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Abstract 
BACKGROUND: Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis is the cause of a common disease in dairy herds. 

Early diagnosis of paratuberculosis infection can improve Johne’s disease control programs. 
OBJECTIVES: This study aimed to compare the sensitivity, and specificity to methods; blood serum ELISA and stool 

Nested-PCR for the detection of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis infection in dairy cattle. 

METHODS: A commercial ELISA kit was used to perform the absorbed ELISA test, which was conducted after 

exposing serum samples to Mycobacterium phlei antigens to limit cross-reactions. Nested-PCR test was performed 

using nucleotide sequences related to specific MAP gene fragments, i.e. IS900.  

RESULTS: As a result of the ELISA antibodies kit, out of the total 2203 serum samples, 112 samples were positive 

(5.08 %) and 2091 samples were negative (94.92 %). The results of Nested-PCR tests of rectal feces showed that out 

of 59 cows with the positive results in serum ELISA, 47 (79.66 %) samples were positive and 12 (20.34 %) samples 

were negative. Moreover, out of 31 cattle with a negative result on the ELISA test, 15 (48.38%) and 16 cattle (51.62 

%) had positive and negative results, respectively, on the nested PCR tests of the feces samples.  

CONCLUSIONS: Due to the low sensitivity of PCR compared to ELISA, the positive and negative predictive values, 

and the accuracy of ELISA test, as well as the high cost and time-consuming nature of PCR and the need for more and 

more complex facilities than ELISA, the authors concluded that ELISA is a more suitable method for screening and 

epidemiological studies than PCR. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Sequence of primers and temperature conditions of PCR reactions. 

Table 2. Comparing the results of Johne’s disease diagnostic tests. 

Figure 1. Gel electrophoresis results of Nested-PCR product performed using IS900 specific primers. M column: bp50 

gene ladder, + column: positive control, - column: negative control, 5, 4 and 2 columns: infected and positive samples, 

1 and 3 columns: negative samples. 
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 مدفوع جهت تشخيص عفونت  Nested-PCR وسرم  بادییآنت یالایزا دو روش یسهمقا

 در گاو پاراتوبرکلوزیسزیرگونه  مایکوباکتریوم اویوم
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 1242اریبهشت ماه  5: تاریخ پذیرش، 1241ماه بهمن  22تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکيده

 

تواند س میهنگام عفونت پاراتوبرکلوزی های شیروار است. تشخیص زودعامل ایجاد بیماری شایع یون در گله پاراتوبرکلوزیس زیرگونهمایکوباکتریوم اویوم  :زمينۀ مطالعه

 های کنترلی بیماری شود. سبب بهبود برنامه

باکتری مایکوباکتریوم تشخیص آلودگی به  مدفوع جهت Nested-PCRو  سرم یباد یآنتالایزای  دو روشحساسیت و ویژگی مطالعه حاضر با هدف مقایسه : هدف

 انجام شد. پاراتوبرکولوزیس اویوم زیرگونه

آزمون الایزای جذبی با استفاده از یک کیت تجاری، پس از مجاورسازی از  پاراتوبرکلوزیس زیرگونهمایکوباکتریوم اویوم به منظور جستجوی پادتن ضد : کارروش

و با  Nested-PCRجستجوی ژنوم باکتری در مدفوع از روش جهت  .های متقاطع انجام شدجهت کاهش واکنش مایکوباکتریوم فلئیژن های سرم با آنتینمونه

 .گیری شدبهره IS900یعنی  MAPهای نوکلئوتیدی مربوط به قطعات ژنی اختصاصی از توالیاستفاده 

 Nested-PCRنتایج آزمون . درصد( بود 02/02منفی ) مورد 2401صد( و در 40/5مثبت ) مورد 112نمونه سرمی آزمایش شده با الایزا،  2243از مجموع  :نتایج

 (درصد 32/24رأس )12ها مثبت و در مدفوع رکتوم آن PCRنتایج ( درصد 66/40) رأس 24رأس گاو با نتیجه مثبت در الایزای سرم،  50مدفوع رکتوم نشان داد از 

ها مثبت مدفوع رکتوم آن PCRنتایج ( درصد 30/20رأس )15رأس گاو با نتیجه منفی در آزمون الایزا، در  31ها منفی بود. همچنین از مدفوع رکتوم آن PCRنتایج 

 ها منفی بود.مدفوع رکتوم آن PCRنتایج ( درصد 62/51رأس )16و در 

بر بودن بر و زمانو همچنین هزینه ELISAارزش اخباری مثبت و منفی و صحت تست ، ELISAدر مقایسه با  PCRبا توجه به حساسیت پائین : نهایی گيرینتيجه

تری روش مناسب PCRنسبت به  ELISAگیری نمود که آزمون توان چنین نتیجه، میELISAنسبت به  PCRتر و نیاز به امکانات آزمایشگاهی بیشتر و پیچیده

 . باشدیم گری و مطالعات اپیدمیولوژیکهای غربالبررسیبرای 

 PCR Nestedیون، ،پاراتوبرکلوزیس زیرگونهمایکوباکتریوم اویوم  ،گاو، یزاالا :کليدی کلمات

 نویسندگان. ©، است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.

 یرانچمران اهواز، اهواز، ا یددانشگاه شه یدانشکده دامپزشک ی،گروه علوم درمانگاه ،یمحمد نور: مسئول سندهینو
 

مقدمه

. میزبان (1) های شیروار شیوع بالایی داردلهاین بیماری در گ. باشدیمعامل ایجاد بیماری یون  پاراتوبرکلوزیس زیرگونه مایکوباکتریوم اویوم

باکتری از  ،دهانی است - . راه اصلی انتقال عامل بیمای یون مدفوعی(2) باشدمیدائمی این ارگانیسم گاو، گوسفند و دیگر نشخوارکنندگان 

 .(2 ،3)گیرد ها قرار میغذا و سرپستانکشود و در تماس با آب، های درگیر به شکل بالینی و تحت بالینی بیماری دفع میطریق مدفوع دام

. بیماری (5)شود ها در صنعت دامپروری محسوب میترین بیماریترین و از لحاظ اهمیت اقتصادی از مهمبیماری یون از جنبه شیوع از گسترده
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 ،4)بهداشتی و دامپزشکی گزارش گردد  . در بسیاری از کشورها وقوع بیماری باید به مقامات(6)توسعه آندمیک است ورهای در حال در کش

های موجود در علائم بالینی و نیز علائم کالبدگشایی بیماری یون در . شباهت(0)گردد سال آشکار می 2-5ری پس از ا. علائم بالینی بیم(0

. کنترل (11 ،14) دبخشها و بیماری کرون در انسان، احتمال نقش داشتن بیماری فوق در ابتلا به بیماری کرون در انسان را قوت میدام

. تشخیص زودهنگام عفونت (12)ر بیماری کرون در انسان مهم است راتوبرکلوزیس با توجه به خسارات اقتصادی و همچنین نقش آن دپا

 .(13)تأثیر قرار دهد  های کنترلی را تحتتواند برنامهپذیر بوده و میپاراتوبرکلوزیس امکان

و غیره  PCRهای متفاوتی برای تشخیص بیماری و آلودگی مانند کشت مدفوع، آزمایش میکروسکوپی مدفوع یا بافت، الایزا، از روش

تحت م آویوم مایکوباکتریو. کشت و جداسازی (3 ،1)ت های فوق با یکدیگر متفاوت اسوششود. حساسیت و ویژگی هر کدام از راستفاده می

 توسط یام های آلودهو روش مناسبی برای تشخیص دام باشدمیاز مدفوع، روش قطعی اثبات حضور این باکتری در گله پاراتوبرکلوزیس  گونه

های موجود در نمونه گیری، رشد سایر باکتریاشتباه در حین نمونه توان به. از اشکالات این روش می(12)های خفیف باکتری است کنندهدفع

تر شدن ضایعات ودگی قارچی و طولانی شدن نتیجه کشت به دلیل رشد آهسته این باکتری اشاره کرد. با توجه به سیر بیماری، با پیشرفتهیا آل

ای که دام دچار خصوص طی دوره آمیزی مستقیم گسترش مدفوع بهیابد. لذا آزمایش رنگمخاط روده، میزان دفع باکتری نیز افزایش می

 .(15) تلیالی دارای باکتری، با ارزش استهای اپیتر سلولدلیل دفع بیشاسهال است، به 

. آزمون الایزای جذبی (14 ،16) باشدمیترین روش سریع و ترینشخیص آلودگی و غربالگری، سرم بهترین نمونه و الایزا مطمئنبرای ت

الایزای  .(10)گیرد تر انجام میها آسانیشگاهزمادسترس است و با استفاده از آن استاندارد شدن کار در بین آ با یک کیت تشخیص تجاری، قابل

گیرد، اما در حیواناتی که در مرحله عفونت تحت بالینی هزینه مورد استفاده قرار میبه عنوان یک آزمایش سرولوژیک سریع و کم سرمی معمولاً

ات انجام مطالع. طبق (10) باشدمیدرصد(  15حساسیت این روش کم ) با انتشار باکتری از طریق مدفوع به میزان کم یا متوسط هستند نیز

. محبوبیت (24) دباشمی مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیسواکنش زنجیره پلیمراز روش مناسبی برای تشخیص موارد تحت بالینی آلودگی به  ،شده

سریع و  یافته است. این روشهای اخیر افزایش در سال پاراتوبرکلوزیس تحت گونهمایکوباکتریوم اویوم مراز برای تشخیص پلی واکنش زنجیره

مراز پلی های مختلف با ویژگی بسیار بالا طراحی شود. از سوی دیگر، واکنش زنجیرهای از ارگانیسمتواند بـرای طیف گستردهحساس است و می

 . (21)خواهد بود  ساسیت آن بسیار پایینو در صورت استفاده مستقیم، ح باشدمیها بسیار حساس به حضور مواد مهارکننده در نمونه

مدفوع جهت تشخیص آلودگی به باکتری  Nested-PCRهای الایزای سرم خون و نتایج آزمونحاضر با هدف مقایسه  مطالعه

 .انجام شد پاراتوبرکولوزیسزیرگونه  اویوم مایکوباکتریوم

 کارمواد و روش 

های صنعتی که سابقه بیماری یون در پرونده بهداشتی آن گاوداری در با مراجعه به یکی از گاوداری حاضر مطالعهدر  گيری:روش نمونه

در شرایط استریل از ورید دمی با استفاده از ونوجکت خون نمونه گیری شد. س گاو شکم اول نمونهأر 2243سال گذشته ثبت شده بود از  2- 3

دقیقه جدا شد و تا زمان انجام آزمایش  5دقیقه به مدت  در 2444های خون با سانتریفیوژ در دور و به آزمایشگاه ارسال شد. سرم نمونه اخذ شد

 گراد نگهداری شدند. سانتیدرجه  -24الایزا در فریزر با دمای 

مطابق  فرانسه، ID.VETشرکت  محصولاز کیت با استفاده جذبی آزمون الایزای غیر مستقیم  روش انجام تست الایزای سرم خون:

واکنش  دارای مایکوباکتریوم فلئیهای ضد بادیبا دستورالعمل کیت، انجام شد. به صورت خلاصه، در روش الایزای جذبی به منظور حذف آنتی

 وم فلئیمایکوباکتری محلول ژنبا آنتی مونمورد آز های سرممجاورسازی نمونه ، ابتداپاراتوبرکلوزیس زیرگونه مایکوباکتریوم اویوممتقاطع با 

دقیقه قرارگیری در  25های پلیت اضافه شد و پس از های مثبت و منفی به گودههمراه با کنترلشده  رقیقهای شود. در ادامه نمونهمیانجام 

دقیقه قرارگیری در دمای آزمایشگاه و شستشو، به  34ها اضافه گردید. در نهایت، پس از دمای آزمایشگاه و شستشو، کونژوگه به تمام گوده

نانومتر، جذب نوری هر  254دقیقه و اضافه کردن محلول متوقف کننده، در طول موج  15سوبسترا افزوده شد و پس از  -ها، کروموژن گوده

طبق فرمول زیر  S/Pنمونه، درصد جهت تفسیر برای هر  خوانش گردید.( Accureader, Taiwanالایزا ) کتروفتومترپاسبا دستگاه  چاهک

 .محاسبه و با توجه به دستورالعمل کیت موارد مثبت، مشکوك و منفی تفکیک شدند
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 144)] ×جذب نوری کنترل منفی -جذب نوری نمونه) / (جذب نوری کنترل منفی -جذب نوری کنترل مثبت S/P = [( درصد

رکتوم  از های مدفوعنمونه گرم 14-15س دام منفی در آزمون الایزای سرم، حدود أر 31س دام الایزا مثبت و أر 50 به صورت تصادفی

های مدفوع رکتوم تا زمان جدا و در یک فالکون استریل قرار داده شد. نمونه Nested-PCR و انجام DNA آوری شده به منظور استخراججمع

 شدند.گراد نگهداری سانتیدرجه  -24در فریزر با دمای  DNAجداسازی 

از مدفوع  DNAایران( استخراج  با استفاده از کیت تجاری )سیناژن،(:  DNAاستخراج) مدفوع Nested-PCRروش انجام تست 

 لیترمیلی 2لیتری انتقال داده و به آن میلی 2گرم مدفوع را به یک میکروتیوب میلی 154تدا بانجام شد. برای این کار طبق دستورالعمل کیت، ا

PBS سپس مدفوع رقیق شده با  استریل اضافه کردهPBS  دقیقه  1به مدت دور در دقیقه  544 با دقیقه ورتکس نموده و سپس 2 تا 1را

کرده سپس یفیوژ سانتردقیقه  14به مدت  دور در دقیقه هزار 12تا  13شد. مایع رویی را به یک میکروتیوب جدید انتقال داده و با یفیوژ سانتر

میکرولیتر لیزوزیم اضافه کرده و پس از  14مخلوط نموده، به آن  GPمیکرولیتر بافر لیز  104دور ریخته، رسوب حاصل را در مایع رویی را 

 5/1به نمونه اضافه شد و به مدت  Kمیکرولیتر پروتیناز  24گراد قرار داده شد. درجه سانتی 34ساعت در دمای  1مخلوط کردن به مدت 

لیتر بافر لیز میلی 1ثانیه ورتکس شد.  5دقیقه نمونه به مدت  15گراد قرار داده شد، در طی این مدت هر نتیدرجه سا 64ساعت در دمای 

TNG  دور در  13444دقیقه با  1. میکروتیوب حاوی نمونه را ه شدگراد قرار داددرجه سانتی 65دقیقه در دمای  24به نمونه افزوده و به مدت

میکرولیتر از محتوای  654شرح زیر از یک ستون فیلتر عبور داده شد: ابتدا ه ع روی رسوب در دو مرحله بنموده و ماییفیوژ سانتر دقیقه

کرده بعد از تخلیه مایع عبور یفیوژ سانتردقیقه  1به مدت  دور در دقیقه 4444 میکروتیوب را به یک ستون فیلتر فعال شده انتقال داده و با

 14444دقیقه با  1و سپس بلافاصله  دور در دقیقه 4444دقیقه با  1ه ستون فیلتر منتقل و دوباره به مدت کرده از فیلتر سپس باقی نمونه را ب

 1به ستون فیلتر اضافه نموده و پس از  washing1میکرولیتر بافر 254کرده و پس از تخلیه مایع عبور کرده از فیلتر یفیوژ سانتر دور در دقیقه

شد. پس از سانترفیوژ و تخلیه مایع داخل لوله جمع یفیوژ سانتر دور در دقیقه 12444دقیقه با  2محیط به مدت ی دمادقیقه نگهداری در 

دقیقه  1به ستون فیلتر اضافه شد و پس از  washingمیکرولیتر بافر  454انجام شد. در هر بار شستشو  washingشستشو با بافر  بار 2کننده 

مرحله دوم، ستون فیلتر برای  washingشد. پس از تخلیه بافر یفیوژ سانتر دور در دقیقه 12444دقیقه با  2نگهداری در دمای محیط به مدت 

 5/1کننده در یک میکروتیوب شد. ستون فیلتر همراه با درپوش لوله جمعیفیوژ سانتر دور در دقیقه 12444دقیقه با  2خشک شدن به مدت 

( در آن ریخته و سپس گرادسانتی درجه 65دقیقه در دمای  5)به مدت  گرم Elutionولیتر بافر میکر 54لیتری استریل قرار داده شد و میلی

شد و مایع خارج شده از یفیوژ سانتر دور در دقیقه 12444دقیقه با  2دقیقه در دمای آزمایشگاه نگهداری شد. ستون فیلتر به مدت  5به مدت 

 گراد نگهداری شد.درجه سانتی -24جدید انتقال داده شد و در دمای تیوب تخلیص شده به یک میکرو DNAآن به عنوان 

 IS900یعنی  MAPهای نوکلئوتیدی مربوط به قطعات ژنی اختصاصی از توالی PCRجهت انجام  :Nested-PCRمواد و برنامه انجام 
در هر از کنترل مثبت و کنترل منفی استفاده شد.  PCRدر تمام آزمایشات  .(22) گیری شدبهره ت،که در برخی مطالعات استفاده شده اس

حقیقات واکسن و سرم سازی رازی، ایران( به عنوان تمؤسسه ) MAP استخراج شده از DNAواکنش، جهت کنترل منفی از آب مقطر و از 

 گزارش شده است. 1در جدول  PCRهای آغازگرهای مورد استفاده شده و شرایط دمایی واکنشکنترل مثبت استفاده شد. 

PCR :برای انجام مرحله اول  مرحله اولPCR هایاز پرایمرp90 5'-GAA GGG TGT TCG GGG CCG TCG CTT AGG-

 24اجزای مورد استفاده در هر واکنش، در حجم استفاده شد.  p91 5'-GGC GTT GAG GTC GAT CGC CCA CGT GAC-3و  3

های DNAمیکرولیتر از هر یک از  3میکرولیتر از هر یک از پرایمرها،  1(، دانماركآمپلیکون،  (مسترمیکسمیکرولیتر  14میکرولیتر شامل 

ها در دستگاه ترموسایکلر روی یخ با هم مخلوط شد و بلافاصله نمونه PCRاکنشگرهای و میکرولیتر آب مقطر بود. 5استخراج شده و 

(Mastercycler Gradient, Eppendorf, Germany)  یداستفاده گرد یرزرارتی حقرار داده شدند و برنامه: 

درجه  42، ثانیه 34گراد برای درجه سانتی 62دقیقه،  1گراد برای درجه سانتی 02چرخه(؛  1دقیقه ) 5گراد به مدت درجه سانتی 02

 چرخه(. 1دقیقه ) 4گراد به مدت درجه سانتی 42چرخه(؛  34) ثانیه 34گراد برای سانتی
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 .PCRهای توالی آغازگرها و شرایط دمایی واکنش .1 جدول

 توالی هدف
نام 

 آغازگر
 شرایط دمایی واکنش توالی

طول 

محصول 

(bp) 
IS900 

 
P90 5'-GAA GGG TGT TCG GGG CCG TCG CTT AGG-3 02 02چرخه(؛  1دقیقه ) 5گراد به مدت  درجه سانتی 

برای  گراددرجه سانتی 62دقیقه،  1گراد برای درجه سانتی

چرخه(؛  34دقیقه ) 3گراد برای درجه سانتی 42دقیقه،  1

 چرخه(. 1دقیقه ) 4گراد به مدت درجه سانتی 42

213 
P91 5'-GGC GTT GAG GTC GAT CGC CCA CGT GAC-3 

IS900 

(nested) 

AV1 5'-ATG TGG TTG CTG TGT TGG ATG G-3' 
200 

AV2 5'-CCG CCG CAA TCA ACT CCA G-3' 

 
 .های تشخیصی بیماری یوننتایج آزمون مقایسه .1جدول 

 جمع کل مدفوع رکتوم Nested-PCR  روش آزمایش

 موارد منفی موارد مثبت

 50 12 24 موارد مثبت الایزای سرم

 31 16 15 موارد منفی

 04 20 62 جمع کل
 

PCR :برای انجام مرحله دوم  مرحله دومPCR از پرایمرهایAV1 5'-ATG TGG TTG CTG TGT TGG ATG G-3' و AV2 

5'-CCG CCG CAA TCA ACT CCA G-3'  استفاده شد. در این مرحله همه شرایط مانند مخلوط واکنشگرهایPCR  و برنامه زمانی و

باشد که به مرحله اول می PCRمیکرولیتر از محصول  3الگوی مورد استفاده شامل  DNAق مرحله اول بود با این تفاوت که بدمایی مطا

درصد حاوی رنگ ایمن )سیناژن، ایران(، در 5/1در ژل آگارز  PCRمیکرولیتر از محصول  5در نهایت مقدار  شود.مخلوط واکنش اضافه می

 داده شده است.نشان  1در تصویر  Nested-PCRنتایج ژل الکتروفورز محصول نمونه  )سیناژن، ایران( الکتروفورز شد. bp54کنار نردبان ژنی 

ها مورد ارزیابی و تجزیه و تحلیل قرار های آماری محاسباتی و نرم افزار اکسل آنالیز آماری دادهبا استفاده از روش روش آناليز آماری:

 :استفاده شد های زیرفرمول جهت تعیین حساسیت و ویژگی از گرفتند و

 حساسیت =تعداد موارد مثبت حقیقی(  /تعداد موارد منفی کاذب + )تعداد موارد مثبت حقیقی

 ویژگی = تعداد موارد منفی حقیقی(/ تعداد موارد مثبت کاذب+  )تعداد موارد منفی حقیقی

 های زیر محاسبه شد.همچنین ارزش اخباری مثبت و ارزش اخباری منفی و صحت تست به روش

 ارزش اخباری مثبت =مثبت حقیقی  /(کاذبمثبت  + )مثبت حقیقی

 ارزش اخباری منفی =منفی حقیقی/ (کاذب منفی +  حقیقی)منفی 

 صحت تست = (مثبت حقیقی)منفی حقیقی +  /کل نمونه 

 نتایج

 02/02مورد منفی ) 2401درصد( و  40/5مورد مثبت ) 112نمونه سرمی آزمایش شده با الایزا،  2243مجموع از آزمون الایزا: نتایج 

  .درصد( بود

رأس گاو با نتیجه مثبت در آزمون  50مدفوع رکتوم نشان داد از  Nested-PCRهمچنین نتایج آزمون : Nested-PCRنتایج آزمون 

رأس 15رأس گاو الایزا منفی در  31. همچنین از ندمنفی بود PCRنتایج ( درصد 32/24رأس )12مثبت و  (درصد 66/40رأس ) 24الایزا، در 

 ها منفی بود. مدفوع رکتوم آن PCRنتایج ( درصد 62/51رأس )16ها مثبت و در مدفوع رکتوم آن  PCRنتایج ( درصد 30/20)

 بود.درصد  6/51درصد و  0/45به ترتیب  Nested-PCRبر اساس نتایج حاصل حساسیت و ویژگی : Nested-PCRحساسيت و ویژگی 

https://jvr.ut.ac.ir/
https://jvr.ut.ac.ir/
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کنترل مثبت، : ، ستون+bp144: نردبان ژنی Mستون .IS900انجام شده با استفاده از پرایمرهای اختصاصی  Nested-PCRنتایج ژل الکتروفورز محصول . 1 تصویر

 .های منفینمونه :1 و 3 های آلوده و مثبت، ستون: نمونه2 و 2 و 5 کنترل منفی، ستون :-ستون

 

 درصد بود.  12/54درصد و  6/40الایزا به ترتیب  بر اساس نتایج حاصل حساسیت و ویژگیحساسيت و ویژگی الایزا: 

به عنوان تست استاندارد و ارزش اخباری مثبت و منفی الایزا به ترتیب  Nested-PCRبا در نظر گرفتن ارزش اخباری مثبت و منفی: 

 .یدمحاسبه گرددرصد  61/51و  66/40

 محاسبه شد.درصد  44با توجه به تعداد موارد مثبت و منفی حقیقی صحت تست برابر با صحت تست: 

  بحث

صادی کند. این بیماری دارای اثرات اقتیون یک بیماری واگیردار بوده که گاو و دیگر نشخوارکنندگان را در بسیاری از مناطق دنیا مبتلا می

ثر ؤکنترل مشیری در آمده است. ی گاوهاها در ضررترین بیماریشیری است و امروزه، بیماری یون به صورت یکی از پری گاوهابر تولیدات 

ده بالینی تشخیص داده نشهای تشخیصی سریع و صحیح، دوره کمون طولانی، حضور موارد تحتپاراتوبرکلوزیس به دلیل عدم وجود آزمایش

 . (23) باشدمشکل بوده و تفسیر نتایج آزمایشگاهی، چالش برانگیز می MAPای و عدم وجود دانش کافی در مورد تنوع سویه

دهد کیفیت نامناسب ها را کاهش میرا محدود کرده و حساسیت آن PCRهای تشخیصی مبتنی بر له اصلی که استفاده از روشئمس

DNA های متعدد استخراج شده در اثر مقاومت دیواره سلولی مایکوباکتریایی و نیز حضور ممانعت کنندهPCR بنابراین بهینه  (22)باشد می

با  DNAدست آوردن هرای بیابد. به این منظور، آماده سازی اولیه نمونه بدر این مسیر اهمیت فراوانی می DNAکردن فرآیندهای استخراج 

ای در برخی موارد ساده و یک مرحله PCRهای اخیر نشان داده که روش صورت گرفته در سال مطالعاتبرخی از  .(25) کیفیت ضروری است

الگو نیست. به همین دلیل برای تشخیص  DNAبه ویژه در شرایط مقدار کم  مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیسقادر به تشخیص دقیق عامل عفونی 

، DNAبه دلیل توانایی جستجو و تکثیر مقادیر بسیار اندك  Nested-PCR ترتر و حساساز روش مطمئن مطالعه حاضراین عامل عفونی در 

اکتری، ترین راه انتشار این بهمای برخوردار است زیرا مدر مدفوع از اهمیت ویژهمایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس استفاده شد. از طرفی تشخیص 

این است که، به صورت مستقیم و بدون نیاز  حاضر ه در مطالعهتکار رفهباشد. یکی از مزایای روش بپخش مدفوع حیوانات آلوده در محیط می

ی رداخت و با اطمینان زیادهای مدفوعی گرفته شده از دام پتوان به بررسی نمونهبه کشت و یا اطلاع از وضعیت بالینی و کلینیکی دام می

خاصی از  که حیوان آلوده علائم بالینیتوجه به این گزارش نمود. با پاراتوبرکلوزیسمایکوباکتریوم سلامت و یا آلودگی دام مربوطه را نسبت به 

 .ر استبرخوردااهمیت زیادی  Nested-PCR دهد، لذا تشخیص سریع و دقیق این باکتری با استفاده از روشخود بروز نمی

در دو  پاراتوبرکلوزیس زیرگونه مایکوباکتریوم اویومهمان گونه که در بخش نتایج نشان داده شد، برآورد میزان فراوانی موارد عفونت با 

رأس گاوی که  50از منتهی به ارائه دو میزان فراوانی متفاوت برای این بیماری گردید.  مطالعه حاضرروش تشخیصی سریع استفاده شده در 

بر اساس نتایج مطالعات  مدفوع رکتوم را نشان دادند. Nested-PCRدر آزمون مورد نتیجه مثبت  24ها مثبت بود، نتایج الایزای سرم آن
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 های سرولوژی تنها قادر به تشخیص موارد پیشرفته بیماری هستند، زیرا پاسخ ایمنی هومورال آهسته توسعه یافته و به شدتمختلف آزمون

های جوان و تازه آلوده شده، حساسیت کمی . همچنین الایزا درتشخیص بیماری در دام(24 ،26)باشد میوابسته به تعداد کل مایکوباکتریوم 

ها نیست؛ با پیشرفت بیماری و افزایش ها به علت عدم تولید آنتی بادی، الایزا قادر به تشخیص عفونت از سرم خون آندر این دام دارد زیرا

 .(20)یابد بادی، قدرت تشخیصی الایزا نیز افزایش می تولید آنتی

رولوژیکی های سبه وسیله آزمون پاراتوبرکلوزیس زیرگونه مایکوباکتریوم اویومبر اساس نظر برخی محققین، جهت تشخیص آلودگی به 

یزای جذبی در مطالعه . استفاده از الا(26)مثبت کاذب وجود دارد های مشابه و حصول نتیجه واکنش متقاطع با باکترینظیر الایزا، احتمال بروز 

 مایکوباکتریوم اویومدیگر این است که سیر بیماریزایی شده است. یک فرضیه  PCRیزا در مقایسه با کنونی سبب بهبود نسبی نتایج آزمون الا

در اثر  بادی در خونممکن است که روند افزایشی نداشته، بلکه افزایش و کاهش متناوب در میزان باکتری و آنتی پاراتوبرکلوزیس زیرگونه

متفاوتی از عفونت با های تشخیصی سریع، هر کدام شکل یا مرحله رسد که آزمونبه نظر می .(20) درپی صورت گیردآلودگی مجدد و عود پی

حساسیت پایین و ویژگی بالای روش الایزا جهت  .دهندباکتری و آنتی بادی( را تشخیص می(پاراتوبرکلوزیس  زیرگونه مایکوباکتریوم اویوم

یژگی آزمون میزان و مطالعاتدر مطالعات بسیاری گزارش شده است، در این  پاراتوبرکلوزیس زیرگونه مایکوباکتریوم اویومتشخیص آلودگی به 

 های با شیوعو در گله (31 ،34)درصد  54های با کشت مدفوع مثبت، کمتر از درصد و میزان حساسیت آن در گله 00تا  04الایزا در محدوده 

 گزارش شده است. (24)درصد  24کم در حدود 

 زیرگونه مایکوباکتریوم اویومدر تشخیص آلودگی به  PCRروش  ،2411و همکاران در سال Mihajlovicبر اساس مطالعات 

، 2440و همکاران در سال  Clark .(24) یابددارای ویژگی بالایی است و میزان حساسیت آن با پیشرفت بیماری افزایش می پاراتوبرکلوزیس

درصد و حساسیت و  3/05و  2/44مستقیم بر روی مدفوع را به ترتیب  PCRجهت تشخیص بیماری یون در گاو حساسیت و ویژگی آزمون 

مدفوع را در مقایسه با  PCR. این محققین در مجموع آزمون (32) درصد بیان نمودند 0/04و  3/31ویژگی آزمون الایزای سرم را به ترتیب 

حاضر  معرفی نمودند که با نتایج مطالعه پاراتوبرکلوزیس هزیرگون مایکوباکتریوم اویومتری در تشخیص آلودگی به الایزای سرم، روش مناسب

 همخوانی دارد.

جهت ارزیابی نتایج حاصل از آزمون الایزای جذبی استفاده شد. گرچه روش  Nested PCRدر مطالعه حاضر از نهایی:  نتيجه گيری

ودن و عدم تفاوت بر بدلیل زمانباشد ولی بهمی پاراتوبرکلوزیس زیرگونه مایکوباکتریوم اویومکشت یک روش استاندارد برای تعیین آلودگی به 

بررسی شیوع آلودگی برای کشت به عنوان یک روش جایگزین  PCR استفاده از ،در مطالعات صورت گرفته PCRدار بین کشت و معنی

های در مدفوع دام پاراتوبرکلوزیس زیرگونه اویوممایکوباکتریوم . با توجه به دفع متناوب باکتری (32) شده استشخیص بیماری یون توصیه ت

 دلیل عدمبرداری مدفوع بهمنفی کاذب بالا باشد زیرا امکان ردیابی باکتری در هر مرحله از نمونهیج نتادارای  PCRرسد که نظر میآلوده، به

 ELISAدرصد( در مقایسه با  0/45) PCRسیت حسا شدهای آلوده وجود ندارد. در مطالعه حاضر نیز نشان داده دفع مستمر حتی در دام

درصد( و صحت آزمون  61/51و  66/40درصد( کمتر بوده است. از طرف دیگر علاوه بر ارزش اخباری مثبت و منفی بالا )به ترتیب  66/40)

توان ، میELISAنسبت به  PCRتر بر بودن و نیاز به امکانات آزمایشگاهی بیشتر و پیچیدهبر و زمانو همچنین هزینه ELISA درصد( 44)

تر بوده و پیشنهاد مناسبگری و مطالعات اپیدمیولوژیکی های غربالجهت بررسی PCRنسبت به  ELISAگیری نمود که آزمون چنین نتیجه

 ردد. ی صنعتی استفاده گهادر گاوداری پاراتوبرکلوزیس زیرگونه مایکوباکتریوم اویومهای آلوده به گردد از این روش برای مشخص نمودن داممی

 سپاسگزاری

از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز که از این مطالعه در قالب تسهیلات پژوهشی حمایت نمودند، تشکر و قدردانی 

 گردد.می

 تعارض منافع

  .تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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