعنـوان زیر پارانشیم اطرافی عقـده لنفـاوي          و کریپت ها 
 همچنـین قـسمتی از انتهـاي       .)5،14( مثبت در نظر گرفتـه شـد      

ایلئوم جهت انجام آزمون واکنش زنجیـره اي پلیمـراز تـا زمـان             
.  نگهـداري شـدند  )1( تیگراد درجـه سـان   -70آزمایش در دماي    

 ساخت شرکت سیناژن  DNAبراي این منظور از کیت استخراج       
)DNPTM KIT DNA Purification (بدین صورت . استفاده شد

تا زمـان    DNAپس از استخراج    که طبق دستور کارخانه سازنده      
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 -20 در فریـزر  DNA ، واکنش زنجیره اي پلیمـراز  انجام واکنش 
البته با توجه به غلظـت بـالاي        . درجه سانتیگراد نگهداري شدند   

، DNA دربافــت ، قبـل از اســتخراج  PCRعوامـل بازدارنـده ي   
-Nestedآزمـایش  .  رقیق سازي شدند50 به   1ها به نسبت     نمونه

PCR       ي طراحـی شـده از روي ژن     با استفاده از زوج پرایمر هـا
IS900 ،که توسط De Meneghi معرفی شده بود 2005 در سال 

    ).3 نگاره()8(انجام شد
  

 
 نتایج واکنش زنجیره اي پلیمراز با استفاده ازبازهاي پرایمري جفت -3نگاره 

 کیلودالتون ساخت شرکت سیناژن ومقایسه آن با نمونه هاي 230شده با وزن 
وگروه شاهد سالم  ) 8 تا 1ستون ( کتریوم پاراتوبرکلوزیس آلوده با مایکو با

    . جفت بازي  هدف مثبت بوده 230نمونه از نظر باند  8). 9ستون (
. از شاهد مثبت و منفی استفاده شـد  PCRدر کلیه آزمایشات    

 نمونه  DNAباشد که بجاي      می PCRکنترل مثبت یک تیوپ     
ي مــذکور  ســویه اســتاندارد بــاکترDNAمــورد آزمــایش از 

ــه     ــی داراي کلی ــرل منف ــوپ کنت ــت و تی ــده اس ــتفاده ش اس
باشد که هم حجم آن   الگو میDNA بجز PCRواکنشگرهاي 

  . گردیدآب مقطر اضافه
PCR  توالی پرایمرهـاي مـورد اسـتفاده در ایـن          :  مرحله اول

  :مرحله به صورت زیر است
ISo-1F: 5’-GTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-3’ 
ISo-1R: 5’-GAGGTCGATCGCCCACGTGA-3’           

 مرحله اول در حجـم نهـایی        PCRگرهاي مربوط به     واکنش
 5/2این مخلوط شامل .  میکرولیتر با هم مخلوط گردیدند   25

 میکرومـول از هـر پرایمـر،    2/0 ي الگو،  DNAمیکرولیتر از   

 5/2 و MgCl2 میکرومول dNTP Mix ، 5/1 میکرومول 200
 Taq DNAآنــزیم  واحــد از 5/2 و PCRمیکرولیتــر بــافر 

Polymerase         ه شـد  که همگی از شرکت سیناژن ایـران تهیـه
 میکرولیتر روغن معدنی استریل براي جلوگیري از     20. ندبود

  . اضافه گردیدPCRآلودگی و تبخیر، به مخلوط واکنش 
 روي یـخ بـا هـم مخلـوط و بلافاصـله            PCRگرهاي   واکنش
 ,Mastercycler Gradient(ها در دستگاه ترموسـایکلر   نمونه

Eppendorf, Germany (  شـدند و برنامـه ي   مـی  قـرار داده
 دقیقـه،   5 درجه سانتی گراد     95: حرارتی مورد استفاده شامل   

 1 درجـه سـانتی گـراد    94 چرخه دمایی به ترتیب    30سپس  
 درجه سانتی گراد 72 دقیقه و   1 درجه سانتی گراد     58دقیقه،  

 دقیقـه   5اد   درجه سانتی گـر    72 دقیقه و یک مرحله نهایی       1
  . تنظیم گردید

 PCR  توالی پرایمرهاي این مرحله بـه صـورت        :  مرحله دوم
  :زیر است

ISi-2F: 5’-CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-3’ 
ISi-2R:5’-AATCAACTCCAGCAGCGCGGCCTCG-3’ 

در این مرحله همه شرایط اعم از مخلـوط واکـنش گرهـاي             
PCR         باشد بـا   و برنامه زمانی و دمایی مطابق مرحله اول می

 5/2 الگــوي مــورد اســتفاده شــامل DNAایــن تفــاوت کــه 
 مرحله اول می باشد که به نسبت PCRمیکرولیتر از محصول 

. گردد و به مخلوط واکنش اضافه می شود  رقیق می100 به 1
 درصد الکتروفـورز    5/1 با ژل آگارز     PCRسپس محصولات   

اده گردید و توسط اتیدیوم برماید رنگ آمیزي شد و با اسـتف           
 230وجـود قطعـه      . مورد ارزیـابی قـرار گرفـت       UVاز نور   

بـا  هـا   نمایانگر آلوده بـودن نمونـه   PCRجفت بازي پس از    
 بـه منظـور اطمینـان از    .مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس است  

 تخلیص شده مـایکو  DNA از  ذبعدم وجود موارد مثبت کا    
جهت  .باکتریوم اویوم به عنوان نمونه کنترل منفی استفاده شد

 شـده و بـا     SPSS ابتدا داده هـا وارد جـدول         آنالیز اطلاعات 
کا اسکوار و مـک نمـار بـه ترتیـب جهـت        استفاده از برنامه    

ارتباط آلودگی با متغییرهاي سـن، جـنس و نـژاد و مقایـسه              
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و از ضریب کاپا براي محاسبه حساسیت دو روش تشخیصی 
  . هاي تشخیصی استفاده شد میزان توافق نتایج روش

  
  نتایج

گیـري شـده     گاو نمونـه 90 ازبین ، کشتارگاهیدر این مطالعه  
ــگ)%6/6(  راس6تعــداد  ــه روش رن ــصاصی  ب ــزي اخت  آمی

بـه روش واکـنش     ) %67/26( راس 24ژیک و  هیستوپاتولو
 آلوده بـه مایکوبـاکتریوم پـاراتوبرکلوزیس        اي پلیمراز  زنجیره

و  مورد در هـر د 66شش مورد در هر دو روش مثبت و       .بود
ــد   ــزارش ش ــی گ ــصی منف ــق. روش تشخی روش  دو تواف

 و واکـنش زنجیـره اي     آمیزي اختـصاصی زیـل نلـسون       رنگ
 درصد محاسبه، و بر اساس محاسبه آماره ضریب      80 پلیمراز

دو روش در  گفـت توافـق   توان میاعلام شد که   ) 33/0(کاپا  
 همچنـین آزمـون مـک نمـار         ).p>01/0( اسـت  حد ضعیفی 

 را بسیار معنی دار دانسته اسـت      اختلاف دو روش تشخیصی     
)001 /0<p .( گاو هاي سالم و آلوده کشتار شده بر         فراوانی

 . است  آمده 1 جدول   اساس متغیرهاي جنس، نژاد، و سن در      
اخـتلاف آمـاري     سـن، جـنس و نـژاد      بین میزان آلـودگی و      

  ).p<0/ 05( دار مشاهده نشد معنی

  
سالم و آلوده بر اساس متغیرهاي جنس، نژاد، سن در گاوهاي کشتار شده در کشتارگاه صنعتی جونقان در گاو هاي مطلق و نسبی فراوانی توزیع ـ 1جدول 

  89-90سال 
  متغیر  سن  نژاد  جنس

  <5/7  5/5-7  5/3-5  1-3  هولشتاین  بومی  ماده  نر  گاوهاي نمونه گیري شده

  25  سالم
)5/69(%  

41  
)76(%  

24  
)75(%  

42  
)5/72(%  

39                     
)6/73( %  

13  
)42/68( %  

10  
)77(%  

4  
)80(%  

  11  آلوده
5/30  

13  
)24(%  

8  
)25(%  

16  
5/27(%  

14  
)4/26(%  

6  
)58/31(%  

3  
)23(%  

1  
)20(%  

  5  13  19  53  58  32  54  36  جمع کل
  .دباش میها بر اساس تعداد  داده

   ).P <0/ 05(  اختلاف آماري معنی دار مشاهده نشد کا اسکواربین متغییرها بر اساس آزمون 
  

 PCRنمونه هاي بافتی ایلئوم روده گاو بر حسب نتایج رنگ آمیزي اختصاصی زیل نلسون و  نسبی و مطلق فراوانی توزیعـ 2 جدول

 مثبت منفی جمع
 فراوانی درصد درصد فراوانی فراوانی درصد

اي پلیمراز  واکنش زنجیره  

   رنگ آمیزي زیل نلسون  

67/6  مثبت 6 25 0 0 6 
33/93  منفی 18 75 66 100 84 

 جمع 24 100 66 100 90 100

/ 001(دهد بین دو روش تشخیص آلودگی مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس اختلاف آماري بسیار معنی داري وجود دارد  نتیجه آزمون مک نمار نشان می
0<p(  ،   
  

  هاي هیستوپاتولوژیک یافته
هاي آلـوده بـه     مطالعات میکروسکوپیک مقاطع ایلئوم در گاو     

یـک آنتریـت گرانولومـاتوز      مایکوباکتریوم پارا توبرکلوزیس    
مــزمن رانــشان داد کــه در ناحیــه پــارین مخــاط لنفوســیت، 

 تعداد زیادي ماکروفاژ که     و تعدادي جایانت سل   ،پلاسماسل
باکتري هـاي اسـید فاسـت        ماکروفاژها   در داخل سیتوپلاسم  

باعث سی مزمن هاي آما تراوش سلول .)1 نگاره( مشاهده شد
  و تحلیل غدد لیبرکوهن شده بـود       هاي روده  پهن شدن خمل  
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هـایی از ایلئـوم دژنراسـیون و نکـروز           در قسمت ). 2 نگاره(
در مخـاط   . ویلاي و در ناحیه زیر مخـاط ادم مـشاهده شـد           

 در بخـش  همچنـین . ژوژنوم این ضایعات چندان واضح نبود 
لئـو سـکال   هاي لنفاوي ای قشري زیر کپسول تعدادي از عقده   

  . پلاسماسل، ماکروفاژ و جایانت سل مشاهده شد
  

  
و تشکیل اپی ) پیکان(ـ ماکروفاژهاي حاوي باکتري اسید فاست 1نگاره 
در ناحیه مخاط پهن شده ) سر پیکان(هاي جایانت  سلول . )پیکان(تلوئید 

  Ziehl- Neelsen× 1000 .ایلئوم
  

    
 است و تشکیل اپی تلوئیدـ افزایش ماکروفاژهاي حاوي اسید ف2نگاره 

  Ziehl- Neelsen × 53 ).پیکان(

  بحث
سالیان درازي است که حضور بیماري یون در ایران تایید         
شده است و این بیماري خسارات غیر قابـل جبرانـی بـه             

ایـن  . سازد صنعت دامپروري و دامداري کشور ما وارد می    
 رسد شیوع آن در به نظر می بیماري انتشار جهانی داشته و

خوشـبختانه در  ). 2(استبعضی کشورها در حال افزایش      

تکنیــک هــاي تشخیــصی بــا گــسترش چنـد ســال اخیــر  
سودمندي در خصوص تعیین مقدار آلـودگی بـه    مطالعات  

 چـرا  )2،3( مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس صورت گرفته 
بررسی میزان شیوع آلودگی در واقع مقدمه اي جهـت          که  

 در ایـن    .دشـو   مـی  محـسوب    مبارزه و کنترل این بیماري    
شناسـایی مایکوبـاکتریوم اویـوم تحـت گونـه         مطالعه بـه    

بــا اســتفاده از پــاراتوبرکلوزیس در نمونــه بــافتی ایلئــوم 
بدون توجـه بـه     هاي هیستوپاتولوژیک و مولکولی      تکنیک

به روش رنگ آمیزي زیل      که   علائم کلینیکی پرداخته شد   
داده شدکه   مثبت تشخیص    ،ها از کل نمونه  % 67/6 نلسون

، Nested-PCRروش  بـه    با توجه به نتـایج بدسـت آمـده        
آمیـزي زیـل     هاي آلوده بـه روش رنـگ       دامنسبی   فراوانی
 امـروزه  . پایین استNested-PCR نسبت به روش   نلسون

اي پلیمـراز بعنـوان یـک روش جدیـد در            واکنش زنجیره 
تشخیص مایکوباکتریوم اویوم پاراتوبرکلوزیس است امـا       

ــره، اسیت و ویژگــیدر خــصوص حــس اي  واکــنش زنجی
 و  )3،14،  1( دشـو   مـی پلیمراز گزارشـات مختلـف بیـان        

روش کشت میکروبـی بـسیار اختـصاصی عمـل          همچنان  
کند و بعنـوان یـک آزمـون اسـتاندارد طلایـی جهـت               می

تشخیص بیماري است اما جهت تـشخیص بـه شـش تـا             
که  این مطالعه نشان داد .)1،3( دوازده هفته زمان نیاز دارد

آمیزي اختصاصی زیل نلسون    میزان آلودگی به روش رنگ    
 به  و% 67/6 ی از دستگاه گوارش تقریبا      یها برروي نمونه 

بر بود که % 67/26اي پلیمراز  روش آزمون واکنشی زنجیره
 ـ    اساس آزمون مک نمار      داري بـین    یاخـتلاف آمـاري معن

 وجـود   PCRزیل نلـسون و     آمیزي اختصاصی بافتی     رنگ
 اخــتلاف آمــاري معنــی داري بــین  امــا،)p>0/ 001(دارد

 با متغیرهایی همچون سـن، جـنس، نـژاد        فراوانی آلودگی 
بر اسـاس نتـایج مطالعـه حاضـر        ).<05/0P(مشاهده نشد 

آمیـزي   با هر دو آزمـایش رنـگ        %)67/6(نمونه   6تعداد  
 66تعـداد   اي پلیمراز مثبـت و       ی و واکش زنجیره   اختصاص

وش تـشخیص منفـی گـزارش      ر هر دو ر   د درصد   33/77نمونه  
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 80که بر این اساس توافق کلـی بـین دو روش تـشخیص              . شد
د بـین  ده ـ مـی  محاسبه شد که نشان      33/0درصد و ضریب کاپا     
هایی  نمونه . )p>0/ 01(  وجود دارد  ضعیفیاین دو روش توافق     

که واکنش زنجیره اي پلیمراز مثبت اما رنگ آمیـزي اختـصاصی     
زیل نلسون منفی نشان داد به عنوان  منفی کاذب در نظر گرفتیم             

 .دهـد  درصـد مـوارد را بـه خـود اختـصاص مـی            20که حدود   
درصـد   20 رنگ آمیزي اختصاصی زیل نلسون    بنابراین آزمایش   

 ـ موارد مثبت را نتوانست تـشخیص دهـد کـه      از   ت ایـن امـر   عل
بـدون نـشان دادن علائـم بیمـاري     تحت بـالینی  حضور آلودگی  

-  Nested)اي  آشیانهواکنش زنجیره اي پلیمراز  رو از این. است

PCR)           اسـت و   یک روش ایده آل براي تشخیص بیمـاري یـون
. )3( درصـد افـزایش دهـد      10د حساسیت آزمـون را تـا        توان  می

م اویـوم بـه عنـوان     تخلیص شده مایکو باکتریوDNAاستفاده از  
از ایجـاد نتـایج مثبـت کـاذب           در این مطالعه   نمونه کنترل منفی  

 و همکــاران در مطالعــه اي بــرروي  Huntley.کــردجلـوگیري  
گاو میش کوهان دارآمریکایی که مشکوك بـه بیمـاري یـون            14

واکـنش   روش کشت مدفوع، کـشت بافـت،         6بودند به مقایسه    
 نلـسون، رنـگ آمیـزي     ، رنـگ آمیـزي زیـل      زنجیره اي پلیمراز    

گ آمیـزي ایمینـو هیـستوشیمی جهـت تشخـسص           ناورامین، ر 
تعداد موارد مثبت شده در کشت مدفوع شامل        . باکتري پرداختند 

%) 7/85(  مورد 12در کشت بافت    %) 5/37( مورد   14 مورد از    5
 همچنـین  .بود %) 100(  مورد14، واکنش زنجیره اي پلیمراز در  

 5و  %) 50( مورد   7امین به ترتیب    رنگ آمیزي زیل نلسون و اور     
در رنـگ آمیـزي   . حیوانات مبتلا شناسایی شدند%) 5/37( مورد  

. از حیوانـات شناسـایی شـدند     % 93تا   53 ایمونو هیستوشیمی   
اي  واکنش زنجیـره نشان داد که تست  و همکاران Huntleyنتایج  

تر از کشت باکتریایی یا رنگ آمیـزي اسـت و    حساس مراز پلی
 قابل اعتماد ترین تکنیک در شناسایی حیوانات آلـوده          این تست 

ون یباکتري عامل بیماري     و بهترین راه تایید تشخیص عفونت با      
و ) 2006( و همکـاران   Sivakumar که با مطالعـات      ،)10( است

 و همکـاران بـر      Whitington نتایج .حاضر مطابقت دارد  مطالعه  
  زانـ مینشان داده یون ـوارکنندگان مبتلا بـاي نشخـه روي بافت

بــه  بــه میــزان زیــادي واکــنش زنجیــره اي پلیمــرازحــساسیت 
 نتـایج تحقیـق     .)17( ارگانیسم موجود در بافـت وابـسته اسـت        

حاضر نمایانگر توانایی و دقـت آزمـایش طراحـی شـده بـراي              
ــب ژن   ــر مناس ــشخیص و تکثی ــنش  IS900ت ــوط واک  در مخل

اتوبرکلوزیس به دلیل آن کـه ژنـوم مایکوبـاکتریوم پـار          . دباش  می
ــذا تکثیــر ژن )14، 3(باشــد  مــیIS900 کپــی از ژن 10داراي   ل

 توان تشخیص بیماري یون را حتـی در مراحـل           PCRمذکور با   
اولیه بیمـاري کـه تعـداد میکروارگانیـسم هـا نـاچیز اسـت دارا              

 ادعا کرد   توان  میو ضریب کاپا    با توجه به نتایج حاضر       دباش  می
ــه راز آشــیانه ايکــه روش واکــنش زنجیــره اي پلیمــ  نــسبت ب

 از حساسیت و دقـت بـالایی    آمیزي اختصاصی زیل نلسون    رنگ
ي آلـوده بـدون علائـم     هـا   دامشناسایی  از اینرو    .برخوردار است 

در اپیـدمیولوژي یـک     بالینی در یـک گلـه بیـشترین اهمیـت را            
 علت جنبه هاي خاص بیمـاري یـون از جملـه            به .داردبیماري  

آگـاهی کـافی از خطـرات اشـکال         دوره کمون طولانی و عـدم       
تحت بالینی آن موجب شده تا دامداران توجه کمتري نسبت بـه            
اهمیت بیماري یون داشته باشند و براي کنترل این بیماري آگـاه            

 ضـروري اســت نمـودن آنهـا جهـت آشـنایی بــا ایـن بیمـاري       
چرا که بیماري یون بـه علـت خـسارات اقتـصادي و           )3،5،13(

ري کـشور و حـذف زودرس مبتلایـان    بهداشتی به صنعت دامدا  
ي مبـتلا کـاهش بـاروري    هـا  دامضریب پایین تبدیل غـذایی در    

،کاهش تولید شیر و هزینه بالاي مصرف داروهاي گونـاگون در           
اثر تشخیص نادرسـت بیمـاري و ضـبط لاشـه هـاي مبـتلا در                

 .کشتارگاه از اهمیت بسزایی برخوردار است

  
  سپاسگزاريتشکر و 
ي دکتر مصطفی فغانی عـضو هیئـت علمـی           از آقا  بدینوسیله

دانشگاه آزاد اسلامی واحد شـهرکردجهت انجـام محاسـبات      
  . آماري کمال سپاس دارد
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