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 Mycobacterium avium  جداسازی
تحت گونه پاراتوبركلوزيس از گاوان منطقه اروميه

چکيد‌ه 
 بیم�اری ی�ون در گاو که عامل آن M.avium تحت گونه پاراتوبركلوزيس می باش�د؛ بیماری مهمی به ش�مار می آی�د. ضررهای اقتصادی، حذف 
دام های آلوده، هزینه های بالای کنترل بیماری و ایجاد بیماری کرون در انس�ان اهمیت این بیماری را بیش�تر کرده است. دانستن میزان آلودگی، 
یافتن مناطق آلوده و کانون های بیماری می تواند در پیشگیری از بیماری موثر واقع شود. در اين مطالعه تعداد 400 راس گاو بین 6 ماه تا 5 سال 
س�ن در منطقه ارومیه، با استفاده از كش�ت مدفوع مورد آزمايش قرار گرفتند. نمونه‌ها روي محيط میدلبروک كشت داده شدند و پرگنه‌ها بعد از 
8 هفته ظاهر گرديدند. در نهايت با توجه به مورفولوژي كلوني، رنگ آميزي اس�يد – فس�ت، مقايس�ه كلوني با كلوني سوش رفرانس و با توجه به 
اختصاصي بودن محيط كشت مشخص گرديد كه باكتري جدا شده M.avium تحت گونه پاراتوبركلوزيس است. در بين نمونه‌ها نتيجه كشت در 

12 درصد )n=48( مثبت و در بقيه موارد منفي بود. 

كلمات كليد‌ي : بيماري يون،  Mycobacterium avium، تحت گونه پاراتوبركلوزيس ، محیط میدلبروک، ارومیه 
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Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 93 pp: 13-17

Detection of Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis in cows from Urmia region
By: M. Dilmaghani, Resident of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Urmia,(Corresponding Author; Tel: 
+9891444460226) Gh. Yousefbeygi, (Passed away) Faculty Member of Faculty of Veterinary Medicine, Urmia, Iran. 
A. Kazemnia, Laboratory Technician of Faculty of Veterinary Medicine, Urmia, Iran. B. Esmaeilnejad, Ph.D Student 
of Parasitology, Faculty of Veterinary Medicine, Urmia, Iran.
John`s disease, is an important disease in cattle which the causative agent is Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis. 
Economic losses, elimination of reactor cattle, high expenses of disease control and causing Crohn disease in human made 
the study of disease more important. Knowing the involved area, focal points of disease would be effective to prevent disease. 
There are several methods available to detect Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis including: culture of fecal 
samples, culture tissue samples from abattoir or serological testing. This study was conducted to detect Mycobacterium avium 
subsp. Paratuberculosis and regional distribution of Johne`s disease in Urmia. In this study, a total number of 400 cows 
between 6 months to 5 year of age were tested using culture of fecal samples. Samples were cultured on Middle brook medium 
and colonies were appeared after 8 weeks. According to morphological appearance of colonies, acid- fast staining, comparison 
of colony with reference strain and specificity of medium it was distinguished that the isolated bacterium is Mycobacterium 
avium subsp. Paratuberculosis,. Out of 400 samples, culture results in 12% (n = 48) were positive and others were negative. 

Key words: Johne`s disease, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Middle brook medium, Urmia            

مقد‌مه
امروزه با وجود رشد سريع جوامع بشري بخصوص در کشورهای جهان 
س��وم، تقاض��اي روزافزون نیاز به م��واد غذایی و رش��د روز افزون جمعيت 
در این كش��ورهاي از مس��ائل عمده می باش��د. در كش��ور ما نیز مس��اله 
تولید پروتئین حیوانی مورد نیاز كش��ور يكي از مش��كلات مهم مي‌باش��د. 
 يك��ي از عل��ت هاي كمبود توليد گوش��ت قرمز بر اثر خس��ارات ناش��ي از 
 بيم��اري هايي اس��ت كه باع��ث نابودي جمعي��ت دامي مي‌ش��ود. يكي از 
بيم��اري هاي مهم��ي كه صنعت گاوداري را در جه��ان مورد تهديد جدي 
قرار داده بيماري يون مي‌‌باش��د. در ايران بيماري يون ابتدا در سال 1341 
در خوزس��تان در گاو‌داري ش��ركت نفت تمييز داده شد و سپس وجود آن 
در بين گاوان موسس��ه حيدر آباد به ثبت رسيد و همچنين در گوسفندان 
س��ازمان عمران قزوين ش��ناخته ش��د و در حال حاضر در برخي از مناطق 
ايران شيوع دارد و موارد انفرادي آن را در كشتارگاه ها تشخيص مي‌دهند 

)شيمي،1376(. 
گرچ��ه زيان هاي حاص��ل از مرگ و مير حيوان��ات در اثر اين بيماري 
چندان زياد نيس��ت ولي اگر زيان هاي حاصل از كم ش��دن محصولات دام 
را ب��ه آن اضافه كنند مي ت��وان نتيجه گرفت كه بيم��اري يون زيان قابل 
ملاحظه‌اي  به دام وارد مي‌سازد. دام هايي كه به شكل باليني بيماري دچار 
مي‌باشند، بواسطه لاغري مفرط بكلي ارزش اقتصادي را از دست می دهند. 
وقوع بيماري در گاو در اس��تان هاي مختلف كشور گزارش شده است ولي 
در مورد ميزان وقوع و فراواني اين بيماري در گاو، گوسفند و بز در مناطق 

مختلف آماري وجود ندارد.
اولين بار علائ��م باليني و چهره پاتوآناتوميكي پاراتوبركلوزيس در قرن 
19 توضي��ح داده ش��د. نام بيماري يون برگرفته از ن��ام يون  و فروتينگهام  
است كه در س��ال 1895 ارتباط ميان آنتريت و وجود ميكروارگانيسم‌هاي 

اسيد فست را در قسمت هاي روده ثابت كردند. در سال 1906 بانگ  بين 
آنتريت توبركلوز و آنتريت بدون توبركلوز تفاوت قايل ش��د و پيشنهاد كرد 
كه دومي را مي‌توان آنتريت ش��به توبركلوز ناميد. شناس��ايي عامل مسبب 
بيماري توس��ط ورت  انجام گرفت كه در س��ال 1912 موفق به كش��ت و 
جداس��ازي مايكوباكتريوم گرديد به طوريكه در سال 1914 نشان داده شد 
كه مي‌تواند آنتريت تجربي توليد كند. بعد از شناسايي كامل ميكوباكتريوم 
پاراتوبركلوزي��س به عنوان يك گونه در جن��س مايكوباكتريوم، نام بيماري 
ب��ه پاراتوبركلوزي��س تغيير يافت. حدود اواس��ط قرن 20 بود كه ش��يوع و 
گس��ترش جغرافيايي پاراتوبركلوزيس ش��ناخته ش��د و اثر آن روي اقتصاد 

پرورش حيوانات آشكار گرديد )Cocito و همکاران 1994 (.        
در گوس��فند و بز براي اولين بار بهار صفت و همكاران )1349( عامل 
ي��ون را از يك راس بز جدا نمودند. نامبردگان در س��ال 1351 جنبه هاي 
اپيدميولوژي، درمانگاهي و آس��يب شناسي بيماري يون در گوسفند و بز را 

مورد مطالعه قرار دادند )طباطبايي و فيروزي، 1380(.
بيماري يون يك بيماري عفوني غير قابل درمان در نش��خواركنندگان 
سراس��ر جهان اس��ت. از خصوصيات اين بيماري آنتروكوليت گرانولوماتوز، 
ت��ورم ع��روق لنفاوي موضعي و لنفادنيت اس��ت كه منجر ب��ه بروز علامت 

شاخص بيماري يعني كاهش وزن پيشرونده مي شود.
بيم��اري ي��ون گاوي به چن��د دليل بيم��اري مهم به ش��مار مي‌رود: 
اولا بيم��اري باع��ث ضرره��اي اقتصادي ش��ديد در نتيجه كاه��ش توليد 
مي‌ش��ود. ثانياً تعداد حيوانات كش��تاري و حذف شده افزايش ميي‌ابد. ثالثاً 

 

هزينه هاي مربوط به روش هاي آزمايش و كنترل بيماري بالاست و علاوه 
بر آن اعتقاد بر اين است كه M.avium تحت گونه پاراتوبركلوزيس نقش 
ايجادكنندگ��ي بيماري كرون  را در انس��ان ب��ازي ميك‌ند )Chiodini و 

همکاران 1986(. 
عام��ل بيماري باس��يلي اس��ت ك��ه در راس��ته اكتينومايس��تال و در 
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 خان��واده مايكوباكترياس��ه و جن��س مايكوباكتري��وم ق��رار دارد. وج��ود 
دي��واره هاي غني از ليپي��د مايكوباكتريوم ها را به صورت باكتري هاي آب 
گري��ز )هيدروفوب( درآورده و نس��بت به عوامل محيط��ي مقاوم مي‌نمايد. 
 مايكوباكتريوم هاي محيطي در خاك، روي نباتات و در آب يافت مي‌شوند. 
مايكوباكتريوم هاي بيماريزاي اجباري توسط حيوانات مبتلا دفع مي‌شوند 
 Quinn‌( و همچنين مي توانند در محيط براي مدت طولاني باقي بمانند

و همکاران 2002(.
بيماري يون در سراس��ر دنيا وجود دارد. در س��ال 1959 يك مطالعه 
در خصوص يون گاوي در بريتانيا نش��ان داد كه شيوع بيماري باليني 0/6 
درصد مي‌باشد )Withers، 1959(. مطالعات كشتارگاهي به طور همزمان 
نش��ان داد كه ش��يوع عفونت تحت باليني در گاوان بين 6 الي 15 درصد 
 PCR 1949(. در مطالعه اخير كه در آن از تكنيك هاي ،Tylor( مي‌باشد
و كش��ت براي آزمايش نمونه‌هاي كشتارگاهي  استفاده شده بود نشان داد 
كه ش��يوع عفونت تحت باليني در گاوان بالغ 3/5 درصد و در گاوان جوان 

2 درصد مي‌باشد )Cetinkaya و همکاران 1996(.
 ميزان شيوع بيماري در بعضي كشورهاي جهان در حال افزايش است. 
بيماري عموماً در گاو رخ مي‌دهد ولي در وسعت كمتر در گوسفند و بز نيز 
رخ مي‌دهد. وقوع بيماري در گاوميش، آهو، گوزن، شتر، خوك و اسب هم 

گزارش شده‌ است. 
بيم��اري در ده��ه اخير با تم��ام وجود در دامپروري ه��اي ايران بويژه 
گاوداري ه��اي صنعت��ي ك��ه به ش��كل متراكم پ��رورش ميي‌ابن��د چهره 
نش��ان داده و باعث ضربه ش��ديدي در ارتباط با كاهش توليد بويژه ش��ير، 
ح��ذف دام از گل��ه و اش��اعه آلودگي توس��ط گاوها به ش��كل باليني و نيز 
غير باليني ش��ده اس��ت. مخزن M.avium تحت گون��ه پاراتوبركلوزيس 
دس��تگاه روده‌اي حيوان��ات مبت�ال، ه��م در مبتلاي��ان بالين��ي و ني��ز در 
مبتلايان��ي ك��ه علائم بالين��ي ندارند مي‌باش��د. در آزمايش��گاه به 3 روش 
 عم��ده مي‌ت��وان ب��ه وجود بيم��اري پي ب��رد: آزماي��ش ه��اي ميكروبي، 
 واكن��ش ه��اي آل��رژي و آزماي��ش هاي س��رمي ك��ه البت��ه در بعضي از 
آزمايش��گاه هاي پيش��رفته از روش هاي مولكولي نيز اس��تفاده مي‌ش��ود 

)شيمي،1376(.
 اين آزمايش ها شامل:

1-5- آزمايش مستقيم مدفوع.
2-5- روش هاي ايمونوهيستوشيميايي.

3-5- كشت مدفوع.
4-5- تست هاي ازدياد حساسيت تاخيري.

5-5- تس��ت هايي كه واكنش هاي ايمني س��لولي را در بيماري يون 
مورد ارزيابي قرار مي‌دهند.

6-5- تهيه بيوپسي از طريق جراحي.
7-5- تست هاي سرولوژيك 

8-5- رديابي ژنتيكي.
با توجه به اهميت بيماري يون و ضرر اقتصادي ناش��ي از اين بيماري 
و نيز اهميت دس��تيابي به آمارهاي دقي��ق از ميزان آلودگي گاو به بيماري 
ي��ون، ه��دف از اين طرح تحقيقاتي جس��تجوی عامل بيم��اري يون يعني 
مايكوباكتريوم آويوم تحت گون��ه پاراتوبركولوزيس در گاوان منطقه ارومیه 

به مي‌باشد.   

مواد و روش ها 
1- جمع آوری نمونه 

نمونه مدفوع مدفوع 400 راس گاو قبل از كشتار در طول دو ماه جهت 
انجام كش��ت جمع آوري شد. گاوداری هایی که از آنها نمونه اخذ گردید از 
نوع صنعتی و نیمه صنعتی بودند و از نظر بهداش��تی در وضعیت مناس��بی 
به س��ر می بردند. نژاد همگی گاوها هلش��تاین خالص یا دورگ )هولشتاین 
و بومی( بودند. نمونه برداری از گاوداری های با تراکم متوسط 50 تا 200 
گاو و ب��ه ص��ورت اتفاقي جم��ع آوري گرديد. نمونه‌ها از طري��ق ركتوم با 
دس��تکش مخصوص استریل جمع آوری شده و نمونه مدفوع برداشت شده 
در ظروف اس��تریل نمونه برداری به آزمایش��گاه انتق��ال یافت. گاوان مورد 
آزمايش در محدوده سني 6 ماه تا 5 سال بودند و شامل 112 راس گاو نر 

و 288 راس گاو ماده می شدند.

2- روش جداسازي
روش جداس��ازي بر مبناي كش��ت مدفوع بود؛ به این صورت که:  10 
گ��رم مدف��وع در 40 ميلي ليتر آب مقطر حل ش��ده، س��پس به مدت 30 
دقيقه سانتريفيوژ گرديد. از مايع رويي به ميزان 5 ميلي ليتر برداشته شده 
و در 30 ميل��ي ليتر آب مقطر حاوي زفي��ران  0/3 درصد افزوده گرديد تا 
آلودگي‌زدايي گردد. اين محلول در درجه حرارت اتاق به مدت 24 س��اعت 
نگهداري شد و مجددا محلول رويي جدا گرديد. از رسوب حاصل در محيط 

میدلبروک )Difco, US( كشت گرديد.
3 لول��ه ک��ه مایکوباکتی��ن ب��ه آن اضافه ش��ده ب��ود و 1 لول��ه بدون 
مايكوباكتي��ن، در 37 درجه س��انتيگراد گرمخانه‌گذاري ش��د. و به صورت 

هفتگي مورد بررسي قرار گرفت. 
البته براي كنترل وجود قارچ 2 ميلي‌ليتر رسوب با 4 قطره آمفوتريسين 
B )5 ميكروگرم در ميلي ليتر( مخلوط ش��ده و به هر لوله قبل از كش��ت 4 
قط��ره افزوده گرديد. در 3 لوله حاوي مايكوباكتين مايكوباكتين عمدتا بعد 
از 8 هفته پرگنه‌ها ظاهر گرديد. با توجه به مورفولوژي كلني، رنگ آميزي 
اسيد فست، مقايسه كلوني با كلوني سوش رفرنس و با توجه به اختصاصي 
بودن محيط كش��ت به خاطر وجود گليس��يرين و مايكوباكتين، مش��خص 
مي‌ش��ود كه باكتري جدا ش��ده M.avium تحت گون��ه پاراتوبركلوزيس 

است. 

مشاهدات و نتايج 
در اين طرح تحقيقاتي كه در گاوان منطقه اروميه انجام ش��ده اس��ت، 
از روش كش��ت مدف��وع در محيط میدلبروک اس��تفاده گرديد. با توجه به 
مورفولوژي كلني، رنگ آميزي اس��يد فست، مقايسه كلوني با كلوني سوش 
 M.avium رفرانس و اختصاصي بودن محيط كش��ت باكتري جدا ش��ده
تحت گونه پاراتوبركلوزيس تش��خيص داده شد. از 400 نمونه اخذ شده از 
400 راس گاو )112 راس دام نر و 288 راس دام ماده(  12 درصد در کل 
از نظر آلودگي مثبت بودند )نمودار 1(. میزان آلودگی در دام های نر و ماده 

با توجه به تعداد نمونه برداشت شده یکسان بود. 
در این مطالعه دام های در محدوده س��نی 1 تا 2 س��ال تمام میزان 
آلودگی بالایی داش��تند در حالی که دام های بین 3 سال تمام تا 4 سال 

میزان آلودگی پایین تر بود )جدول 1(. 
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نمودار 1- تركيب جيره‌هاي مورد استفاده در طول دوره‌ی آزمايش

جدول 1- شیوع آلودگی با دو گونه هایپودرما در کل لاشه های آلوده

                  جنسیت 
سن دام

موارد مثبت در کشت مدفوعتعداد دام مادهتعداد دام نر

6479923 ماه تا 2 سال تمام

25312220 سال تا 3 سال تمام

312675 سال تا 5 سال تمام

11228848جمع کل

ب��ا توجه به اهميت بيم��اري يون مي توان چني��ن نتيجه گرفت كه 
12 درصد آلودگي در نوع خود درصد بالايي مي‌باش��د لذا برای گسترش 
روزافزون بیماری باید اقدامات پیش��گیرانه ای توسط دستگاه های ذیربط 

انجام گیرد.

بحث 
محقق��ان زي��ادي روي بيم��اري ي��ون و M.avium تح��ت گون��ه 
پاراتوبركلوزيس كار كرده‌اند. در يك بررس��ي با عنوان ميزان شيوع، وقوع 
و گس��ترش جغرافيايي بيماري يون در گاوان انگلس��تان و مرزهاي كشور 
ولز ش��يوع بيماري را در گله‌‌ه��ا 0/00003 گزارش كردند كه در گله‌هاي 
آلوده در سال هاي 1993 و 1994 به ترتيب 0/0167 و 0/0228 گزارش 
شده است )Cetinkaya و همکاران 1996(. در يك بررسي ديگر 2989 
گاو با آزمايش مدفوع بررس��ي گرديدند و در 5 درصد كش��ت مثبت بود 
)Kalis، 1999(. در پژوهش��ي با عنوان بيماري يون در گاو تخمين زده 
مي‌ش��ود كه حدود 22 درصد گاوان ش��يري و 8 درصد گاوان گوشتي در 
اي��الات متحده آمريكا به بيماري يون آلوده‌اند )Linnabary و همکاران 

.)2001
در تحقيقي در آمريكا چنين گزارش ش��د كه 40-20 درصد گله‌هاي 
ش��يري داراي مراحل مختلف بيماري يون هس��تند )Stabel و همکاران 

2001(. در این طرح تحقیقاتی از تعداد 400 عدد نمونه بدست آمده 12 
درص��د گاوان از نظر وجود آن M.avium تح��ت گونه پاراتوبركلوزيس 
مثبت تش��خیص داده ش��دند. با توجه به اطلاعات موجود در ایران هنوز 
گزارش��ی در مورد میزان وقوع و فراوانی این بیماری در دام های مختلف 
گزارش نش��ده اس��ت و لذا آمارهای دقیقی در این مورد وجود ندارد. در 
پژوهش��ي در اسلووني گاو و گوس��فند و بز با روش اليزا از نظر آلودگي به 
M.avium تحت گونه پاراتوبركلوزيس مورد بررس��ي قرار گرفتند كه در 
سال 1999، 3/4 درصد گاوان از 38469 گاو و 3/5 درصد نشخواركنندگان 
كوچك از 12578 راس مثب��ت بودند )Ocepek و همکاران 2002(. با 
 توج��ه به نتایج مطالع��ه حاضر، میزان آلودگی در س��نین پایین تر بالاتر 
می باش��د که این یافته موید این نکته اس��ت که آلودگی در سنین پایین 

شیوع بیشتری دارد.
در يك بررسي ديگر  روي گاوميش كوهان‌دار آمريكايي كشت مدفوع 
از 14 گاومي��ش ب��ه عمل آم��د و در 3/7  درصد آنها كش��ت مثبت بود 
)Huntley و همکاران 2005(. در يك تحقيق روي گله‌هاي با سيس��تم 
كنترلي ضعيف از نظر بيماري يون، چنين نشان داده شد كه  7/8 تا  80 
.)2005 ،Pavlas( مثبت مي‌باشند PCR درصد گاوان با روش كشت و

در تحقيقي ديگر در آمريكا از 583 نمونه كشت شده 12 مورد مثبت 
گزارش گرديد )2/1 درصد( كه در 9 مورد اس��هال كم، در 2 مورد اسهال 
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متوس��ط و در 1 مورد اسهال ش��ديد گزارش گرديد. در 4 گاو مثبتي كه 
مجددا مورد آزمايش قرار گرفتند 1 مورد مثبت و 3 مورد منفي بودند. 2 
راس از گاوان داراي اس��هال، زير 14 ماه يا 14 ماه سن داشتند و 3 راس 

از آنها كمتر از 6 ماه بودند )Bolton و همکاران 2005(.
در يك پژوهش ديگر 5 تيتر تشخيصي بر مبناي اليزا روي 359  گاو 
در در 7 گله ش��يري بدون بيماري يون و نيز روي 2094 راس در 7 گله 
گاو ش��يري آلوده به عامل بيماري يون انجام گرفت. نتايج نش��ان داد كه 
417 گاو مايكوباكتريوم آويوم تحت گونه پاراتوبركلوزيس را از مدفوع دفع 
ميك‌نند )Collins، 2005(. در پژوهشي ديگر در كره با روش اليزا 3/3 
درصد گاوان از نظر سرمي مثبت تشخيص داده شدند )Park و همکاران 
2006(. مهمترين نتيجه‌اي كه مي‌توان از اين طرح تحقيقاتي گرفت اين 
اس��ت كه در منطقه اروميه با توجه به ميزان آلودگي 12 درصدي، كه در 
نوبه خود ميزان آلودگي بالايي به ش��مار م��ي‌رود؛ در صورت عدم رعايت 
مس��ائل كنترل و پيش��گيري از بيماري مي‌توان انتظار داشت كه هر سال 
ميزان آلودگي به M.avium تحت گونه پاراتوبركلوزيس افزايش يابد كه 
اين خود نياز به صرف هزينه‌هاي بالا جهت جلوگیری از گسترش بیماری 
دارد. لذا؛ انجام اقدامات پیش��گیرانه علیه بیماری می تواند موثر باشد که 
در این بین تهیه واکس��ن با استفاده از سوش غالب در منطقه میتواند در 

پیشگیری از بیماری کمک شایانی کند.    
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