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آمیزي ذیل نلسون مخاط رکتوم در و رنگ PCRهاي الایزا، روش يمقایسه
در گاو یسپاراتوبرکلوز يیرگونهز یوماو یکوباکتریومماتشخیص عفونت 

4نادر مصوريو 3بخش، سمانه تاج2، مسعود قربانپور*1مهدي زارعی

25/3/95: تاریخ پذیرش11/11/94:  تاریخ دریافت

چکیده
 ياز جنبه این بیماري.استو سایر نشخوارکنندگان در گاو  یونیماريب یجادعامل ایس پاراتوبرکلوز يیرگونهز یوماو یکوباکتریومما    

تشخیص سریع و دقیق  .شودمحسوب میدامپروريصنعتدرهابیماريمهمترینازاقتصادياهمیتلحاظازوترینگستردهازشیوع 
 یکوباکتریوممامیزان فراوانی موارد عفونت با ،در تحقیق حاضر.گیري از شیوع آن در گله داردبیماري اهمیت بسیار زیادي در پیش

نلسون -آمیزي ذیلمخاط رکتوم، رنگ PCRدر گاوهاي کشتار شده در کشتارگاه اهواز با سه روش یسپاراتوبرکلوز يیرگونهز یوماو
200تعداد ازهاي خون و مخاط رکتوم نمونهبراي این منظور.الایزاي سرم خون مورد ارزیابی و مقایسه قرار گرفتمخاط رکتوم و 

با استفاده از  PCRنلسون به روش متداول و -آمیزي ذیلهاي تجاري، رنگالایزاي سرم با استفاده از کیت. آوري گردیدگاو جمع رأس
.شدانجام پاراتوبرکلوزیس  يزیرگونهمایکوباکتریوم اویوم  )hspXو  IS900(هاي نوکلئوتیدي مربوط به قطعات ژنی اختصاصیتوالی

و آزمون  )درصد 4شیوع (نمونه 8نلسون مخاط رکتوم -آمیزي ذیلرنگ،)درصد 5/13شیوع (نمونه27مخاط رکتوم، PCRآزمون 
نتایج  يمقایسه. تشخیص دادند یسپاراتوبرکلوزيیرگونهز یوماو یکوباکتریوممارا آلوده به )درصد 3شیوع (نمونه6الایزاي سرم تنها 

و میزان توافق  نلسون -آمیزي ذیلرکتوم و رنگ PCRهايبین نتایج آزمون) 42/0: آماره کاپا(این سه آزمون حاکی از میزان توافق متوسط 
 )11/0: آماره کاپا(نلسون -آمیزي ذیلهاي الایزا و رنگو نیز بین آزمون) 08/0: آماره کاپا(رکتوم  PCRهاي الایزا و ضعیف بین آزمون

اگر چه پاراتوبرکلوزیس،  يزیرگونه مایکوباکتریوم اویومهاي آلوده به بر اساس نتایج تحقیق حاضر، جهت تشخیص سریع دام.بود
تر در تشخیص سریع ها با نتایج بهتري همراه بود اما جهت دستیابی به نتایج دقیقمخاط رکتوم در مقایسه با سایر آزمون PCRآزمون 

 يیرگونهز یوماو یکوباکتریوممامیزان فراوانی موارد عفونت با هاي آلوده و نیز در مطالعات اپیدمیولوژیکی به منظور تعیین دام
.گرددیه میمخاط رکتوم و الایزاي سرم توص PCRهاي زمان آزمون، انجام همیسپاراتوبرکلوز

ذیل نلسون، پاراتوبرکلوزیسيزیرگونه اویوممایکوباکتریومیون، :کلیديکلمات 

مقدمه
عامل یس پاراتوبرکلوز يیرگونهز یوماو یکوباکتریومما    .
. استو سایر نشخوارکنندگان در گاو  یونیماريب یجادا

لحاظازوترینگستردهازشیوع  يبیماري یون از جنبه
صنعتدرهابیماريمهمترینازاقتصادياهمیت

Douarre(شودمیمحسوبدامپروري et al. این ).2010
 یدکاهش تولي مفرط، ، لاغرشدید موجب اسهالبیماري 
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بهحساسیتافزایش ژنتیکی،ارزشرفتندستازیر، ش
و در  زاییگوسالهبیني فاصلهافزایش،هابیماريسایر

.Gonda et al(شود میدامموعدازپیشحذفنهایت

در سراسر اروپا شایع بوده و از  یون بیماري).2007
یافته گسترشطریق صادرات در بسیاري از کشورها 
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)Tharaldsen et al.  Petit(درصد  3/3فرانسه، در)2003

Dreier(درصد  19استرالیا ، در)2001 et al. ، در )2006
Good(درصد  86/2ایرلند  et al. سوئیس و در ) 2009

Bosshard(درصد  8/19 et al. . شده است ارشگز) 2006
بیماريشیوعمیزانمختلف،ي اهگزارشدر ایران طی 

 ،استشدهارزیابیمتفاوتبسیارمختلفنواحیدریون
درصد  11اصفهاندرشیوعمیزانعنوان مثالهب
)Shahmoradi et al. درصد  3، در شهرکرد )2009
)Chaleshtari  Haji(درصد  2در اهواز  ،)2009

Hajikolaei et al. درصد  9/1، در ارومیه )2006
)Yousof-beygi et al. تا  8/6فارس  استان و در) 2003

Haghkhah(درصد  23 et al. .استشدهگزارش) 2008
از یس پاراتوبرکلوز يیرگونهز یوماو یکوباکتریومما    

-مواد غذایی آلوده و همچنین گرد و غبار آلوده می طریق

هاي مختلف و قسمتشدهدام وارد دستگاه گوارش تواند 
Eisenberg(کنده سیستم گوارشی را آلود et al. 2010(.

به خون و  ،ورود به درون ماکروفاژهايواسطهبههمچنین 
هاي هاي غیرگوارشی منتقل شده و در سایر قسمتبافت

Timoney(کند  ایجاد آلودگیبدن  et al. 1988.(
گیري بیماري اهمیت بسیار زیادي در پیشتشخیص سریع 

که جداسازي با وجود این. از شیوع آن در گله دارد
روش قطعی به عنوان باکتري از مدفوع یا مخاط رکتوم 

اما  ،)Blood 2000(شناخته شده استتشخیص بیماري 
آن با توجه به سختسریع و دقیق  در عمل امکان انجام

 يو دوره ، حساسیت پایین روش کشترشد بودن باکتري
ماهه مورد نیاز براي جداسازي  6الی  4انکوباسیون 

-از آزمونبنابراین به طور معمول  ؛وجود ندارد باکتري،

نلسون –آمیزي ذیلمخاط رکتوم، رنگ PCRنظیر ی یها
سریع براي تشخیص الایزاي سرم خون مخاط رکتوم و 

همچنین .شوداستفاده میهاي مشکوكاین بیماري در دام
جهت در اکثر مطالعات اپیدمیولوژیک صورت گرفته 

ها یکی از این روش میزان شیوع این بیماري نیز،ارزیابی 
 يتحقیق حاضر با هدف مقایسه.مورد استفاده بوده است

الایزاي سرم خون و مخاط رکتوم،  PCRهاي نتایج آزمون

در تعیین میزان نلسون مخاط رکتوم  –آمیزي ذیلرنگ
 يیرگونهز یوماو یکوباکتریوممافراوانی موارد عفونت با 

در گاوهاي کشتار شده در کشتارگاه  یسپاراتوبرکلوز
.اهواز صورت پذیرفت

کارروشمواد و 
 200ماه با مراجعه به کشتارگاه اهواز از  3طی مدت 

روند انتخاب دام و . گیري انجام شدگاو نمونهرأس 
از هر . برداري به صورت تصادفی انجام گرفتنمونه

خون در  يرأس گاو دو نمونه شامل مخاط رکتوم و نمونه
بدین ترتیب که بلافاصله بعد از . شرایط استریل اخذ شد

شکمی گاو، قسمت انتهایی  يکشتار و باز شدن محوطه
متر بریده و از بدن دام سانتی 20یبی رکتوم به طول تقر

تیغ اسکالپل استریل  يوسیلهسپس به .خارج گردید
بخش میانی این ناحیه باز و با کشیدن لام بر روي سطح 
مخاطی آن، مقداري از مخاط رکتوم تراشیده و درون یک 

بلافاصله پس از همچنین . میکروتیوب استریل ریخته شد
خون با استفاده از  ي، نمونهصدري لاشه يباز شدن قفسه

آوري سرنگ و سرسوزن استریل از بطن چپ قلب جمع
.شد و در لوله ونوجکت نگهداري شد

در 4000دور در سانتریفیوژبا هاي خون نمونهسرم 
آزمایش  شده و تا زمان انجام جدادقیقه  5به مدت دقیقه 

نگهداري گراد سانتی يدرجه -20با دماي یزا در فریزرالا
هاي نمونهگرم از هر یک از میلی 200-250حدود .شدند

و  DNAمنظور استخراج به شده آوريجمعرکتوم مخاط 
جدا و در یک میکروتیوب استریل قرار داده  PCRانجام 

نلسون مورد استفاده -آمیزي ذیلشد و مابقی جهت رنگ
هاي مخاط رکتوم تا زمان جداسازي نمونه. قرار گرفت

DNA  گراد سانتی يدرجه -20در فریزر با دماي
.نگهداري شدند

نلسون مخاط رکتوم بر اساس روش - آمیزي ذیلرنگ
و  1372در سال بیان شده توسط جمشیدیان 

Cruickshank  انجام شد، سپس  1973در سال و همکاران
100با استفاده از عدسی دقیقه 30به مدت با دقت لامهر 
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. . . آمیزي رنگو  PCRهاي الایزا، ي روشمقایسه

139631تابستان، 2، شماره سیزدهممجله دامپزشکی ایران، دوره 

هاي حضور تودهمیکروسکوپ نوري جهت تشخیص 
.سیل یون مورد بررسی قرار گرفتبامقاوم به اسید 

آوري شده از رکتوم، به میکروتیوب حاوي مخاط جمع
Kمیکرولیتر پروتئیناز  5و میکرولیتر بافر لایزکننده 200

ها به میکروتیوب. افزوده شد) لیترگرم در میلیمیلی 20(
گراد قرار داده سانتی يدرجه 55در دماي ساعت  2مدت 
-سانتی يدرجه 100در دماي  هم زدن،از بهپس شد و 

پس از سانتریفیوژ . دقیقه جوشانده شد 10گراد به مدت 
میکرولیتر از مایع 250دقیقه،  10به مدت  12000در دور 

به روش متداول  DNAو جهت استخراج رویی برداشته 
. لکل مورد استفاده قرار گرفتاایزوآمیل-کلروفرم- فنل

DNA  استخراج شده به کمک استات سدیم و اتانول
میکرولیتر آب مقطر استریل حل  100رسوب داده شد، در 

 -20در فریزر با دماي  PCRتا زمان انجام گردید و 
.Nolte et al(گراد نگهداري شد سانتی يدرجه 1993, 

Sambrook and Russell 2001.(
هاي نوکلئوتیدي مربوط به از توالی PCRجهت انجام 

 يگونهزیرمایکوباکتریوم اویوم قطعات ژنی اختصاصی 
استفاده شد hspXو  IS900یعنی پاراتوبرکلوزیس 

)Ellingson et al. 1998, 2005, Green et al. 1989,

Miller et al. ها نمونه يبدین ترتیب که ابتدا همه).1999
مورد بررسی قرار گرفتند  IS900با پرایمرهاي اختصاصی 

مایکوباکتریوم اویوم  و سپس جهت تأیید موارد مثبت
گیري از با بهره PCR، مجدداً پاراتوبرکلوزیس يگونهزیر

البته نتایج این . انجام گردید hspXپرایمرهاي اختصاصی 
انجام شده  PCRتحقیق حاکی از تطابق کامل بین هر دو 

، در )IS900(اول PCRموارد مثبت در  يبود و کلیه
PCRدوم)hspX( توالی . نیز با نتیجه مثبت همراه بود

در  PCRمحصولات  يپرایمرهاي استفاده شده و اندازه
آورده شده 2در جدول  PCRو شرایط انجام 1جدول 

دست آمده با استفاده از به PCRپایان، محصول در. است
براي انجام .الکتروفورز مورد بررسی قرار گرفت

ذکرقابل.شداستفادهدرصد5/1از ژل آگارزالکتروفورز
آب مقطر و ازکنترل منفی، برايدر این مطالعه کهاست
از باکتري استخراج شده  DNAازمثبت،کنترلبراي

پاراتوبرکلوزیس يگونهزیرمایکوباکتریوم اویوم خالص 
سازي تحقیقات واکسن و سرمياز مؤسسهتهیه شده (

.استفاده گردید نمونهجايبه)رازي
، ID-Vet(الایزاي سرم خون با استفاده از کیت الایزا 

.و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد) فرانسه

  پاراتوبرکلوزیس يگونهزیر اویوم مایکوباکتریومتوالی پرایمرهاي استفاده شده جهت تشخیص  : 1جدول 
اندازه محصولتوالیپرایمرقطعه ژنی

IS900
CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-3′-′5روشیپ

229
AATCAACTCCAGCAGCGCGGCCTCG-3′-′5معکوس

hspX  
GACCGGCTATCTGTGGAAC-3211-′5روشیپ

CTCGTCGGCTTGCACCTG-3′-′5معکوس
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IS900مورد استفاده برايیحرارتيبرنامه:2لجدو PCR وhspX PCR

تعداد چرخهزمان)گرادیسانت(دما مرحلهچرخه
1دقیقه 9410دناتوره شدن اولیهاول

دوم

دقیقه 941دناتوره شدن

50 ثانیه IS9006530اتصال پرایمرها
hspX6045 ثانیه

دقیقه 721سنتز
1دقیقه 7210سنتز نهاییسوم

هاي مختلف با استفاده از هاي حاصل از آزمونداده
تجزیه و تحلیل مورد ارزیابی و  22نسخه  SPSSافزار نرم

 یکوباکتریوممامیزان فراوانی موارد عفونت با .قرار گرفتند
گاو مورد رأس  200در یسپاراتوبرکلوز يیرگونهز یوماو

آمیزي هاي تشخیصی رنگروش يوسیلهبرداري بهنمونه
رکتوم با در نظر گرفتن  PCRنلسون، الایزا و -ذیل

به منظور . درصد محاسبه گردید 95اطمینان  يفاصله
هاي ارزیابی میزان توافق بین نتایج حاصل از آزمون

.گردیداز آماره کاپا استفاده سریع بیماري تشخیصی 

نتایج
از  گاو با وضعیت نامعلوم رأس200در این تحقیق 

نتایج . یون مورد بررسی قرار گرفت به بیماري نظر ابتلاي
 3در جدولتشخیصی سریع بیماري یون هاي آزمون

نتایج  ،گونه که مشخص استهمان. آورده شده است
گاو  رأس27مخاط رکتوم حاکی از وجود  PCRآزمون 

 پاراتوبرکلوزیس يگونهزیریوم اویوم مایکوباکترآلوده به 
نلسون -آمیزي ذیلدر مقابل، نتایج رنگ. )1تصویر (بود

رأس و نتایج آزمون الایزاي سرم تنها  8مخاط رکتوم تنها 
نتایج  يمقایسه .رأس گاو را آلوده تشخیص داد 6

آورده شده 4در جدولانجام شده تشخیصی هاي آزمون
-مخاط رکتوم آن PCRرأس گاوي که نتایج  27از . است

) درصد 6/29(رأس8مخاط رکتوم ها مثبت بود، در 
مشاهده شد نیز نلسون -ذیلآمیزي از طریق رنگباکتري 

. نیز مثبت بود) درصد 4/7(رأس  2الایزاي سرم و آزمون 

نلسون مخاط -آمیزي ذیلرأس گاوي که با رنگ 8تمام 
مخاط  PCRرکتوم، مثبت تشخیص داده شده بودند در 

 8رکتوم نیز مثبت تشخیص داده شدند اما تنها یکی از این 
مثبت در آزمون الایزاي سرم  ي، نتیجه)درصد 5/12(رأس 

مثبت در آزمون  يرأس گاوي که نتیجه 6از . نشان داد
 يهنتیج) درصد 7/16(الایزاي سرم داشتند، در یک رأس 

 3/33(رأس  2نلسون مخاط رکتوم و در -آمیزي ذیلرنگ
 ينکته. مخاط رکتوم مثبت بود PCRينتیجه) درصد

گاو نتیجه هر سه  رأستنها در یک که قابل توجه این
.مثبت بودتشخیصی سریع آزمون 

انجام شده با  PCRنتایج ژل الکتروفورز محصول  :1تصویر 
: 1ستون  .hspXوIS900استفاده از پرایمرهاي اختصاصی

مثبت با پرایمرهاي  ينمونه: 3و  2، ستون bp100نردبان ژنی 
IS900 ، مثبت با  ينمونه: 5منفی، ستون  ينمونه: 4ستون

کنترل : 7کنترل منفی، ستون : 6، ستون hspXپرایمرهاي 
کنترل : 8، ستون )جفت باز IS900)229مثبت با پرایمرهاي 

).جفت باز hspX)211مثبت با پرایمرهاي 
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در گاوهاي کشتار شده در کشتارگاه اهواز یسپاراتوبرکلوز يیرگونهز یوماو یکوباکتریوممافراوانی موارد عفونت با  میزان:3جدول 
تشخیصی سریعسه روش با استفاده از 

درصد 95فاصله اطمینان درصد شیوعتعداد موارد مثبتتعداد نمونهآزمون
PCR 8/8-200275/132/18مخاط رکتوم
3/1-200847/6آمیزي مخاط رکتومرنگ

7/0-200634/5الایزاي سرم

سریع بیماري یونهاي تشخیصی نتایج آزمونيمقایسه :4جدول 
آمیزي مخاط رکتومرنگمخاط رکتوم PCRالایزاي سرمآزمون

-+-+-+تعداد/ کلنتایج

PCR مخاط رکتوم
+200/27819
-200/1730173

الایزاي سرم
+200/624
-200/19425169

آمیزي مخاط رکتومرنگ
+200/817
-200/1925187

هاي میزان توافق بین نتایج آزمونجهت سنجش 
کاپا استفاده  يیون از آمارهیماريب یصیتشخمختلف 

-آمیزي ذیلکاپا بین دو آزمون رنگ يآماره. گردید
 95اطمینان  يفاصله(42/0مخاط رکتوم،  PCRنلسون و 
محاسبه گردید همچنین میزان ) 22/0-62/0درصد، 

مخاط  PCRسرم و کاپا بین دو آزمون الایزاي  يآماره
و ) 0/0-22/0درصد،  95اطمینان  يفاصله(08/0رکتوم، 

نلسون، -آمیزي ذیلبین دو آزمون الایزاي سرم و رنگ
محاسبه ) 0/0-36/0درصد،  95فاصله اطمینان (11/0
.شد

بحث
برآورد  ،گونه که در بخش نتایج نشان داده شدهمان

 یوماو یکوباکتریوممافراوانی موارد عفونت با  میزان
در سه روش تشخیصی سریع یسپاراتوبرکلوز يیرگونهز

میزان استفاده شده در این تحقیق منتهی به ارائه سه 

 نتایج يمقایسه. متفاوت براي این بیماري گردیدفراوانی 
: آماره کاپا(آزمون حاکی از میزان توافق متوسط این سه 

آمیزي رکتوم و رنگ PCRهاي بین نتایج آزمون) 42/0
هاي الایزا و نلسون و میزان توافق ضعیف بین آزمون-ذیل

PCR  هاي الایزا و نیز بین آزمون) 08/0: آماره کاپا(رکتوم
بود به )11/0: آماره کاپا(نلسون -آمیزي ذیلو رنگ
مخاط رکتوم  PCRرأس گاوي که نتایج  27که از طوري

 6/29(رأس  8وم ها مثبت بود، تنها در مخاط رکتآن
نلسون - آمیزي ذیلرنگ يوسیلهباکتري به) درصد

آمیزي دلیل باکتري در رنگ يعدم مشاهده .مشاهده شد
-ي رنگقطعی بر عدم وجود باکتري نیست چرا که لازمه

پذیري و بقاي خاصیت اسیدفاست، سالم بودن باسیل و 
از طرف ). 1368بخش تاج(همچنین سیتوپلاسم آن است 

بیماري، باکتري  يطور معمول در موارد پیشرفتهر بهدیگ
سازد که ممکن است منفی مخاطات رکتوم را آلوده می

 PCRنلسون مخاط رکتوم در موارد -شدن آزمایش ذیل
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رأس گاوي که  27همچنین از . مثبت به این دلیل باشد
ها مثبت بود، تنها دو مورد مخاط رکتوم آن PCRنتایج 
بر . مثبت در آزمون الایزاي سرم نشان دادند ينتیجه

سرولوژي تنها  هايآزموناساس نتایج مطالعات مختلف 
بیماري هستند، زیرا  يقادر به تشخیص موارد پیشرفته

یافته و به شدت پاسخ ایمنی هومورال آهسته توسعه
.Cocito et al(وابسته به تعداد کل مایکوباکتریوم است 

1994, Mihajlovic et al. همچنین الایزا در ). 2011
، شدهآلودههاي جوان و تازه تشخیص بیماري در دام

عدم تولید  به علتها محساسیت کمی دارد زیرا در این دا
بادي، الایزا قادر به تشخیص عفونت از سرم خون آنتی

-با پیشرفت بیماري و افزایش تولید آنتی. نیست ها آن

یابد الایزا نیز افزایش می یبادي، قدرت تشخیص
)Sweeney et al. 1995.(

نلسون -آمیزي ذیلرأس گاوي که با رنگ 8تمام 
آزمون مخاط رکتوم، مثبت تشخیص داده شده بودند در

PCR عنوان موارد مثبت مشخص مخاط رکتوم نیز به
این یافته با توجه به حساسیت و ویژگی آزمون  .شدند
PCR رأس تنها یک نمونه  8در بین این . قابل انتظار بود
رأس  6از .مثبت در آزمون الایزاي سرم نشان داد ينتیجه

مثبت در آزمون الایزاي سرم داشتند، در  يگاوي که نتیجه
مخاط  PCRنلسون و -آمیزي ذیلرنگ يیک رأس نتیجه

مخاط رکتوم مثبت  PCRيرأس فقط نتیجه 1رکتوم و در 
الایزا مثبت  ينمونه صرفاً نتیجه4در . مشاهده گردید

بر اساس نظر برخی محققین، جهت تشخیص . بود
 يزیرگونهمایکوباکتریوم اویوم آلودگی به 

هاي سرولوژیکی نظیر آزمون يوسیلهبه پاراتوبرکلوزیس
هاي مشابه و الایزا، احتمال بروز واکنش متقاطع با باکتري

Cocito(مثبت کاذب وجود دارد  يحصول نتیجه et al.

زایی دیگر این است که سیر بیماري يیک فرضیه).1994
ممکن  پاراتوبرکلوزیس يزیرگونهمایکوباکتریوم اویوم 

است که روند افزایشی نداشته، بلکه افزایش و کاهش 
بادي در خون در اثر متناوب در میزان باکتري و آنتی

Juste(پی صورت گیرد درآلودگی مجدد و عود پی et al.

هاي تشخیصی سریع، هر رسد که آزموننظر میبه). 2005
مایکوباکتریوم ي متفاوتی از عفونت با شکل یا مرحلهکدام 

را ) باديباکتري و آنتی(پاراتوبرکلوزیس يزیرگونهاویوم 
.دهندتشخیص می

حساسیت پایین و ویژگی بالاي روش الایزا جهت 
 يزیرگونهمایکوباکتریوم اویوم  تشخیص آلودگی به

 ارش شده است،گز بسیاريدر مطالعات پاراتوبرکلوزیس 
يتحقیقات میزان ویژگی آزمون الایزا در محدوده ایندر 
هاي با درصد و میزان حساسیت آن در گله 99تا  97

Collins(درصد  50تر از کشت مدفوع مثبت، کم 2002, 

McKenna et al. هاي با شیوع کم در و در گله) 2005
Mihajlovic(درصد  20حدود  et al. گزارش شده ) 2011

از کیت تجاري  ،2005در سال و همکاران Collins.است
 يزیرگونهمایکوباکتریوم اویوم الایزا جهت تشخیص 

آزمایشگاه مختلف  در سه ،در شیر پاراتوبرکلوزیس
از  میزان ویژگی این روش را بیشها آن.استفاده کردند

درصد  28در حدود  آن رادرصد و میزان حساسیت  99
و همکاران  Mihajlovicبر اساس مطالعات .بیان کردند
در تشخیص آلودگی به  PCR، روش 2011در سال 

داراي  پاراتوبرکلوزیس يگونهزیرمایکوباکتریوم اویوم 
ی بالایی است و میزان حساسیت آن با پیشرفت ژگیو

.یابدبیماري افزایش می
Clark  جهت تشخیص 2008در سال و همکاران ،

بیماري یون در گاو با در نظر گرفتن روش کشت مدفوع 
عنوان روش قطعی تشخیص بیماري، حساسیت و به

مستقیم بر روي مدفوع را به ترتیب  PCRویژگی آزمون 
لایزاي درصد و حساسیت و ویژگی آزمون ا 3/85و  2/70

این . درصد بیان نمودند 8/97و 3/31سرم را به ترتیب 
در مقایسه با  مدفوع را PCRمحققین در مجموع آزمون 

تري در تشخیص آلودگی به روش مناسب الایزاي سرم،
معرفی پاراتوبرکلوزیس  يزیرگونهمایکوباکتریوم اویوم 

. خوانی داردحاضر هم يکه با نتایج مطالعه نمودند
جهت  2005ل و همکاران در سا Justeتحقیقی توسط 

خون در تشخیص  PCRتوان الایزاي سرم و  يمقایسه

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


. . . آمیزي رنگو  PCRهاي الایزا، ي روشمقایسه

139635تابستان، 2، شماره سیزدهممجله دامپزشکی ایران، دوره 

 278در پاراتوبرکلوزیس يزیرگونهمایکوباکتریوم اویوم 
نتایج آن تحقیق نشان  .گوسفند انجام گرفت 496گاو و 

گاو آلوده به ارگانیسم، روش  136مجموع  داد که از
نمونه را  56خون،  PCRنمونه و روش  70الایزاي سرم، 

هر دو روش  يوسیلهنمونه به 10تشخیص داد و صرفاً 
 74همچنین از مجموع .اندهمثبت تشخیص داده شد

نمونه  13گوسفند آلوده به ارگانیسم، روش الایزاي سرم، 
و  ه استنمونه را تشخیص داد 52خون،  PCRو روش 

ه نمونه با هر دو روش مثبت تشخیص داده شد 9صرفاً 
یباً تقرهاي جوان این محققین بیان داشتند که در دام.تاس

خون تشخیص داده  PCRي یلهوسبهموارد مثبت  يهمه
، توان تشخیص مسنهاي تر در دامو الایزا بیش شودمی

یا  PCRاستفاده از نیز 1سازمان کشاورزي آمریکا.دارد
مثبت الایزا جهت  يهاي با نتیجهکشت مدفوع را در دام

Collins(تشخیص قطعی آلودگی توصیه نموده است  and 

Sockett 1993 .(Clark 2008در سال و همکاران 
عنوان یک روش جایگزین را بهPCRاستفاده از روش

تشخیص  جهت غربالگري گله براي بررسی میزان شیوع و
.نداهبیماري یون پیشنهاد کرد

سریع جهت تشخیص بر اساس نتایج تحقیق حاضر، 
 يزیرگونه مایکوباکتریوم اویومهاي آلوده به دام

مخاط رکتوم در  PCRآزمون اگر چه  ،پاراتوبرکلوزیس
ها با نتایج بهتري همراه بود اما مقایسه با سایر آزمون

هاي تشخیص سریع دامتر در دستیابی به نتایج دقیقجهت 
آلوده و نیز در مطالعات اپیدمیولوژیکی به منظور تعیین 

 يیرگونهز یوماو یکوباکتریوممافراوانی موارد عفونت با 
مخاط  PCRهاي زمان آزمون، انجام همیسپاراتوبرکلوز

.گرددسرم توصیه میرکتوم و الایزاي 

منابع
. باکتري شناسی عمومی). 1368(حسن  ،بخشتاج

، 77-94ن، صفحاتانتشارات دانشگاه تهران، تهرا
270 ،502.

تشخیصراهنماي).1372(محمود ، جمشیدیان
.دامپزشکیدرمانگاهیمایکولوژيوباکتریولوژي

سیديبرشتاین،بیالايجانگ،اساس: لیفأت
چمرانشهیددانشگاهانتشاراتاول،چاپهیرش،
.222-223صفحاتاهواز،
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Abstract
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis is the etiologic agent of Johne’s disease in 

cattle and other ruminants. This disease is considered the most extensive, in terms of
incidence, and the most important disease, in terms of economic importance, in the animal 
husbandry industry. Rapid and accurate diagnosis of disease is extremely important in
preventing the spread of disease in the herd. In the present study, the prevalence of 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis infection in slaughtered cows in Ahvaz 
slaughterhouse was evaluated and compared using three methods, rectal scraping PCR, acid-
fast staining and serum ELISA. In this study, blood and rectal scraping samples were 
collected from 200 cows. Serum ELISA was performed with a commercial ELISA kit, Ziehl-
Neelsen staining was done based on conventional method, and PCR was performed using
IS900 and hspX specific primers for Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Rectal 
scraping PCR detected 27 of 200 cows (13.5%) infected with Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis, acid-fast staining of the rectal mucosa detected 8 cows (4%), and serum 
ELISA detected only 6 cows (3%). Comparing the results of these three tests shows moderate 
agreement between acid-fast staining and rectal scraping PCR tests (kappa score, 0.42), low 
agreement between ELISA vs. rectal scraping PCR (kappa score, 0.08), and ELISA vs. acid-
fast staining (kappa score, 0.11). According to the results of the present study, although the 
rectal scraping PCR showed better results in rapid diagnosis of the infected cows, but in order 
to achieve a more precise result for rapid diagnosis of the infected cows and also in 
epidemiological studies for determining the prevalence of Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis infection, simultaneous conduct of rectal scraping PCR and serum ELISA 
can be recommended.
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