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  )26/11/89 :پذیرش نهایی،10/5/89:دریافت مقاله(

  

  چکیده

، یک مطالعه دست آمدهه و مقایسه نتایج بدر گاوهاي شیري منطقه ارومیه و ماکو) BHV-1( گاوي 1  تیپبراي تعیین میزان آلودگی به هرپس ویروس

 گله 22در هر شهرستان  .صورت گرفت) سال به بالا 7سال و 6 تا 5  سال،4 تا 3( ها به طور تصادفی و در سه گروه سنیانتخاب نمونه. مقطعی انجام شد

هاي تناي غیر مستقیم براي جستجوي پادها با استفاده از آزمون الایزنمونه .، یک نمونه شیر اخذ گردیدسأر و از هر جداگاو س أر 10 انتخاب و از هر گله،

جهت . دست آمده مقایسه گردیده نتایج ب،ها و درصد الایزا مثبت و الایزا منفی نمونهODبا تعیین  . گاوي مورد آزمایش قرار گرفتند1ضد هرپس ویروس 

، جهت پی بردن به S-Plus 2000هاي من ویتنی، مربع کاي، کروسکال والیس و نرم افزار، آزمون16 ویرایش SPSSتجزیه و تحلیل آماري از نرم افزار 

.  درصد استفاده گردید95هاي سنی با سطح اطمینان تفاوت بین میانگین میزان آلودگی در دو منطقه و تفاوت مجموع میانگین میزان آلودگی در بین گروه

بالا بودن میزان آلودگی در منطقه ماکو است  حاکی از در صد بوده که 04/13 درصد و در منطقه ارومیه 08/34نتایج نشان داد میزان آلودگی در منطقه ماکو 

 در بررسی مجموع میانگین میزان آلودگی ، به علاوه.)= 005/0p( داري را بین میزان آلودگی در این دو منطقه شاهد هستیمطوري که تفاوت آماري معنیه ب

) صد در6( و ) درصد14( داري از دو گروه سنی دیگرطور معنیهب) صد در32( هاي سنی در دو منطقه، نسبت موارد آلوده در گروه سنی اولدر بین گروه

  ).p>05/0(برآورد گردید بیشتر 

  .915-921 :، صفحات15پیاپی ، 3، شماره 4، دوره 1389مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، 

ارومیه، ماکو، ا، گاو، شیر، الایز1هرپس ویروس  :ها واژهکلید

  مقدمه

 گاوي عامل رینوتراکئیت عفونی گاوان 1هرپس ویروس      

)IBR ( است که موجب بیماري در قسمت فوقانی دستگاه

آلودگی به این ). 11( شودتنفس یعنی بینی، حنجره و ناي می

تواند سبب تورم عفونی مهبل و فرج، سقط جنین، ویروس می

ها ناباروري، گاهی آنسفالیت و عوارض گوارشی در گوساله

، التهاب پستان و زخم مابین انگشتان از عوارض دیگر شود

همچنین عده زیادي از گاوان بالغ بدون بروز . بیماري است

توانند سبب انتشار یهاي بالینی حامل ویروس بوده و منشانه

یک خصوصیت قابل توجه  ).15 و 13، 5( عفونت شوند

ویروس توانایی آن در مخفی شدن به دنبال عفونت اولیه با 
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 ویروس مادام العمر مخفی .باشدسویه تخفیف حدت یافته می

فعالیت مجدد ویروس و . نمایدباقی مانده و سپس عود می

انتشار آن در اثر عواملی مانند تزریق مقدار زیاد 

کورتیکواستروئیدها، استرس، تغییر رژیم غذایی یا آب و هوا، 

ها و امهاي عفونی، تراکم زیاد گله، کوچ دائم دسایر بیماري

 درصد 10این بیماري تا  ).13(گیرد میایمنی ناهمگن صورت 

تلفات دارد ولی خسارات اقتصادي مهمی نظیر کاهش تولید 

 و 8( شودشیر، کم شدن گوشت  و سقط جنین را سبب می

یص آلودگی به این خهاي تشدر حال حاضر یکی از راه). 10

ون الایزا در ز آزمویروس، جستجوي پادتن ضد آن با استفاده ا

 15، 14( تواند جایگزین روش سرولوژي شودشیر است که می

هدف مطالعه حاضر، بررسی میزان آلودگی به هرپس  ).17و 

 با استفاده از آزمون الایزا در )BHV-1( گاوي 1ویروس 

نمونه شیر انفرادي اخذ شده از گاوهاي منطقه ارومیه و ماکو و 

  .دست آمده استهمقایسه نتایج ب

  ها واد و روشم

  منطقه شیردهي در این مطالعه شامل گاوهايجامعه آمار     

منطقه  و )هاي ماکو، پلدشت و شوطشامل شهرستان( ماکو

 يها طبق برآورد. بودند)شهرستان ارومیه و اطراف آن (ارومیه

 440حجم نمونه مورد استفاده در این تحقیق شامل  ،انجام شده

 ي منطقهها از گاوهاي گاوداريآن، سأ ر220که  گاو بودس أر

  ساده ی و سپس تصادفيبند خوشهيا به روش دو مرحله وماکو

یه با اروممنطقه  يهاگاوداريهاي  گاو دیگر، ازسأ ر220 و

هاي مورد مطالعه با توجه به دام. شدنداخذ  همین روش

  تا3اطلاعاتی که در پرسشنامه درج شده بود، در سه گروه سنی 

پس از هر  سال به بالا قرار گرفتند، س7 سال و 6 تا 5 سال، 4

لیتر شیر اخذ و در آزمایشگاه پس  میلی6-7به میزان راس گاو 

  گراد  درجه سانتی-20از سانتریفوژ و حذف چربی، در 

  .داري شدندنگه

 گاوي از روش 1جهت جستجوي پادتن برعلیه هرپس ویروس 

 تجارتی به نام کیت الایزاي غیرمستقیم و با استفاده از

Svanovir ساخت شرکت Svanova Biotech کشور 

سوئد و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده کیت به شرح زیر 

  :صورت گرفت

 میکرولیتر از نمونه شیر به صورت دوتایی در دو حفره 100

 BHV-1مجاور هم که یکی حاوي و دیگري  فاقد پادگن 

 پلیت جهت شیر چهار حفره آخرین ردیف. بودند، ریخته شد

مثبت و منفی استاندارد اختصاص داشت و پس از یک ساعت 

 بار شستشو، 3گراد و  درجه سانتی37داري در گرمخانه نگه

 میکرولیتر از کونژوگه پراکسیداز به هر حفره اضافه شد و 100

 3 درجه و 37داري در گرمخانه دوباره پس از یک ساعت نگه

کرولیتر محلول سوبسترا ریخته  می100بار شستشو، به هر حفره 

پس از مشاهده .  دقیقه در حرارت اتاق گذاشته شد15و حدود 

    میکرولیتر ماده متوقف کننده به هر حفره اضافه و50تغییر رنگ 

OD)optical density ( ثبت   نانومتر خوانده و450آنها در

 ODها و استاندارد با کاهش نمونه ODارزش میانگین . گردید

 محاسبه BHV-1 حفره آنتی ژن OD کنترل آنتی ژن از حفره

 ODهاي شیر که ارزش میانگین  این تحقیق نمونهدر. گردید

 سرم منفی OD برابر میانگین 5/2آنها مساوي یا بزرگتر از

  ).1جدول ( استاندارد بودند، مثبت در نظر گرفته شد

 دو يهامونهو برابر کنترل شیر منفی در ن و دODمیزان میانگین  -1جدول 

  منطقه ارومیه و ماکو

 OD   شاهدOD  نمونهOD   منطقه

  متوسط

2OD 

  متوسط

  752/0  376/0  353/0  399/0  ارومیه

  636/0  318/0  326/0  310/0  ماکو

هاي آمار ، روش16 ویرایش SPSSنتایج با استفاده از نرم افزار 

، مربع کاي، کروسکال والیس و ن ویتنیهاي م آزمونتوصیفی،

 95 با در نظر گرفتن سطح اطمینان S- Plus 2000فزار نرم ا

  . در صد مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفتند

  هایافته

جدول (  شیر اخذ شده نمونه440در این بررسی از مجموع     

 77( نمونه 336واجد پادتن و )  درصد23(مونه  ن104، )2
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 .د گاوي بودن1فاقد پادتن ضد ویروس هرپس ویروس ) درصد

)  درصد08/34( نمونه 75 ماکو  منطقه نمونه مثبت، در104از 

مثبت )  درصد04/13( نمونه 29 ، ارومیهمنطقهمثبت و در 

  . شدندناختهش

  هاي اخذ شده در هر منطقه به تفکیک  گروه سنی تعداد نمونه –2جدول 

  گروه سنی          

  منطقه

  به بالا سال 7   سال5-6   سال4-3

  40  53  127  ارومیه

  27  48  145  ماکو

  67  101  272  جمع

  

با توجه به میزان آلودگی گزارش شده در این دو منطقه، به نظر 

داري بین میانگین میزان آلودگی وجود یرسد تفاوت معنمی

صد با نرم افزار  در95آزمون این فرضیه، درسطح اطمینان . دارد

SPSS انجام شد که مقدار احتمال آزمون، با 16 ویرایش 

دهنده این موضوع  شد که نشان=005/0pویتنی برابر آزمون من

است که میزان آلودگی در دو منطقه ارومیه و ماکو با هم برابر 

نیست و نیز با آزمون فرض یک طرفه مشاهده گردید که این 

میزان در منطقه ماکو بیشتر است که آزمون این فرضیه در سطح 

   انجام شد s-plus2000 در صد با نرم افزار 95اطمینان 

(X-square = 25.5, df = 1, p-value= 0).  

 23(  نمونه 104از طرفی میزان آلودگی در دو منطقه با هم 

 14 نمونه از گروه سنی اول،86باشد که از این میزان می) درصد

 نمونه از گروه سنی سوم گزارش 4نمونه از گروه سنی دوم و

 13 درصد، 83  ترتیب درصد موارد آلوده به100شدند که از 

، البته )3جدول ( شوندها را شامل میصد آلودگی در4و درصد 

هاي تخصیص یافته از حجم ها با نسبتبا قیاس این نسبت

نمونه به هر گروه، قضاوت از روي این ارقام سخت بوده ولی با 

  طور هها با هم بدرون گروهOD تحلیل ناپارامتري میزان 

با استفاده از آزمون کروسکال والیس . داري متفاوت استمعنی

 برابر صفر p_value و مقدار 21/18مقدار آمار خی دو برابر 

ید أی، آزمون جانکر هم این نتیجه را تشتر براي اطمینان بی.گردید

  .کرد

آزمون  .برابري نسبت موارد آلوده نیز مورد آزمون قرار گرفت

  فزار  درصد با نرم ا95این فرضیه در سطح  اطمینان 

s-plus2000 ،مشاهده شد نسبت موارد آلوده در که  انجام شد

مقدار آمار خی دو آزمون برابر . بین سه گروه سنی برابر نیست

ها با مقایسه تکی گروه.  برابر صفر شدp_value و مقدار 5/26

شود که نسبت  دریافت می،هاو آزمون مقایسه جفت میانگین

داري از دو گروه صورت معنیهموارد آلوده در گروه سنی اول ب

اي براي نسبت موارد آلوده برآورد نمونه. سنی دیگر بیشتر است

 14 درصد، در گروه سنی دوم برابر 32 در گروه سنی اول

 = p-value دست آمده درصد ب6صد و در گروه سنی سوم در

0)   

  df = 2,   (X-square = 26.5,) 4جدول.(  

هاي الایزا مثبت در هر منطقه به تفکیک   نمونهتعداد و در صد -3جدول 

  گروه سنی

  گروه سنی      

  منطقه

  به بالا سال 7   سال5-6   سال4-3

  -  3  26  ارومیه

  4  11  60  ماکو

  %)4 (4  %)13(14   %)83 (86  جمع
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  یسني ها به تفکیک گروهمنطقه در هر ODيهابرخی ویژگی  - 4 جدول

  هاي سنیگروه

  

  منطقه

  ال س4-3

  )آلودگی% 32در مجموع با(

  سال 6-5

  )آلودگی% 14در مجموع با(

   سال به بالا7

  )آلودگی% 6در مجموع با(

ارومیه

  میانگین

  %95فاصله اطمینان 

  انحراف معیار

Max
Min

  

36/0  

42/0- 32/0

29/0  

46.1  

03/0  

  

29/0  

36/0- 22/0

17/0  

01/0  

55/0  

  

21/0  

26/0 – 16/0  

20/0  

01/0  

02/1  

  ماکو

  میانگین

  %95فاصله اطمینان 

  انحراف معیار

Max
Min  

  

44/0  

50/0- 38/0  

35/0  

46.1

05/0  

  

37/0  

44/0- 30/0  

24/0  

09/1  

06/0  

  

23/0  

30/0- 17/0  

16/0  

06/0  

77/0  

  گیري بحث و نتیجه

هاي مختلف آزمایشگاهی براي تشخیص امروزه روش    

لایزا به ، اما آزمون ا در گاو وجود داردBHV-1آلودگی به 

 3تر بودن مراحل انجام آن و نیاز به زمان حدود دلیل راحت

ساعت براي اعلام نتیجه به عنوان یک تست غربالگر مطرح 

در بسیاري از کشورها، این روش به عنوان ابزاري قوي و . است

). 12( کار گرفته شده استه بIBRمهم براي کنترل بیماري 

هاي باديراي تعیین آنتیاي بطور گستردههآزمایش الایزا ب

BHV-1در ایران نیز  ).13( کار رفته استههاي شیر ب در نمونه

ها ها و شهرستان در استانBHV-1کارهاي سرولوژي در مورد 

  ).4 و3 ،2 ،1( کم وبیش انجام شده است

Frankena هاي نشان دادند که در گله) 1997( و همکاران

 تست الایزا در با استفاده از) س گاوأ ر45حداقل با (متوسط 

صد آلودگی در گله مشاهده شد و نتیجه  در10-25شیر بین 

 نشانگر BHV-1هاي شیر از نظر گرفتند که مثبت بودن نمونه

  در تحقیق دیگري که  ).7(گسترش عفونت در گله است 

در کشور مجارستان با  )1999( و همکاران Tekes وسیلههب

، در الایزاي الایزا در شیر و سرم انجام شداستفاده از تکنیک 

 بودند در حالی که در BHV-1صد گله آلوده به  در79شیر 

 درصد مثبت گزارش 64هاي سرمی تست شده فقط نمونه

 Hostnikدر مطالعه دیگري که در اسلونی توسط  ).16(گردید 

شیر انجام گرفت،   نمونه سرم و835روي ) Grom) 1997و 

 80 درصد و در شیر 86 در سرم BHV-1ه میزان آلودگی ب

دست آمد در حالی که فقط هدرصد با استفاده از تکنیک الایزا ب

 VN هاي سرمی با استفاده از تست درصد همین نمونه79

)Viral neutralization test (مثبت بودند )در بررسی ). 9
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آوري شده از هر دیگري در کشور دانمارك استفاده از شیر جمع

 BHV-1جهت تعیین وضعیت آلودگی به ) Bulk tank( گله

افشاري و ). 11( با الایزاي شیر مناسب تشخیص داده شد

، بر 1385 تا تابستان 1384همکاران در یک تحقیق که از پاییز 

 گاوداري شیري اطراف شهرستان کرج 9س گاو از أ ر270روي 

 با استفاده از آزمون BHV-1جهت بررسی میزان آلودگی به 

، میزان آلودگی را هاي شیر انفرادي انجام دادندیزا در نمونهالا

 همچنین در مقایسه .گزارش کردند)  نمونه100(صد  در03/37

میزان آلودگی در سه فصل بهار، تابستان و زمستان، بیشترین 

 در فصل پاییز گزارش گردید)  مورد45(هاي مثبت تعداد نمونه

 در پنج 1380 در سال در بررسی دیگري که توسط تاجیک ).1(

جهت بررسی ) شهریار و کرج(گاوداري صنعتی اطراف تهران 

 روي  VN با استفاده از تستBHV-1سرولوژیک ویروس 

 نمونه اخذ شده از 101، از  نمونه سرمی انجام شد208

 نمونه اخذ 107و از  ) درصد8/16(  نمونه17شهرستان کرج 

 .مثبت بودند) ر صد د7/54( نمونه 58شده از شهرستان شهریار 

) ال س4 تا 3گاوهاي (میزان آلودگی در گاوهاي بالاي دو سال 

هاي سنی بررسی شده گزارش در مجموع بیشتر از سایر گروه

 تر بودگردید و شهرستان شهریار نسبت به شهرستان کرج آلوده

)2 .(  

توان  نشان داده شده بود میطور که قبلاًدر تحقیق حاضر همان

شیر را به جاي سرم در آزمون الایزا جهت تعیین هاي نمونه

 زیرا ، به راحتی بکار بردBHV-1وضعیت آلودگی گله به 

تواند شود و میتر انجام میها آسانبرداري شیر از گلهنمونه

هاي بالا، متوسط و پایین را در گله نشان دهد به این آلودگی

می مثبت  در صد آزمایش سر30شکل که آلودگی هاي بالاتر از 

ودگی پایین  درصد را آل10یا شیر مثبت را آلودگی بالا، کمتر از 

 کنندصد را آلودگی متوسط قلمداد می در30 تا 10و ما بین 

  ها از دو منطقه ارومیه و ماکو  نمونه کهدر این مطالعه ).11(

 درصد 08/34منطقه ماکو  آوري گردید، میزان آلودگی درجمع

دست آمد که به ترتیب هصد ب در04/13 در منطقه ارومیه و

میزان آلودگی بالا و متوسط را نشان دادند و در بررسی آماري 

هاي من ویتنی، مربع کاي با نرم افزار وسیله آزمونهنتایج که ب

SPSS نرم افزار  و16 ویرایش S-Plus 2000 با سطح 

نشان داده شد که میزان آلودگی   درصد انجام شد،95اطمینان 

 باشدداري بیشتر از منطقه ارومیه میطور معنیهه ماکو بدر منطق

)005/0=p(. شاید دلیل آن را بتوان به شرایط زیست ویروس 

با ). 6( شودتر هوا بیشتر فراهم مینسبت داد که در دماي پایین

تر و داراي آب توجه به اینکه منطقه ماکو نسبت به ارومیه مرتفع

 البته .ییدي بر این نتیجه باشدأتواند تو هواي سردتري است، می

شاید عوامل دیگري نیز مانند عوامل مدیریتی در این اختلاف 

از طرفی در بررسی میزان آلودگی در بین سه گروه . دخیل باشد

هاي کروسکال والیس، وسیله آزمونهسنی انتخاب شده که ب

  با سطح اطمینان S-Plus 2000وسیله نرم افزار همربع کاي ب

 تا  3(د انجام شد، نسبت موارد آلوده در گروه سنی اول  درص95

 درصد 14) سال 6 تا 5( درصد، در گروه سنی دوم 32) سال 4

دست آمد و هدرصد ب 6)  سال به بالا7(و در گروه سنی سوم 

صورت هنیز نشان داده شد که میزان آلودگی در گروه سنی اول ب

 با نگاه کلی و .داري بیشتر از دو گروه سنی دیگر استمعنی

ساده به جداول ارائه شده، رابطه معکوس بین میزان آلودگی با 

شود و این یافته با آنچه در متون آمده سن دام آشکار می

  ).13( مطابقت دارد

با توجه به نتایج مطالعات قبلی انجام یافته و نتایج حاصل از 

توان گفت که آزمون الایزاي شیر با آزمون این تحقیق می

 که یک تست استاندارد است برابري VNTیزاي سرم و الا

کار گرفته هتواند به جاي آنها در تعیین آلودگی گله بکرده و می

 نیاز به کشت VNTاز سوي دیگر الایزا بر خلاف  . شود

تواند سلول، ویروس زنده و صرف زمان طولانی نداشته و می

یر گاوان چه  استفاده از شاخیراً .در هر آزمایشگاهی انجام شود

به طور انفرادي و چه به شکل مخلوط گله، به کمک آزمون 

هاي عاري  از گلهBHV-1هاي آلوده به الایزا در تشخیص گله

هاي غربالگري در اکثر کشورها بکارگرفته از عفونت در برنامه
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  . شده است

  سپاسگزاري

با سپاس فراوان از ریاست محترم دانشگاه آزاد اسلامی     

کو جناب آقاي دکتر آب برین و معاونت محترم واحد ما

پژوهشی واحد جناب آقاي مهندس آقازاده که هموار مشوق 

با تشکر از مسئول محترم  انجام کارهاي تحقیقاتی هستند،

آزمایشگاه ایمنی شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه ارومیه، 

جناب آقاي حیدر ثانی که در انجام کارهاي عملی تحقیق ما را 

ري نمودند و نیز از جناب آقاي توحید بهرامی کارشناس یا

ارشد آمار و مدرس دانشگاه آزاد اسلامی واحد ماکو که انجام 

  .کارهاي آماري این مطالعه را بر عهده داشتند
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