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ویشگاوم هايیماريب شناسایی.استروريضبدن
راندمانشیافزادرتواندیمهاآني جادکنندهیاعوامل

اقتصادي،وانیحنیاپرورشبهبودوگوشتو  شیردیتول
 Rajabian Gharib and(اي داشته باشد العاده قفوتیاهم

Khosravi Pour 2016(.
اختلال در  یجادباعث ا متعدديزايبیماريعوامل

ازیکیکهودش یم یوانح ینعملکرد دستگاه گوارش ا
یونیماريب.استیونبیماريموارداینترینمهم

و  یشروندهپ،گرانولوماتوزآنتریتینوع)پاراتوبرکلوز(
تحت یوموایکوباکتریومماتوسطاست که  درمان یرقابلغ

 Sivakumar et(شودمیعارض1زیسلوپاراتوبرکويگونه

al. 2006(.
MAP  و  اسیدمقاوم به هوازي اجباري، یک باکتري

به آهن و براي رشداست که اختیاري درون سلولی
Yegani(کندي دارد داشته و رشدنیاز  2مایکوباکتین

گاو، گاومیش،  باکتري مزبور هاي طبیعی میزبان).1998
شتر هستند  يلاما، گوسفند، بز، گوزن قرمز و خانواده

)Tiwari et al. 2006.(بالینی بیماري یون پیش يمرحله
. استو غیراقتصادي  نتیجهبی،درمانوبوده طولانی 

در گروه  3بهداشت دام سازمان جهانی از نظرپاراتوبرکلوز
B  شودمیهاي تجاري  محدودیتسبب قرار گرفته و
)OIE 2014(.

-یمدفوع یدگآلو ون،یيماریراه ابتلا به بنیترمعمول
از راه باکتري   .استيماریبا عامل ب جوانيهادامیدهان

در مخاط معمولاًشود و دهان وارد دستگاه گوارش می
-میزان کم لنفاوي مزانتریک و به هايگرهکوچک،  يروده

لنفاوي حلق مستقر شده و  هايگرهو  هالوزهتري در 
شودمیمنتقل  دهبه زیر مخاط رو Mهايسلولتوسط 

)Momotani et al. 1998(. و  پارینحضور باکتري در
-میباعث بروز واکنش آماسی کوچک يزیر مخاط روده

1- Mycobacterium avium sub sp. paratuberculosis
(MAP)
2- Mycobactin
3- World Health Organization

زیر مخاط محل حضور درها  ابتدا نوتروفیل.گردد
، در نهایت ماکروفاژها شروع به کردهها تجمع  باکتري

این باکتري درون .نمایندمیعامل بیماريفاگوسیتوز 
تکثیر  .دهد میماکروفاژ زنده مانده و به تکثیر خود ادامه 

و تزاید ارگانیسم در ماکرفاژهاي مخاط روده سبب بروز 
پاسخ گرانولوماتوز همراه با تکثیر و تزاید ماکروفاژها، 

در  پیکرهاي غولسلولیویید، تل اپی هايسلولتشکیل 
خصوص در انتهاي هبروده زیر مخاطپارین و تا حدودي 

افزایش ضخامت مخاط روده و ایجاد به وایلئوم شده 
.)Baker et al. 2007(انجامدمیذب جسوء 

م بالینی، پتانسیل دفع یبیماري یون بسته به شدت علا
چهاررایج به  هايروشارگانیسم و تشخیص با استفاده از 

بندي بالینی، بالینی و بالینی پیشرفته طبقه، تحتنهفتهيمرحله
.)Sohal et al. 2007, Heydarnejhad et al. 2017(شودمی
فرط، م بالینی در گاومیش مانند گاو شامل لاغري میعلا

 دمارغم علیهیدراتاسیون و د اسهال آبکی متناوب یا مداوم
.)Kulsresthal et al . 1980(و اشتهاي طبیعی است

همراه با مخاط روده کالبدگشایی افزایش ضخامت در
مزانتریک هاي لنفاوي  گرهتورم يبه علاوهچروکیدگی 

-دیده میخصوص در یک سوم انتهایی ایلئوم مربوطه به

 يعروق لنفاوي در زیر لایهدر موارد پیشرفته . شود
، متسع  خصوص در سطح مزانتر اغلب برآمدهسروزي به

.)Yegani 1998(و ضخیم هستند
يماریبیمولکولویسرمیابیارزمنظوربهمطالعهنیا

درکیپاتولوژعاتیضاباآنیاحتمالارتباطوونی
کشتار شده در کشتارگاه  يهاشیگاومدرکبدوها روده

.شدانجام اهواز 

مواد و روش کار
تدریجی به کشتارگاه صنعتی اهواز در  اتبا مراجع

 97)1396لغایت مهر  1395دياز (ماهه  نهزمانی يدوره
از هر دو سال دو بالاي با سن غر و لاگاومیشس أر

خون  ينمونه. ندانتخاب شدگیري نمونهجهت جنس 
اخذ  از ورید وداجها آناز ذبح  پسبلافاصله ها گاومیش
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 منتقللیتري میلی 15هاي فالکون و درون لوله گردید
 بازرسیو  بطنی يباز شدن حفرهاز پس. گردید

لنفاوي  يگرهایلئوسکال و  يدریچه دقیق ماکروسکوپی
هاي بافتی کبد، نمونهلب راست نیز و مزانتریک مربوطه 
هاي نایلونی  در کیسهو تهیه  هاي مزبورمورد نیاز از محل

-لازم به ذکر است که بعد از نمونه. گردید نگهداريتمیز 

تعویض مورد استفاده اسکالپل  يگیري از هر لاشه، تیغه
منتقل آزمایشگاهحاوي یخ به ظرفها در  نمونه. گردید
.شدند

به قطر حداکثر یک هایی ، برشهانمونهاز هر یک از 
،درصد 10فرمالین بافر تهیه شده و با استفاده از  مترسانتی

هاي هاي مزبور مطابق روشاز نمونه. گردیدندپایدار 
تهیه و  مترمیکرو پنجضخامت  مقاطع پارافینی بهمعمول، 

موارد مشکوك با در و1ائوزین-روش هماتوکسیلینبه 
.ندآمیزي شدرنگ 2نلسون زیلاستفاده از روش 

دماي محیط، بابهاز رسیدن  پسهاي خون نمونه
ه ودقیقه سانتریفوژ شدپنجمدت دور به 4000سرعت 

 يدرجه -20در فریزر  انجام الایزاتا زمان  حاصلههايسرم
با ي غیر مستقیمزایالاآزمون .شدند نگهداريگراد سانتی

پس از فرانسه، ID.VET3ساخت شرکت کیت استفاده از
مایکوباکتریوم ژن  هاي سرم با آنتینمونه سازيمجاور

. جهت جلوگیري از ایجاد واکنش متقاطع انجام شد 4فلئی
رقیق و همراه با ،سازندهها، طبق دستور شرکت سرم

هاي پلیت اضافه شد و هاي مثبت و منفی به گودهکنترل
قرارگیري در دماي آزمایشگاه و شستشو،  دقیقه 45پس از 

نهایت، پس در. ها اضافه گردیدکونژوگه به تمامی گوده
قرارگیري در دماي آزمایشگاه و شستشو، به  دقیقه 30از 

 15سوبسترا افزوده شد و پس از - ها، کروموژنگوده
در طول موج  کننده،دقیقه و اضافه کردن محلول متوقف

 يبا دستگاه خواننده گودهجذب نوري هر ،نانومتر 450

1- Hematoxylin and Eosin (H&E)
2- Ziehl – Neelsen (ZN)
3- Innovative Diagnostics Veterinary
4- Mycobacterium phlei

جهت تفسیر براي هر )Accureader, Taiwan(الایزا
محاسبه و با توجه به زیر طبق فرمول  S/Pدرصد  ،نمونه

دستورالعمل کیت موارد مثبت، مشکوك و منفی تفکیک 
.شدند
) یکنترل منف ينورجذب  -کنترل مثبت يجذب نور([=S/Pدرصد 

100×])یکنترل منف يجذب نور  -نمونه يجذب نور/ (
تجاري  از بافت با استفاده از کیت DNAاستخراج 

العمل براي این کار طبق دستور .انجام شد) ، ایرانسیناژن(
تیغ  يوسیلهه ب گرم از بافتمیلی 20-25ابتدا ، کیت

ه میز قرار دادمیکروتیوب تدرون و شده تمیز جدا اسکالپل 
همراه با  یزلمیکرولیتر بافر100، به هر میکروتیوب .شد
با هدف تکمیل و  شداضافه 5میکرولیتر ریبوتیناز 20

 يدرجه 56ساعت در دماي  12مدت بهفرآیند هضم، 
ها  در این مرحله میکروتیوب. داده شدقرار گراد سانتی

 ورتکسثانیه  20مدت  چند بار با حداکثر سرعت به
سازنده مراحل طبق دستورالعمل شرکت  يبقیه. گردیدند

 PCRهاي استخراج شده تا زمان انجام DNA. انجام شد
.ندشد گراد نگهداريسانتی يدرجه 20منفی مايددر 

نوکلئوتیدي مربوط به  هايتوالیاز  PCRجهت انجام
برخی که در  IS900یعنی  MAPقطعات ژنی اختصاصی 

 ,Anwar Khan et al. 2010(ه است استفاده شدمطالعات 

Chaturvedi et al. 2017, Sivakumar et al. 2006(، 
-و معکوس بهروشیپ هايتوالی پرایمر. گیري شدبهره

-CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-'5ترتیب

-AATCAACTCCAGCAGCGCGGCCTCG-'5و  '3

 25، در حجم هر واکنش استفاده درمورد اجزايبود '3
آمپلیکون، (6میکرولیتر مسترمیکس 5/12میکرولیتر شامل 

میکرومولار هر یک از  10میکرولیتر از غلظت یک ،)آلمان
هاي استخراج DNAمیکرولیتر از هر یک از پنج پرایمرها، 
جهت تکثیر ژن هدف . میکرولیتر آب بود 5/5شده و 

-دمایی شامل واسرشته يسازي، از برنامهپس از بهینه

5- Ribotinase
6- Master Mix
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 53دقیقه، پنج مدت به  C94°ياولیه در دما1سازي
 30به مدت  C94°دماي سازيچرخه شامل واسرشته

، تکثیر)ثانیه 30به مدت C54°(پرایمر ، اتصال ثانیه
)°C72 و تکثیر نهایی در ) ثانیه 30به مدت°C72  به مدت

کنترل منفی  جهتهر واکنش،در .دقیقه استفاده شدپنج 
-سسهؤم(MAPاستخراج شده از  DNAاز آب مقطر و از 

به عنوان ) تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي، ایران ي
محصول میکرولیتر از  10مقدار .استفاده شدکنترل مثبت 

PCR  سیناژن، (رنگ ایمن حاوي درصد 5/1ل آگارز ژدر
) سیناژن، ایران(bp100در کنار نردبان ژنی ،)ایران

.شدالکتروفورز
افزار نرم16ينسخهدست آمده با استفاده از ه ب جینتا
SPSS 2کوکرانويمربع کا يهانبردن از آزمو و با بهره 

 يآمار لیو تحل هیتجز مورددرصد 95نانیاطم يبا درجه
.گرفتقرار 

نتایج
نتایج پاتولوژي

خیم شدگی از نظر ظاهري درجات مختلفی از ض
 8خوردگی آن در ایلئوسکال همراه با چین يمخاط دریچه

هاي میکروسکوپی نمونهدر بررسی . نمونه مشاهده گردید
به شرح مزبور، ضایعات متنوعی  يتهیه شده از دریچه

.نمونه دیده شد 58در 1جدول 

رودهایلئوسکال  يدریچهکیپاتولوژيها افتهی: 1جدول 
درصدتعدادنوع ضایعه

229/37ائوزینوفیلیکآنتریت 
173/29تیکیآنتریت لنفوس

1119آنتریت گرانولوماتوز
88/13آنتریت موکوسی و موکوسی چرکی

58100مجموع

1- Denaturation
2- Cochran's  test

ي ها تغییرات هیستوپاتولوژیک مشاهده شده در نمونه
سنگین انبوهی شامل نفوذ  مبتلا به آنتریت لنفوسیتیک

کمی ماکروفاژ در تعدادها، پلاسماسلهمراه به لنفوسیت 
و زیر ) 1تصویر (هاي لیبرکوهن کریپت در میانپرزها، 
.بودروده ایلئوسکال  يدریچهمخاط 

ها لنفوسیت گستردهنفوذ به. آنتریت لنفوسیتیک:1تصویر 
)L ( همراه با معدودي ماکروفاژ)M( در پارین یکی از

. )Cr(کریپت لیبرکوهن . توجه شود روده هاينمونه
)H&E ،20Xآمیزي رنگ(

آنتریت ها از نمونه) درصد 19(مورد  11در 
نفوذ تعداد همراه با تشخیص داده شد که  گرانولوماتوز
تلیویید،  اپیسلول هاي التهابی مانند ماکروفاژ،  زیادي سلول

پارین پیکر لنفوسیت و پلاسماسل در  هاي غول سلول
ها از آنمورد 7در.بودروده و زیر مخاط ) 2تصویر (
گرانولی در سلول اجرام اسیدفست ،)درصد 64(

.)3تصویر(مشاهده گردید تلیویید اپی
لنفاوي  يهاي تهیه شده از گرهدر بررسی نمونه

نمونه  62رأس گاومیش تحت مطالعه، در  97مزانتریک 
مورد ضایعاتی  35ي مشهودي دیده نشد ولی در ضایعه

.مشاهده گردید2به شرح جدول 
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حضور دو سلول به. آنتریت گرانولوماتوز: 2تصویر
در پارین ) L(لنفوسیت  زیاديهمراه با تعداد ) G(پیکر غول

هاي روده توجه شود یکی از نمونه
)H&E ،40Xآمیزي رنگ(

اسیدفست حاوي اجرام )G(پیکر غولسلول : 3تصویر
)ZN ،40Xآمیزي رنگ(در یک پرز) A-F(گرانولی 

لنفاويهاي پاتولوژیک گره یافته :2جدول 
درصدتعدادنوع ضایعهردیف

246/68لنفادنیت گرانولوماتوز1
97/25لنفادنیت چرکی2
27/5لیومیوم3

35100مجموع

از  مورد 8در مورد لنفادنیت گرانولوماتوز فقط  24از 
معدود اجرامها اندکی از سلولها تنها در تعداد آن

تغییرات هیستوپاتولوژیک  .گرانولی دیده شداسیدفست 
حضور دال بر لنفاوي مزانتریک  يمشاهده شده در گره

و )4تصویر(قشري يتلوئید در ناحیهسلول اپیتعدادي 
.پیکر همراه بودبا حضور سلول غول در یک نمونه

در ) E(تلیویید سلول اپی. لنفادنیت گرانولوماتوز: 4تصویر 
کورتکس گره لنفاوي مزانتریک  يناحیه

)H&E ،40Xآمیزي رنگ(

رأس  97هاي تهیه شده از کبددر بررسی نمونه
کبد مورد مطالعه ضایعاتی  61تعداد، کشتار شدهگاومیش 

لازم به ذکر است در   .گزارش گردید 3به شرح جدول 
برخی کبدهاي آسیب دیده بیش از یک ضایعه مشاهده 

.شد

هاي پاتولوژیک کبد یافته :3جدول 
درصدتعدادنوع ضایعهردیف

306/32هپاتیت مزمن1
1196/11هپاتیت مزمن انگلی2
229/23پري هپاتیت3
65/6سیروز4
2325لیومیوم5

92100مجموع

مورد آن همراه با هپاتیت  10،مورد پري هپاتیت 22از 
از . مورد آن همراه با هپاتیت مزمن انگلی بود 2مزمن و 

 5مورد آن همراه هپاتیت مزمن و  11،مورد لیومیوم 23
در دو مورد . مورد آن همراه با هپاتیت مزمن انگلی بود

پري هپاتیت و یک مورد هپاتیت مزمن همراه لیومیوم
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در مقدار بسیار اندك در تعداد بسیار  اسیدفستاجرام 
.مشاهده شد هاي کوپفر کمی از سلول

پاتولوژي، سرولوژي و هايبررسینتایج حاصل از 
گاومیش  رأس97هاي مربوط بهروي نمونهبر مولکولی

سه روش  يارزیابی و مقایسه. نشان داده شد 4در جدول 
 6، 5ترتیب در جداول هاي مختلف بهدر بافت تشخیصی

.بیان شده است7و 

هاي کشتار شده در اهوازشده از گاومیشهاي مختلف اخذدر نمونه تشخیصی بیماري یون سه روشنتایج  :4جدول 
درصد شیوع رد مثبتاتعداد مو تعداد نمونه آزمون افتبنوع 

32 31 97 PCR روده
2/7 7 97 لسونزیل ن
7/24 24 97 PCR کبد
1/3 3 97 لسونزیل ن
9/30 30 97 PCR لنفاوي گره
2/8 8 97 لسونزیل ن

¼ 4 97 الایزا سرم

هاي کشتار شده در اهوازدر گاومیش رودهPCRو لسون زیل نالایزا،  هايمقایسه آزمون :5جدول 
لسونزیل ن الایزا PCR تعداد/کل  نتایج آزمون

منفی بتثم منفی بتثم منفی بتثم
25 6 27 4 - - 31 بتثم

PCR65 1 66 0 - - 66 منفی
0 4 - - 0 4 4 بتثم

الایزا
90 3 - - 66 27 93 منفی
- - 3 - 1 6 7 بتثم

لسونزیل ن
- - 90 0 65 25 90 منفی

نتایج  ،مشخص است 5گونه که در جدول  همان
رأس گاومیش آلوده به  7پاتولوژي روده حاکی از وجود 

در . بود پاراتوبرکلوزیسيزیرگونه مایکوباکتریوم اویوم
 ایشآزم يرأس و نتیجه 31دلالت بر  روده PCRمقابل 
رأس  31از . گی بودآلود مورد4يدهندهنشانالایزا 
در رأس 6تنها  ،ها مثبت بودآن يرودهPCRکه  یگاومیش

بودند و هر چهار موردي ثبت نلسون م -آمیزي زیلرنگ

و هیستوپاتولوژي روده PCRدر بود ها مثبت آنالایزا  که
.هم مثبت بودند

بین آزمون پاتولوژي که  کوکران نشان دادآماري آزمون 
داري وجود داردیروده اختلاف معن PCRروده با روش 

)P<0.001(بین آزمون الایزا و پاتولوژي روده  ، ولی
.نداشتداري وجود یاختلاف معن
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هاي کشتار شده در اهوازدر گاومیشایلئوسکال گره لنفاوي PCRو لسون زیل نالایزا،  هايآزمون يمقایسه:6جدول 
لسونزیل ن الایزا PCR تعداد/ کل  نتایج منفیآزمون مثبت منفی مثبت منفی مثبت

23 7 27 3 - - 30 مثبت
PCR66 1 66 1 - - 67 منفی

1 3 - - 1 3 4 مثبت 88الایزا 5 - - 66 27 93 منفی
- - 5 3 1 7 8 مثبت لسونزیل ن
- - 88 1 66 23 89 منفی

حاکی  )6جدول (لنفاوي  ينتایج آزمون پاتولوژي گره
مایکوباکتریومرأس گاومیش آلوده به  هشتاز وجود 

 PCRکهحالیدر ،بود پاراتوبرکلوزیسيزیرگونه اویوم
تنها  این تعداد از مثبت بود کهمورد30این بافت دال بر

از چهار رأس .ندپاتولوژي مثبت بود دررأس  هفت
و  PCRموردند، در سهالایزا مثبت بود گاومیشی که در

آزمون .لنفاوي هم مثبت بود يهیستوپاتولوژي گره
PCRلنفاوي با يبین پاتولوژي گره ،کوکران نشان داد

) P<0.001(داري وجود دارد یلنفاوي اختلاف معن يگره
-یلنفاوي اختلاف معن  يبین الایزا و پاتولوژي گرهولی 

.داري وجود ندارد

اهوازدرشدهکشتاريهاشیگاومدرکبدPCRونلسونلیززا،یالا يهاآزمونيسهیمقا:7جدول 
لسونزیل ن الایزا PCR تعداد/ کل  نتایج آزمون

منفی مثبت منفی مثبت منفی مثبت
21 3 21 3 - - 24 مثبت

PCR73 0 72 1 - - 73 منفی
2 2 - - 1 3 4 مثبت 92الایزا 1 - - 72 21 93 منفی
- - 1 3 0 3 3 مثبت لسونزیل ن
- - 92 2 73 21 94 منفی

حاکی از وجود  )7جدول (نتایج آزمون پاتولوژي کبد 
ي نتیجه ولی بودعامل یون رأس گاومیش آلوده به  سه

PCR رأس  24از . مثبت ارزیابی شد رأس 24کبد
 پاتولوژيهیستو،ها مثبت بودآنکبد  PCRکه یگاومیش

از چهار رأس گاومیشی که . رأس نیز مثبت شد دوکبد،
و هیستوپاتولوژي  PCRدر الایزا مثبت بودند، در دو مورد 

بین آزمون  ،آزمون کوکران نشان داد. کبد هم مثبت بود
داري وجود دارد یختلاف معنکبد اPCRپاتولوژي کبد با

)P<0.001( آزمون الایزا و پاتولوژي کبد اختلاف ، اما بین
.ود نداردوج داريیمعن

بحث
و محدود بیماري یون در گاومیش  اتبا توجه به مطالع

ووضعیت این بیماري در استان خوزستان  مشخص نبودن
استان، در دامپروري به دلیل اهمیت اقتصادي این حیوان 

هاي در گاومیشوضعیت این بیماري حاضر  يمطالعهدر 
.مورد تحقیق قرار گرفتاهواز  کشتارگاهی
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در و همکاران  Hajikolaeiکشتارگاهی يمطالعهدر 
در گاومیش  رأس100درشیوع بیماري یون 2008سال 

مخاطی  يتراشه(افتبگسترش  ياهواز از طریق تهیه
درصد 3، نلسون-آمیزي زیلرنگو) ایلئوسکال يدریچه

آلودگی به شیوع  حاضر يمطالعهدر  .اعلام گردید
بالاتر از  پاراتوبرکلوزیس يزیر گونه مایکوباکتریوم اویوم

علت . بود 2008در سال و همکاران  Hajikolaeiگزارش
هاي لاغر و با سن بالاي دو سال،  توان انتخاب دام را میآن

مایکوباکتریوم هاي مختلف جهت شناسایی  انجام آزمون
هاي تحت  در گاومیش پاراتوبرکلوزیس يزیر گونه اویوم

.دانست و افزایش شیوع بیماري مطالعه
یزاي الا آزمایششیوع سرمی بیماري یون با انجام 

ترین آزمون ترین و اختصاصیحساسعنوانبه1جذبی
 .Kurade et al(سرولوژیک تشخیصی بیماري یون

لاغر گاومیش  رأس97خون ينمونه بر روي ،)2004
شیوع .دودرصدي ب 1/4آلودگی، دال بربالاي دو سال
سایر کشورها مانند هند در الایزا  با آزمایشبیماري یون 

کاستاراي ر دو )Sivakumar et al. 2007(درصد 5/14
.، اعلام شده است)Desio, et al. 2013(درصد 7/2ایتالیا 

-هاي نمونهثیر تنوع در روشأتفاوت نتایج الایزا تحت ت
الایزا  و نوع آزمایشهاي مختلف آزمایش گیري، روش

 يطور مثال در مطالعهبه. )Desio et al. 2013(است
با 2008در سال  و همکاران Singhانجام شده توسط 

پروتوپلاسم ژن  آنتی(استفاده از کیت الایزاي بومی
پاراتوبرکلوزیس بومی  يزیر گونه مایکوباکتریوم اویوم

-در جمعیت گاومیششیوع بیماري یون )Bison يسویه
هاي درصد و در جمعیت گاومیش 1/12،هاي جوان هند

. ه استدرصد اعلام شد 4/24،با سن بالا
الایزاي جذبی در تشخیص بیماري  رغم پذیرشعلی

آنحساسیت لیکن یون در گاو به عنوان آزمونی استاندارد 
تشخیص (م بالینی یعفونت تا بروز علا يمراحل اولیه در

بین ) م بالینییعفونت تا بروز حداکثر علا يمراحل اولیه

1- Absorb-Elisa

هاي الایزا منفی رو در داماز این.استدرصد  87تا  15
عاري بودن دام از اطمینان ازها جهت انجام سایر آزمون

استضروري  پاراتوبرکلوزیساویوم مایکوباکتریوم
)Sweeney et al. 1995(.

و  PCRنتایج حاصل ازحاضر  يدر مطالعه
از تعدادي لودگی آکبد دال بر هاينمونهتوپاتولوژي یهس
،فوق يدر توافق با یافته. ها به عامل یون بودکبد

Mutharia  2010در سال و همکاران ،Antognoli  و
در سال Rossiterو  Henningو  2008در سال همکاران 

-نیز آلودگی کبد گاو به عامل فوق را گزارش نموده 2001
نیز  2014در سال و همکاران  Smithهمچنین . اند

.اندشده را گزارش کردهآلودگی کبد گوسفند به عامل یاد
 يگرههاي روده و بر روي بافتPCRنتایج حاصل از 

دردادرا نشان درصد آلودگی  31و 32ترتیب هلنفاوي ب
 2/8و  2/7ترتیب آلودگی که هیستوپاتولوژي بهحالی

در که  کشتارگاهی يمطالعهدر .درصدي را نشان داد
هاي روده و بافتبر روي PCRبه روش  لاهور پاکستان

و  8/12لودگیآدال بر  ترتیبهب ،لنفاوي گاومیش يگره
Anwar Khan(ودب يدرصد 4/12 et al. که به  )2010

 يمطالعه. است ي حاضرتر از مطالعهمراتب کم
طوره بآباد پاکستان در فیصل ي کهکشتارگاهی دیگر

گاومیش  رأس20گاو و  رأس25بر روي  زمانهم
 گاومیش و گاو رأس400از بین  مشکوك به بیماري یون

 رأسسهش و گاومی رأسیکتنها .انجام شدPCRبا 
يزیرگونه مایکوباکتریوم اویومآلوده به را گاو 

چهارو هیستوپاتولوژي  ادتشخیص دپاراتوبرکلوزیس
هاي التهابی حضور سلول بودها مثبت آنPCRدامی که 

هاي التهابی تک شامل ماکروفاژ، لنفوسیت و سایر سلول
Rehman(ادرا نشان داي هسته et al. 2017(. در

ز ارأس20،در هندرأس گاومیش 405بر روي اي طالعهم
تشخیص مشکوك به بیماري یون نظر هیستوپاتولوژي 

 و در آزمون  رأس14نتیجه PCRآزمون در، داده شد
بودند مثبتها از دامرأس6فقط کشت باکتري 

)Sivakumar et al. 2006( .سرم  يدر ترکیه نتایج الایزا
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گاو شیري  رأس147بر روي شیر و مدفوع  PCRخون و 
درصد اعلام شد 5/28و  6/13، 2/12ترتیب ه ب
)Gumussoy et al. 2015.( بر کشتارگاهی  ايمطالعهدر

کشتارگاه در دوگاو و گاومیش در  رأس134روي
درصد هم در زیل نلسون  19/11،رأس134از  ،پاکستان
از نظر  و هم در زیل نلسون گسترش بافتی یبافتمقاطع 
MAPدرصد  2/5اما در آزمون سرمی فقط  ،مثبت بودند

 .Sikandra et al(ند به بیماري یون را نشان داد آلودگی

زمان هیستوپاتولوژیک و  کشتارگاهی هم يمطالعه.)2012
-بیانگاو در کشتارگاه شهرکرد  رأس90مولکولی بر روي 

و  6/6به میزان نلسون بافت- با زیل یونشیوع میزان گر 
 .Karimi et al(بوددرصد  67/26معادل با روش مولکولی

زمان سرمی و هیستوپاتولوژي بر هم يمطالعهدر ).2011
گاو به ظاهر سالم در کشتارگاه شمال  رأس263روي 

آمیزي درصد با رنگ 25ترتیب جردن برزیل به
-آمیزي زیلرنگدرصد با  3ائوزین،  - هماتوکسیلین

از نظر یون مثبت درصد با آزمون سرمی  3نلسون و 
).Hailat et al. 2012(ه شدداد تشخیص

شود در مطالعات مشابه میزان چنانچه ملاحظه می
مراتب زیادتر از کشت، به PCRموارد مثبت در 

ي هیستوپاتولوژي و سرولوژي بوده است، که با یافته
تفاوت در میزان آلودگی در  .داردرو تطابق پیش يمطالعه

هاي مکانی، مطالعات یاد شده ممکن است به دلیل تفاوت
بررسی و زمانی، نوع پرایمر، نوع نمونه، جمعیت تحت

دهد کهها نشان میبررسیعنوان مثال به.غیره باشد
PCRفت پارافینه بسیار بر روي بافت تازه نسبت به با

بافت تازه مشکوك  11ازاي  در مطالعه. است ترحساس
مایکوباکتریوم از نظر وجود PCRها در آن يبه یون همه

بافت  13لی از و مثبت تشخیص داده شد پاراتوبرکلوزیس
آغشته به پارافین مشکوك به یون هیچ یک در آزمون 

باکتري مثبت تشخیص داده نشد مذکور از نظر وجود این
)Kheirandish et al. 2016( . برخی محققین دیگر
)Chaturvedi et al. 2017, Gwozdz et al. 1997 (نیز

مخاط رودهبر روي گسترش تهیه شده از  PCRحساسیت

روده انجام مستقیم این آزمون بر روي بافتتر از را کم
تنوع در نتایج آزمون مولکولی وابسته . دانگزارش نموده

سلولی و یا کاهش غلظت  DNAمیزان و کیفیتبه 
. استباکتري در بدن میزبان 

شود یک آزمون به تنهایی طور که مشخص میهمان
 را دریماري یون بعامل تواند اکثر حیوانات آلوده به نمی
 جنتای يحاضر مقایسه يدر مطالعه.نشان دهد گله

11و هیستوپاتولوژي نشان داد از PCRهاي سرمی، آزمون
ها آن رأس4تنها  ،دام داراي ضایعات گرانولوماتوز رأس

 ،مزبوردام رأس11از همچنین .ندابودهالایز مثبت  در
توافق قوي  يدهندهمثبت شد که نشان رأسPCR9نتایج 

دال بر اما  استیج هیستوپاتولوژي و مولکولی بین نتا
 استتوافق متوسطی بین نتایج هیستوپاتولوژي و سرمی 

که این مورد نیز قابل توجیه است زیرا آزمون سرمی در 
تواند دام بادي در خون بالا باشد میکه میزان آنتیزمانی

فرم بالینی و یا براي تشخیص خص کند ولی بیمار را مش
به نسبت تحت بالینی بیماري یون روش هیستوپاتولوژي 

دام  رأس97جا که از نآاز . استارجحدو روش دیگر 
که توان نتیجه گرفت  ها مثبت شد می آنPCRمورد  31در 
از دو مولکولی  آزمون یون نهفتگی بیماري يهحلمر در

.باشدبهتر میروش دیگر 
-رنگهاي  یک از نمونهحاضر در هیچ يمطالعهدر 
اسید فست هاي زیل نلسون باسیلشده با روش آمیزي 

يدر مطالعهنتایج مشابهی . تیپیک مشاهده نشد
Sivakumar  هاي  گاومیشدر 2006در سال و همکاران

در تعداي از  وبیماري یون 1يضایعات درجهمبتلا به 
. گزارش گردید2ي هاي مبتلا به ضایعات درجه گاومیش

حاضر  يیاد شده نظیر مطالعه يعبارت دیگر در مطالعهبه
را  مشاهده شده در ماکروفاژهااجرام اسیدفست گرانولی 

نظیر گزارش  ،ها ها یا تخریب نسبی آن مرگ باسیل ينشانه
Kurade  1شبه سلی در فرم 2004در سال و همکاران 

.دشتلقی  ،بیماري یون در گوسفند

1- Paucibacillary
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به بیماري یون  که گاومیش تا حد زیادي نسبتنآبا 
 ,Anwar Anwar Khan et al. 2010(مقاوم است

Sivakumar et al. 2006( توان  حاضر می ياز مطالعهولی
هاي شهر اهواز  آلودگی در گاومیشمیزان نتیجه گرفت که 

در نتیجه .ه مطالعات قبلی افزایش یافته استنسبت ب
و نهفته در جمعیت بالینی فرم تحت تر به بیشیون بیماري 

فرم ناگفته نماند که این .وجود داردگاومیش شهر اهواز 
، شامل قتصادي فراوانخسارات ا ءاتواند منش بیماري می

، نرسیدن به درصد25تا  5کاهش تولید شیر به میزان 

هاي حداکثر پتانسیل تولید شیر، افزایش تعداد سلول
افزایش سوماتیک در شیر، کاهش چربی و پروتئین شیر،

ها مثل آماس هاي آلوده به سایر بیماريحساسیت دام
ها  بین زایش يیش فاصلهکاهش باروري و افزاپستان و 

 این ترتیبهب )Gonda et al. 2007, Yegani 1998(شود
جهت کنترل این  اساسیيضروري به یک برنامهنیاز 

احساس بیماري مهم در جمعیت گاومیش شهر اهواز 
.شود می

تشکر و قدردانی
ي این  از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز که هزینهنویسندگان این مقاله مراتب تشکر و امتنان خود را 
.دارند اند، اعلام می هاي دانشجویان تحصیلات تکمیلی فراهم نموده تحقیق را در قالب پژوهانه از طریق هزینه کرد پایان نامه
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Histopathological, molecular and serological study of Johnes
disease in buffaloes of Ahvaz

Etesami, M.1; Mohammadian, B.2; Esmailzadeh, S.2; Ghorbanpoor, M.3; 
HajiHajikolaie, M.4 and Pourmahdi, M.5

Abstract
Johne’s Disease (paratuberculosis) is granulomatous, progressive enteritis, which is 

untreatable, especially in domestic and wild ruminants caused by mycobacterium avium 
subsp. paratuberculosis. There is no accurate statistical information on the prevalence of 
Johne’s disease in buffaloes of different regions of the country. This study was performed to
detect mycobacterium avium subsp. paratuberculosis with different diagnostic methods: 
ELISA, PCR, Histopathology and their comparison. For this purpose, from December 2016 to 
October 2017, Among 97 slaughtered buffaloes, above two years of age with poor physical 
conditions were collected from blood samples, associated ileocecal lymph nodes, ileocecal 
valve and liver tissue were transferred to the laboratory. The serum level of infection (ELISA) 
was 4.1%, The molecular (PCR) test showed an infection rate of 32% in the intestin , 31% in 
the associated lymph node and 24.7% in the liver, Histopathology examination by Ziehl-
Neelsen's specific staining, The prevalence of infections in the intestines are 7.2%, associated 
lymph nodes are 8.2% and 3.1% in the liver. The granulomatous lesions of the intestine were 
stained by hematoxylin-eosin (H&E) method in 11 buffaloes, only in 9 buffaloes their 
molecular test results were positive. Other histopathology findings of eosinophilic enteritis, 
Lymphocytic enteritis, granulomatous enteritis, mucu purulent enteritis were 37.9%, 29.3%, 
19%, 13.8%, respectively. In the associated mesenteric lymph nodes, granulomatous 
lymphadenitis was 68.6%, purulent lymphadenitis were 25.7%, and in liver chronic hepatitis 
were 32.6%, chronic parasitic hepatitis 11.66%, perihepatitis 23.9%, cirrhosis 6.5%, and 
leiomyoma 25% have been observed. Due to the lack of observation of acid-fast bacilli in the 
present study, acid-fast granular debris (Paucibacillary) form of suspected Johne s̓ disease 
can be found. At the same time, the increase of Ahvaz buffaloes contamination requires more 
serious attention to scientific and administrative references than the previous study.
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