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اي جذبي بررسي ميزان شيوع بيماري يون در استان مركزي و ارزيابي آزمون اليز
  به عنوان يك روش تشخيصي

  
   4، محمدمهدي حقدين4، علي دنيكو3، مهدي احمدي2محمد خسروي ،1مقامي الدين قائم سيدشمس

  5زاده  عليرضا كوچكو
  

  19/11/90: تاريخ پذيرش      28/1/90:  تاريخ دريافت
  

  هخلاص
ار هـاي متعـدد نـشخو       و در گونـه    گـردد   مـي   ايجاد پاراتوبركولوزيس مايكوباكتريوم  باكتري يماري يون يا پارا توبركولوزيس توسط     ب    

  ايـن  از علائم اختـصاصي   اسهال مزمن، لاغري مفرط و هيپوپروتئينمي در حيوانات          ، ماه 19بالاتر از   در گاو     . شده است  گزارشكنندگان  
 يصي ـك روش تشخ  ي ـبه عنوان     اليزا   آزمون ارزيابيشيوع بيماري يون در استان مركزي و         بررسي    مطالعه،  از اين  هدف . بيماري است 

  .بود لوزيسومايكوباكتريوم پاراتوبركپادتن ضد مشخص نمودن  جهت
در حومـه   گلـه گـاو شـيري    12 بـه  متعلـق  سـال  2سن بيش از   باگاوراس  1724بر روي    1388و   1387هاي    در طي سال   اين مطالعه     

 پادتن ضد ي جستجويبا استفاده از كيت تجاري برا  با روش اليزاي جذبي وميزان شيوع بيماري يريگ اندازه  . انجام شدشهرستان اراك
تشخيص  مثبت %)5/15( دام    راس 274تعداد   ي جذبي راساس نتايج حاصل از آزمايش اليزا     ب  .انجام شد  لوزيسومايكوباكتريوم پاراتوبرك 

 راس گـاو مـشكوك بـه        87نمونه بافتي و سـرم خـون از          .  بود  درصد 6/58 و   4ب  يبه ترت ها    آلودگي در گله    و حداكثر  حداقل  .ندداده شد 
 در مقايـسه بـا آزمـون        يمـار يص ب ي جهـت تـشخ    ي جـذبي  آزمون اليـزا   يژگيو و  حساسيت،  دي گرد يورآ جمعبيماري يون در كشتارگاه     

اندك و سهولت   هزينه    به دليل   آزمون اليزاي جذبي   هاي اين مطالعه    با توجه به يافته     .بود  درصد 100و   36/47ب  يبه ترت هيستوپاتولوژي  
  .باشد  مطرح مي مناسبعنوان يك آزمون غربالگريبه در تشخيص بيماري يون كاربرد 

  
  ، اليزا پاراتوبركلوزيس، گاو، شيوع، استان مركزي:كلمات كليدي

  
  مقدمه

ــون     . ــاري يـ ــاكتري  بيمـ ــط بـ ــي توسـ ــستاسـ  د فـ
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis  ،

موجب التهـاب مـزمن گرانولومـاتوزي         و گردد  مي عارض
بيمــاري درگــاو بــا اســهال مــزمن و  ). 4(شــود  روده مــي

ــي   ــشخص مـ ــاهش وزن مـ ــاوب و كـ ــود و در  متنـ شـ
ــشانه     ــين ن ــاهش وزن اول ــك، ك ــشخواركنندگان كوچ ن

اي وحـشي و    ه ـ گونـه طيف وسيعي از      .درمانگاهي است 
 .  هـستند  اهلي نشخواركنندگان نسبت به بيمـاري حـساس       

 
 
   اهواز- رازي منطقه جنوب كشور  موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازيمربي پژوهشي 1

    دانشگاه تهران،گروه ميكروبيولوژي، دانشكده دامپزشكيدانشجوي دكتري تخصصي،  2
   اراك-كارشناس موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي منطقه مركزي كشور 3

   اراكعلوم آزمايشگاهي،كارشناس  4
  دانشگاه تهران،گروه ميكروبيولوژي، دانشكده دامپزشكيدانشجوي دكتري تخصصي،  5

جداشدن عامل بيماري از برخي از بيماران انساني مبتلا به          
Crohn's disease ديدگاه بهداشـت عمـومي   ، بيماري را از

در حال حاضر وجود    .  نيز در كانون توجه قرار داده است      
 .)1(بيماري در اكثر مناطق ايران اثبات شده است 

  و باشـد   مـدفوعي مـي    -از راه دهاني   اين بيماري    انتقال    
بسياري از حيوانات قبل از شش ماهگي به بـاكتري آلـوده            

 روزگي 30گردند و بيشترين استعداد ابتلا در سنين زير    مي
   سـال بـه     3  تـا   ماه 6تواند به مدت     ميبيماري   ). 1(است  
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گير  چشمخسارات اقتصادي بيماري      .آيد حالت مخفي در  
هـا حتـي در      كـه بعـضي از دام      با توجه بـه ايـن       .باشد مي

بادي در سرم    آخرين مرحله عفونت هم از نظر وجود آنتي       
 از ،شـود   به منظور تأييد تشخيص توصيه مـي  ،في هستند نم

ــتفاده گـــرددروش چنـــد آزمـــايش مـــستقيم  . )2(  اسـ
ميكروسكوپي به عنوان انتخاب بعد از كشت مـورد توجـه          

نمونه مدفوع يـا مخـاط ناحيـه         در اين روش از    . باشد مي
شـود و بـا روش زيـل         دريچه ايلئوسكال گسترش تهيه مي    

هـاي اسـيد      وجود باسيل  ،گيرد آميزي انجام مي   نلسون رنگ 
هـاي   فست كه به تعداد زياد و به صورت تجمع در سـلول    

 نشانه مثبـت بـودن گـسترش     ،شوند وئيد مشاهده مي  يتل اپي
 بررسـي سـرمي ميـزان       ،اين مطالعـه    از هدف  .خواهد بود 

 ـ ارز همچنـين و  شيوع بيماري يون در استان مركـزي          يابي
حساسيت و ويژگي آزمون اليزاي جذبي جهت كـاربرد در          
تشخيص بيماري در مقايسه با آزمون هيـستوپاتولوژي بـه          

  .بودعنوان آزمون استاندارد 
  

  مواد و روش كار
 12 بـه    1388 و   1387هـاي    در اين مطالعـه طـي سـال           

مزرعه پرورش گـاو شـيري در حومـه اراك مراجعـه و از              
 سـال، بـه صـورت       2 راس گـاو بـالاي       1724وريد وداج   

هـاي مربـوط بـه        و فـرم   استريل نمونه خون اخـذ گرديـد      
وضعيت سلامت دام و نوع سيستم پرورشي از نظر بـاز و            

هـاي مـورد آزمـايش بـه      دام  .بسته بـودن تكميـل گرديـد    
  .وجه به حجم گلـه انتخـاب شـدند        صورت تصادفي و با ت    

هـاي اخـذ شـده بـه موسـسه تحقيقـات واكـسن و                نمونه
ــرم ــد و    س ــل ش ــعبه اراك منتق ــازي رازي ش ــس از س پ

 جدا گرديد و تا زمان انجام آزمـايش         آنها، سرم   سانتريفيوژ
 پـس از   . دگـراد نگهـداري ش ـ      درجه سانتي  -20دماي  در  

ت انجـام   جه ـ) فرانـسه ( ID.vetگيري از كيت     اتمام نمونه 
آزمون اليزاي جـذبي بـراي بررسـي ميـزان شـيوع سـرمي              

ــد  ــتفاده ش ــون اس ــاري ي ــين  .بيم ــه  همچن ــوع ب ــا رج  ب
لغ  گـاو بـا     راس 87هاي صـنعتي اسـتان اراك از         كشتارگاه

 ،نـد مشكوك به بيماري يون كه دچـار لاغـري مفـرط بود           

يزاي جذبي  زمون ال آنمونه سرم قبل از ذبح دام براي انجام         
 يهــا  فــوق پــس از كــشتار نمونــهياهــ اماز د، اخــذ شــد

ــه ــاز ناح( يستوپاتولوژي ــه انتهــايي  هي ايلئوســكال و ناحي
بـه همـراه    ز برداشت شد و     ين) ولون و غدد لنفاوي مزانتر    ق

يـزاي  زمـون ال  آنمونه سرم مربوط به هر دام جهـت انجـام           
لوژي بـه موسـسه تحقيقـات        بررسـي هيـستوپاتو     و جذبي

  .اراك منتقل شدسازي رازي  شعبه  واكسن و سرم
  

  اليزاي جذبي
محـصول   (ID.vet كيـت طبق دستورالعمل    اليزا   آزمون    

پس از مرحلـه انكوبـه       )شركت پاراس مونت پوليه فرانسه    
 انجـام   يكوباكتريوم فلئ ايمژن   يا آنت  ب هاي سرم   نمونه شدن
 450با استفاده از دستگاه قرائت كننده در طول موج            .شد

ه قرائـت شـد و بـا يـك          نانومتر جـذب نـوري هـر گـود        
 جهـت    . قرائت كننده اليـزا تنظـيم شـد        ،ميكروپليت خالي 

 محاسبه زيرطبق فرمول   ،  S/Pتفسير براي هر نمونه درصد      
مـشكوك و   مـوارد مثبـت،  با توجه به دستورالعمل كيت     و  

  .منفي در آزمون به صورت ذيل تفكيك شدند
ODي كنترل منف -  ODكنترل مثبت / OD ي كنتـرل منف ـ - 
OD نمونه =  S/P %  

  
    % S/P ≥ % 60 منفي

 S/P %  ≤ 60 ≥ % 70 مشكوك

  % S/P  ≤ % 70  مثبت
  

  هيستوپاتولوژي
 ـآدرصـد بـه      10 در فرمالين    هاي بافتي  نمونه     شگاه زماي

ميزي زيل نيلسون   آ اك ارسال و رنگ   موسسه رازي شعبه ار   
مراحل معمـول    ،پس از تثبيت   . ها انجام شد   بر روي نمونه  

 ـ تهيه مقاطع بافتي توسط دستگاه اتوتكنيكـون انجـام           ه و ب
 سـپس مقـاطع     ،هاي بافتي تهيه گرديد    وسيله پارافين قالب  

 5سـتگاه ميكروتـوم بـا ضـخامت         بافتي با برش توسـط د     
 و هـا بـه روش زيـل نيلـسون         نمونـه  . شـد  تهيه   ميكرومتر
و وجود بـاكتري     شدند ميزيآ  رنگ ني ائوز -نيليهماتوكس
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هاي فاگوسيتوز كننده بوسيله ميكروسكوپ نوري  در سلول
هاي قرمز رنـگ      مشاهده باكتري   .مورد بررسي قرار گرفت   

دام بـه بـاكتري     ميزي اسيد فست مؤيـد عفونـت        آ در رنگ 
 .مولد بيماري يون تلقي گرديد

  
  نتايج

 راس  1724 تعـداد    از  اليزاي جذبي  پس از انجام آزمون       
 سرمي بـا درصـد      اريعداراي    راس 274 گاو مورد آزمايش  

S/P   كه  ) درصد 5/15ميزان شيوع   (  درصد بودند  60 بالاي ،
 راس 36 و   ) درصد 70 بالاي   S/P درصد( مثبت   راس 238

،  ارزيابي شدند  ) درصد 70 تا   60 بين   S/Pدرصد (مشكوك
هاي تهيـه شـده در زمـان         جه به نتايج و فرم    تو  با همچنين
 6/58و حداكثر آن     4ها   حداقل آلودگي در گله    گيري نمونه
نتايج حاصل از بررسـي فراوانـي بيمـاري در            . بود درصد
 ذكـر شـده     1هاي پرورشي باز و بـسته در جـدول           سيستم
 نمونـه اخـذ شـده از        87نتايج حاصـل از بررسـي         .است
 ) درصد 67/43 ( نمونه 38  كه دبو صورت    اين  به اهگگشتار

پس از انجام آزمون هيستوپاتولوژي از نظر حضور اجـرام          
ــي ــست داس ــد  ف ــشخيص داده ش ــت ت ــاطع   .ندمثب در مق
شناسي تغييرات بـافتي مـشاهده شـده از قبيـل نفـوذ              بافت

تعداد زياد ائوزينوفيل و ماكروفـاژ       لنفوسيت و پلاسماسل،  
 و بـروز    ارينپروفاژ به درون     تا نفوذ گسترده ماك    ارينپدر  

ژهــا فا ماكرو .ظــاهر چمــاقي شــكل پرزهــا متفــاوت بــود
ــد    ــرده بودن ــوذ ك ــر مخــاطي نف ــت زي ــه باف ــين ب  . همچن

هـاي   اي اكثرا با باسـيل     هاي چند هسته   ماكروفاژها و سلول  
هـاي عـضلاني     اسيد فست انباشته شده بودند ولي در لايه       

فــاوي علائــم التهــاب هــاي لن در عقــده . مــشاهده نــشدند
ــد ــشاهده گردي ــارهدر   .م ــه ترت 2 و 1 نگ ــب ــصوير ب ي ت

در دام  ه روده بـزرگ     ي ـو ناح ميكروسكوپي عقده لنفـاوي     
در آزمـون    . مبتلا به پاراتوبركلوزيس نشان داده شده است      

 مورد مشكوك نشان داده     2 مورد مثبت و     16اليزاي جذبي   
اسيت حـس هـاي كـشتارگاهي       اين نمونـه   ،طبق نتايج   .شد

  درصــد100  آن و ويژگــي36/47آزمــون اليــزاي جــذبي 
  .برآورد گرديد

  
  هاي پرورشي باز و بسته استان مركزي با روش اليزا مقايسه فراواني بيماري يون در سيستم: 1جدول 

  فراواني نسبي  فراواني مطلق
  سيستم جايگزيني در گله

  منفي  مثبت  منفي  مثبت
  جمع

  100  67  23  452  151  هاي با سيستم بازميزان شيوع بيماري در گله 
  100  89  11  998  123  ميزان شيوع بيماري در گله هاي با سيستم بسته

  
 

  
هاي اسيد فست در ناحيه مركزي  وجود ماكروفاژهاي مملو از باكتري  پاراتوبركلوزيس در عقده لنفاوي مزانتريك گاو،: 1تصوير 

 .) ×40 نلسون،-زيلآميزي  رنگ( در فرم لپروماتوز بيماري عقده
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  اسيد فست در فرم توبركلوئيد بيماري   وجود باكتري پاراتوبركلوزيس در ناحيه روده بزرگ گاو،:2تصوير 

  .)×40 آميزي زيل نلسون، رنگ(
  

  بحث
هاي سرمي با استفاده از اليزا بعد از      بادي جستجوي آنتي     

 بـا واكـنش متقـاطع توسـط عـصاره           يها بادي حذف آنتي 
  آزمـون  تـرين   حساسترين و اختصاصي   اكتريوم فلئي ميكوب

ن و  ژوي ايمونوديف هاي روشباشد و بر      مي وني سرولوژيك
 بـا  اليـزاي جـذبي      آزمون  .امل مكمل برتري دارد   عتثبيت  

يك كيت تشخيـصي تجـارتي قابـل دسـترس اسـت و بـا             
هـا   استفاده از آن استاندارد شـدن كـار در بـين آزمايـشگاه            

همزمـان بـا پيـشرفت      در يـون      .دگيـر  تر انجـام مـي     آسان
 ـ ،يابـد  بادي افزايش مي   عفونت مقادير آنتي   كـه   طـوري ه   ب

 حاكي از آن است كه در آينده نزديـك          پادتنمقادير بالاي   
توان از   بنابراين مي  . علائم باليني بيماري بروز خواهد كرد     

بندي گاوها براي حـذف      نتايج كمي اليزا در جهت اولويت     
  ).4( استفاده كرد

گزارش چنداني در ارتباط با وضعيت بيمـاري يـون در           
ــاط مختلــف كــشور موجــود نمــي  در مطالعــه   .باشــد نق

 راس گـاو    227 از 1388 در سـال     همكـاران   و يشاهمراد
ه ي ـپـس از ته   و   اخذ   مدفوع نمونه   وني يماريبه ب  مشكوك

هـا مثبـت     از دام % 31/27 ها در كل   گسترش و كشت نمونه   
 طي  2011در سال   همكاران    و Fathi  ).3( ندا  هشد يابيزرا

ر يصـد نمونـه ش ـ     يبر رو  يجان غرب يا در آذرب  يك بررسي 
 عامل بيماري يون    ي سالم حضور ملكول   يمربوط به گاوها  

 زان حــضوريــن مي درصــد اعــلام نمودنــد و همچنــ12را 
 ـ عامل   يملكول  PCR بـا روش (  را  آلـوده  يون در گاوهـا   ي
  ).8( ان داشتندي درصد ب44 )ري شيها  نمونهيرو
تحقيقات انجام شده در ساير نقـاط دنيـا آمـار و ارقـام               

 ـبـه  هـا     آلودگي سـرمي دام     ميزان متفاوتي از  نـشان  ون را ي
ه مطالعات اپيدميولوژيك در انگلـستان نـشان داد         .دهد مي

 درصـد از گاوهـا بعـضي از علائـم           4/17كه حداقل   است  
 وع سـرمي ، در بلژيـك شـي   دهنـد  يم ـنشان   بيماري يون را  

 7/2 و در هلند اين ميزان بـين        )6(  درصد 6/6 وني يماريب
در اسـلوني در يـك       .  درصد گـزارش شـده اسـت       9/6تا  

 درصد براي بيماري 59/11 ساله شيوعي به ميزان   2مطالعه  
هـاي    درصـد از گلـه    9/2 در آمريكـا      .شده اسـت  گزارش  

 ونيــ بــه هــاي گوشــتي آلــوده  درصــد از گلــه8شــيري و 
 كـا ي در آمر  در كل شـيوع بيمـاري       .ندا ه شد تشخيص داده 

در   ).11( شــود  درصــد تخمــين زده مــي18 تــا 8/1بــين 
 در  ،)5( درصـد    6/4 در كاليفرنيـا     ،)10( درصد   6/2انتاريو  

 در مكلنبـورگ آلمـان      ،)7( درصـد    02/3گاليسياي اسپانيا   
ها از نظر سرمي آلـوده بـه بيمـاري     دام از   )9( درصد   2/12

گزارشات فوق و نتايج بـه دسـت          .ندا هتشخيص داده شد  
  حـاكي از گـسترش آلـودگي در نقـاط           از اين مطالعه   آمده

 .باشد  ميو ايران  دنيامختلف



 مقامي، محمد خسروي و همكاران الدين قائم سيدشمس

  1391 پاييز، 3، شماره هشتم، دوره مجله دامپزشكي ايران     58

از شناسي سـبب          تغييرات مشاهده شده در مقاطع بافت     
 و جـذب نامناسـب و       لئـوم ي ا يهـا  پرز ييدست رفتن كارا  

 ـ كـه حاصـل از ا      ن به درون روده   ينفوذ پروتئ  رات يي ـن تغ ي
مطالعــات   .)1( گــردد يمــباشــد ســبب بــروز اسـهال   يم ـ

 يمـار يب هي ـ نشان داده است كه در مراحل اول       يشناس بافت
ــاكتري و نفــوذ   در  لنفوئيــديهــاي ســلولتعــداد كمــي ب

شرفته يــمراحــل پكــه در   وجــود دارد در حــاليضــايعات
.  حاوي تعداد زيـادي بـاكتري هـستند       ، ماكروفاژها   يماريب

 بـاليني بـروز     علائـم ت بيمـاري    هـا بـا پيـشرف      در تمام دام  
 اما چگـونگي رونـد بـروز از دامـي بـه دام ديگـر          ابد،ي يم

  .متفاوت است
    Sockett هـاي سـرولوژيك را بـراي        همكاران تـست   و

نيكـي و   يل گاو با بيماري تحت ك     177تشخيص بيماري در    
حـساسيت اليـزاي     گاو غير عفـوني بررسـي كردنـد،          196

 AGID  ،26حـساسيت    و   4/43 مورد گـاو     177جذبي در   
 ـج حاصـل از ا    يكـه بـا نتـا       .)13(درصد بـود     ن مطالعـه   ي

  توسـط  2006مطالعـه ديگـري در سـال         . كند يمطابقت م 
Speer      هـاي جديـدي     و همكاران صورت گرفت كه روش

شـده   ابـداع  SEliSA و  WEliSAهاي   به نام  از آزمون اليزا  
ل  را قب  ها  ايشان نمونه  . ندا  هكه حساسيت مشابه داشت   است  

هـاي   ژن تحت تأثير فرمالدئيد بـا غلظـت        از استخراج آنتي  
حـساسيت و    وند  ا  هقرار داد )  درصد 37 تا   7/3از  (متفاوت  

كـه  انـد     گزارش كـرده   درصد   95 بيش از     را ويژگي آزمون 
  ).15(باشـد    ميزاهاي معمول آزمون الي بسيار بهتر از روش  

ص ي جهـت تـشخ    ي جـذب  يزاي ـدر حال حاضـر آزمـون ال      
 اسـتاندارد، مـورد     يون در گاو به  عنـوان آزمـون        ي يماريب

 يهـا  ين آزمـون در بررس ـ    يت ا ي حساس  .باشد يرش م يپذ
 ـ   يمختلف، متفاوت م ـ    ثابـت شـده اسـت كـه         يباشـد، ول

ه عفونـت تـا بـروز       ي ـن آزمـون از مراحـل اول      يت ا يحساس
ص يت تشخ يابد و حساس  ي يش م ي افزا ينيحداكثر علائم بال  

ن آزمون گـزارش شـده      ي ا ي درصد برا  87 درصد تا    15از  
 يمـار يزا وابـسته بـه مرحلـه ب       ي ـت ال يحساس  ).16(است  

 و  يني با علائـم بـال     يها ت آزمون در دام   يباشد و حساس   يم
 ي پاسـخ ايمن ـ    ).14( باشد ي بالاتر م  يماري ب ييمراحل انتها 

وانات متعاقب عفونت متغير بوده و بستگي بـه مرحلـه           يح
 ). 12( دارد   ينيعفونت و وجود يا عدم وجود بيمـاري بـال         

 ـ در ا  ي جذب يزايت ال يحساس  درصـد و    36/47 ين بررس ـ ي
 كه با مطالعات صـورت گرفتـه        بود درصد   100 آن   يژگيو

در كــل  .  دارديگــر كــشورها مطابقــت و همخــوان يدر د
زا در  ي ـ كرد كـه انجـام آزمـون ال        يريگ جهين نت يتوان چن  يم

س و  ي بـا عفونـت پـاراتوبركلوز      يهـا   دام ييجهت شناسـا  
 مثبـت   يزاي با آزمون ال   يها د است و دام   ي مف يماري ب كنترل

تواند به همراه علائـم      ين تست م  يباشند و ا   يقطعاً آلوده م  
ص يد تـشخ  يها به عنوان تائ    ر آزمون يا سا ي و   يماري ب ينيبال
 انجام  يزا منف ي ال يها در دام  . ردي مورد استفاده قرار گ    يينها
دام از   بـودن    يرن عـا  هـا جهـت اعـلام نمـود        ر آزمون يسا

ده ي ـچيت پ ي ـ بـا توجـه بـه ماه        .باشد ي م يعفونت ضرور 
ت ي در رابطـه بـا وضـع       يديتواند د  يزا م ي آزمون ال  يماريب

 نـشان   يمـار ي در رابطه با مرحلـه ب      يا در موارد تك   يگله و   
   .دهد
شـود ميـزان      مـشاهده مـي    1همان گونه كه در جـدول           

برابر  2سيستم جايگزيني باز     هاي با  آلودگي سرمي در گله   
ايـن مـسئله    باشـد،    هاي با سيستم بسته مي     ر گله آلودگي د 

هـاي وارداتـي در انتـشار آلـودگي را نـشان             نقش مهم دام  
همچنين در اين مطالعه مـشخص گرديـد كـه در             .دهد مي
هاي مـورد بررسـي در طـي چنـد سـال              درصد از گله   60

گذشته وجود بيماري يون بـه تاييـد آزمايـشگاهي رسـيده         
دامات كـافي در جهـت پيـشگيري از بـروز            ولي اق ـ  ،است

موارد جديد و يا كاهش ميـزان آلـودگي صـورت نگرفتـه             
هاي سـرمي كليـه      با توجه به اين حقيقت كه آزمون        .است

 ميـزان واقعـي بيمـاري       ،گيـرد   نمي حيوانات آلوده را در بر    
شود كه نيازمند  بيش از ميزان به دست آمده تخمين زده مي      

  .باشد ينه مياقدامات جدي در اين زم
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   قدردانيتشكر و
هـاي اسـتان مركـزي كمـال         دانند كه از كاركنان موسسه رازي شعبه اراك و مسئولين گـاوداري            نويسندگان بر خود لازم مي        

  .تشكر را بنمايند
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