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  چکیده

 افت د،یتول کاهش لیقب ازاست و هر ساله زیان فراوانی در سطح جهانی،  سیپاراتوبرکولوز گونه تحت ومیآو ومیکوباکتریما يباکتري یون، ماریب عامل

 دیجد قاتیتحق و دانندیم زئونوز پاتوژن کی را يباکتر نیا ،يسو گرید از. نماید را متوجه صنعت گاو شیري، می مبتلا دام حذف و یمثل دیتول يهاشاخص

مشاهده  ،الایزا یآزمایشگاه تشخیص يها روش مقایسهمطالعه  این هدف. باشد داشته نقش انسان، در کرون يماریب جادیا در يباکتر نیا که دهندیم احتمال

، سیپاراتوبرکولوز رگونهیز ومیآو ومیکوباکتریما يباکتر بهها  شیر مخزن گله یآلودگ تشخیص جهت تانک بالک شیردر  Nested-PCR و کشتمستقیم، 

، مشاهده مستقیم، شیر کشتها با هر چهار روش   دامداري صنعتی استان تهران صورت پذیرفت و این نمونه100گیري از مخزن بدین منظور نمونه. باشد می

Nested-PCR تست در%)94(نمونه 94، اند بوده مثبت کشت طیمح در%) 82 (نمونه 82 تعداد و الایزا مورد بررسی قرار گرفتند کهIS900 Nested 

PCR تعداد . در مشاهده مستقیم مثبت بودند%) 33( نمونه33هاي تست شده تنها  اما از کل نمونه. اند با الایزا مثبت بوده%) 98( نمونه98 و اند بوده مثبت

 نمونه دیگر که الایزاي آنها مثبت بود، 12این چهار نمونه به علاوه .  منفی شدندPCRچهار نمونه وجود داشت که در تست الایزا مثبت بودند ولی در تست 

هاي استفاده شده در این   بر سایر روشNested PCRرجحیت در مجموع نتایج این مطالعه ا.  نمونه در محیط کشت، رشد باکتري نداشتند16در مجموع 

باشد که نیازمند اقدامات  هاي استان تهران مینتایج این مطالعه نشان دهنده میزان بالاي آلودگی به این باکتري در دامداري ضمن در.نماید یید میأرا، تتحقیق

  .تري استجدي

  .1369-1378 :، صفحات20پیاپی ، 4، شماره 5، دوره 1390یز، مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبر

، مشاهده مستقیمشیر کشت ، الایزا،Nested-PCR، گاو، سیپاراتوبرکولوز گونه تحت ومیآو ومیکوباکتریمایون،  :ها واژهکلید

  مقدمه

 برندهلیتحل و  عفونیمزمن يماریب کی پاراتوبرکلوز، ای ونی    

 جادیا نشخوارکنندگان در اًاساس و دارد یجهان وعیش که است

 ومیآو ومیکوباکتریما يباکترعامل این بیماري یعنی . شود یم

 يکمتر اسیمق در و گاو در اغلب سیپاراتوبرکولوز گونه تحت

 و دارد وجود بز و گوسفند یعنی کوچک، نشخوارکنندگان در

  ودیتول افت ،اسهال ،یطولان کمون دوره. کند یم يماریب جادیا

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir
www.SID.ir


1390، زمستان 20پیاپی  ،4، شماره 5تبریز، دوره واحد دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی  مجله                                                                                                                     ...مقایسه چهار روش مشاهده مستقیم، 

١٣٧٠

 و 8 (دنباش یم گاو در يماریب یاصل يها مشخصه مفرط، يلاغر

 ریدرگ آن با یجهان سطح در دام صنعت که يماریب نیا). 20

 افت د،یتول کاهش لیقب از یراوان فخسارات رساله هاست،

 دامداران متوجه را مبتلا دام حذف و یمثل دیتول يهاشاخص

 قیطر از کشورها، از ياریبس به يماریب گسترش. سازد یم

 ینیبال يماریب که آلوده و لیاص نژاد يدارا يهادام صادرات

  ).15 و 14، 4 (است رفتهیپذ صورت دادند، ینم نشان

 یصنعت يهايدامدار فراوان تعداد لیدل به هم رانیا ما کشور در

 يماریب نیا کنند، یم استفاده يدارنگه فشرده ستمیس از که

 نیچند گذشت از بعد یحت و است کرده دایپ ياژهیو تیاهم

 یمناسب استیس هنوز ران،یا دري ماریب نیا ییشناسا از سال

  ).1 (است نشده اجرا آن با مقابله يبرا

 و دانندیم زئونوز پاتوژن کی را يباکتر نیا ،يگرسوید از

 جادیا در يباکتر نیا که دهندیم احتمال دیجد قاتیتحق

 زین محققان از ياعده. باشد داشته نقش ،انسان در کرون يماریب

 زین ریش ونیزاسیپاستور از بعد است ممکن یحت که کنند یم انیب

 به قیطر نیا از و بماند یباق زنده ر،یش در زايماریب جرم نیا

 مطرح جامعه سطح در یسلامت کنندهدیتهد عامل کی عنوان

  ).31 و30، 29، 28 (شود

 اهشکبه دلیل  ون،بیماري ی به مربوط ياقتصاد خسارات

 نیپروتئ و یچرب کاهش، ریش دیتول کاهش، خوراك راندمان

 زودرس ذفح ،پستان ورم وقوع شیافزاي، بارور کاهش، ریش

  ).23 و 17، 6، 4(باشد  ی میحذف يگاوها لاشه وزن کاهشو 

به دلیل طبیعت مزمن بیماري و خصوصیات باکتري مولد آن، 

ام آلوده هاي تشخیصی رایج، کفایت لازم را در تشخیص د تست

همین موضوع . را ندارند و یا از سرعت لازم برخوردار نیستند

یکی از مشکلات اساسی در مبارزه با بیماري در همه سطوح 

  ). 23 و 20، 8(است 

هاي تشخیصی رایج، اکثراً تشخیص دام آلوده در سطح  تست

هاي آلوده،  اند و براي شناسایی گله انفرادي را هدف قرار داده

شناسایی گله .  مشخصی، توصیه نشده استتست تشخیصی

هاي شناسی بیماري و اتخاذ سیاستگیريآلوده در بررسی همه

 12(کند  سزایی را بازي میدرست در مبارزه با بیماري نقش به

  ).14 و

عنوان یک ابزار جهت پایش به توان از شیر بالک تانک گله،می 

 وجود دارد که علاوه این امکانهب. وضعیت کل گله، سود ببریم

ها از در صورت شناسایی شیر آلوده، براي تغذیه گوساله

هاي مناسب و فراخور وضعیت هر گله، مانند سیاست

).26 و 10(مود  استفاده ن ...پاستوریزاسیون، شیر خشک و

هاي تشخیص آزمایشگاهی  مقایسه روشمطالعههدف در این 

 بالک  شیرNested-PCRکشت و مشاهده مستقیم، زا، یالا

 مایکوباکتریوم آویومباکتري آلودگی به تانک جهت تشخیص 

   .باشد میزیرگونه پاراتوبرکولوزیس

  هامواد و روش

  :گیري از شیر مخزن روش نمونه

 اطراف صنعتی هاي دامداري از تعدادي گیري، نمونه   براي

 تا 100 بین واحدهاي دامداري، این. شدند گرفته نظر در تهران

نمونه از شیر یک وعده .داشتند دوشا مدا رأس 2500

  . شد شیردوشی کلیه گاوهاي شیري هر وعده اخذ 

 کن سرد. شد  شستشو و تخلیه کاملاً مخزن گیري، نمونه  قبل از

 کامل اتمام از بعد. باشد روشن ابتدا از بایستی تانک همزن و

 گذشت از بعد و گله شیري هاي دام کل شیردوشی وعده یک

 خوردن هم منظور به عت از اتمام شیردوشی،سا نیم حداقل

 تانک بالایی درب از گیريآن، نمونه شدن مخلوط و شیر کافی

 را تلقیح غلاف و قیچی ابتدا گیرينمونه  براي.گرفت صورت

. شود خشک الکل تا دهیم می فرصت و نموده  تمیز٪70 الکل با

 نوك و بر بریده  رنگ سبز سمت از را غلاف انتهایی قسمت

 طول اندازه به شیر، برداشت براي سپس. کنیم می سوار رنگس

 شیر و داریممی بر را نمونه سرنگ با و رفته شیر عمق به غلاف

 حجم حداقل. ریزیم می استریل گیرينمونه ظرف داخل در را

 در ها  نمونه.باشد می لیترمیلی 100گیري،  نمونه براي نیاز مورد

 به یونولیتی، یخدان یا و سفري یخچال داخل در یخ و کنار
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 که بوداي گیري به گونهبندي نمونهزمان. یافت انتقال آزمایشگاه

گیري و پس از انتقال به شیر هر دامداري، در همان روز نمونه

گسترش جهت مشاهده مستقیم بر آزمایشگاه، کشت داده شد و 

 PCRمقادیر مورد نیاز براي الیزا و در ضمن . شد روي لام داده 

  گراد،  درجه سانتی- 70ترتیب درون یخچال و فریزر به 

 ساعت پس از رسیدن 24تست الیزا در فاصله . داري شدندنگه

  .)26  و16، 10(ها به آزمایشگاه، انجام گردید نمونه

  :روش انجام تست الایزاي شیر

بادي علیه عامل   کمی آنتیگیري از تست الایزا جهت اندازه

در این مطالعه ما از . استفاده گردیدبیماري یون موجود در شیر 

  ®SVANOVAبادي یون ساخت شرکتکیت الایزاي آنتی

این کیت از . استفاده نمودیم) SVANOVIRTM (به نام

بادي علیه یکی  گیري آنتیجهت اندازه ،غیرمستقیمالایزايروش

بادي در بدن  این آنتی. برد ، بهره میMAPهاي باکتري ژن از آنتی

، تولید شده و از طریق سرم خون MAPه باکتري دام آلوده ب

گردد  وارد بافت پستان گردیده، از طریق شیر تولیدي دفع می

)27 .(  

براي آزمایش شیر مخزن، مطابق دستورالعمل خود کیت، مقدار 

 g 2000× دقیقه در 10 میکرولیتر از شیر را به مدت 25

باقی مانده مایع . سانتریفیوژ کرده و فاز چربی را خارج نمودیم

) PBS–Tween(کننده کیت  با بافر رقیق1:10را به نسبت 

 میکرولیتر از این مخلوط درون هر 100کرده و حجم  مخلوط 

براي انجام هر بار تست، از دو کنترل مثبت . شد چاهک ریخته 

بقیه مراحل تست نیز  .گردیدها استفاده و منفی در کنار نمونه

 تفسیر نتایج. رت گرفتمطابق دستورالعمل خود کیت صو

 کنترل مثبت و OD نمونه به OD نسب اسرأسبها،  نمونه

شود،  محاسبه می) درصد مثبت بودن (PPمنفی، که از رابطه 

)12 و 5(گرفت ت صور

  

  :روش انجام کشت شیر

 آویوم مایکوباکتریومهاي کشت مختلف باکتري  از میان محیط

شت ، محیط ک(MAP)پاراتوبرکولوزیس  گونه تحت

،  Herrold’s Egg Yolk Medium (HEYM)هرولداگ

براي .  جهت انجام کشت شیر در این مطالعه انتخاب گردید

. لیتر از شیر مخزن مورد نیاز است میلی30انجام کشت به حجم 

 دقیقه، در 30لیتري ریخته و به مدت  میلی50شیر را در فالکون 

سپس . ودیم و در دماي اتاق سانتریفیوژ نمrpm  2500سرعت 

 حاصل را نگه (Pellet)مایعات رویی را دور ریخته و رسوب 

هگزا  9/0%لیتر از محلول  میلی30رسوب را در حجم . داشتیم

 Hexadecylpyridinium( کلراید پریدنیوم دسیل

chloride( ساعت در 18 تا 12 معلق کرده و به مدت 

 تا عمل گراد قرار دادیم درجه سانتی37انکوباتور با دماي 

بعد از گذشت این زمان، . زدایی از شیر صورت پذیردآلوده

 دقیقه با سرعت 20ها را از انکوباتور خارج کرده و به مدت  لوله

rpm 2500بر روي رسوب به دست آمده .  سانتریفیوژ نمودیم

بیوتیکی و ضد قارچ، لیتر از محلول آنتیاز این مرحله، یک میلی

  :باشد ول به ترتیب زیر میترکیب این محل. ریخته شد

100 μg/ml naladixic acid
100 μg/ml vancomycin
50 μg/ml amphotericin B

هاي به دست آمد  لیتر از هر یک از سوسپانسیون میلی1/0مقدار 

 منتقل نمودیم HEYMرا، به چهار لوله حاوي محیط کشت 

 ها حاوي مایکوباکتین است و یک عدد که سه عدد از این لوله

ها را براي مدت یک هفته با  سپس لوله. بدون مایکو باکتین بود

   درجه 37درب نیمه باز، به حالت افقی درون انکوباتور 

هدف از این کار خارج نمودن گازهاي . گراد قرار دادیمسانتی

بعد . اضافه تولیدي و رطوبت اضافی سطح محیط کشت است

 محکم کرده هاي محیط کشت را از گذشت یک هفته، درب لوله

 درجه 37ها به حالت عمودي درون انکوباتور با دماي  و لوله

از هفته ششم، هر هفته یک بار، یک . گراد قرار گرفتندسانتی

آمیزي گسترش از سطح محیط کشت تهیه نموده و پس از رنگ
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هاي مثبت نیلسون، با میکروسکوپ مشاهده شدند تا نمونه- ذیل

. ا تا هفته بیستم ادامه دادیماین کار ر. را شناسایی نماییم

هایی که تا این زمان منفی هستند را منفی در نظر گرفتیم  نمونه

  ). 25 و 21(

  : شیرNested-PCRروش انجام 

  :DNAاستخراج 

لیتر شیر نیاز  میلی10  شیر، حجم Nested-PCR براي انجام 

 از شیر صورت پذیرد و DNAابتدا باید عمل استخراج . است

انجام  Nested-PCR استخراج شده، DNAسپس روي 

  از نمونه شیر مخزن، شیر را DNAجهت استخراج . شود

 Triton X میکرولیتر از 100داخل فالکون ریخته و به آن 

 rpm 4500 دقیقه با سرعت 30  اضافه کرده و به مدت 100

لایه چربی و فاز مایع را از فالکون خارج . سانتریفیوژ نمودیم

منتقل لیترمیلی 5/1به دست آمده را به میکروتیوب کرده و پلیت 

  .کردیم

کننده مایکوباکتریوم  میکرولیتر از بافر لیز400 بر روي پلیت، 

 37 در انکوباتور) Over night(ریخته و به مدت یک شب 

 ریز فرمول از استفاده با بافر نیا. گراد قرار دادیم درجه سانتی

:است ساخت قابل

(86.6 ml H2O،8 ml 5 M NaCL،2 ml 2 M 

TrisHCl (pH 8)، 3 ml 20% SDS،400 μl 0,5 M 

EDTA،220 μl 15.6 mg/ml proteinase K)  

ها را در ظرف حاوي مخلوط  در مرحله بعدي میکروتیوب

هاي یخ خشک و اتانول وارد کرده و فرصت دادیم تا  گرانول

 50، که از پیش بر روي  Heat blockبعد بر روي. فریز شوند

. گراد تنظیم شده است، قرار دادیم تا ذوب شوند درجه سانتی

این عمل فریز انجماد و ذوب را براي دو مرتبه دیگر تکرار 

ها   میکرولیتر فنل به میکروتیوب400در مرحله بعدي . کردیم

سپس به مدت .  ثانیه ورتکس گردید20اضافه شد و به مدت 

 rpmسرعت گراد و با  درجه سانتی4دو دقیقه در دماي 

 سانتریفیوژ کرده و فاز مایع را به یک میکروتیوب جدید 13000

ایزوآمیل / کلروفرم/ همان مرحله را با مخلوط فنل. انتقال دادیم

اند، تکرار نمودیم و   مخلوط شده25:24:1الکل که به نسبت 

 مخلوط 24:1ایزوآمیل الکل که به نسبت / یکبار نیز با کلروفرم

دست هبه آخرین فاز مایعی که ب. کرار شداند، این عمل ت شده

 800 مولار و 3 میکرولیتر از سدیم استات 40آمد،  می

میکرولیتر از اتانول خالص اضافه کرده و به خوبی مخلوط 

  . نمودیم

 درجه -70 دقیقه در فریزر 30ها را براي  سپس میکروتیوب

 4ي  دقیقه، در دما20گراد قرار داده و بعد از آن به مدت  سانتی

 سانتریفیوژ کردیم rpm 13000گراد و با سرعت درجه سانتی

 میکرولیتر 800  را با DNAرسوب .  رسوب کند DNAتا 

 دقیقه، در 5شستشو داده و به مدت) Ice cold(اتانول سرد 

 سانتریفیوژ rpm 13000گراد و با سرعت  درجه سانتی4دماي 

را خشک کردیم و بعد قسمت بالایی را خشک کرده و پلیت 

 TE میکرولیتر از بافر DNA،50آنگاه بر روي پلیت . نمودیم

 درجه -20 استخراج شده را در دماي DNAریخته شد و 

  ).10 و 3، 2(داري نمودیم گراد، نگه سانتی

Nested-PCRمواد و برنامه انجام 

 در شیر مخزن، تست Mapجهت بررسی وجود باکتري 

Nested PCR اختصاصی  با استفاده از پرایمرIS900 ،

 و همکاران Stabelبر طبق روش  ها یمرپراتوالی. استفاده شد

،  متحدهیالات ایوانات حهاي یماري بیاز محققان مرکز مل

.  آلمان بودندMWGها ساخت کمپانی  پرایمر .انتخاب شد

 ساخت شرکت یانت گرادیکلرترمال سا، از PCRبراي انجام 

ESCO مدل Swift™ Maxi 26( استفاده شد.(  

 و اندازه قطعه است یر زیب به ترتخارجی یمر جفت پرایتوال

.باشد یم bp  400هدف آن 

MP 1 forward →5'-GTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-3'
MP 2 reverse →5'-GAGGTCGATCGCCCACGTGA.- 3'

 و اندازه قطعه است یر زیب به ترتیز نی داخلیمر جفت پراتوالی

  .باشد یم bp 198هدف آن 

NMP 2 forward → 5'- GCTTAGGCTTCGAATTGCC - 3'
NMP 2 reverse → 5'- CTCCGTAACCGTCATTGTCC - 3'
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در مرحله اول، در طول یک برنامه دمایی، سکانس هدف در 

DNAها، در صورت وجود ازدیاد   استخراج شده از نمونه

 bp400اندازه قطعه هدف این مرحله . شود یابد و تکثیر می می

، مقدار غلظت مولاري و حجم 1 شماره در جدول. باشد می

 که PCRمورد نیاز هر یک از مواد مصرفی در مرحله اول 

  ).  26(کنند، آمده است  هاي خارجی در آن عمل می جفت پرایمر

  

  

 مرحله اولPCR مقدار غظت و حجم مواد مورد نیاز -1جدول 

  ردیف  ترکیبات  غلضت نهایی  مقدارحجم مورد نیاز

Lμ33.5    D.W. 1  

Lμ5 1X  10X PCR Buffer  2  

Lμ1 0.2 mM of each  dNTP mix (10 mM)  3  

Lμ2 2 mM  Forward primer MP1 (10 pmol/μl)  4  

Lμ2 2 mM  Reverse primer MP2 (10 pmol/μl)  5  

Lμ0.5 1.25 u/50μl Taq DNA Polymerase (5u/μl)  6  

Lμ3 1.5 mM  MgCl2 (25 mM)  7  

Lμ5   Template DNA  8  

Lμ50   جم نهاییح

  :برنامه دمایی مرحله اول ، به شرح زیر است

 دقیقه4گراد به مدت  درجه سانتی94

   دقیقه1گراد به مدت  درجه سانتی94

   دقیقه1گراد به مدت  درجه سانتی62

 ثانیه30 دقیقه و 1گراد به مدت  درجه سانتی72

   مرتبه30 براي 4 تا 2تکرار مراحل 

   دقیقه7ت گراد به مد درجه سانتی94

  

  

 یکروتیوب میک  مرحله قبل به PCR، محصول  دومدر مرحله

 مرحله یندر ا. گردید منتقل شد و به عنوان الگو استفاده یدجد

 دارد، با طول يتر، که در دل قطعه اول جا  کوچکیقطه توال

bp 198برنامه دمایی مرحله دوم، مانند مرحله .گردد ی میر تکث 

 25ها در این مرحله  ه تعداد سیکلاول است، با این تفاوت ک

).26(سیکل است 
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   مرحله دومPCR مقدار غظت و حجم مواد مورد نیاز -2 جدول

  ردیف  ترکیبات  غلضت نهایی  مقدارحجم مورد نیاز

Lμ34.5    D.W. 1  

Lμ5 1X 10X PCR Buffer  2  

Lμ1 0.2 mM of each  dNTP mix (10 mM)  3  

Lμ2 2 mM  Forward primer NMP1 (10 pmol/μl)  4  

Lμ2 2 mM  Reverse primer NMP2 (10 pmol/μl)  5  

Lμ0.5 1.25 u/50μl  Taq DNA Polymerase (5u/μl)  6  

Lμ3 1.5 mM  MgCl2 (25 mM)  7  

Lμ2   Template DNA  8  

Lμ50   حجم نهایی

  آمیزي ، رنگ٪2از ژل آگارز  PCR ی محصولجهت بررس

 DNA Marker 100bpد ووسیله رنگ اتیدیوم برومایهب

    ).3 و 2(گردید تفاده اس

  روش انجام مشاهده مستقیم

لیتر شیر را در  میلی10براي اجراي این روش، ابتدا مقدار 

g2500 سانتریفیوژ نموده و رسوب آن با استفاده از حرارت بر 

آمیزي سپس لام به روش ذیل نیلسن رنگ. روي لام فیکس شد

 لام کربول فوشیل ریخته شد و بعد به این منظور، بر روي. شد

 و به یقه دق15به مدت  دقیقه با اسید الکل، 15از گذشت 

سپس رنگ متیلن بلو به . زدایی انجام شد رنگدفعات متعدد

مدت بیست ثانیه بر روي لام ریخته شد و بعد با آب شسته و 

 100Xلام با لنز . اجازه داده شد تا با هوا خشک گردد

  ).19(مراه روغن امولسیون، مشاهده شد میکروسکوپ، به ه

  ها یافته

 نمونه شیر مخزن آزمایش شده در این مطالعه 100از میان     

در محیط کشت مثبت بودند و کلنی %) 82( نمونه 82تعداد 

ها،  ولی در باقی نمونه.  در آنها رشد نشان دادMapباکتري 

یست بعد از گذشت مدت زمان ب%) 18( نمونه 18یعنی تعداد 

ها در کشت  هفته، کلنی در محیط کشت رشد نکرد و این نمونه

  .منفی بودند

IS900 نمونه شیر در تست 94، تعداد   نمونه100از کل 

Nested PCR94( اند  مثبت بوده .(%  

  PPکه  ییها نمونهبر طبق توصیه شرکت سازنده کیت الایزا، 

شد را به  با5حاصل از تست الایزاي آنها کمتر و یا مساوي با 

 ن را به عنوا15 تا 5بین PP  مقادیر. شوندعنوان منفی تلقی می

 را به عنوان شیوع بالا 16هاي بالاتر از  شیوع پایین و مقادیر

  .شناسیم می

 نمونه 66در محدوده منفی، %) 2( نمونه 2بر این اساس، تعداد 

 PP نمونه در محدوده 32و %) 66(در محدوده شیوع پایین 

در این مطالعه شیوع پایین و بالا . قرار داشتند%) 32(شیوع بالا 

به عبارت دیگر . در تست الایزا را به عنوان مثبت تلقی نمودیم

اند و  با الایزا مثبت بوده% 98هاي آزمایش شده،  از مجموع نمونه

  .ایم منفی داشته% 2تنها 

 آمیزي ذیل نیلسن، دردر تست مشاهده مستقیم به کمک رنگ

  . کلامپ باکتري مشاهده شد%) 33( نمونه 33

 مثبت بودند یزاتعداد چهار نمونه وجود داشت که در تست الا

 12 چهار نمونه به علاوه ینا.  شدندی منفPCR در تست یول

 نمونه، در 16 آنها مثبت بود، در مجموع یزاي که الایگرنمونه د

  .   نداشتندي کشت، رشد باکتریطمح

 Nestedر هر سه تست الایزا، کشت و  نمونه د82تعداد 

PCR نمونه در هر چهار تست 33تعداد %).  82( مثبت بودند 
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 نمونه وجود داشتند که حاصل 12تعداد . انجام شده مثبت بودند

 و الایزا، مثبت Nested PCRکشت آن منفی بوده ولی در 

  .بودند

  گیري بحث و نتیجه

رغم اینکه تست ، علیبا توجه به نتایج حاصل در این مطالعه    

ها را به عنوان مثبت اعلام نمود،  الایزا تعداد بیشتري از نمونه

 مثبت یزاتعداد چهار نمونه وجود داشت که در تست الاولی 

 چهار نمونه به ینا . شدندی منفPCR در تست یبودند ول

 16در مجموع  ( آنها مثبت بودیزاي که الایگر نمونه د12علاوه 

با توجه به اینکه اکثر . ، رشد نداشتندنیز کشت یط در مح)نمونه

عنوان منابع موجود، کشت در محیط کشت اختصاصی را به

توان  شناسند، می  میMapاستاندارد طلایی در تشخیص باکتري 

چنین نتیجه گرفت که در تست الایزاي شیر مخزن، مثبت کاذب 

هاي مثبت آن براي قضاوت بر روي وضعیت پس جواب. داریم

  .باشد ی گله، قابل اعتماد نمیکل

روش مشاهده مستقیم به کمک رنگ آمیزي ذیل نیلسن نیز فقط 

منابع جدید .  عدد از موارد مثبت را دارا بود33توانایی شناسایی 

 در شیر و Map این روش را جهت شناسایی OIEاز جمله 

نتایج این تحقیق نیز این موضوع را . دانند مدفوع مناسب نمی

  ).23 و 20(نماید  تایید می

، شانس هیاول نمونه ناعنو به ریش بالاتر ریمقاد از استفاده

از این رو . بخشد  را بهبود میMap باکتري DNAجداسازي 

لیتر شیر به عنوان نمونه اولیه   میلی10ما در این مطالعه از میزان 

  . ، استفاده کردیمDNAدر مرحله استخراج 

 براي مطالعه مولکولی Nested PCRما در این مطالعه از 

DNAاستخراج شده از شیر مخزن استفاده کردیم  .  

  :از عبارتند PCR افتهی رییتغ روش نیا يایمزا

  .است بالاتر يادیز زانیم به روش نیا حساسیت در

  .است کمتر يبعد يدهاییتأ و) کاوشگر (پروب به ازین

 بالاتر یدرون يمرهایپرا حضور خاطرهب روش نیا یژگیو

 د،یجد لوله به اول دور PCR محصول انتقال لیدل به .است

 مورد استخراج روشدر  چون .شوندیم قیرق هاکننده ممانعت

   حضور احتمال است، نشده استفاده لتریف از ما، استفاده

 همانگونه که اشاره شد، .دارد وجود PCR يها هکنندممانعت

 لوله به اول دور محصولات انتقال لیدل به Nested-PCR در

  ).3 و 2 (شوند یم قیرق هم ها کننده ممانعت د،یجد

اي که تا حدي با کار ما مشابهت داشت، مطالعه  تنها مطالعه

Sharmaيبرا مطالعه این.  و همکارانش در هندوستان بود 

 جهت در ریش PCR  و ریش کشت ر،یش يزایالا سهیمقا

 از. رفتیپذ صورت ،يریش يگاوها در ونی آلودگی صیتشخ

 زا،یالا روش سه هر به که  گاويرأس 50 ریش هاي نمونه نایم

 مثبت کشت در ٪ 84 بودند، شده  بررسی PCR و کشت

 از شده انجام يها کشت از ٪50 مطالعه نیا طبق بر. بودند

 بوده مثبت رسوب از شده انجام يها کشت از ٪62 و یچرب

 محیط کشت مورد استفاده در این مطالعه، یعنی محیط .است

HEYM همان محیطی است که ما در این مطالعه، از آن ،

 دایپ را مثبت موارد از ٪ 1/32 توانست تنها زایالا .استفاده کردیم

 مطالعه نیا در  PCR و استخراج يبرا که یروش ماا. کند

 صیتشخ مثبت را ریش نمونه 50 از ٪6 تنها ،است شده استفاده

 تیحساس قیتحق نیا در شود یم دهید که همانطور. است داده

 .است تر از تست الایزا  وحتی پاییننییپا اریبس PCR تست

روش بهینه اند که باید این حتی خود آن محققان اذعان داشته

).22(گردد 

 در سال از Williams و Buergeltاین در حالی است که 

 ییها دامات خود نشان دادند که حتی مطالع  دردانشگاه فلوریدا

، بوده یمنف و مشکوك محدوده دري آنها، ازیالانتیجه تست  که

  ).7(تواند مثبت باشد   شیر میNested PCRتست 

Nielsen کشور هیناح 6 از گله 900 مخزن ریش همکارانش و 

 در و اند داده قرار یبررس مورد زایالا تست لهیوس به را دانمارك

  ).16 (بودند آلوده ها گله نیا از% 70 مجموع

 فارس استانایران که در  در مکارانشه و خواه حق مطالعه در

 انجام مخزن ریش  PCR لهیوس به يماریب وعیش نییتع يبرا
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 و مرودشت  راز،یش (فارس استان منطقه سه در گله 110 از ،شد

 IS900-PCR تست اساس بر) ٪11 (گله 12 تعداد ، )دانیسپ

 ٪6/8 از یتفاوت مختلف مناطق در يماریب وعیش. اند بوده مثبت

ها در استان فارس   آمار پایین آلودگی گله.دهد یم نشان ٪23 تا

با آمار به دست آمده در استان تهران در این تحقیق، تفاوت 

 يبرا  شیر مخزننمونه حجم مطالعه نیا در البته. فاحشی دارد

 از استفاده. است بوده ریش تریل یلیم DNA، 5/0 استخراج

 دهد یم کاهش ار يباکتر يجداساز شانس نمونه نییپا ریمقاد

)13.(  

 از نمونه شیر DNAهاي مختلف استخراج  استفاده از روش

 تاثیر گذار باشد و با بهبود PCRتواند بر حساسیت  مخزن می

توان حساسیت تست را بهبود  ، میDNAروش استخراج 

البته باید به این نکته توجه داشت که کاربرد بسیاري از . بخشید

یران، به دلیل در دسترس  در اDNAهاي استخراج  تکنیک

 Bead beatedنبودن مواد و تجهیزات لازم، مانند تکنیک 

  .عملی نیست

 ایالت 10 گله از 61 و همکارانش در Stabelاي که  در مطالعه

اند، نتایج حاصل از الایزا و کشت  کشور آمریکا انجام داده

 و کشت شیر PCRمدفوع انفرادي گاوها را با نتایج حاصل از  

هاي انتخاب  تمام گله. اند ها، مورد مقایسه قرار داده گلهمخزن 

از هرکدام از . شده، حداقل یک مورد گاو الایزا مثبت داشتند

گیري شیر  هاي تحت بررسی در این مطالعه، علاوه بر نمونه گله

 متناسب با سایز گله تعدادي گاو انتخاب  ،PCR براي مخزن

 گاو 712در مجموع ( شده و از آنها کشت مدفوع به عمل آمد

 نیا در .) گله انتخاب شده بودند61که به صورت اتفاقی از 

 IS900 Nested-PCR  تست در ) %68 ( فارم 35 مطالعه

 ییها گله از) %4/52 ( گله 11 نکهیا  توجه جالب. بودند مثبت

 PCR تست در  نداشتند، مدفوع کشت در یمثبت مورد چیه که

 1 اقل حد که بود يا گله 24 از تمثب موارد هیبق و بودند مثبت

 کی حداقل که گله 7 در لیو. داشتند مدفوع مثبت کشت مورد

 .است بوده یمنف ریش PCR جواب داشتند، مثبت کشت مورد

 گاو الایزا مثبت رأسهایی که حداقل سه  گله% 79همچنین 

این درصد در . اند اند، کشت شیر مخزن مثبت داشته داشته

اند، برابر با   گاو الایزا مثبت داشتهرأسدو هایی که یک یا  گله

اند که حتی در  کید داشتهأاین محققان بر این نکته ت.  است% 49

باشد،  هاي الایزا مثبتی که کشت مدفوع گاوها منفی می گله

  ).26( وجود دارد Mapامکان آلودگی شیر به باکتري 

 کایآمر ايیلوانیپنس دانشگاه از همکارش و Pillai مطالعه در

 و بالا ها نمونه در يباکتر به یآلودگ زانیم اگر که شد داده نشان

 کامل IS900 PCR تیحساس باشد، CFU/ml 100د ح در

 در يباکتر به یآلودگ زانیم اگر که یصورت در. است ٪100 و

 ترنییپا تیحساس باشد، CFU/ml 10د ح در و نییپا ها نمونه

 211 ریش ،قیحقت نیا از دوم قسمت در .است ٪50 حد در و

 9 کشت در. شد یبررس PCR و کشت لهیوسهب گاو رأس

.دبودن مثبت) ٪33  (مونه نPCR 69 در یول) ٪4( مثبت نمونه

 ،مخزن ریش نمونه 20 تعداد ی،قیتحق کار نیا از سوم قسمت در

 10 آنها انیم از در که گرفت قرار یبررس مورد واحد 20از 

. شد مثبت کشت با نمونه کی تنها و بود مثبت PCR با نمونه

 را بیشتر از PCRدر مجموع، این محققان حساسیت تست 

به علاوه میزان آلودگی را در مثبت شدن . اند کشت ارزیابی کرده

  ).18(اند   نتایج دخیل دانسته

 و در کشور سوئیس 2001در یک مطالعه گسترده که در سال 

ف سوئیس  گله در مناطق مختل1384انجام گردیده است، که از 

IS900وسیله گیري شیر مخزن انجام شده و بههنمون

Nested-PCR 273 بررسی به عمل آمده، مشخص گردید که 

 در شیرشان مثبت Mapاز نظر وجود باکتري ) ٪7/19(گله 

میزان شیوع در مناطق مختلف سوئیس، تفاوت فاحشی . هستند

  ).10(دهد  ، نشان می٪ 2/49 تا ٪7/1از 

Eamensانش از استرالیا پنج متد مختلف کشت  و همکار

مدفوع را مورد مقایسه قرار دادند و از این بین، ابتدا روشی که 

و کشت در % 9/0 با غلظت HPCزدایی با محلول در آن آلوده

پذیرد، بیشترین   صورت میBACTECمحیط رادیومتریک 
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بعد از آن روشی که در آن از همان . حساسیت را دارا بود

زدایی و از محیط جهت آلوده% 9/0ا غلظت  بHPCمحلول 

HEYM جهت کشت استفاده شده بود، بهترین نتایج را در بر 

  ).12(داشت 

زدایی و همین محیط کشت  در این مطالعه از همین روش آلوده

 از HEYMفرمولاسیون ساخت محیط کشت . استفاده شد

هاي تشخیصی و   که در دستنامه روشOIEدستورالعمل 

  ).12(سازمان ذکر شده، اقتباس گردید واکسن آن 

 Ristow به مقایسه سه 2006 و همکارانش از برزیل در سال 

 پرداختند و اعلام کردند HEYMفرمولاسیون ساخت محیط 

). 21( بهترین نتیجه را به دنبال دارد OIEکه فرمول پیشنهادي 

Dundee و همکارانش از دانشگاه کوینز ایرلند، چهار روش 

 را MAPزدایی از شیر جهت کشت باکتري دهمختلف آلو

مقایسه نمودند و به این نتیجه رسیدند که استفاده از محلول 

HPC 11( بهترین نتایج را در بر دارد.(  

در خاتمه نتایج مطالعه ما همانند بسیاري از مطالعات، شیوع 

هاي استان تهران بالاي این باکتري را در شیر تانک دامداري

ه این امر اقدامات جدي به منظور کنترل و دهد کنشان می

  .نمایدمبارزه با این عامل را طلب می
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