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Abstract 

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP), the causative agent of Johne’s disease, is a 

very slow-growing bacterium that imposes heavy costs on livestock-related industries. Due to the similar 

clinical and pathological symptoms in Johne’s and Crohn’s diseases, MAP is likely to play a role in the 

development and progression of Crohn’s disease. Hence, the possibility of transferring MAP through 

milk has created many concerns. To investigate the status of MAP contamination in raw and pasteurized 

milk samples in Kerman province, three diagnostic methods, including culture, IS900 PCR, and IS900 

nested PCR was used. The results showed that the level of contamination with MAP in raw milk was 

relatively high in the studied herds. Based on culture, PCR, and nested PCR assays, 4.38%, 9.16%, and 

13.55% were found positive, respectively. In pasteurized milk samples, 1.12%, 3.93%, and 6.18% were 

found positive for MAP by culture, PCR, and nested PCR, respectively. Comparing the methods used in 

this study demonstrated the best capability of nested PCR to detect MAP contamination. High levels 

of MAP contamination in raw milk on the one hand and relatively high resistance to thermal treatments, 

along with its intracellular characteristics, cause more survival of this bacterium, especially in the milk 

pasteurization process. Therefore, food hygiene researchers should pay more attention to the public 

health hazard caused by this bacterium. 
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های شیر خام و پاستوریزه در نمونه پاراتوبرکلوزیسزیرگونه  مایکوباکتریوم آویومشناسایی 

 IS900 nested PCRو  IS900 PCRهای کشت، با استفاده از روش
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 چکیده

رشدد کند  اریبس یباکتر کی (Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis: MAP) پاراتوبرکلوزیسزیرگونه  ومیآو ومیکوباکتریما

 شناسدیآسیبو  ینیبال علائمبا توجه به کند. یم لیتحم یدامدار اب بطتمر عیرا به صنا ینیسنگ یهانهیهز ،یون یماریعامل ب عنوانبهاست که 

از طرید   MAP امکان انتقدال رونیا از. کرون نقش داشته باشدبروز و پیشرفت در  MAPرود یاحتمال م ،و کرون ونای یهبیماریمشابه در 

 در استان کرمدان های شیر خام و پاستوریزهدر نمونه MAPآلودگی به  تیوضعرسی بر ی. براشده استهای زیادی نگرانی موجب ایجاد شیر

شیر خام تولیدی در در  MAPآلودگی به نشان داد  جی. نتاشداستفاده  IS900 nested PCRو  IS900 PCRشامل کشت،  صیروش تشخ از سه

 55/18و  11/9، 83/0ترتیدب بده nested PCRو  PCRکشدت،  میزان موارد مثبدت در روش که ینحوبه ؛بود ادینسبتاً ز مطالعه مورد یهاگله

درصد  13/1و  98/8، 11/1 ترتیببه nested PCRو  PCR، نیز در روش کشتپاستوریزه  های شیرنمونه در آلودگیمیزان . برآورد شددرصد 

بالا بودن نشان داد.  MAP آلودگی صیتشخ یرا برا nested PCR بیشتر ییدر مطالعه حاضر توانا استفاده مورد یهاروش سهیمقا .دست آمد.به

 بدودن سلولیدرون ویژگی در کنار دیگر سوی ازحرارتی  تیمارهای به باکتری ینا بالای نسبتاً مقاومتو  سوکیسطح آلودگی در شیر خام از 

نسبت بده  مواد غذایی بهداشت محققینضروری است لذا  .گرددمی شیر کردن زهیپاستور جریان در ژهیوبه باکتری این بیشتر بقایموجب  ،آن

 .ی داشته باشندبیشتر توجهبه این باکتری شیر آلودگی 

 ، تشخیص، آلودگی، شیر، پاستوریزاسیون.پاراتوبرکلوزیس ومیکوباکتریما یدی:کل هایواژه
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 مقدمه

 ومیدآو ومیکوبداکتریمابیماری یون در اثر آلودگی بده 
 Mycobacterium avium) پداراتوبرکلوزیسزیرگونده 

subspecies paratuberculosis: MAP)  یباکتر کیکه 

بده  اکتریآیدد. ایدن بدوجود میبهاست  کند رشد اریبس

 یسدخت بدرا طیدر شدرا یسدلول وارهیددمقاومت  لیدل

و  زنددیمانددد و در برابددر کلرمددیزنددده  یمدددت طولددان

آلددوده بدده  واندداتیاسددت. ح داریددپا ونیزاسددیپاستور

 MAPانتشدار  بهاول شروع  یاز روزها پاراتوبرکلوزیس

بیمداری کنندد. یمد ریدر ش یدر مدفوع و در مراحل بعد

 هدا در صدنعتترین بیمداریمهم اقتصادی از نظر از یون

خسارت سدالانه  کهینحوبه ؛شودمحسوب می یپروردام

چندد  باًیس گاو تقرأر 111با  مزرعهدر یک آن ناشی از 

 Taghipour) اسددت شددده زده نیتخمدد ورویددهددزار 

Bazargani et al., 2007).  انتقدال  یهامسدیربا توجه به

MAP بددزا ، ، آغددوز، پاسددتوریزهخددام و  ریشدد  یدداز طر

 Grant)گوشت و محدیط ی، داخل رحم ی،دهان-مدفوع

et al., 2002a) ، ایدر توسدعه آن داحتمال بسدیار قدوی 

 است. شدهمطرح  کرون یماریب شرفتیپ

 زودهنگدام ییشناساکنترل یک بیماری به موفقیت در 

 صی، امددا تشددخاسددتآن وابسددته عامددل  یو اختصاصدد

ای نیداز بده محدیط خدا  بدر لیددلبه MAPزودهنگام 

مکدرر و پنهدان  رانتشدا، ینهفتگد ی، زمدان طولدانکشت

 و نوسدان هیمبهم در مراحل اول ینیبالهای نشانه، باکتری

اسدت. همدراه  چدالش ابد زبدانیم یمندیا یهداپاسخ در

زندده  MAP یجداسداز اب یبستگبیماری یون  صیتشخ

 زبددانیم یمنددیا سددتمیبددر س امدددهایپ یریددگی)کشددت(، پ

(ELISA )کثیرت ای ( ژندومPCR )وجدود . ممکدن اسدت

کند، مسائل مربوط  اریبسرشد  عتموانع مانند سر یبرخ

 MAPکشدت  در روش ادیدز یهداندهیو هز یبه آلدودگ

 شدده ییشناسابرای  نیگزیجا یهامنجر به توسعه روش

بدددا  ELISA روش. (Garg et al., 2015)اسدددت 

 لیددلکدم بده یژگدیو و تیمانند حساس ییهاتیمحدود

مواجه است  یطیمح یهاومیکوباکتریما واکنش متقابل با

(Piras et al., 2015)توسدط  کیدنوکلئ هایدیاسکثیر . ت

مانندد  ییایدآوردن مزا دسدتبه یاز محققان برا یاریبس

 MAP صیتشدخ یبدرا بالا سرعتو  یژگی، وتیحساس

 .(Garg et al., 2015)است  شده استفاده

تا  10در که  Insertion Sequence 900 (IS900) ژن

مناسدب و  یهدفحضور دارد،  MAPنسخه در ژنوم  11

 Hanifian et)است  MAP صیتشخ یحساس برا اریبس

al., 2013) .شدبیه عناصر یبرخ یی، با شناساحال نیا با 

IS900  بدودن  فردمنحصدربههدا، ومیکوبداکتریما ریسادر

IS900 یبرا MAP غلبه  یبرا و قرار گرفت دیترد مورد

 restriction سددتفاده از روشا، تیمحدددود نیددبددر ا

endonuclease analysis (REA در کنددار )PCR  روی

کسددب  یبددرا IS900 (IS900 PCR-REA)جایگدداه 

 شدنهادیپ MAP صیتشدخ یبالا بدرا یژگیو و تیحساس

 .(Cousins et al., 1999) شد

در شیر گاوهای مبتلا به یدون  MAPوجود با توجه به 

ه این بداکتری در شدیر آلودگی ب، )بالینی و تحت بالینی(

 اسددت شدددهگزارشخددام و پاسددتوریزه در ایددران نیددز 

(Anzabi and Hanifian, 2012; Anzabi, 2014) بده .

، احتمالداً تعدداد زیدادی از MAPسبب مقاومدت دمدایی 

زندده  ونیزاسیپاستورپس از  ریدر شموجود  یهایباکتر

حساسددیت در مددورد  شددده انجددامقددات یتحق .مانندددمددی
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اگدر است که مشخص کرده در شیر  یباکتر نیحرارتی ا

 ،باشدد CFU/ml 111باکتری در شیر خام بیش از تعداد 

درجدده  71حتددی بددا قددرار گددرفتن در معددر  حددرارت 

اقی بدفعدال ثانیده عامدل بیمداری  15مددت به سلسیوس

 15 بده گرمدادهی افزایش زمدانماند، بنابراین احتمالاً می

اثدر بیشدتری دارد ری ثانیه برای غیرفعال کردن این بداکت

(Patel and Shah, 2011). 

 در گاوهدای شدیری MAPبا توجه به بالا بودن شیوع 

 منظوربده، این مطالعده (Soltani, 2018در استان کرمان )

های شدیر در نمونده MAPبررسی وضعیت آلدودگی بده 

 صیتشدخخام و پاستوریزه مصرفی و مقایسه سه روش 

 IS900 nestedو  IS900 PCRکشدت، شدامل مختلد  

PCR ها انجام شد.برای تشخیص باکتری در این نمونه 

 

 هامواد و روش
 هاسازی نمونهگیری و آمادهنمونه -

 (1891تدا خدرداد  1895)آبدان  مداه هشدتدر مدت 

از تصددادفی  صددورتبهنموندده شددیر کارتیدده  151تعددداد 

درگیدری بدا  سابقه بااز شش گله سالم  ظاهربه واناتیح

شدد.  یآورجمدعکرمدان طدرا  شدهر در ا بیماری یدون

بدا آب تمیدز گدرم  هداکارتیه ابتدا شیر نمونه تهیه جهت

 بارمصدر کیو با استفاده از حولده کاغدذی  شد شسته

 از جلدوگیری جهدتکارتیه  هر ابتدایی شیر خشک شد.

 ها بدا. سدسس کارتیدهشدد ریختده دور احتمدالی آلودگی

-گداردستیکننده سدضددعفونی در محلول ورسازیغوطه

PPA بان شیمی، ایران( ضدعفونی شدند و پس از دو )به

خشدک  بارمصدر کیدقیقه با استفاده از حوله کاغذی 

 15) مسدداوی میددزان بددهکارتیدده  هددر از سددسس شدددند.

 .شدد دوشدیده شدده اسدتریل هایقوطی اخللیتر( دمیلی

 شدگاهیبده آزما خی یشده و رو یگذارها برچسبنمونه

گاه تحصددیلات تکمیلددی صددنعتی و دانشدد یوتکنولددوژیب

 هدد  بداهمچنین،  .شدندمنتقل  فناوری پیشرفته کرمان

 های شدیر پاسدتوریزه،بررسی وضعیت آلودگی در نمونه

 طوربدهدرصد چربی(  5/1نمونه شیر پاستوریزه )با  173

آوری جمدعشرکت تولیدی  محصولات چهار ازتصادفی 

 قل شدند.شد و در شرایط استاندارد به آزمایشگاه منت

 DNAاستخراج  -

 Diatom DNA یتجار تیک از DNAاستخراج  یبرا

prep 100 (Galart-Diagnosticum, Russia) یبا برخد 

 طوربدهدر دسدتورالعمل سدازنده اسدتفاده شدد.  راتییتغ

 81مددت به g 0111 شتاب در ریش تریلیلیم 01خلاصه، 

از مخلددوط  DNAو اسددتخراج شددد  وژیفیسددانتر قددهیدق

 ,Anzabi) انجدام شددرسدوب و خامده شدیر هدای لایه

 Phosphate bufferedبا شستشو  دو بارس از پ .(2014

saline (PBS) (1/7 pH =) ،511 زیددلبددافر  تددریلکرویم 

حاوی گوانیدین تیوسیانات  (lysis reagent: LR) کننده

 K (Thermo Fisher ندددازیپروتئ تدددریکرولیم 51و 

Scientific, USA )یآرامبددهافه شددد و اضدد هابدده لولدده 

در سدسس لوله همگن شدود و  یتا محتواگردید  مخلوط

گرمخانده  قدهیدق 5مددت بده سلسدیوسدرجه  15 یدما

 81شددند و سدسس تکدان داده هدا ند. لولدهدشد یگذار

 سیلیسد یهدادانهحاوی جاذب  سوسسانسیون تریکرولیم

(NucleoSاضافه شد و به ) اتا   یدر دما قهیدق 11مدت

بده  g 5111 شدتاب در وژیفی. پس از سانترچرخانده شد

 111شددد و  ختددهیدور ر یددیرو عی، مدداهیددثان 11مدددت 

. سسس تکان داده شداضافه شد و پلت به  LR تریکرولیم

 (saline buffer: SB)نمکی محلول بافر  تریکرولیم 011



 سلطانی                                                                                                                                                                  در شیر مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیسشناسایی 

 

32 

 وژیفیپس از سدانتر گردید.مخلوط  یآرامبهاضافه شد و 

برداشدته  ییرو عی، ماهینثا 11مدت به g 5111 شتاب در

 تکدان دادهاضدافه و  SBمحلدول  تدریکرولیم 511شد و 

 هیددثان 11مدددت بدده g 5111 شددتاب رهددا دشددد. لولدده

 15 یبرداشدته و در دمدا ییرو عیشدند و ما وژیفیسانتر

شدد  یگرمخانده گدذار قهیدق 5مدت به سلسیوسدرجه 

 75 مقددار کامدل خشدک شدود. طوربهپلت که  یتا زمان

از قبدل گدرم  (ExtraGen E) شستشو محلول تریلکرویم

 15 یشدد و در دمدا تکدان دادهاضافه شد، به لوله شده 

شدد.  یگرمخانه گذار قهیدق 11مدت به سلسیوسدرجه 

 g 11111 شددتاب و در شددد دادهتکددان هددا سددسس لولدده

خدالص  DNAو  گردیدد وژیفیسدانتر قدهیدق 1مددت به

ی در دمدای بعدد مراحدلبرای اسدتفاده در  آمده دستبه

 شد. رهیذخ سلسیوسدرجه  -11

الکتروفدورز  با استفاده از شدهاستخراج DNA تیفیک

 UVIdocژل  یمستندسداز ستمیسآگارز و به کمک ژل 

(Uvitec, UK) ی بددا اسددتفاده از دسددتگاه سددنج یددو ط

NanoDrop ND1000 (Thermo Fisher Scientific, 

USA) قرار گرفت. یابیمورد ارز 

 IS900 PCRنجام نحوه ا -

در جددول در ایدن مطالعده  استفاده موردآغازگرهای 

 15در حجدم  PCR. واکدنش اسدت شده دادهنشان  (1)

الگو، بافر تدریس  DNAاز نانوگرم  111 شامل تریکرولیم

 111 مولدددار،یلدددیم 5/1 میزیمندیدددکلرمولدددار، میلی 51

 1و  از هر آغازگر کامولیپ dNTP،111از هر  مولیکروم

برنامده  انجدام شدد. مدرازیپلد Taq DNA میآندزواحدد 

دسدددتگاه ترمدددال سدددایکلر  اسدددتفاده مدددوردحرارتدددی 

(Biometra, Germany ) درجدده  90دقیقدده در  5شددامل

 90شدامل )چرخده  01، )واسرشدت ابتددایی( سلسیوس

درجدده  11، )واسرشددت( ثانیدده 01 سلسددیوسدرجدده 

درجدده  71و  )اتصددال آغازگرهددا( ثانیدده 81 سلسددیوس

درجدده  71دقیقدده در  5( و )توسددعه دقیقدده 1 سلسددیوس

تر نمودن مسیر بود. برای دقی  )توسعه نهایی( سلسیوس

خدالص  DNA)حاوی  مثبتهای کنترل بررسی از نمونه

MAP و  سازی رازی(از مؤسسه واکسن و سرم شدههیته

. اسدتفاده شدد PCRدر واکنش  )حاوی آب مقطر( یمنف

 1 آگدارز ژل یبدا الکتروفدورز بدر رو PCRمحصولات 

جفت  018تکثیر باند در صورت  ند وشد درصد بررسی

از  یریجلدوگ ی. برادر نظر گرفته شدنمونه مثبت ی، باز

شدددد سدددتفاده ا REAاز روش مثبدددت کددداذب،  جینتدددا

(Cousins et al., 1999.) میکرولیتدر  11 خلاصه، طوربه

میکرولیتددر آب عدداری از  13، مثبددت PCRاز محصددول 

واحدد از آندزیم  1و  Tangoیتدر بدافر میکرول 1نوکلئاز، 

AlwI (Thermo Fisher Scientific, USAبده ) 1مددت 

 یگدذارگرمخاندهدرجده سلسدیوس  55ساعت در دمای 

روی ژل شدند و محصولات هضم بدرای تفکیدک بهتدر 

 اتالکتروفدورز شددند و مشداهده قطعددرصد  1آگارز 

 شد. تلقی MAP عنوانبهجفت بازی،  155و  153

 IS900 nested PCRانجام نحوه  -

 استفاده از محصولاتبا  IS900 nested PCRروش 

 Cortiانجام شد )الگو  عنوانبه IS900 PCR واکنش

and Stephan, 2002 .) دقیقه در  5برنامه حرارتی شامل

چرخه  01، )واسرشت ابتدایی( سلسیوسدرجه  90
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 53، )واسرشددت( ثانیدده 01 سلسددیوسدرجدده  90شددامل 

درجده  71و )اتصال آغازگرها( دقیقه  1 سسلسیودرجه 

درجدده  71دقیقدده در  7و  )توسددعه( دقیقدده 8 سلسددیوس

 nested PCRمحصولات بود. )توسعه نهایی(  سلسیوس

 و شددند بررسدی درصد 1ژل آگارز  یبا الکتروفورز رو

در نمونه مثبدت ی، جفت باز 193تکثیر باند در صورت 

 .نظر گرفته شد

 در تحقی  حاضر شدهاستفادهرهای توالی آغازگ -(1جدول )

 

 شیر هاینمونه کشت و زداییآلودگی سازی،آماده -

 nested PCRهایی کده بدا کشت باکتری روی نمونده

 ,Anzabiبودند انجام گرفت ) شده دادهمثبت تشخیص 

 81مددت بده ریشد تدریلیلیم 81، خلاصه طوربه(. 2014

پس از حذ  شد و  وژیفیسانتر g 1011 شتاب در قهیدق

 تدریلیلدیم 51در  خامده شدیر و پلدت ،میدانی مدایع لایه

درصددد  75/1 (HPC) کلرایددد پیریدددینیوم هگزادسددیل

(Merck, Germany) سدداعت  5پددس از  .شددد مخلددوط

 g 1111 در قددهیدق 15مدددت ، مخلددوط بددهثابددت ماندددن

معلد   PBS تدریلیلدیم 1و مجدداً در  گردید وژیفیسانتر

هدر  . بده ازایگردیدد اسدتفاده حیتلقمایه  وانعنبهو  شد

روی یددک لولدده  حیتلقدداز مایدده  تددریکرولیم 811نموندده، 

 Herrold's egg yolk medium (HEYM) حاوی محیط

 1همدراه بدا  HEYMو دو لوله حداوی محدیط  ییتنهابه

کشددت داده شدددند.  Jگددرم در لیتددر مایکوبدداکتین میلی

 سلسدیوسرجده د 87مداه در دمدای  0های بدرای نمونه

 در. قرار گرفتند یبررس موردانکوبه شدند و هر دو هفته 

، MAP عنوانبده شده جادیاهای برای تأیید پرگنه ،تینها

 طوربدددهاسدددتفاده شدددد.  IS900 PCR-REAاز روش 

های مربوطده و از پرگنه DNAخلاصه، پس از استخراج 

بدرای انجدام واکدنش هضدم ، IS90 PCRانجام واکدنش 

 13مثبددت،  PCRمیکرولیتددر از محصددول  11آنزیمددی، 

 Tangoمیکرولیتر بافر  1میکرولیتر آب عاری از نوکلئاز، 

 ,AlwI (Thermo Fisher Scientificواحد از آنزیم  1و 

USAدرجده سلسدیوس  55ساعت در دمای  1مدت ( به

الکتروفورز با محصولات هضم و شدند  یگرمخانه گذار

 اتمشاهده قطعد .درصد بررسی شدند 1روی ژل آگارز 

 شد. تلقی MAP عنوانبهجفت بازی،  155و  153

 

 هایافته

مناسدبی انجدام  تیدفیک باها از نمونه DNAاستخراج 

و  PCRهدای گرفت و حاصدل آن انجدام موفد  واکنش

nested PCR ظدداهر شدددن (. 1و  1های بددود )شددکل

 دیماه طول کشد 0تا  8در محیط کشت  MAPهای پرگنه

 بدا اسدتفاده از، DNAپس از استخراج ها هویت پرگنه و

 MAP عنوانبده AlwI آنزیم با IS900 PCR-REA روش

روی  MAP یهدایهاز جدا کیچیه. (1)شکل  شد دییتأ

 رشد نکردند. J نیکوباکتیمکمل مامحیط کشت فاقد 

  نام آغازگر توالی طول محصول )جفت باز( منبع

Millar et al. (1996) 018 5′-GAAGGGTGTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-3′ P90 
IS900 

5′-GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGTGAC-3′ P91 

Corti and Stephan (2002) 193 5′-ATGTGGTTGCTGTGTTGGATGG-3′ AV1 
IS900 (nested) 

5′-CCGCCGCAATCAACTCCAG-3′ AV2 
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در  آلدودگی ،(1جددول ) آمدده دسدتبهبر اساس نتایج 

( بددا نموندده 11های شددیر خددام )درصددد از نموندده 83/0

 11در  کدهیحدال دربدود  یابیدرد قابلاستفاده از کشت 

 IS900 nested PCRنمونه دیگر تنها با استفاده از روش 

تشخیص آلودگی ممکدن شدد. در شدیر پاسدتوریزه نیدز 

درصد( بدا کشدت تشدخیص  11/1نمونه ) 1آلودگی در 

حاکی از آلودگی  IS900 nested PCRداده شد اما نتایج 

 بود. نتدایج نشدان داد MAPدرصد( به  13/1نمونه ) 11

 117 درصدد( و 05/31نمونه شیر خام ) 117آلودگی در 

 ی نبود.ابیردقابلدرصد(  31/98نمونه شیر پاستوریزه )

 

 
 IS900تیجه( نb: کنترل منفی( )-C: کنترل مثبت، +Cجفت بازی،  111: نشانگر وزنی M100های شیر خام )روی نمونه IS900 PCR( نتیجه a) -(1شکل )

PCR روی نمونه( های شیر پاستوریزهM100 جفت بازی،  111: نشانگر وزنیC+ ،کنترل مثبت :C-( )کنترل منفی :cتأیید نتایج مثبت کشت با روش ) های

IS900 PCR  وIS900 PCR-REA (C1  وC2های مثبت کشت، : نمونهM50 جفت بازی،  51: نشانگر وزنیC+ ،کنترل مثبت :dC1  وdC2 : فرآورده هضم

 : فرآورده هضم کنترل مثبت(+dCهای مثبت کشت، نمونه

 

 
( نتیجه b: کنترل منفی( )-C: کنترل مثبت، +Cجفت بازی،  51: نشانگر وزنی M50های شیر خام )روی نمونه IS900 nested PCR( نتیجه a) -(1شکل )

IS900 nested PCR روی نمونه( های شیر پاستوریزهM50جفت بازی،  51ی : نشانگر وزنC+ ،کنترل مثبت :C-)کنترل منفی : 
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 بر اساس روش تشخیص نتایج به دست آمده در مطالعه حاضر -(1)جدول 

 IS900 PCR IS900 nested PCR کشت تعداد )درصد( 

 شیر خام

1 (1) + - - 
1 (1) + + - 
1 (1) + - + 
11 (83/0) + + + 
1 (1) - + - 
11 (73/0) - + + 
11 (83/0) - - + 
117 (05/31) - - - 

 شیر پاستوریزه

1 (1) + - - 
1 (1) + + - 
1 (1) + - + 
1 (11/1) + + + 
1 (1) - + - 
5 (31/1) - + + 
0 (15/1) - - + 
117 (31/98) - - - 

 

 بر اساس منبع نمونه دست آمده در مطالعه حاضرنتایج به -(8)جدول 

 ونهنوع نم
محل 

 گیرینمونه
 تعداد نمونه

 IS900 PCR IS900 nested PCR کشت

 تعداد مثبت )درصد( تعداد مثبت )درصد( تعداد مثبت )درصد(

 شیر خام

 (5/11) 5 (11) 0 (5) 1 01 1گله 
 (81/7) 8 (33/0) 1 (1) 1 01 1گله 
 (9/11) 5 (10/7) 8 (83/1) 1 01 8گله 
 (95/18) 1 (8/9) 0 (93/1) 8 08 0گله 
 (11/11) 11 (51/15) 7 (39/3) 0 05 5گله 
 (5/11) 5 (5/7) 8 (5/1) 1 01 1گله 

 (55/28) 84 (21/9) 18 (83/4) 22 152 کل

 شیر پاستوریزه

 (11/1) 1 (11/1) 1 (1) 1 05 1شرکت 
 (31/1) 8 (55/0) 1 (17/1) 1 00 1شرکت 
 (55/0) 1 (17/1) 1 (1) 1 00 8شرکت 
 (11/11) 5 (17/1) 8 (11/1) 1 05 0شرکت 

 (23/1) 22 (98/8) 7 (21/2) 1 273 کل

 

اسدت،  شدده داده ( نشدان8گونه که در جدول )همان

های شیر خام نشان داد کده مطداب  انتظدار، بررسی نمونه

وجددود داشددت  موردمطالعددههای آلددودگی در همدده گلدده

ترین سدطح کم 1های حاصل از گله در نمونه کهینحوبه

بیشترین میدزان آلدودگی  5درصد( و گله  81/7آلودگی )

های شدیر درصد( مشاهده شدد. بررسدی نمونده 11/11)
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تدرین سدطح کم 1پاستوریزه نیز نشدان داد کده شدرکت 

بیشددترین میددزان  0درصددد( و شددرکت  11/1آلددودگی )

 درصد( را داشتند. 11/11آلودگی )

 

 گیریبحث و نتیجه

استفاده ها برای توانایی آزمایشگاه با توجه به تفاوت

و  (Slana et al., 2008bکشدددددت )روش از 

 یبرا ییاستاندارد طلا عنوانبه های این روشمحدودیت

کشدت  حاصدل از مثبدت میدزان نتدایج، MAP صیتشخ

MAP رایدز .اسدتمیدزان آلدودگی دهنده حدداقل نشان 

 نیباعث از بدر این روش  ییایمیششدید  زدایییآلودگ

 Gargشود )یم MAP یهاسلولی مانزنده تیقابل نفتر

et al., 2015 .) در بسیاری از موارد، طولانی شدن زمدان

های بداکتری در محددیط بدرای مشدداهده پرگنده ازیدموردن

کشددت منجددر بدده افددزایش احتمددال آلددودگی ثانویدده 

آزمایشگاهی و ناکارآمدی و خشک شدن محدیط کشدت 

أثیرگددذار اسددت شددود کدده بددر میددزان نتددایج واقعددی تمی

(Anzabi et al., 2006) . در مطالعده حاضدر نیدز چندد

( خدام ریشدنمونه )دو نمونه شیر پاستوریزه و یک نمونه 

ثانویه در محیط کشدت از مسدیر  یآلودگبه سبب ایجاد 

 MAPسدلولی بدودن بداکتری درون تحقی  خارج شدند.

شدود تحت بالینی بیماری یون باعث می در موارد ژهیوبه

داد باکتری در دسترس برای شناسایی با اسدتفاده از تا تع

توان این  توجهقابلتر شود و افت روش کشت بسیار کم

 Anzabi et)در پدی دارد  MAPروش را در تشدخیص 

al., 2006). 

آلودگی شیر  تیوضع یابیارز نیاولمطالعه که  نیادر 

 55/18و  11/9، 83/0در اسددتان کرمددان بددود،  MAPبدده 

 13/1و  98/8، 11/1خدام و  ریشد یهداهنمونددرصد از 

بده  یبررسد مدوردهای شدیر پاسدتوریزه درصد از نمونه

 nestedو PCRکشدت، هدای با استفاده از روش بیترت

PCR آلوده به هاینمونه عنوانبه MAP  شدند. شناسایی

مطالعده بدا  نیددر ادر روش کشدت  MAPمثبدت میزان 

 1شیر خدام را دیگر مطالعات که میزان آلودگی در  جینتا

درصدددد  3/8و  (Hanifian et al., 2013)درصدددد 

(Hanifian and Khani, 2016)  گدددزارش کردندددد

 زانیددمبددود. در مقابددل در مطالعددات دیگددر  سددهیمقاقابل

 5/7شدرقی  جدانیباآذری گدزارش شدد )شدتریبآلودگی 

درصددد(  9( و تهددران )Anzabi et al., 2006)درصددد 

(Fathi et al., 2011.) عوامل دخیل در تفداوت  جمله از

تعددداد تددوان بدده میبددین مطالعددات روش کشددت نتددایج 

سدطح آلدودگی در در مطالعده،  یبررسد موردهای نمونه

مرحلده شدیرواری گاوهدا، سدن محلده بیمداری، گاوها، 

گاوها، وضعیت بهداشتی قبل و پس از دوشش و نحدوه 

 .زدایی در روش کشت اشداره کدردانجام مراحل آلودگی

در  MAPققین کاهش مدوارد مثبدت کشدت برخی از مح

های شیر پاستوریزه را حاصل اثدر پاستوریزاسدیون نمونه

برخدی  کدهیحدال دردانندد می MAPبر کاهش جمعیت 

دیگر معتقدندد ایدن کداهش ناشدی از حساسدیت بسدیار 

 PCRهای مبتنی بدر تر روش کشت نسبت به روشپایین

نشان کدرد البته باید خاطر (.Anzabi et al., 2006است )

کدده احتمالدداً اسددتفاده از محددیط کشددت مددایع بتوانددد بدده 

منجدر  MAPشناسایی تعداد بیشتری از موارد آلودگی به 

 (.Ellingson et al., 2005گردد )

زیاد  مقاومت لیبه دل یمولکول یهاسنجش تیساسح

 یهداو وجدود مهارکننددهها یکوباکتریما یلسلو وارهید

PCR ابددییکداهش مد (Alajmi et al., 2016)  لدذا بدا

تددوان می DNAهددای بهتددر اسددتخراج روش اسددتفاده از
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 ,.Nasiri et alرا افدزایش داد )هدا ونآزماین حساسیت 

ها نیازمند تیمدار از مایکوباکتری DNAاستخراج . (2018

فیزیکی )تضعی  دیواره سلولی(، تیمار شیمیایی )تجزیه 

)حددذ   Kدیددواره سددلولی( و تیمددار بددا پروتئیندداز 

روش  (.Amita et al., 2002هدددا( اسدددت )پروتئین

تیمارهددای بدا اسدتفاده از  ،در مطالعده حاضدر کاررفتدهبه

موجب شکسته شدن کارآمد  یمیو آنزفیزیکی، شیمیایی 

 PCR تیحساس شیافزادیواره سلولی مایکوباکتریایی و 

 شد. nested PCRو 

دفدع  ریدر شد MAP یکمد اریتعدداد بسد که جاآن از

 یهداروش یبدرا DNAاز  یکمد اریقدار بسدشود، میم

از طدر  در دسدترس خواهدد بدود. مولکولی  صیتشخ

)بدا دیدواره  MAPگریدز دیگر، با توجده بده ماهیدت آب

سلولی غنی از چربی( و تمایل زیاد ایدن بداکتری بدرای 

حضور در بخش چربی شیر، اسدتفاده از هدر دو بخدش 

تواند رسوب و خامه شیر برای بررسی وجود باکتری می

 ,Anzabi) را افدزایش دهددهای تشخیصدی توان آزمون

بددا دور ریخددتن بخددش  ،(. در برخددی از مطالعددات2014

تدر از است که احتمالاً کم شدهگزارشخامه شیر نتایجی 

 میزان واقعی آلودگی باشد.

را  PCRهددای کشددت و ای دیگددر روشدر مطالعدده

بررسی وضعیت آلودگی شدیر گداو بده بداکتری  منظوربه

MAP  مقایسه شدد(Anzabi et al., 2006) در مطالعده .

 15/11آنان شیر گاوهای مشدکو  بده بیمداری یدون در 

جدواب  PCRدرصدد بده  15/81درصد به کشدت و در 

درصد  5/7شیر گاوهای سالم در  کهیدرحالمثبت دادند 

آلدوده  PCR ا روشدرصد بد 5/17کشت و در  ا روشب

. از طر  دیگر شیرهای پاسدتوریزه تشخیص داده شدند

 PCRدرصد بده  85درصد به کشت و در  15تجاری در 

جددواب مثبددت دادنددد و در مقابددل شددیرهای پاسددتوریزه 

درصد بده  15درصد به کشت و در  11ی در آزمایشگاه

PCR  جواب مثبت دادند. این محققین اختلا  زیاد بدین

تدر و کشدت میکروبدی را ناشدی از حسداس PCRنتایج 

برخلدا  روده، پسدتان اعلدام کردندد.  PCRبودن روش 

و بیشددتر  ندددارد MAPرشددد  یبددرا یمناسددب طیشددرا

 درنقدص  بده سدبب در شدیر دفع شده MAP یهاسلول

 صیتشددخ نی، بندابراسدتندین کشدتقابل یسدلول وارهیدد

مشدکل اسدت  اریکشدت بسداستفاده از روش با آلودگی 

(Beran et al., 2006.)  کاهش میزان چربی در شیر البته

یکدی از دلایددل کداهش میددزان توانددد مینیدز پاسدتوریزه 

 ,Anzabiباشدد ) شدیرهای پاسدتوریزهدر  MAPباکتری 

2014.) 

های مثبدت ن مطالعه تعدداد نموندهمطاب  انتظار، در ای

 شدتریب یتوجهقابلمیزان به  PCRدر روش  آمدهدستبه

 IS900 PCRروش  جی، نتدانیکشت بود. همچنروش از 

در  MAPنشدان داد کده وجدود خدام  ریشهای در نمونه

از  شددهاعلام ریمطالعه با مقاد نیخام در ا ریش یهانمونه

 Eftekhari andز )( و البدرFathi et al., 2011تهدران )

Mosavari, 2016 )ریسدا کهیحال در .است سهیمقا قابل 

 یشدرق جدانیرا از آذربا یبالداتر یآلدودگ زانیمحققان م

(Anzabi et al., 2006خراسان رضدو ،)ی (Soltani et 

al., 2008; Nassiri et al., 2012( و تهدران )Tohidi 

Moghadam et al., 2010 .بررسددی ( گددزارش کردنددد

هدای شدیر خدام مخدزن شدیردوش گداوداری هایونهنم

از نیدز نشدان داد صنعتی منطقده شدهرکرد صنعتی و نیمه

 8نمونده ) 8 موردمطالعده خدام نمونه شدیر 111مجموع 

-Sharafati) مثبددت بودنددد PCR( در آزمددون درصددد

chaleshtori et al., 2009.) ای دیگدر وجدود در مطالعه
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سدتوریزه بدا روش نمونده شدیر پا 881در  IS900تدوالی 

PCR  یبررسد مدوردبا استفاده از آغازگرهدای مختلفدی 

ها آلدوده بده درصدد از نمونده 11تا  8قرار گرفت و بین 

MAP  شناسایی شدند. این محققین عنوان کردند کده در

شدود نیدز این مورد خا  نوع آغازگری که اسدتفاده می

 Anzabi and)مهم بوده و دارای نقش اختصاصی است 

Khaki, 2017). 

درصددد آلددودگی در  55/18 میددزانبددا  سددهیدر مقا

 nested PCRبدا روش  آمده دستبهخام  ریش هاینمونه

 Tohidi Moghadam)ای در مطالعده حاضر، در مطالعه

et al., 2010) 8/05  خددام ریشدد یهددانمونددهدرصددد 

یدون را بدا  یمداریمشدکو  بده ب واناتیحاز  شدهگرفته

 درگزارش کردندد مثبت  nested PCRاستفاده از روش 

 (Sadati et al., 2012)در یدک بررسدی دیگدر  کهیحال

مثبدت را  ردمدوادرصد  9/5 اعلام کردند که تنهامحققین 

 ظداهراً وانداتیاز ح شدده گرفتدهخام  ریش یهادر نمونه

محققین در یک کمال تعجب، در  اند.سالم مشاهده کرده

نشدان  IS900 nested PCRمطالعه بدا اسدتفاده از روش 

 یتجدار زهیپاستور ریش یهادرصد از نمونه 89که  ندداد

روش کشت تنها قادر بده  یدر حالآلوده بودند  MAPبه 

 Sadeghi et)درصد موارد بدود  9/0در  MAPشناسایی 

al., 2020 .) قددرت در مطالعه حاضدرnested PCR  در

مشدهود  شدتریب پاسدتوریزه ریش یهانمونههنگام بررسی 

درصدد بهبدود در  51موجدب بدیش از  کدهیحونبه .بود

های شیر پاستوریزه در مقایسده در نمونه MAP صیتشخ

 11در  MAP ای دیگددردر مطالعدده. شددد PCRبددا روش 

روش  بدا اسدتفاده از زهیپاستور ریش یهادرصد از نمونه

IS900 nested PCR ه شدد داد صیتشخ(Anzabi and 

Khaki, 2017ر از روش کشدت کمتد تی(. گرچه حساس

PCR  کمتر از ژهیوبهو nested PCR  اسدت، امدا تعدداد

از روش کشددت در  شدددهگزارشکددم از مددوارد مثبددت 

 یهدایتواند سدطوح بداکتریم یبا روش مولکول سهیمقا

 را نشان دهد.زایی دارای قابلیت بیماریزنده 

 وعیشدمیزان و  واناتیسلامت ح تیوضع نییتع یبرا

 دتریدمفکارتیه  ریشز نمونه استفاده ا ،گلهبیماری یون در 

( است. تعدداد BTMفله ) ریشنمونه مخزن نگهداری از 

با مدفوع و  سهیدر مقا ریدر شهای دفع شده اند  سلول

در مخدازن منجدر بده  ریاز تجمدع شد یشدن ناشد  یرق

شدود یمد PCRبدر  یمبتند یاهآزمون تیکاهش حساس

(Jayarao et al., 2004آزمدا .)نمونده شدیر مخدزن  شی

از در نمونده شدیر  MAPتواند روشن کند کده منبدع ینم

 ایدها پستان  یاز طر ریش یآلودگ ااست یآلوده  واناتیح

آلدوده بده وجدود آمدده اسدت  یردوشدیش یهدادستگاه

(Slana et al., 2008a.) 

و بازسددازی  میترماحتمددال شدددنمطرحبددا توجدده بدده 

 Grant et)پس از پاستوریزاسیون صنعتی  MAPباکتری 

al., 2002a)  ،و با در نظر گدرفتن خطدر بیمداری کدرون

نگراندی جددی را بدرای صدنایع لبندی  MAPآلودگی به 

این باکتری در شدیر پاسدتوریزه  چراکهایجاد کرده است 

)مخصوصاً در شیرهای پاستوریزه شده بده روش درجده 

( شناسدایی و HTSTحرارت بالدا در طدی زمدان کوتداه 

 Grant et al., 2002b; Ellingson)جداسازی شده است 

et al., 2005; Grant et al., 2005). 

 هدر ایران را ب MAPمحققین بالا بودن آلودگی شیر به 

های کشددور مددرتبط دوشددش دسددتی در بیشددتر دامددداری

. از طدر  دیگدر (Anzabi and Khaki, 2017)دانند می

شرایط نامناسب محیطدی و عددم  به MAPمقاومت زیاد 

ر تحدت بدالینی  در سدطح گلده هدای بیمداشناسایی دام
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 افزایش جهینت درموجب افزایش بار آلودگی در محیط و 

 تشدود کده ضدروراحتمال ایجاد آلودگی ثانویه شیر می

رعایددت بهداشددت قبددل، حددین و پددس از شیردوشددی را 

 .(Hanifian et al., 2013)نماید گوشزد می

 لیدلبه MAP وعیش یواقع یهادر دسترس نبودن داده

 رانیددر ا بیماری یون یبرا ید برنامه کنترل ملعدم وجو

 تیدنها درو ایدن بیمداری  بده یمنجر به عدم توجه کاف

از  کده جداآن از. شودیمآن کنترل  برای تیاولو نیکمتر

برای پاستوریزاسیون شیر در ایران استفاده  HTSTروش 

شود، بررسی مؤثر بودن اسدتفاده از ایدن روش بدرای می

مصدر   کده چدرا .ضدرورت دارد MAPغیرفعال کردن 

ممکن  MAPآلوده به  واناتیاز ح حاصل زهیپاستور ریش

کدرون  یمداریو ب MAPآلودگی است منجر به گسترش 

 Anzabi and Khaki, 2017; Sadeghi)شدود در انسان 

et al., 2020.) 

بدا ایجداد بیمداری  MAPبا توجه به ارتباط احتمدالی 

سطح آلودگی به ودن با عنایت به بالا بکرون در انسان و 

MAP های گاو شیری در ایران و مقاومدت ذاتدی در گله

این باکتری نسبت به عوامدل نامناسدب محیطدی، تعیدین 

 ژهیوبدههدای لبندی مصدرفی )سطح آلدودگی در فرآورده

شیرهای خام و پاستوریزه( بایستی از دیددگاه بهداشدت 

عمومی از اهمیدت زیدادی برخدوردار گدردد. گنجانددن 

هدای مبتندی های تشخیصی حساس )مانند روشآزمایش

های شددیر در مراحددل قبددل از ( در کارخانددهPCRبددر 

بده  واردشددهپاستوریزاسیون برای غربالگری اولیه شدیر 

های کیفی )کشت باکتری کارخانه و جدی گرفتن آزمون

تواندد های شیر می( در محصول تولیدی کارخانهPCRو 

ش ایدن بداکتری در راهکاری جهت کنترل پراکن عنوانبه

 سدهی، مقاحدال هربدهسطح جوامع انسانی مطرح گدردد. 

 IS900 PCR ،IS900 nested هددای تشخیصددیروش

PCR  برای شناسدایی بداکتری در مطالعه حاضر و کشت

MAP  روش نشددان دادnested PCR صیتشددخ یبددرا 

پاسدتوریزه  ریو ش شیر خام یهادر نمونه MAPآلودگی 

تددوان از آن ر اسددت و میاز قابلیددت بهتددری برخددوردا

 بهره برد. MAPیک روش معمول در تشخیص  عنوانبه
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