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 Mycobacterium avium  جداسازی
تحت گونه پاراتوبرکلوزيس از گاوان منطقه ارومیه

چکيد ه 
 بيم�اری ي�ون در گاو که عامل آن M.avium تحت گونه پاراتوبرکلوزيس می باش�د؛ بيماری مهمی به ش�مار می آي�د. ضررهای اقتصادی، حذف 
دام های آلوده، هزينه های بالای کنترل بيماری و ايجاد بيماری کرون در انس�ان اهميت اين بيماری را بيش�تر کرده است. دانستن ميزان آلودگی، 
يافتن مناطق آلوده و کانون های بيماری می تواند در پيشگيری از بيماری موثر واقع شود. در اين مطالعه تعداد 400 راس گاو بين 6 ماه تا 5 سال 
س�ن در منطقه اروميه، با استفاده از کش�ت مدفوع مورد آزمايش قرار گرفتند. نمونه ها روي محيط ميدلبروک کشت داده شدند و پرگنه ها بعد از 
8 هفته ظاهر گرديدند. در نهايت با توجه به مورفولوژي کلوني، رنگ آميزي اس�يد – فس�ت، مقايس�ه کلوني با کلوني سوش رفرانس و با توجه به 
اختصاصي بودن محيط کشت مشخص گرديد که باکتري جدا شده M.avium تحت گونه پاراتوبرکلوزيس است. در بين نمونه ها نتيجه کشت در 

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

کلمات کليد ي : بيماري يون،  Mycobacterium avium، تحت گونه پاراتوبرکلوزيس ، محيط ميدلبروک، اروميه 
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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            

مقد مه
امروزه با وجود رشد سریع جوامع بشري بخصوص در کشورهای جهان 
س��وم، تقاض��اي روزافزون نیاز به م��واد غذایی و رش��د روز افزون جمعیت 
در این کش��ورهاي از مس��ائل عمده می باش��د. در کش��ور ما نیز مس��اله 
تولید پروتئین حیوانی مورد نیاز کش��ور یكي از مش��كلات مهم مي باش��د. 
 یك��ي از عل��ت هاي کمبود تولید گوش��ت قرمز بر اثر خس��ارات ناش��ي از 
 بیم��اري هایي اس��ت که باع��ث نابودي جمعی��ت دامي مي ش��ود. یكي از 
بیم��اري هاي مهم��ي که صنعت گاوداري را در جه��ان مورد تهدید جدي 
قرار داده بیماري یون مي  باش��د. در ایران بیماري یون ابتدا در سال 1341 
در خوزس��تان در گاو داري ش��رکت نفت تمییز داده شد و سپس وجود آن 
در بین گاوان موسس��ه حیدر آباد به ثبت رسید و همچنین در گوسفندان 
س��ازمان عمران قزوین ش��ناخته ش��د و در حال حاضر در برخي از مناطق 
ایران شیوع دارد و موارد انفرادي آن را در کشتارگاه ها تشخیص مي دهند 

)شیمي،13٧٦(. 
گرچ��ه زیان هاي حاص��ل از مرگ و میر حیوان��ات در اثر این بیماري 
چندان زیاد نیس��ت ولي اگر زیان هاي حاصل از کم ش��دن محصولات دام 
را ب��ه آن اضافه کنند مي ت��وان نتیجه گرفت که بیم��اري یون زیان قابل 
ملاحظه اي  به دام وارد مي سازد. دام هایي که به شكل بالیني بیماري دچار 
مي باشند، بواسطه لاغري مفرط بكلي ارزش اقتصادي را از دست می دهند. 
وقوع بیماري در گاو در اس��تان هاي مختلف کشور گزارش شده است ولي 
در مورد میزان وقوع و فراواني این بیماري در گاو، گوسفند و بز در مناطق 

مختلف آماري وجود ندارد.
اولین بار علائ��م بالیني و چهره پاتوآناتومیكي پاراتوبرکلوزیس در قرن 
19 توضی��ح داده ش��د. نام بیماري یون برگرفته از ن��ام یون  و فروتینگهام  
است که در س��ال 1895 ارتباط میان آنتریت و وجود میكروارگانیسم هاي 

اسید فست را در قسمت هاي روده ثابت کردند. در سال 19٠٦ بانگ  بین 
آنتریت توبرکلوز و آنتریت بدون توبرکلوز تفاوت قایل ش��د و پیشنهاد کرد 
که دومي را مي توان آنتریت ش��به توبرکلوز نامید. شناس��ایي عامل مسبب 
بیماري توس��ط ورت  انجام گرفت که در س��ال 1912 موفق به کش��ت و 
جداس��ازي مایكوباکتریوم گردید به طوریكه در سال 1914 نشان داده شد 
که مي تواند آنتریت تجربي تولید کند. بعد از شناسایي کامل میكوباکتریوم 
پاراتوبرکلوزی��س به عنوان یك گونه در جن��س مایكوباکتریوم، نام بیماري 
ب��ه پاراتوبرکلوزی��س تغییر یافت. حدود اواس��ط قرن 2٠ بود که ش��یوع و 
گس��ترش جغرافیایي پاراتوبرکلوزیس ش��ناخته ش��د و اثر آن روي اقتصاد 

پرورش حیوانات آشكار گردید )Cocito و همكاران 1994 (.        
در گوس��فند و بز براي اولین بار بهار صفت و همكاران )1349( عامل 
ی��ون را از یك راس بز جدا نمودند. نامبردگان در س��ال 1351 جنبه هاي 
اپیدمیولوژي، درمانگاهي و آس��یب شناسي بیماري یون در گوسفند و بز را 

مورد مطالعه قرار دادند )طباطبایي و فیروزي، 138٠(.
بیماري یون یك بیماري عفوني غیر قابل درمان در نش��خوارکنندگان 
سراس��ر جهان اس��ت. از خصوصیات این بیماري آنتروکولیت گرانولوماتوز، 
ت��ورم ع��روق لنفاوي موضعي و لنفادنیت اس��ت که منجر ب��ه بروز علامت 

شاخص بیماري یعني کاهش وزن پیشرونده مي شود.
بیم��اري ی��ون گاوي به چن��د دلیل بیم��اري مهم به ش��مار مي رود: 
اولا بیم��اري باع��ث ضرره��اي اقتصادي ش��دید در نتیجه کاه��ش تولید 
مي ش��ود. ثانیاً تعداد حیوانات کش��تاري و حذف شده افزایش مي یابد. ثالثاً 

 

هزینه هاي مربوط به روش هاي آزمایش و کنترل بیماري بالاست و علاوه 
بر آن اعتقاد بر این است که M.avium تحت گونه پاراتوبرکلوزیس نقش 
ایجادکنندگ��ي بیماري کرون  را در انس��ان ب��ازي مي کند )Chiodini و 

همكاران 198٦(. 
عام��ل بیماري باس��یلي اس��ت ک��ه در راس��ته اکتینومایس��تال و در 

... Mycobacterium avium جداسازی
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 خان��واده مایكوباکتریاس��ه و جن��س مایكوباکتری��وم ق��رار دارد. وج��ود 
دی��واره هاي غني از لیپی��د مایكوباکتریوم ها را به صورت باکتري هاي آب 
گری��ز )هیدروفوب( درآورده و نس��بت به عوامل محیط��ي مقاوم مي نماید. 
 مایكوباکتریوم هاي محیطي در خاک، روي نباتات و در آب یافت مي شوند. 
مایكوباکتریوم هاي بیماریزاي اجباري توسط حیوانات مبتلا دفع مي شوند 
 Quinn ( و همچنین مي توانند در محیط براي مدت طولاني باقي بمانند

و همكاران 2٠٠2(.
بیماري یون در سراس��ر دنیا وجود دارد. در س��ال 1959 یك مطالعه 
در خصوص یون گاوي در بریتانیا نش��ان داد که شیوع بیماري بالیني ٠/٦ 
درصد مي باشد )Withers، 1959(. مطالعات کشتارگاهي به طور همزمان 
نش��ان داد که ش��یوع عفونت تحت بالیني در گاوان بین ٦ الي 15 درصد 
 PCR 1949(. در مطالعه اخیر که در آن از تكنیك هاي ،Tylor( مي باشد
و کش��ت براي آزمایش نمونه هاي کشتارگاهي  استفاده شده بود نشان داد 
که ش��یوع عفونت تحت بالیني در گاوان بالغ 3/5 درصد و در گاوان جوان 

2 درصد مي باشد )Cetinkaya و همكاران 199٦(.
 میزان شیوع بیماري در بعضي کشورهاي جهان در حال افزایش است. 
بیماري عموماً در گاو رخ مي دهد ولي در وسعت کمتر در گوسفند و بز نیز 
رخ مي دهد. وقوع بیماري در گاومیش، آهو، گوزن، شتر، خوک و اسب هم 

گزارش شده  است. 
بیم��اري در ده��ه اخیر با تم��ام وجود در دامپروري ه��اي ایران بویژه 
گاوداري ه��اي صنعت��ي ک��ه به ش��كل متراکم پ��رورش مي یابن��د چهره 
نش��ان داده و باعث ضربه ش��دیدي در ارتباط با کاهش تولید بویژه ش��یر، 
ح��ذف دام از گل��ه و اش��اعه آلودگي توس��ط گاوها به ش��كل بالیني و نیز 
غیر بالیني ش��ده اس��ت. مخزن M.avium تحت گون��ه پاراتوبرکلوزیس 
دس��تگاه روده اي حیوان��ات مبت��لا، ه��م در مبتلای��ان بالین��ي و نی��ز در 
مبتلایان��ي ک��ه علائم بالین��ي ندارند مي باش��د. در آزمایش��گاه به 3 روش 
 عم��ده مي ت��وان ب��ه وجود بیم��اري پي ب��رد: آزمای��ش ه��اي میكروبي، 
 واکن��ش ه��اي آل��رژي و آزمای��ش هاي س��رمي ک��ه البت��ه در بعضي از 
آزمایش��گاه هاي پیش��رفته از روش هاي مولكولي نیز اس��تفاده مي ش��ود 

)شیمي،13٧٦(.
 این آزمایش ها شامل:

1-5- آزمایش مستقیم مدفوع.
2-5- روش هاي ایمونوهیستوشیمیایي.

3-5- کشت مدفوع.
4-5- تست هاي ازدیاد حساسیت تاخیري.

5-5- تس��ت هایي که واکنش هاي ایمني س��لولي را در بیماري یون 
مورد ارزیابي قرار مي دهند.

٦-5- تهیه بیوپسي از طریق جراحي.
٧-5- تست هاي سرولوژیك 

8-5- ردیابي ژنتیكي.
با توجه به اهمیت بیماري یون و ضرر اقتصادي ناش��ي از این بیماري 
و نیز اهمیت دس��تیابي به آمارهاي دقی��ق از میزان آلودگي گاو به بیماري 
ی��ون، ه��دف از این طرح تحقیقاتي جس��تجوی عامل بیم��اري یون یعني 
مایكوباکتریوم آویوم تحت گون��ه پاراتوبرکولوزیس در گاوان منطقه ارومیه 

به مي باشد.   

مواد و روش ها 
1- جمع آوری نمونه 

نمونه مدفوع مدفوع 4٠٠ راس گاو قبل از کشتار در طول دو ماه جهت 
انجام کش��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 5٠ تا 2٠٠ 
گاو و ب��ه ص��ورت اتفاقي جم��ع آوري گردید. نمونه ها از طری��ق رکتوم با 
دس��تكش مخصوص استریل جمع آوری شده و نمونه مدفوع برداشت شده 
در ظروف اس��تریل نمونه برداری به آزمایش��گاه انتق��ال یافت. گاوان مورد 
آزمایش در محدوده سني ٦ 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 کش��ت مدفوع بود؛ به این صورت که:  1٠ 
گ��رم مدف��وع در 4٠ میلي لیتر آب مقطر حل ش��ده، س��پس به مدت 3٠ 
دقیقه سانتریفیوژ گردید. از مایع رویي به میزان 5 میلي لیتر برداشته شده 
و در 3٠ میل��ي لیتر آب مقطر حاوي زفی��ران  ٠/3 درصد افزوده گردید تا 
آلودگي زدایي گردد. این محلول در درجه حرارت اتاق به مدت 24 س��اعت 
نگهداري شد و مجددا محلول رویي جدا گردید. از رسوب حاصل در محیط 

میدلبروک )Difco, US( کشت گردید.
3 لول��ه ک��ه مایكوباکتی��ن ب��ه آن اضافه ش��ده ب��ود و 1 لول��ه بدون 
مایكوباکتی��ن، در 3٧ درجه س��انتیگراد گرمخانه گذاري ش��د. و به صورت 

هفتگي مورد بررسي قرار گرفت. 
البته براي کنترل وجود قارچ 2 میلي لیتر رسوب با 4 قطره آمفوتریسین 
B )5 میكروگرم در میلي لیتر( مخلوط ش��ده و به هر لوله قبل از کش��ت 4 
قط��ره افزوده گردید. در 3 لوله حاوي مایكوباکتین مایكوباکتین عمدتا بعد 
از 8 هفته پرگنه ها ظاهر گردید. با توجه به مورفولوژي کلني، رنگ آمیزي 
اسید فست، مقایسه کلوني با کلوني سوش رفرنس و با توجه به اختصاصي 
بودن محیط کش��ت به خاطر وجود گلیس��یرین و مایكوباکتین، مش��خص 
مي ش��ود که باکتري جدا ش��ده M.avium تحت گون��ه پاراتوبرکلوزیس 

است. 

مشاهدات و نتايج 
در این طرح تحقیقاتي که در گاوان منطقه ارومیه انجام ش��ده اس��ت، 
از روش کش��ت مدف��وع در محیط میدلبروک اس��تفاده گردید. با توجه به 
مورفولوژي کلني، رنگ آمیزي اس��ید فست، مقایسه کلوني با کلوني سوش 
 M.avium رفرانس و اختصاصي بودن محیط کش��ت باکتري جدا ش��ده
تحت گونه پاراتوبرکلوزیس تش��خیص داده شد. از 4٠٠ نمونه اخذ شده از 
4٠٠ 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 یكسان 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- ترکيب جيره هاي مورد استفاده در طول دوره ی آزمايش

جدول 1- شيوع آلودگی با دو گونه هايپودرما در کل لاشه های آلوده

                  جنسيت 
سن دام

موارد مثبت در کشت مدفوعتعداد دام مادهتعداد دام نر

٦4٧9923 ماه تا 2 سال تمام

2531222٠ سال تا 3 سال تمام

312٦٧5 سال تا 5 سال تمام

11228848جمع کل

ب��ا توجه به اهمیت بیم��اري یون مي توان چنی��ن نتیجه گرفت که 
12 درصد آلودگي در نوع خود درصد بالایي مي باش��د لذا برای گسترش 
روزافزون بیماری باید اقدامات پیش��گیرانه ای توسط دستگاه های ذیربط 

انجام گیرد.

بحث 
محقق��ان زی��ادي روي بیم��اري ی��ون و M.avium تح��ت گون��ه 
پاراتوبرکلوزیس کار کرده اند. در یك بررس��ي با عنوان میزان شیوع، وقوع 
و گس��ترش جغرافیایي بیماري یون در گاوان انگلس��تان و مرزهاي کشور 
ولز ش��یوع بیماري را در گله  ه��ا ٠/٠٠٠٠3 گزارش کردند که در گله هاي 
آلوده در سال هاي 1993 و 1994 به ترتیب ٠/٠1٦٧ و ٠/٠228 گزارش 
شده است )Cetinkaya و همكاران 199٦(. در یك بررسي دیگر 2989 
گاو با آزمایش مدفوع بررس��ي گردیدند و در 5 درصد کش��ت مثبت بود 
)Kalis، 1999(. در پژوهش��ي با عنوان بیماري یون در گاو تخمین زده 
مي ش��ود که حدود 22 درصد گاوان ش��یري و 8 درصد گاوان گوشتي در 
ای��الات متحده آمریكا به بیماري یون آلوده اند )Linnabary و همكاران 

.)2٠٠1
در تحقیقي در آمریكا چنین گزارش ش��د که 4٠-2٠ درصد گله هاي 
ش��یري داراي مراحل مختلف بیماري یون هس��تند )Stabel و همكاران 

2٠٠1(. در این طرح تحقیقاتی از تعداد 4٠٠ عدد نمونه بدست آمده 12 
درص��د گاوان از نظر وجود آن M.avium تح��ت گونه پاراتوبرکلوزیس 
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 الیزا از نظر آلودگي به 
M.avium تحت گونه پاراتوبرکلوزیس مورد بررس��ي قرار گرفتند که در 
سال 1999، 3/4 درصد گاوان از 384٦9 گاو و 3/5 درصد نشخوارکنندگان 
کوچك از 125٧8 راس مثب��ت بودند )Ocepek و همكاران 2٠٠2(. با 
 توج��ه به نتایج مطالع��ه حاضر، میزان آلودگی در س��نین پایین تر بالاتر 
می باش��د که این یافته موید این نكته اس��ت که آلودگی در سنین پایین 

شیوع بیشتری دارد.
در یك بررسي دیگر  روي گاومیش کوهان دار آمریكایي کشت مدفوع 
از 14 گاومی��ش ب��ه عمل آم��د و در 3/٧  درصد آنها کش��ت مثبت بود 
)Huntley و همكاران 2٠٠5(. در یك تحقیق روي گله هاي با سیس��تم 
کنترلي ضعیف از نظر بیماري یون، چنین نشان داده شد که  ٧/8 تا  8٠ 
.)2٠٠5 ،Pavlas( مثبت مي باشند PCR درصد گاوان با روش کشت و

در تحقیقي دیگر در آمریكا از 583 نمونه کشت شده 12 مورد مثبت 
گزارش گردید )2/1 درصد( که در 9 مورد اس��هال کم، در 2 مورد اسهال 
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متوس��ط و در 1 مورد اسهال ش��دید گزارش گردید. در 4 گاو مثبتي که 
مجددا مورد آزمایش قرار گرفتند 1 مورد مثبت و 3 مورد منفي بودند. 2 
راس از گاوان داراي اس��هال، زیر 14 ماه یا 14 ماه سن داشتند و 3 راس 

از آنها کمتر از ٦ ماه بودند )Bolton و همكاران 2٠٠5(.
در یك پژوهش دیگر 5 تیتر تشخیصي بر مبناي الیزا روي 359  گاو 
در در ٧ گله ش��یري بدون بیماري یون و نیز روي 2٠94 راس در ٧ گله 
گاو ش��یري آلوده به عامل بیماري یون انجام گرفت. نتایج نش��ان داد که 
41٧ گاو مایكوباکتریوم آویوم تحت گونه پاراتوبرکلوزیس را از مدفوع دفع 
مي کنند )Collins، 2٠٠5(. در پژوهشي دیگر در کره با روش الیزا 3/3 
درصد گاوان از نظر سرمي مثبت تشخیص داده شدند )Park و همكاران 
2٠٠٦(. مهمترین نتیجه اي که مي توان از این طرح تحقیقاتي گرفت این 
اس��ت که در منطقه ارومیه با توجه به میزان آلودگي 12 درصدي، که در 
نوبه خود میزان آلودگي بالایي به ش��مار م��ي رود؛ در صورت عدم رعایت 
مس��ائل کنترل و پیش��گیري از بیماري مي توان انتظار داشت که هر سال 
میزان آلودگي به M.avium تحت گونه پاراتوبرکلوزیس افزایش یابد که 
این خود نیاز به صرف هزینه هاي 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 کمك شایانی کند.    
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