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  چكيده

به روش تست  paratuberculosis Mycobacteriumي آلوده به مطالعه حاضر اولين تلاشي است كه در جهت شناسايي گاوها  
باشد و عامل بيماري،  زمن روده اي در نشخواركنندگان ميعفونت م Paratuberculosis .گيرد در شهرستان تنكابن انجام مي PCRيونين و 

نوان عاملي براي گسترش آلودگي ضور باكتري و به عشير يكي از منابع مهم براي ح. كند ام آلوده به محيط انتشار پيدا ميبه طرق مختلفي از د
ت، بررسي حضور باكتري در شير، همچنين به دليل ارتباط احتمالي كه بين عامل بيماري يون و بيماري كرون در انسان مطرح اس. باشد مي
رأس گاو شيري توسط  90اين مطالعه ابتدا  در. تواند شاخص مهمي در تعيين ميزان گسترش اين عفونت در جوامع دامي و احياناً انساني باشد مي

ها  سپس نمونه. مورد منفي به دست آمد 62مورد مشكوك و  23مورد مثبت،  3تست يونين مورد آزمايش قرار گرفتند و نتايج تست به صورت 
طبق نتايج بدست . شدموردنظر استفاده  bp 194بررسي شده و از دو جفت پرايمر اختصاصي براي تكثير قطعه ي  nested PCRبه روش 

شد تست يونين قابليت شناسايي همچنين مشخص . را نشان داد% 7/7 تا 2/4منطقه مورد نظر متفاوت بوده و رنجي بين   3آمده شيوع آلودگي در 
به نظر  روريهاي بيمار امري ض جهت شناسايي دقيق دام  PCRهاي بيمار را از بين موارد مشكوك ندارد در نتيجه، استفاده از تكنيك  دام
  . رسد مي

   
 .Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis  گاوهاي شيري،، تنكابن، ايران: كلمات كليدي
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  مقدمه
نوعي ، )Johne´s Disease( بيماري يون

نشخواركنندگان اهلي و  نتريت عفوني و مزمن درآ
 Mycobacterium باشد كه توسط وحشي مي

avium subsp. Paratuberculosis (MAP) 
، مهلك و مسري بوده به اين بيماري .گردد ايجاد مي
 .نامند ا تورم روده مزمن ميكروبي نيز ميكه آن ر طوري

هاي  بيماري به تدريج سبب تخريب بافت روده دام
اسهال شديد و  آلوده شده كه با علائم لاغري مفرط،

 شود و مشخص ميدائمي، كاهش شير و نازائي در گاو 
همچنين . دارد هاي آلوده را درپي سرانجام مرگ دام
به صنعت و اقتصاد هاي بيشماري  اين بيماري خسارت

ايگاه ايجاد عفونت در روده و ج. نمايد كشورها وارد مي
هاي لنفاوي است ولي اين باكتري داخل سلولي،  گره

هاي ديگر بدن نيز انتقال  توسط ماكروفاژها به قسمت
به   M.paratuberculosisارانتش. كند پيدا مي

مني صورت  ، شير، آغوز ومحيط از طريق مدفوع
 گردد از طريق شير دفع مي ،گرفته و در موارد شديد

بنابراين شير يكي از منابع مهم براي حضور ). 7و1(
همچنين به دليل ارتباطي كه بين عامل  .باشد ميباكتري 

بيماري يون و بيماري كرون در انسان مطرح است، 
كرون . وجه به بهداشت صنعت شير ضروريستت

  سان است و داراي عفونت مزمن گرانولومايي روده در ان
 .Mبا شناسايي  .باشد اي مي اتيولوژي پيچيده

paratuberculosis  در روده برخي افراد كه
اي نداشتند مشخص  يچگونه سابقه بيماري التهاب رودهه

مواد طريق مصرف  اسيد فست ازشده كه اين باسيل 
 غذايي از جمله شير وارد بدن افراد مبتلا شده است، اين

هاي مصرفي آن را در  وردهآمسئله نقش بالقوه شير و فر
طبق  بر). 19( كند باكتري از دام به انسان بيان مي انتقال

تحقيقات صورت گرفته در گاوهايي كه در مرحله 
 .Mهاي  باليني بيماري قرار دارند، تعداد سلول

paratuberculosis   منتشر شده در شير كمتر از
100 CFU/ml در گاوهاي آلوده بدون علائم  بوده و

بنابراين يكي از . باشد مي CFU/ml 8تا  2كلينيكي 
هاي آلوده فاقد علائم  مشكلات اساسي، شناسايي دام

ها با توجه به طولاني  باشد، زيرا اين دام كلينيكي مي
سال طول  10 تا 2 كه عموماً كمون بيماري ةبودن دور

 شوند ناقلين اصلي بيماري يون محسوب ميكشد، از  مي
در نتيجه به دليل خسارات جبران ناپذيري كه ). 12و8(

نيز بهداشت جامعه بيماري يون به صنعت گاوداري و 
هاي دقيق و  كند، استفاده از تست انساني وارد مي

. رسد شناسايي بيماري ضروري به نظر مي كارآمد براي
و  هاي رايج ولي دشوار روش ت ميكروبي  يكي ازكش
غذايي باكتري  ةسيار كند بوده و به دليل نيازهاي پيچيدب

 .Mو مدت زمان انكوباسيون طولاني براي رشد 

paratuberculosis  ) هفته و مدفوع  52تا  18شير
در ايران . ماه به طول انجامد 6، ممكن است تا )هفته 12

 پاراتوبركلوزيس عفونتايي تست غربالگري براي شناس
بر كشور وجود ندارد و استراتژي سازمان دامپزشكي 

هايي از  هاي آلوده به بيماري مبناي شناسايي و حذف دام
در . جمله تب مالت و سل گاوي طراحي شده است

اي به  مطالعه از تست توبركولين مقايسه نتيجه در اين
آلوده ي گاوها عنوان تست غربالگر اوليه براي شناسايي

با توجه به اينكه اين . استفاده گرديدپاراتوبركلوزيس  به
يت و تست در گزارش موارد مشكوك از حساس

 هاي آلوده برخوردار ويژگي كافي جهت شناسايي دام
حساسيت  گيري از يك متد سريع، دقيق و با بهره نيست،

ضروري به ) PCR(اي پليمراز  بالا مانند واكنش زنجيره
  ).15و4( رسد نظر مي
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هدف از اين مطالعه بررسي شيوع عفونت 
در گاوهاي شيري مناطق مختلفي از  پاراتوبركلوزيس

و   IS900 nested-PCRشهرستان تنكابن به روش 
همچنين مقايسه نتايج بدست آمده از اين روش با تست 

  .بود   Johninجلدي 
  

  ها مواد و روش
 3گله شيري از  20جمعيت مورد مطالعه شامل 

تنكابن، سليمان آباد، ( ه مختلف شهرستان تنكابنمنطق
آلودگي گاوهاي تاكنون كه انتخاب گرديد ) نشتارود

در اين منطقه بررسي   پاراتوبركلوزيسشيري به عفونت 
اي  مطالعه از تست توبركولين مقايسه در اين .نشده بود

پس  ،به اين صورت كه .شدبه عنوان تست پايه استفاده 
حاوي ( Johninتوبركولين مرغي يا از تزريق دو نوع 

و پستانداري )  M. paratuberculosis ةعصار
به گاوها و قرائت تست ) M.bovis ةحاوي عصار(

گاوهايي كه داراي افزايش ضخامت  ،ساعت 48پس از 
براي  ،محل تزريق نسبت به توبركولين پستانداري بودند

  .گيري انتخاب شدند مرحله نمونه
داد تا خر(ماه  4گاو در طي  90يري از شير گ نمونه
آزمايش  باها  سپس نمونه به عمل آمده،) 88شهريور 

PCR  قرار گرفتند بررسيمورد.  
به صورت دستي و از گاوهاي شيري گيري  نمونه

براي  ابتدا. با رعايت نكات بهداشتي صورت گرفت
شستشو % 70ن با الكل جلوگيري از آلودگي، نوك پستا

هاي سانتريفوژ  در لوله )ml 30-20(نمونه شير . داده شد
ml 50 به  آوري شده و توسط محفظه يخ استريل جمع

براي  rpm 4000ها در  لوله. آزمايشگاه منتقل گرديد
رسوب باقي مانده با  دقيقه سانتريفوژ شدند و  20

phosphate buffered saline )PBS ,pH 7.3( 
   .شستشو داده شد

از   DNA M. paratuberculosisاستخراج 
 Stephan وCorti هاي شير توصيف شده توسط نمونه

پس از . با اعمال تغييرات جزئي انجام گرفت) 5(
vortex  ،سوسپانسيونlµ 300 5/1هاي  از آن به لوله 
 dryدقيقه در  20ها براي  انتقال يافته و نمونه اپندورف

plate  C°95  پس از اضافه كردن . قرار گرفتندlµ 20  
شده و  vortexها  نمونه، )K )mg/ml 1پروتئيناز 

قرار   C°95و    dry plate  C°65 دقيقه در 20براي 
 lµ200 mycobacterialبه هر نمونه . داده شدند

lysis buffer  )0.1 M NaCl; 10 mM Tris-

HCl; 1 mM EDTA  (  پس از قرار اضافه كرده و
ها  فنل به لوله  C dry plate °65، lµ400در گرفتن 

ي آبي به لوله جديد  لايه سانتريفوژپس از  افه شد واض
 /phenolمشابه همين مرحله با . انتقال يافت

choloroform/ isoamylalcohol  )25:24:1 (
%  96اتانول   lµ 800ي آبي نهايي  به لايه انجام شده و
در  DNAرسوب  ،كامل ميكسبعد از . اضافه شد

C°20-  از سانتريفوژ پس و  دقيقه قرار داده شد 30براي
شستشو  خنك% 70اتانول  با رسوب ،rpm 14000در 

آب استريل  lµ 10، در از خشك شدن بعدداده شده و 
 .حل گرديد

پروتوكل  ،)PCR(اي پليمراز  واكنش زنجيره در
IS900 nested PCR شده توسط توصيف Stabel 

پرايمرهاي . با اعمال تغييرات جزئي استفاده شد) 16(
 3(مقدار  .ذكر گرديده است 1ه در جدول مورد استفاد
 خالص شده به عنوان الگو DNAاز ) ميكروليتر

تركيب . استفاده شد IS900 nested PCRبراي
از ) pmol 10(شامل  PCRميكروليتري  25واكنش 
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) mM 1 (MgCl2  ،)Mµ 200(هر كدام از پرايمرها، 
dNTPs ،)U 5/2 (Smar Taq polymerase  و

. بود) mM KCl 50 ،mM Tris-HCl 50(بافر 
دقيقه دماي اوليه واسرشته شدن  3با  PCRبرنامه 

C°95  ثانيه دماي  30چرخه، هر چرخه شامل  35و
و  C°62ثانيه دماي چسبيدن  C°94 ،30 واسرشته شدن 

دقيقه دماي تكثير  7و سپس  C°72 يه دماي تكثيرثان 45
  .، انجام شدC°72نهايي 

  
  nested PCR  IS900مورد استفاده درتوالي پرايمرهاي : 1جدول 

Length of product (bp) Sequence 5΄→3΄ Type Target gene 

400 GTTCGGGGCCGTCGCTTAGG Forward Single PCR 

 GAGGTCGATCGCCCACGTGA Reverse  

194 GCTTAGGCTTCGAATTGCC Forward Nested PCR 

 CTCCGTAACCGTCATTGTCC Reverse  

  
بـه عنـوان    PCRاز محصـول  ) روليتـر ميك 5(مقدار 

DNA    ــراي ــي، ب ــات ذكــر شــده قبل ــا تركيب ي الگــو ب
nested PCR  ــت ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــه . م برنام

PCR  دقيقه دماي اوليه واسرشته شدن  2باC°94  25و 
ثانيه در  C°94 ،30در  ثانيه 30چرخه،  هر چرخه شامل 

C°58 ،40 ثانيه در C°72  يـر  دقيقه دماي تكث 7و سپس
با   PCR nestedمحصول  . انجام گرفت C°72نهايي 

درصــد  مــورد بررســي قــرار   5/2الكتروفــورز روي ژل 
  .گرفت
  

  نتايج 
تكثير شده توسط پرايمرهاي  PCRمحصول 

، با آناليز ژل M. paratuberculosisاختصاصي 
هاي مثبت  را براي نمونه bp 194الكتروفورز تك باند 

  ).1شكل (شير نشان داد 
  

  
  هاي منفي شير نمونه 7و  4-1هاي  رديف و bp 194هاي مثبت شير با طول  نمونه PCR محصول  9، 8، 6، 5هاي  رديف: 1شكل 

PC  :        كنترل مثبتNC :     كنترل منفيM  :شناساگر مولكولي )bp 100(  
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منطقه مختلف  3رأس گاو مورد مطالعه در  90از 
مورد  3به صورت  يونيننتايج تست  ،بنشهرستان تنكا

مورد منفي به دست  62مورد مشكوك و  23مثبت، 
  .آمد

بر روي  IS900 nested-PCRپس از انجام 
مونه شير ن 90نمونه از  5آوري شده،  هاي شير جمع نمونه

شيوع  2كه طبق نتايج مندرج در جدول  مثبت شد
ن و رنجي بي باشد ميآلودگي در اين مناطق متفاوت 

همچنين مشخص شد كه . را نشان داد% 7/7تا  2/4
 PCRموارد مثبت تست توبركولين داراي نمونه شير با 

مثبت  PCRنمونه داراي  2مثبت و از موارد مشكوك، 
توان گفت كه تست  ت ميبنابراين به جرأ .هستند

و با وجود علائم باليني در  توبركولين در موارد مثبت
ولي در  ،باشد ميرخوردار ها، از حساسيت كافي ب دام

موارد مشكوك، بنابر اهميت اين بيماري براي شناسايي 
 ،هاي سالم ها از گله هاي آلوده و حذف آن دقيق دام

توان تنها به اين تست اكتفا كرده و در كنار آن  نمي
مقايسه نتايج تست يونين و . الزاميست  PCRانجام 

nested-PCR  در گاوهاي شيري مطالعه شده در
  .استآمده   3جدول 

  
  منطقه مختلف شهرستان تنكابن 3شيوع فراواني پاراتوبركلوزيس در گاوهاي شيري  :2جدول 

 منفي مثبت PCRنسخه 

 فراواني
 منطقه

 شيوع در گله تعداد شيوع در گله تعداد

%2/4 2 تنكابن  45 7/95%  

%6/6 2 سليمان آباد  28 3/93%  

%7/7 1 نشتارود  12 3/92%  

  
  و تست يونين PCRمقايسه نتايج : 3جدول 

 يونين گاوهاي شيري نوع تست
 تست يونين

 
PCR 

 كل منفي مشكوك مثبت

)3 مثبت 100% ) 2( 8% ) 0 5 

)23 0 منفي 92% ) 62( 100% ) 85 

 90 62 25 3 كل
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  بحث

به صنايع دامي بيماري يون هايي كه  با توجه به زيان
سازد، توجه به جايگاه  يي وارد مو بهداشت جوامع انسان

آن و تلاش براي ريشه كن كردن بيماري از اهميت 
 M. paratuberculosisدفع . برخوردار است زيادي

با علائم و (از طريق شير و مدفوع از تمام گاوهاي مبتلا 
گيرد كه باعث  صورت مي)  ادي بدون علائم بالينيتعد

تشار نهايت ان آلودگي بستر، علوفه، آب آشاميدني و در
بيماري شيوع ). 18و12(شود  آلودگي به تمام گله مي

، ر گاوهاي نژاد خالص و اصيل آلودهدر اثر صدو يون
كشورهاي دنيا گسترش يافته است، به  در بسياري از

مريكا آ Wisconsinكه تحقيقات در ناحيه  طوري
از گاوهاي شيري اين منطقه % 34نشان داده كه حدود 

  ).10و6( هستند پاراتوبركلوزيس تعفون آلوده به
به اين نكته مهم باز بيماري اهميت تشخيص 

بسياري از گاوهاي مبتلا، علائم و  ،گردد كه مي
هاي باليني بارزي از خود نشان نداده و تنها دچار  نشاني

نيز  هايي دامدر عين حال . باشند ميضعف و لاغري 
حتي شوند كه در ظاهر لاغر و نحيف بوده و  يافت مي

مت و چين خوردگي روده را در كالبدگشايي ضخا
بدين لحاظ . باشند نمييون دهند اما مبتلا به  نشان مي
به تنهايي قابل اعتماد نبوده دام باليني  علائماكتفا به 

مطالعه در مورد گاوهاي بررسي شده اين چنانچه نتايج 

كند زيرا كه اين  أييد مياين نكته را ت نيزبا تست يونين 
هاي بيمار را از بين موارد  ايي دامقابليت شناس تست

در اين روش با لمس كردن محل . مشكوك ندارد
ساعت، گاوها به سه گروه  48تزريق يونين پس از 

تست زماني . گردند تفكيك ميمنفي، مشكوك و مثبت 
شود كه اختلاف ضخامت محل تزريق  منفي تلقي مي

متر بوده  ميلي 2نسبت به توبركولين پستانداري كمتر از 
و علائم باليني مثل ادم، نكروز و حتي درد در محل 

زماني كه افزايش ضخامت پوست در . مشاهده نگردد
گاه بيش از تست مشكوك و هرمتر باشد،  ميلي 2-4حد 

متر باشد، حتي اگر علائم باليني رويت نگردد  ميلي 4
  .شود ميجواب تست مثبت اعلام 

هاي مثبت و  اد واكنشالبته تست يونين به دليل ايج
منفي كاذب به طور كامل قابل اطمينان نبوده و موارد 

. باشند ميتحت باليني داراي حداقل حساسيت جلدي 
هاي مولكولي به  در نتيجه در ايران استفاده از روش
هاي  به سلامت گله عنوان تست تكميلي كمك زيادي

  .نمايد ميشيري و در نهايت بهداشت جامعه انساني 
هاي اسيد فست در گسترش  و مشاهده باسيلكشت 

هاي متداول و استاندارد براي شناسايي  مدفوع، از روش
M. paratuberculosis كند  باشد، ولي به دليل مي

غذايي باكتري، اين  ةرشد بودن و نيازهاي پيچيد
آزمايش ممكن است تا چندين ماه به طول انجامد 
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منفي  مشكوك مثبت
فراواني نسبي پاراتوبركلوزيس بر حسب تست يونين: 1نمودار
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 57   ... در subsp. Paratuberculosis Mycobacterium avium شناسايي مولكولي 

گاوهاي از % 50همچنين اين روش قابليت شناسايي 
 ). 17و15(ارد آلوده را د

توسط  M. paratuberculosisبراي شناسايي 
PCR  متداولترين تارگتIS900 8، 7( باشد مي 

براي اين منظور مطالعات متعددي با استفاده از ). 10و
PCR  هاي شير در تانك اين باكتريبراي شناسايي 

و  Grant ةصورت گرفته است از جمله مطالع
نمونه از تانك شير كه  224بر روي  ،)9(همكارانش 

 United Kingdomتوانستند شيوع عفونت را در 
 مشابهي توسط ةهمچنين در مطالع. گزارش كنند% 8/7

Corti  وStephan )5( كه در مناطق مختلفي از،
Switzerland  ،نمونه از ) %7/19( 273انجام شد

   .مثبت بودند PCRداراي  شير ةنمون 1384مجموع 
با وجود انجام مطالعات متعدد و پراكنده،  ايران در

از . باشد در دست نميبيماري يون آمار دقيقي از شيوع 
و  Haghkhahجمله تحقيق صورت گرفته توسط 

رأس گاو شيري كه شيوع  110روي  بر) 10( همكاران
  . اعلام كردند% 23در منطقه شيراز  آلودگي را

تلف ها از طرق مخ در آن بيماريهايي كه  گله در
محرز شده است، ) باليني، هيستوپاتولوژي و كشت(

تعداد موارد تحت باليني به مراتب بيشتر از ميزان شيوع 
اين مسئله با توجه به . بيماري به صورت باليني است

 23نتايج تحقيق حاضر نيز به اثبات رسيد چرا كه از 
نمونه مشكوك شير كه فاقد علائم باليني مشخصي 

ت شد كه چنين مثب PCRراي نمونه دا 2بودند، 
هايي از عوامل مهم گسترش آلودگي در گله  دام
  . باشند مي

علاوه بر مشكلات بيماري يون از آنجا كه 
هاي اقتصادي زيادي نيز از جمله  بهداشتي، خسارت
گوشت، كاهش باروري، كشتار و  كاهش توليد شير و

هاي نارس را  حذف بالغين و تولد گوساله تلفات،
گردد، با اين حال تست روتين و دقيقي براي  موجب مي
اميد است در . در ايران وجود ندارد بيماريشناسايي 

هاي نوين مولكولي و انجام  آينده با استفاده از روش
يق و مطالعات گسترده بتوانيم در راستاي شناسايي دق

  .داريمريشه كن كردن بيماري قدم بر
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تنكابن كه همكاري قابل توجهي در اين پژوهش 
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