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بررسي بيماري يون د ر د امد اري هاي
 صنعتي و نيمه صنعتي اصفهان

چكيد ه 
با توجه به پيشينه وجود  بيماري يون )Paratuberculosis( د ر برخي از د امد اري هاي صنعتي و نيمه صنعتي اصفهان و  به منظور بررسي 
علمي  و آزمايش�گاهي اين بيماري د ر منطقه مورد  نظر، پروژه اي طراحي و به مورد  اجرا گزارد ه ش�د . بر طبق روش توصيه ش�د ه مجري 
طرح، نمونه مد فوع از گاوهاي مشكوک به بيماري يون ) براساس تشخيص د کتر د امپزشك فارم( اخذ گرد يد  و د ر ظروف مخصوص بسته 
بند ي قرار د اد ه ش�د  و د ر ش�رايط سرد   به آزمايش�گاه منتقل گرد يد   د ر قسمت تشخيص بخش توبرکولين موسسه رازي حصارک کرج و 
بر مبناي پروتكل رسمي  O.I.E، عمليات جد اسازي Mycobacterium paratuberculusis )عامل بيماري يون(  شامل مراحل : آماد ه 
سازي نمونه ها، آلود گي زد ائي )Decontamination( توسط محلول  )Hexadecyl Pridinium Chloride =H.P.C( وتلقيح برروي 
محيط هاي کشت اختصاصي )Herrold’s egg yolk with Mycobactin( و )Mycobactin   Herrold’s egg yolk without( انجام 
گرد يد .  محيط هاي کشت تلقيح شد ه به انكوباتور انتقال د اد ه شد . باکتري M. paratuberculusis  بسيار کند  رشد  بود ه و سويه گاوي 
آن د ر بهتري�ن ش�رايط نياز به حد اقل 14 هفته انكوباس�يون د ر گرم خانه 37 د رجه  د ارد   بنابراي�ن هرنمونه به همين مد ت تحت کنترل 
قرار گرفت. از رسوب مرحله آلود گي زد ائي و نيز از پرگنه هاي رشد  يافته روي محيط هاي کشت، گسترش ميكروسكوپي )Smear( تهيه 
وس�پس به روش ذيل – نلس�ون  رنگ آميزي و مورد  بررسي ميكروسكوپي قرار د اد ه شد  )4(. د ر راستاي اين پژوهش، برروي تعد اد 227 
نمونه به آزمايشگاه ارسال شد  و د ر نهايت با کشت 1192 عد د  لوله محيط کشت ) 908 لوله کشت اوليه و 284  لوله کشت مجد د ( و بررسي 

511 گسترش ميكروسكوپي، تعد اد  32 نمونه  مثبت تشخيص د اد ه شد .

کلمات کليد ي :   مايكو باکتين، Mycobacterium paratuberculosis ، بيماری يون،  بيماری کرون ، ذيل نيلسون 
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Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 82 pp: 13-17

Study of  John’s disease in industrlal & semi industrial cattle husbandry of Esfahan province
By: A. H. Shahmoradi, Member of Scientific Board of Agricultural and Natural Resources Research Center of Esfa-
han Province (Corresponding Author, Tel: +983117885460). Mosavari. N and Aref Pajouhi R. Members of Scientific 
Board of Razi Research Insstitute Karaj- Iran. Heidari M.R, Noamaan V and Nabinejad A.R. Members of Scientific 
Board of Agricultural and Natural Resources Research Center of Esfahan Province. Tadaion K. Member of Scientific 
Board of Razi Research Institute Karaj Iran. Hosseini S.M. Expert of Veterinary Organization of Esfahan Province
Mycobacterium paratuberclosis  is one of the most important of   Micobacterium tuberculosis complex family. This pathogen can 
infect all ruminant animals like cattle , sheep and goat .  This research was done  with  cooperation of Esfahan Agricultral Research 
Center & Veterinary Organization  Isfahan  & Karaj Razi Research Institute. The samples put in safe packing and cold position (beside 
ice). In diagnose section of tuberculin department of Razi Research Institute, According to the ( o. I. E) protocol , we work on samples 
: (Decontamination , culture in special mediums ,incubation in  37. C for about 14 weeks, and  write results). The special mediums in 
this research include : Herrold’s Egg Yolk with mycobactin   &  Herrold’s Eeg Yolk  without  Mycobactin Before culture , we took 
227 smears ( after decontamination stage). During this project we cultured 227x 4 = 908 tubes media ( 3 tubes of  Herrold’s egg with 
Mycobactin and one tube of Herrold’s egg without mycobactin for every sample). We cultured 1192 media tubes and survey  511 
smears during this project We had 71 samples with colonies (acid fast bacillus, then we subcultuered  71 x 4 = 284 on: Herrold’s  egg 
Yolk with mycobactin media. In this stage we found 32 positive &  39 negative samples of 227 total faeces samples.

Key words: Ziehl neelsen  John’s disease,  Mycobacterium paratuberculosis

مقد مه
درس��ال1895يكمحق��قآلمانيبنامي��ون،ازگاوهايباعلائم
)اس��هال،ک��مخونيپي��شرونده،لاغ��ريش��ديدودرنهايتمرگ(،
گون��هايازمايکوباکتري��ومراج��دانم��ود.بعده��ااي��نباکت��ريرا
ي��ون بيم��اري را حاص��ل بيم��اري و  M. paratuberculosis 

)Johne'sDisease(نامنهادند.
درس��ال1932دانشمنديآلمانيبنامکرونوهمکارانشبيماري
مزمنيراکهس��بببروزتب،اس��هال،کمخونيپيشروندهولاغري
مف��رطميش��ودشناس��ائيکردندويک��يازعواملايج��ادبيماريرا
M. paratuberculosisعن��واننمودن��داي��نبيماريب��ههميندليل
بيماريکرون)Crohn’sDisease(نامنهادهشد.ايندوبيماريداراي

نشانيهايبالينيوپاتولوژيکيمشابهيميباشند.
بيمارييونمعمولاًبهطورمزمنسيرخودراطيمينمايد.عامل
بيماريمعمولاًدستگاهگوارشراموردتهاجمقرارميدهد.بعدازورود
باس��يليونبهبدنداموپيدايشعفونتاوليه،حيوانظاهراًسالمبه
نظرميرسدوممکناس��تاينحالتسالهاادامهيابدويادرشرايط
خاصيازقبيلحدتباکتريوتعدادآن،تغذيه،بهداش��تمحيطويا
حالتدفاعيدام،نش��انيهاوضايعاتيازبيماريديدهش��ود.براساس
M. paratuberculosis،محيطکش��تانتخابيجهت)O.I.E(پروتکل
Herrold’sEggYolkهمراهوبدونمايکوباکتين)بهترتيب3و1لوله

کشتبرايهرنمونه(ميباشد)6(.
پرگنههاياوليهM. paratuberculosisممکناستاز5تا14هفته
پسازکشتظاهرشوند.بررويمحيطکشتهرولدزاگمايکوباکتين
داراينباکتريبس��يارکوچك)بهقطريكميليمتر(،بدونرنگدانه،
نيمگرد)Hemispherical(سطحباکتريصافودرخشانميباشد.اگر

کش��تادامهيابد،بهتدريجپرگنهه��ابزرگتر)4تا5ميليمتر(وکدر
خواهندشد.شکلکلنيهانيزتغييريافتهوازصاف)Smooth(بهخشن
MammilateبهHemisphericalگرايشپيداکردهوازفرم)Rough(

تبديلخواهندشد)6(.
M. paratuberculosisزيرگونهخانوادهM. aviumميباش��د.اين
باکتريباسيليشکل،فاقدديوارهسلولي)داراياشکالاسفروبلاستيك(،
هوازي،اس��يدفس��ت،کندرش��د،دارايش��کلکوکوباس��يلباابعاد
)2-1(×)0/5(ميکرومتربودهکهدوانتهايآنگردميباشدوعلاوه
ب��ردارابودنخواصعموم��يمايکوباکتريومها،ازصف��اتويژهاينيز
برخورداراس��ت.ديوارهس��لولياينباکتريدارايچندينلايهليپيدي
بودهکهحدود60%وزنآنرابهخوداختصاصدادهاست.بهدليلاين
لايههايچربي،ديوارهباکتريدربرابرعواملرنگزدامثلاسيدوالکل
مقاومميباشدواگرچهجزوباکتريهايگرممثبتتلقيميشودولي
رنگگرمرابهخودنميگيرد.جهتمطالعهپرگنهها،ميتوانآنهارابه
دوروشذيلنلس��ون)بررسيبوسيلهميکروسکوپنوري(وفلوروکرم
)بررس��يبهوس��يلهميکروسکوپفلورس��نت(رنگآميزينمودهومورد
بررسيقرارداد..اينباکتريچونقادربهسنتزمايکوباکتيننميباشد،
جهترش��ددرمحيطکش��ت،بهفاکتورآهنني��ازداردکهباافزودن
مايکوباکتينبهمحيطکشت،امکانرشدآنميسرميگردد.محيطهاي
اختصاصيتلقيحش��دهبايدحداقلت��ا14هفتهدرانکوباتور37درجه
س��انتیگرادقراردادهشوند.بهدليلنيازشديدبهاکسيژن،باکتريدر
سطحمحيطرش��دمينمايد.اضافهنمودنتوئين80بهمحيطکشت
س��ببجداشدنباکتريهاازيکديگرش��دهوازرشدتودهايوغرق
ش��دندرمحيطمايعجلوگيريمينمايد.pHمناسبجهترشد7/6
– 6)متوس��ط7(است،همچنينافزودنCO2بهمحيطکشترشد
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باکتريراتس��ريعمينمايد.اينباکتريقادربهزندگيدرخارجسلول
-Baci نب��ودهوبهعلتدارابودنديوارهس��لوليوي��ژه،دارايدوفرم
laryوSpheroplastبودهکهدرانس��انبيشترشکلاسفروپلاستيك
آنس��بببيم��اريميگرددول��يدردامهاهردوف��رمباکتريباعث
بروزبيماريميگردد.ش��کلباسيليباکتري،درمحيطهاياختصاصي
راحتترقابلکشتبودهوبهترموردشناسائيقرارميگيرد،درحالي
کهفرماسفروپلاسيتكآنبهعلتمتغيربودنشکلوخصوصياتآن،
بهس��ختيدرمحيطکشترشدمينمايد.شناسائيفرماسفروپلاستي
باکتريحتيبهوس��يلهتکنيكهايمدرنمولکولینيزبهراحتيامکان
پذيرنيست.اينباکتريدرموکوسديوارهرودهنفوذمينمايد،بوسيله
ماکروفاژهابلعيدهش��ده،داخلفاگوس��يتهاتزايدنمودهوس��ببتورم
سلولهايناحيهودرنهايتمتورمشدنعضوميگردد.سويههاياين
باکتريکهازانسانجداشدهانددربرابرحرارتمقاومترميباشند)6(

گزارشهايس��ازماندامپزش��کيکشوروموسس��هرازيحاکياز
وجودبيمارييوندرگاو،گوسفند،بزوشتردرتماماستانهايکشور
ميباشد.باتوجهبهوجودتعدادقابلتوجهدامداريهايصنعتيونيمه
صنعتيدراس��تاناصفهانوگزارشهايمويدبيمارييوندردامهاي
اينمنطق��ه،اجراييكط��رحتحقيقاتيبرمبنايدس��تورالعملهاي
استانداردمدنظرقرارگرفتوخوشبختانهبهتصويبرسيدوبهمرحله

اجراقرارگذاشتهشد.
وشناس��ائي درجداس��ازي موفقي��ت ب��ر مبتن��ي پژوهشه��اي
M. paratuberculusisازگاودراي��رانبس��يارمحدودبودهواطلاعات
کافيدراينزمينهدردس��ترسنميباش��دکهشايديکيازدلايلآن
محيطهايکش��تبس��يارگرانوزمانطولانيرشدباسيليونباشد.
اينتحقيقکوشيدهبااتکابهروشهاياستانداردومعتبرجهاني،زمينه
رابرايجداس��ازيوشناس��ائياينباکتريفراهمنم��ودهتاراهجهت

مطالعاتتکميليومولکولیمهياگردد.

مواد  و روش ها 
الف - مواد  مورد  نياز 

1-موادمصرفش��دني)ظروفنمونهگيري– ارلنماير– پيپت
– لامميکروسکوپي– آنسودستکش(

ات��وکلاو  – انکوبات��ور  – س��انتريفوژ ( آزمايش��گاهي ل��وازم - 2
– ميکروسکوپ-ميکسر(

3-نمونهمدفوعدامهايمشکوكبهبيمارييون
H.P.C =HexadecylPridinium زداي ميک��روب محل��ول - 4

Chloride
5-محيطهاياختصاصيکشتميکروبي:
)Herrold’sEggYolkwithMycobactin(

))Herrold’sEggYolkwithoutMycobactin
)Mycobactin(6-پودرمحركرشدمايکوباکتين

)Ziehlneelsen(7-محلولرنگآميزيذيل– نلسون

ب - روش تحقيق
ف��ازمطالعاتيطرح:جهتانجاماينتحقي��قدراولينقدمآمار

گاوداريه��ايصنعت��يونيمهصنعتي،تعداددامهريكونيزس��ابقه
وجودبيمارييوندرآنهاجمعآوريشد)2(.

فاز اجرائي طرح
نمونههايمشکوكبهبيمارييونرا)براساستشخيصدامپزشك
فارم(راباروش��يکهمجريطرحجهتنمونهب��رداريدرگاوداريها
آم��وزشداد،اخذومش��خصاتکاملدام،نامدام��داريوتاريخروي
آنهاثبتودرظروفنمونهبرداريقراردادهش��دودرشرايطسردبه

آزمايشگاهارسالگرديد.

مراحل کشت ميكروبي نمونه ها
1-آلودگ��يزدائيازنمونهها:مقداريكگرمازمدفوعرادرون
لولهآزمايش��يبهحج��م50ميليليترکهح��اوي20ميليليترآب
مقطراستريلاستميريزيمو30دقيقهدردرجهحرارتآزمايشگاهبر
رويمخلوطکنبرقيقرارميدهيم،سپس5ميليليترازقسمتروئي
مخل��وطراب��هتيوبيباحجم50ميليليترکهمحتوي20ميليليتر
محل��ولآلودگيزدايH.P.C)بارقت0/75درصد(ميافزائيم.مخلوط
جدي��دراچندينباروارونهميکني��متاکاملًامخلوطگردد،وبهمدت
18س��اعتبحالتايستادهوبدونحرکتدردرجهحرارتآزمايشگاه
قرارميدهيم.س��پسمايعروئ��يراتخليهنمودهوازرس��وبحاصل
جهتکش��تميکربياس��تفادهميکنيم.دراينمرجلهتمامباکتريها

بجزمايکوباکتريومهاازبينميروند)5(.
2-تلقيحبهمحيطهايکشتاختصاصي:برايهرنمونهمقدار
0/1ميل��يليت��رازرس��وبمحلولمرحل��هآلودگيزدائيرابهس��ه
)Herrold’sEggYolkwithMycobactinلول��همحيطجامدش��يبدار
Herrold’sEggYolkwithoutوي��كلولهمحيطجام��دش��يبدار(

Mycobactin(تلقيحنموديم)جمعاًچهارلولهبرايهرنمونه()6(.
3-انکوباس��يون،کنترلوثبتدادهها:لولههايکش��تش��دهبه
انکوباتور37درجهسانتيگرادمنتقلوبهطورهفتگيکنترلشدند.بر
اس��استوصيهO.I.Eبرايثبتنتيجهنهائيبايدحداقلتا14هفته
بهنمونهکش��تشدهيون)س��ويهگاوي(مهلتداد،سپسدرصورت

منفيبودنميتوانآنراخذفنمود)6(.
4-تهيهگسترشميکرسکوپي)اسمير(:ازرسوبمحلولمرحله
آلودگ��يزدائيوهمچنينازپرگنههايرش��ديافت��هرويمحيطهاي
کش��ت،گس��ترشميکروس��کوپيتهيهوبهروشذيل– نلسونرنگ
آميزيوموردبررسيميکروسکوپيكقرارگرفت.درمجموعتعداد511

گسترش)اسمير(تهيهوموردبررسيميکروسکوپيقرارگرفت)6(.

نتايج
درط��ولمدتاجراياينتحقيق227نمونهمش��کوكبهبيماري
پاراتوبرکلوزي��سازگاوداريهايمنطقهموردبررس��يدريافتش��د.از
تعداد227گسترشپسازمرحلهخنثيسازي)قبلازکشت(در46
نمونهباسيلاسيدفسترويتشد)20%(.پسازکشتميکروبي227
نمون��ه،بررويلولههايکش��ت71نمونه،کلنيهايمش��کوكداراي
باسيلهاياسيدفست)27/31%(ظاهرگرديدکهازاين71نمونهکشت



16   )پژوهش وسازند گی(

مجدد)سابکالچر(تهيهشد)284=4×71(.
درنهايتازتعداد71نمونهمشکوكدارايباسيلاسيدفست،32
نمونهمثبتيونتش��خيصدادهش��د)14%ازکلنمونههاو45%از

نمونههايمرحلهکشتمجدد(.
جزئياتآمارينمونههابهقرارزيراست:
تعدادگاوداريهايصنعتيموردبررسي:14

تعدادکلنمونههايدريافتي:227
تعدادگسترشهايگرفتهشدهقبلازکشت:227

تعدادگسترشهايمثبتقبلازکشت:46
تعدادگسترشهايمنفيقبلازکشت:908=227×4

تعدادلولههايکشتاوليهکهدرآنهاباسيلاسيدفستديدهشد:71
تعدادلولههايکشتاوليهکهدرآنهاباسيلاسيدفستديدهنشد:156

)subculture(:284=71×4:تعدادلولههايکشتمجدد
تعدادگسترشمجدد:284

تعدادنمونههائيکهدرکشتمجددمثبتشدند:32
تعدادنمونههائيکهدرکشتمجددمنفيشدند:39

تعدادنمونههائيکهدرمحيطکشتماکوباکتينداررشدکردند:25
تعدادنمونههائيکهدرمحيطکشتبدونمايکوباکتينرشدکردند:7

تعدادکللولههايمحيطکشتشدهدرطولاجرايطرح:
908+284=1192

تعدادکلگسترشهايبررسيشدهدرطولمدتاجرايطرح:
284+227=511

بحث
درابت��داياجرايط��رح،اکثرگاوداريه��ايصنعتيبزرگمنطقه
ب��هلحاظاعتبارومس��ائلاقتصادي،حاضربههم��کارينبودند.لذابا
هماهنگيادارهکلدامپزشکياستاناصفهانوتضمينعدمافشاينام
دامداريهايآلوده،اطمينانآنهاجلبوحاضربههمکاريشدند.بنابر
توافقبهعملآمده،بهجاينامگاوداريهاازکداستفادهشد.جمعا14ً
گاوداريصنعتيونيمهصنعتي،جهتانجاماينطرحنمونهدراختيار
مجريقراردادندکهنامآنهاازAتاNکدبنديش��د.ايننمونههااز
نظرجغرافيائيتماممناطقاصفهانراپوششميدهد،ونتايجبهدست
آمدهمبينايناستکهبيمارييوندرتمامنواحياصفهانگسترش
يافتهومتاس��فانهباتوجهبهاينکهبرنامهمدونيجهتمبارزهباآندر
دستاجرانميباشد،درآيندهبيماريمزمنيونيکيازمشکلاتاصلي

دامداريهاخواهدبود.
ش��کيبامهردربي��نس��الهاي79– 1378بااس��تفادهازالايزاو
همچنينتهيهگسترشمستقيم،بهبررسيبيمارييوندرشهرستان
س��اوجبلاغپرداخ��تکهپسازبررس��ي276نمونهمدف��وعوخون،
ميزانش��يوعبيماريرادرروشالايزا)91/23(ودربررس��يمستقيم

گسترشهايميکروسکوپي)2/2(تعييننمود.
ش��اهرخيدربينسالهاي78– 1375دراستانمرکزيازتعداد
102نمونهمدفوعمش��کوكبهيونکش��تدادهشده،16موردمثبت
جداس��ازينم��ود)15/68%(.ويدرکنارکش��تميکروبي،آزمونهاي
الايزايجذبيوالايزايگاماانترفرونرانيزبکاربردکهميزانش��يوع

درالاي��زايجذب��ي)75/68(ودرالايزايگاماانترف��رون)75/43(را
بدستآورد.

Allwoodدرس��ال2002دردانشگاهسيدنياسترالياباکشتدو
مرحلهاينمونهه��ايمدفوع،ابتدانمونههارارويمحيطکش��تمايع
تجارتيکش��تدادوسپسپرکنههايمش��کوكروياينمحيطهارا
رويمحيطکش��تجامدهرولدزاگمايکوباکتيندارکش��تنمودکه
پ��ساز4هفتهپرگنههاظاهرش��دندوليانکوباس��يونمحيطهاتا8
هفت��هادامهيافت.اينمحققهمچنينتع��داد100نمونهمدفوعدام
دارايعلائمبالينيکهدرتس��تالايزايجذبيمثبتشدهبودندرابه
محيطکشتهرولداگتلقيحنمودوبهايننتيجهرسيدکهکشتدو

مرحلهايجهتجداسازيازاعتباربيشتريبرخوردارميباشد.
باتوجهبهمطالعاتانجامش��دهدرمناطقمختلفدنياوباعنايت

بهنتايجآمارياينبررس��يتوصيهميش��ودکه:
1– باوجودمعرفيروشهاينوينتش��خيصيسرميومولکولی،
کشتميکروبيهمچنانازاعتباربالائيبرخوردارميباشدبهطوریکه
هنوزهمOIEاينروشرابهعنوانGoldtestتشخيصمايکوباکتريومها
معرفيمينمايدبويژهجهتانجامآزمونهايملکوليکهنيازبهتوليد

انبوهباکتريميباشد.
2–  بيم��اريمزم��نپاراتوبرکل��وزدراکث��رگاوداريه��ايايران
منجملهاصفهانوجودداردکهياشناس��ائينميش��وندويامسئولان
دامداريهايدرگيربهعلتمسائلاقتصاديوحيثيتيحاضربهافشاي

آننيستند.
3-باتوجهبهوجودبيماريکرون)Crohn’sDisease(درانس��ان
کهنش��انيهايآنبسيارنزديكباعلائمبيمارييونميباشدوحتي
دربرخ��يازموارددرافرادمبتلابهکرون،M. paratuberculosisجدا
شدهاست،احتمالمشتركبودناينبيماريمتصورميباشددرنتيجه
نيازبهيكبررس��يهمهجانبهدرس��ايرنقاطکشوراحساسميگردد
تاباجمعبنديدقيقنتايج،مس��ئوليناجرائيومتوليانامربهداش��ت
انس��انودامکش��ورراهکاريعملیجهتپيشگيريومبارزهبااين

بيماريارائهنمايند.

سپاسگزاري
اينبررسيباهمکاريبخشتحقيقاتدامپزشکيمرکزتحقيقات
کشاورزيومنابعطبيعياس��تاناصفهان،موسسهتحقيقاتواکسنو
س��رمس��ازيرازيحصاركکرجوادارهکلدامپزشکياستاناصفهان

انجامگرفت.
بنابراينلازمميدانيم:ازتماميپرس��نلبخشتوبرکولينموسسه
رازيب��هدليلهمکاريدرمراحلتش��خيصيدکت��رمرتضيرحماني
رئي��سادارهمبارزهب��ابيماريهايدامادارهکلدامپزش��کياس��تان
اصفه��انبهخاطرارتباطدادنمجريتحقيقب��ادامداريها-دکتر
مسعودرحمانيدامپزشكبخشخصوصياصفهانبهدليلکمكدر
جمعآورينمونههاودکترس��عيدبکائياستادياردانشکدهدامپزشکي

دانشگاهتهرانبهخاطرمشاورهآماريتشکروقدردانیمینمائيم.

بررسي بيماري يون د ر ...
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