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  چکیده         

 با آلودگی مزمن در ایپاراتوبرکلوزیس یا بیماری یون بیماری: زمینه و هدف
 ایجاد )MAP( مایکوباکتریوم آویوم تحت گونه پاراتوبرکلوزیساین بیماری از . نشخوارکنندگان است

 شده است و آن را عاملی در سبب  سبب خسارات اقتصادی زیادی در گله های شیری جهانومی شود 
 PCR  به روشپاراتوبرکلوزیسهدف از این مطالعه شناسایی . شناسی بیماری کرون در انسان می شناسند 

  .های شیر خام گاوهای شهرکرد بوددر نمونه 
  نمونه شیر خام از گاو های تعدادی از100در این مطالعه مقطعی تعداد  : روش بررسی 

 از تمامی نمونه ها DNA سپس دفی انتخاب شد وصانیمه صنعتی شهرکرد به روش ت گاوداریهای صنعتی و
دست آمده با استفاده از ه  نتایج ب. بررسی شدندPCR به روش کلروفورم استخراج گردید و-به روش فنل

   مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتندSPSSنرم افزار 
از نمونه های شیر از نظر مایکوباکتریوم آویوم %) 3(نمونه3  این مطالعهبراساس نتایج :افته های

  .تحت گونه پاراتوبرکلوزیس مثبت بودند
روش ، ز نمونه های شیر ا  MAPدست آمده تشخیصه با توجه به نتایج ب :نتیجه گیری

Milk -PCR می تواند تست ارزشمندی برای شناسایی مایکوباکتریوم آویوم تحت گونه 
  .   باشدی شیریپاراتوبرکلوزیس در گله ها

   ، واکنش زنجیره پلیمرازمایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس ، شیر  :های کلیدی واژه  
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  مقدمه
 بیماریهای Bیک، در فهرست  بیماری آنزئوتیون    بیماری 

)Office International des Epizooties( است و از 
عفونتهای مزمن نشخوارکنندگان می باشد و از مایکوباکتریوم 

در ). 1(آویوم تحت گونه پاراتوبرکلوزیس ایجاد می شود
شناختند ایران بیماری یون را برای اولین بار خلیلی و طلاچیان 

ا از مدفوع ماده گاوهای نژاد جرسی وارداتی و عامل بیماری ر
شرکت نفت آبادان جدا کردند و منشاء عفونت را دامهای 

این بیماری باعث کاهش تولید ) 2(وارداتی گزارش نمودند
شیر، همچنین به علت اثر بر روی ترکیبات شیر باعث کاهش 

در آن می شود، سلولهای سوماتیک چربی، پروتئین و افزایش 
 کیلو 2/7تا 58/1ه در مطالعه ای کاهش تولید شیر به طوری ک

افزایش حساسیت به سایر ). 5و3،4(گرم در روز بوده است 
بیماریها، از دست رفتن ارزش ژنتیکی، از دست دادن بازار 
صادرات، افزایش هزینه های درمانی، کاهش وزن در هنگام 
کشتار، حذف پیش از موعد، ضریب تبدیل غذایی ضعیف، 

تخمین زده می شود (الی در فروش دامهای یونیضایعات م
 میلیون دلار در آمریکا خسارت وارد می 250 تا 200سالیانه 

، افزایش فاصله زمانی بین گوساله زایی ایجاد می شود و )کند
این . از نظر اقتصادی جزء بیماریهای مهم به شمار می آید

بیماری در خیلی از کشورها باید به مقامات بهداشتی و 
در مطالعه شاراما و همکاران ). 7و6(امپزشکی گزارش گردد د

از % 6در گاوهای شیری شمال هند برای تشخیص بیماری یون، 
 ).6( شیر مثبت تشخیص دادندPCRنمونه ها را در روش 

مایکوباکتریوم آویوم تحت گونه پاراتوبرکلوزیس عامل 
،  حجم زیادی از مقالات علمیبیماری کرون در انسان بوده ، 

حاکی از وجود این باکتری در سبب شناسی بیماری کرون می 
باشد که یک بیماری مزمن آماسی تحلیل برنده دستگاه 

 سال از 10در مطالعه ای در ایران در طی . گوارش انسان است
و در % 3/1 میزان شیوع بیماری در مردان2002 تا 1992سال 
یق شیر  انسان می تواند از طر).8(گزارش شده است% 1زنان 

خام و پاستوریزه و همچنین گوشت و محیط به عنوان یک 
منبع فرعی، در معرض مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس قرار 

  اخیراً شواهدی مبنی بر وجـود باکتری در شـیر  ).10و9(گیرد
  
  

  
  

در تـحقیقاتی که در .      پاستوریزه نیز ارائـه شـده اسـت
یت حرارتی ایالات متحده آمریکا بر روی حساس

داده مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس در شـیر انـجام شـده، 
  که چـنـانـچه مـیـزان باکـتـری در شـیر خام بـیـش ازاست 

  CFU/ml100 )Colony Forming Unit/Milliliter( 
 ثانیه 15 درجه سانتی گراد به مدت 72باشد عامل بیماری در 

 ثانیه برای غیر 25مان به بقا می یابد و به نظر می رسد افزایش ز
 پس با توجه به   ).10(استموثرتر فعال کردن این باکتری 

صنعت دامپروری و به منظور اهمیت اقتصادی این بیماری 
شناسایی روشی ارزشمند و سریع در تشخیص مایکوباکتریوم 
 آویوم تحت گونه پاراتوبرکلوزیس، این مطالعه با هدف 

 در نمونه های شیر خام PCR  به روشبیماری یونشناسایی 
  .طراحی شدگاوهای شهرکرد
  روش بررسی

 نمونه شیر خام را از 100        در این مطالعه مقطعی تعداد 
مخزن شیردوش گاوهای تعدادی از گاوداریهای صنعتی و نیمه 
صنعتی منطقه شهرکرد به روش تصادفی ساده انتخاب  کردیم 

 مجموعه آزمایشگاه و نمونه های اخذ شده را در کنار یخ به
  . دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد ارسال کردیم

 20 از نمونه های شیر ابتدا حدود DNAبه منظور استخراج 
 دور در دقیقه به 3500میلی لیتر از نمونه های شیر را با سرعت 

 500 دقیقه سانتریفوژ و رسوب حاصل از نمونه ها با8مدت 
 Lysis buffer (،  )M5/0( EDTA(میکرولیتر بافر لیز کننده

،)mM100 ( Tris-HCl ،)10% (SDS  ،)M5 (Nacl ، 
)mg/ml20 (Proteinase K  3-2 مخلوط کردیم و به مدت 

 250در مرحله بعد .  درجه قرار دادیم37ساعت در انکوباتور 
 میکرولیتر ایزو 10 میکرولیتر کلروفرم و 240میکرولیتر فنل، 

- 30لیز شده اضافه نموده بعد از آمیل الکل را روی هر نمونه 
 دقیقه سانتریفوژ 4 به مدت rpm 11000 ثانیه ورتکس، در 60

بعد از جدا کردن فاز رویی و افزودن هم حجم آن . کردیم
 سانتریفوژ نموده rpm 4000 دقیقه در 5اتانل مطلق، لوله ها را 

 DNA، %70 رسوب کرده با اتانل DNA، بعد از شستشوی 
 TE) 8=PH  M5/0 میکرولیتر بافر 100تخلیص شده در 

EDTA  7و=PH  M1 Tris(حل کردیم ).11 (  
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صـاصـی جـنـس  ـ اخـت رهایـمـرایـ از پ  PCRرای  ـ      برای اج 
 پاراتــوبـرکــولــوزیـست گونه   ـحـوم ت ـوم آوی ـتریـمایکوباک

Para TB -F: 5`- GGTCGCGTCATTCAGAATC -3`  
 

Para TB R: 5`-TCTCAGACAGTGGCAGGTG -3` 
  و تـکثـیــر قـطــعه     PCRبـرای آزمـایـش   ). 12(اسـتـفـاده شـد 

 Master cycler gradientژنــی مــورد نــظر از دسـتگــاه    

)Eppendorf Germany Co( میکرو لیتر، واجـد  50با حجم 
، MgCl2 میلـی مـول   PCR buffer 10X ،2  میکـرو لیتـر   5

 و  Rایمرهای   میکرومول از زوج پر    dNTP  ،2 میکرومول   200
F ،1   واحـدی  1 واحـد آنـزیم Taq DNA Plymerase 1 و 

 هر نمونه با برنامـه حرارتـی، یـک سـیکل        DNAمیکروگرم از   
 58 ثانیـه،    50 درجـه    94 سیکل تکـراری     34 دقیقه،   6 درجه   94

 10 درجه 72 ثانیه و سیکل انتهایی 45 درجه 72 ثانیه، 50درجه 
  .دقیقه مورد استفاده قرار گرفت

 بر روی ژل آگارز درصد ژل با DNAبرای جداسازی      
در این .  تعیین می شودPCRتوجه به اندازه قطعه محصول 

برای این کار . آگارز استفاده گردید% 1، از ژل PCRآزمایش 
حل  X1TBE میلی لیتر محلول بافر100 گرم پودر آگارز در 1

شده، برای رنگ آمیزی ژل آگارز، یک قطره محلول رنگ 
سپس مخلوط را . یوم بروماید داخل محلول ریخته می شوداتید

در مایکروویو حرارت داده تا محلول کاملاً همگن و شفاف 
گردد و پس از کاهش دمای محلول، آن را به آرامی بر روی 
قاب مخصوص الکتروفورز ریخته که قبلاً با شانه ای چاهک 

ه پس از جامد شدن ژل، شانه ب. های آن تنظیم گردیده است
  ).11(آرامی خارج می شود

جهت انجام الکتروفورز، ژل را در تانک مخصوص     
 به تانک  X1TBEالکتروفورز قرار داده و مقدار کافی بافر

 را از درون PCR میکرولیتر محصول 20اضافه نموده و سپس 
 میکرولیتر محلول لودینگ 2هر یک از ویالها با 

نمونه ها با دقت در مخلوط کرده و )  Loading Buffer(بافر
 DNA میکرولیتر از مارکر 5. چاهکهای ژل ریخته می شوند

)bp-ladder 100( در چاهک آخر اضافه نموده و سپس درب 
پس از تنظیم جریان برق روی . تانک الکتروفورز بسته می شود

   PCRدقیقه صبر کرده تا محصولات 45 -40 ، حدود 90ولتاژ 
  
  

  
  

 UVرامی برداشته می شود و در اتاقک ژل به آ.     آماده شوند
). 11(با تابیدن اشعه ماوراء بنفش نتایج قابل رویت می شود

   انجام SPSSتجزیه و تحلیل اطلاعات با استفاده از نرم افزار 
   .گرفت

  یافته ها
در %) 3( نمونـه  3 نمونه شیر مورد مطالعـه       100         از مجموع   

تیجــه نمونــه هــای ژل حاصــل از ن . مثبــت بودنــدPCRآزمــون 
PCR   میـانگین  .  نشان داده شـده اسـت      2 و   1 در تصاویر شماره

مثبت بودن و انحراف معیار در هر کدام از نمونه هـای آزمـون              
PCR به دست آمد171/0 و03/0 به ترتیب .  

  
  

  
  

 
 روی شیر خام گاوهای مورد PCR ژل حاصل از آزمایش -1تصویر شماره 

مطالعه جهت شناسایی مایکوباکتریوم آویوم تحت گونه پاراتوبرکلوزیس در 
، ستون DNA جفت بازی 100مارکر = Mستون (نمونه های شیر خام شهرکرد

 ). نمونه های منفی =1،2،4و 5نمونه های مثبت، ستون های = 7و3،6های

 
مطالعـه   روی شیر خـام گاوهـای مـورد          PCR ژل حاصل از آزمایش      -2شماره  

جهت شناسایی مایکوباکتریوم آویوم تحت گونه پاراتوبرکلوزیس در نمونه های          
کنتـرل   = 1، سـتون  DNA جفت بـازی     100مارکر  = Mستون  (شیر خام شهرکرد  
 ). کنترل منفی-5 های منفی، ستون نمونه= 4و3 ،2مثبت، ستون های
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  بحث
  استبیماری روده ای گرانولوماتوز و مزمنبیماری یون        

ان ممکن است ایجاد که در طیف وسیعی از نشخوارکنندگ
 مدفوعی و همچنین -این بیماری غالباً به صورت دهانی. شود

 نیز PCR). 14و13(از طریق شیر و جفت آلوده انتقال می یابد
امروزه به عنوان یک روش مدرن و سریع در تشخیص استفاده 

 در  PCRمی شود ولی اطلاعات درباره حساسیت و ویژگی
با توجه به نتایج ).  17و15،16(مقالات مختلف متفاوت است

مطالعه حاضر شناسایی مایکوباکتریوم آویوم تحت گونه 
  .بود% Milk – PCR ،3آزمون  باپاراتوبرکلوزیس 

  2007العه ای در سال ـطـاران، در مـکـمـن و هـایـس     
 مدفوعی IS900 PCR و Milk-ELISAیت ـبررسی حساس

ان ـزها، نشـدها و بـفنـت مدفوع و کشت شیر در گوسـو کش
  یرـشت شـ، ک %6/84وع ـدفـت مـشـکحـسـاسیــت  که نـدداد

 1/96%  ،Milk -ELISA 4/88 % وPCR بود % 23 مدفوعی
 بوده Milk-PCRدر بررسی حاضر روش مورد استفاده ). 18(

 .نمونه های شیر گاوها مثبت بودند% 3که 

 در بررسی دیگـری بـرای تـشخیص شـیوع           ،ولز و همکاران       
  و مــدفوعیPCRوبــاکتریوم پــاراتوبرکلوزیس توســط   مایک

Milk -  ELISA نمونه در گاوهای شـیری،  1808، در PCR 
موارد مثبـت را نـشان   % Milk -ELISA 7/25و % 23مدفوعی 

در  ، در مطالعـه ای      ،همچنین حق خواه و همکـاران     ). 17(دادند
ــاکتریوم    ــزان شــیوع مایکوب ــه منظــور تعیــین می اســتان فــارس ب

ــاراتوبر ــه روش   پ ــه هــای تانــک شــیر ب ــر روی نمون کلوزیس ب
IS900 nested PCR   23تـا  % 6/8بـین  را  میـزان آلـودگی %

 تفاوتی که بـین مطالعـه حاضـر و مقایـسه     ).19 (کردندگزارش  
ــود دارد     ــر وج ــای دیگ ــه ه ــا مطالع ــت ب ــن اس ــی از ممک  ناش

اختلافهای بین روشهای مختلف، تفاوت کیتهـای تجـاری و یـا            
همچنـین مرحلـه    ). 20(سترش یافته اند باشد   کیتهای بومی که گ   

شیرواری نیز موثر است به طوری که در شروع شیرواری موارد           
 و در اواخر شـیرواری مـوارد   Milk -ELISAمثبت بالایی در 

دفـــع ). 21( وجـــود داردSerum-ELISAمثبـــت زیـــادی در 
MAP ین و متناوب اسـت و ممکـن اسـت در زمـان     ی از شیر پا

جمع آوری نمونه شیر، دفـع مایکوبـاکتریوم پـاراتوبرکلوزیس          
از دلایل دیگر، مرحله بیمـاری  ). 17(در شیر وجود نداشته باشد    

  آنهایی که به صورت بالینی درگیر هستند و تعداد . دامها است
  

  

  
نــد مایکوبــاکتریوم پــاراتوبرکلوزیس را دفـع مــی کن  زیـادی     

نسبت به آنهایی که بیمـاری تحـت بـالینی دارنـد مـوارد تـست                
 چــون ایــن بیمــاری بــه همچنــین). 22و17(مثبــت، بیــشتر اســت

صورت مزمن است تفاوت در سن گاوهایی کـه نمونـه گیـری             
جه ـتی ــدر ن ) گاوهای زیر دو سال و بـالای دو سـال         ( می شوند   

  داردـانـتـت اسـسـی تـرفـاز ط). 23(تـر اسـوثـا مـهـشـایـآزم
)Gold standard( بـــــرای شناســـــایی مایکوبـــــاکتریوم 

پاراتوبرکلوزیس کشت این باکتری است اما نیاز به یـک دوره           
). 18( هفته برای رشد کلونیهـا دارد      20 تا   8انکوباسیون طولانی   

از دلایلی که میزان شـیوع گلـه ای را کمتـر نـشان مـی دهـد و                   
ن است میـزان شـیوع بـالاتری وجـود داشـته باشـد، نمونـه             ممک

ــاکتریوم       ــه مایکوب ــوده ب ــه آل ــت ک ــایی اس ــه ه ــری از گل گی
حجـم نمونـه نیـز مـوثر اسـت بـه            ). 19(پاراتوبرکلوزیس نیستند 

طوری که در مقایسه بررسی حاضر با مطالعه های دیگر حجـم            
وجـود آنتـی متابولیتهـای شـبیه یونهـای          . نمونه آنها بیـشتر بـود     

ــز    ــیر نی ــسیم در ش ــت کل ــن اس ــنش ممک ــار PCR واک  را مه
 در مقابل کشت و     PCRاما استفاده از روش      ).18و15،16(کند

ــه       ــد کـ ــی دهـ ــازه را مـ ــن اجـ ــرولوژیکی، ایـ ــهای سـ روشـ
میکروارگانیسمهای کند رشد و همچنین میکروارگانیسمهای با       

 یـک روش شناسـایی بـا        ،سرعت رشد بالا را شناسـایی نمـوده         
  )24و15،19(اشدحساسیت بالا ب
  نتیجه گیری

بنابراین با توجه به اینکه برنامه های کنترلی       
پاراتوبرکلوزیس در ایران اختیاری است و این بیماری یک 

 روشهای کنترلی  ، می باشدی شیری در گله ها جدیمشکل
دست آمده در ه و با توجه به نتایج ب) 19(ضرورت داردپیشرفته 
ن با مطالعه های گذشته در و مقایسه آ Milk -PCRروش

مورد تست های سرولوژیک و روشهای کشت، تشخیص 
 روش بامایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس از نمونه های شیر 

Milk -PCRتست ارزشمندی برای شناسایی مکن است م 
MAPدر گله ها باشد .  

  تشکر و قدردانی
زاد اسلامی آاز مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه        

احد شهرکرد جهت تامین امکانات و آقای دکتر مهدی و
  .گودرزی کمال تشکر و قدردانی به عمل می آید
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