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چيکد‌ه 
               در ای�ن بررس�ی، ب�ر روی نمون�ه هاي مدفوع دامهاي مش�كوك به بیماری پاراتوبرکلوزیز و نیز تعدادی از دام های س�الم  
منطقه س�میرم، براس�اس پروتکلهای مورد تایید OIE، عملیات كش�ت میکروبی درمحیط هرولدز اگ با مایکوباکتین و نیز محیط 
هرولدز اگ بدون مایکوباکتین انجام گردید س�پس کش�تها درانكوباتور قرار داده ش�د و بطور هفتگی کنترل وثبت اطلاعات انجام 
گردید.از کلنیهای رش�د یافته، گسترش، رنگ آميزي)ذيل–نلسون(و بررسي ميكروسكوپكي بعمل آمد،سپس از نمونه های مثبت 
میکروسکوپی، کشت مجددساب کالچر شد و در نهایت آزمونهای مولکولار)PCR( بر روی نمونه های مثبت جهت تعیین شناسایی 
وهویت  انجام شد. در طول انجام اين بررسی تعداد 68 نمونه از بز و گوسفند منطقه سمیرم اخذ شد که90% آنها دارای نشانی های 
بالینی مشکوک به بیماری یون بودند. در نهایت از 11 نمونه باسیل اسید فست یون جدا شد که پس از کشت های مجدد و رسیدن 
به حجم مناسب باکتری، آزمون ملکولار زیر انجام گرفت. با استفاده از پرایمرهای IS900، مشخص شد که  تمامی  باسیل‌های رشد 
کرده متعلق به جنس  مایکوباکتریوم اویوم تحت گونه پاراتوبرکولوزیس می‌باش�ندکه پس از الکتروفورز محصول PCR برروی ژل 

و مشاهده باندی به اندازه bp 400 مورد تایید تشخیص نهائی قرار گرفت.  
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   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 in central of Iran on goats 
& sheep those have signs of Johne's disease .The samples were put in safe packing and cold position beside ice. We 
worked on samples according to the (O.I.E) protocols: Decontamination, Culture in special mediums & Incubation 
in  37. C for about 20 weeks  &  wrirte results. The special mediums in this research include: Herrold’s Eeg Yolk 
with Mycobactin & Herrold’s Eeg Yolk without  Mycobactin Finally,in culture stage we 11 positive samples from 
68 total. In molecular stage, by IS9 0 and PCR technics,we found that all of these  positive samples from Mycobacte-
rium avium subsp Paratuberculosis. This research was done with cooperation of Razi Research Institute and Isfahan 
Veterinary Organisation  

Key words: Johne's disease, Mycobacterium avium subsp., Paratuberculosis, Sheep and Goat, PCR

مقدمه
   درس��ال 1895 یک محقق آلمانی بن��ام یون وهمکارانش، از گاوهای 
بیماردارای علائم تب، اسهال، کم خونی پیشرونده، لاغری شدید و درنهایت 
مرگ، مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس را جدا نمودند كه بعدا  نام اين بيماري  
Johne’s Disease  نهاده ش��د كه به آن بیماری شبه سل نيز گفته مي‌شود 

.)9(
در س��ال 1932 کرون و همکارانش در انس��ان بیم��اری مزمنی را که 
سبب بروز تب، اسهال، کم خونی پیشرونده و لاغری مفرط میشود شناسائی 
کردند و یکی از عوامل ایجاد بیماری را مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس عنوان 

نمودند اين بيماري نيز Crohn’s Disease  نام نهاده شد )9(.
 بیماری ی��ون)Johne’s Disease( از بیماریه��ای مزمن گرانولوماتوزی 
روده باریک میباشدکه عامل اصلی آن مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس است. 
مایکوباکتریوم پاراتوبركلوزيس  باسیلي است کند رشد، غیر متحرک، هوازی، 
گرم مثبت، اس��ید فست، مقاوم در برابرخشکی و اکثر دترجنتها، حساس به 
حرارت و ترکیبات فنله. اکثر س��ویه های این باکتری جهت رشد در محیط 
کش��ت به فاکتور آهن یا مایکوباکتین نیازمند هس��تند. دیواره س��لولی اين 
باکتری Spheroplast بوده و یکی از دلایل دیر رشد بودن آن به نظر ميرسد.  
اين باکتری در موکوس دیواره روده نفوذ كرده و بوس��یله ماکروفاژها بلعیده 
می ش��ود، داخل فاگوس��یتها تزاید نموده و سبب تورم سلولهای ناحیه و در 

نهایت متورم شدن عضو میگردد )10(.
هن��وز هم پس از س��الها، از کش��ت میکروبی بعن��وان )gold test( یاد 
میش��ود ولی باید توجه داشت که روش کش��ت میکروبی نیاز به زمان دارد 

)حداقل 2 ماه(. محیط های کش��ت این باکتری بسیار اختصاصی میباشند 
ک��ه به دو گروه محیط های جامد و محیط های مایع تقس��یم می ش��وند. 
از روش��های س��رو لوژیکی مثل الایزا  نیز میتوان در کنار کش��ت اس��تفاده 
نمود . در س��الهای اخیر تکنیکهای ملکولار )PCR( نیز جهت جداس��ازی و 
شناسایی کوتاه مدت مایکوباکتریومها استفاده می شود. دانشمندان در ژنوم 
 IS900  مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس جزء ژنتیکی کش��ف نموده اند و آنرا
ن��ام نهاده اند ک��ه اختصاص به همین باکت��ری دارد، بنابراین با تهیه پروب 
اختصاص��ی و با اس��تفاده از PCR برمبنای تکثیر قس��مت  اختصاصی ژنوم 
مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس یعنی 5900 میتوان س��ریع تر به وجود این 

باکتری پی برد )10(.
در ناحیه مرکزی مرکزی ایران  عش��اير منطقه سميرم  زندگی میکنند 
که در اوايل فصل بهار و در طول تابس��تان در اين ناحيه س��اكن هس��تند 
و در فص��ول س��رد به مناطقی از اس��تانهاي گرم مثل فارس، خوزس��تان و 
بوش��هر و کهگیلوی��ه و بویر احمركوچ مي‌نمايند.  با توجه به وجود نش��انی 
های بیماری یون در برخی از گله های این عش��ایر، به بررسی وجود باسیل 
مایکوباکتری��وم پاراتوبرکلوزیس )عامل بیماری یون( در بز و گوس��فند این 

منطقه پرداختیم.

مواد  و روش ها
مواد مورد نیاز

نمونه مدفوع دامهای مشکوک و برخی دامهای سالم، ظرف نمونه‌گیری،  
ارل��ن مایر، مگنت، پیپت، لام میکروس��کوپی، آنس، س��انتریفوژ،  انکوباتور  
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eH .P .C = Hexad ، میکروسکوپ و میکسر، محلول میکروب زدای  واتوکلاو
cyl Pridinium Chloride ،  محیط‌های اختصاصی کشت میکروبی هرولدز 
اگ با و ب��دون مایکوباکتی��ن، مایکوباکتی��ن )Mycobactin(، محلول رنگ 

PCR آمیزی )ذیل– نلسون(، وسایل و مواد مورد نیاز

روش‌ها
  –نمونه برداري و ارس��ال به آزمايش��گاه : در ظروف مناسب از دامهای 
دارای نش��انی های بالینی و نیز از دامهای سالم)نمونه شاهد( نمونه مدفوع 
روده اي گرفته و به آزمايش��گاه منتقل شد.عمليات كشت ميكروبي براساس 

پروتكل )O.I.E( انجام گرفت )11(.
– آماده س��ازي نمونه ه��ای مدفوع : كي گرم از مدف��وع را دركي لوله 
آزمايش با حجم ml 50 ريخته و روي آن ml20 آب مقطر اس��تريل اضافه 
نمودی��م. پ��س از تكان دادن و مخلوط كردن، بم��دت 30 دقيقه در محيط 
آزمايش��گاه به حال خود قرار داده ش��د. س��پس ml5  از  مايع روئي لوله را 
بوسيله پيپت كشيده و به لوله آزمايشي كه محتوي 20  ميلي ليتر  محلول 
  H.P.C = Hexadecyl Pridinium Chloride هگزا دسیل پیریدینیوم کلراید
با رقت 0/75درصد بود منتقل کردیم. لوله آزمايش مذكور را خوب مخلوط 
نمودی��م تا كينواخت گردد، س��پس لوله به حالت ایس��تاده و بدون حرکت 
24 – 18 ساعت در ش��رايط آزمايشگاه نگهداري شد.پس از آن مایع روئی 
را خالی نموده و از رس��وب حاصل جهت کش��ت میکروبی استفاده نمودیم.   

)نمونه شماره 1( )7(.
– كش��ت ميكروبي و انکوباس��یون: تعداد 3 لول��ه محتوي محيط جامد 
rMycobactin He (Herrold’s egg yolk with Mycobactin( و كي لوله )

rold’s egg Yolk  without( آماده نموده و از رس��وب نمونه ش��ماره یک به 
ميزان ml 0/1 به هر یک از چهار لوله تلقيح نمودیم )7(. لوله هاي كش��ت 
شده در انكوباتور 37 درجه سانتيگراد قرار داده شد و بطور هفتگي تغييرات 

يادداشت گردید )7(.
– بررس��ي ميكروس��كوپيك :از رس��وب نمونه ش��ماره 1 و همچنين از 
كلني‌هاي ظاهر ش��ده در لوله های محیط كش��ت، گسترش )اسمیر( تهيه 

شکل 2 - باسیل های رشد یافته در یک نمونهشکل 1- باسیل های رشد کرده در چند  نمونه مثبت

و به روش )ذيل– نلس��ون( رنگ آميزي و مورد مطالعه ميكروسكوپيک قرار 
گرفت )12(.

نتایج 
 در طول انجام اين بررس��ی تعداد 68 نمونه از گوس��فند و بز که %90

  آنها دارای نشانی های بالینی مشکوک به بیماری یون بودند اخذ شدکه در
نهایت از11 نمونه باس��یل اسید فس��ت یون جدا شد که پس از کشت های 

مجدد و رسیدن به حجم مناسب باکتری، مراحل ملکولار انجام گرفت.
- اس��تخراج DNA )14(: پ��س از س��اب کالچر نمونه ه��ای مثبت، در حدود 

ش��ش تا هشت هفته پس از انكوباس��يون كلني‌ها به اندازه كافي رشد كرده 
بودند. س��پس با استفاده از كي آنس پلاستيكي استريل تحت شرايط ايمن 
در زير هود از س��طح محيط كش��ت محی��ط هرالدزاگ  حداق��ل به میزان 
دو ل��وپ کام��ل از كلني‌ه��اي باكتري برداش��ته و به آرام��ي در درون كي 
میکروتیوب حاوي400 میکرولیتر بافر TE  انتقال داده ش��د. سوسپانسيون 
 °C  حاصل به مدت 30-20 دقيقه جهت غیر فعال شدن  باکتری در دمای

85  قرار داده  شد.
- مراح��ل اس��تخراج DNA: م��اده ژنتیک��ی  باکت��ری  ب��ر اس��اس  روش  

پیشنهادی Soolingen Van که به روش CTAB  شناخته می شود استخراج 
گردید و این روش مشتمل برمراحل زیر بود. 

1- به هر یک از مایکروتیوب‌های حاوی سوسپانس��یون غلیظ و کش��ته 
ش��ده مایکوباکتریوم 50 مایکرولیتر لیزوزیم mg/ml 10 اضافه شد و پس از 

ورتکس شدن، یک شب در Cº 37 قرار داده شد. 
2- مق��دار 110 میکرولیت��ر مخلوط پروتئین��از K و SDS 10% به هر 
مایکروتیوب اضافه و خیلی کوتاه ورتکس شد و یک شب در Cº 50  انکوبه 
گردی��د. طی ای��ن دو مرحله پيكره باكتري‌ها توس��ط آنزيمه��اي ليزوزيم، 

پروتئيناز K و SDS  از  بين رفته و DNA باكتري آزاد گردید. 
3- به مایکروتیوب‌ها 100 میکرولیتر NaCl 5 مولار اضافه شد.

4- ب��ه هر مایکروتیوب 100 مایکرولیتر محلول CTAB/NaCl که قبلا 
به مدت 10 دقیقه در فور Cº 65 قرار داده شده بود )تا سیال گردد(، اضافه 

شناسایی اولین جدایه‌های باسیل پاراتوبركلوزيس...
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گردید و تا ظهور محلول سفید شیری رنگ ورتکس شد. سپس به مدت 10 
دقیقه در دمای  Cº 65 قرار گرفت. 

5- یک حجم )در حدود 750 مایکرولیتر( ایزوآمیل الکل– کلروفرم)نسبت 
1 به 24( به هر مایکروتیوب اضافه وحداقل به مدت10 ثانیه ورتکس شد و 

در دمای اتاق به مدت  8 دقیقه در g 11000 سانتریفیوژ گردید. 
6- با دقت و با کمک سمپلر100 به تدریج و به آهستگی فاز آبي را كه 
حاوي DNA بود و در قسمت فوقاني دو فاز ديگر قرار داشت  برداشته و به 
یک مایکروتیوب دیگر منتقل ¬گردید. تقریبا 80% از مایع روئی برداش��ت 
ش��ود. در حين انتقال ممكن بود مق��داري پروتئين به همراه محلول حاوي 
DNA وارد مایکروتیوب ش��ود كه برای تخلیص بیشتر DNA مراحل 5 و 6 

مجدداً تكرار شد. 
7-  ب��ه میزان 0/6 حجم )450 مایکرولیتر( ایزوپروپانول س��رد  به فاز 
  -20 Cº آب��ی حاوی اس��ید نوکلئیک اضافه و به م��دت 360-30 دقیقه در

نگهداری گردید.
 g به مدت 15 دقیقه در دمای اتاق در  DNA 8- میکروتیوبهای حاوی

11000 سانتریفیوژ و مایع رویی تا حد امکان دور ریخته شد .
9- مقدار یک میلی لیتر اتانول 70% س��رد اضافه و مایکروتیوب‌ها چند 

بار سروته  گردیدند.
10- محلول بالا 5 دقیقه در دمای اتاق در g1000 س��انتریفیوژ و مایع 

روئی اتانول تا حد امکان دورریخته شد.  
11- ب��رای  اطمینان از  خارج ش��ده تمام اتان��ول مایکروتیوب حاوی 
رس��وب DNA در دم��ای اتاق قرار گرفت تا خش��ک ش��ود و اتانول تبخیر 

گردد.
 DNA ریخته ش��د تا TE20 مایکرولیتر بافر ،DNA 12- روی رس��وب
ب��ه خوبی در TE حل گ��ردد. ميزان وكيفيت DNA با انج��ام الكترفورز در 
ژل اگارز و رنگ آميزي ژل با اتيديوم برومايد بررس��ي ش��د در مرحله بعد 
به وس��یله دستگاه اس��پکتروفتومتر نانودراپ میزان و خلوص DNA به طور 

دقیق مشخص گردید )11(.

تعیین هویت مولکولی مایکوباکتریوم‌ها
PCR با استفاده از تکنیک

 در ای��ن تحقیق جه��ت تعیین هوی��ت مولکولی دقی��ق، از دو پرایمر 
IS900P90 و IS900P91 برای انجام واکنش PCR اس��تفاده ش��د و اجزا 

آزمون هاي PCR مورد استفاده در اين تحقيق طبق جدول آماده گردید.

 PCR مراحل آماده سازی میکرو تیوپ‌ها جهت انجام واکنش
برای جلوگیری از اتلاف زمان بر حسب تعداد نمونه مورد آزمایش، یک 
 ،dNTP مخلوط ،MgCl2 10، محلولx PCR مخلوط اصلی  که ش��امل بافر
پرایمرجل��و برنده، پرایمر پس ران، Taq DNAپلیمراز و آب مقطر اس��تریل 
  PCR است تهیه شد ودر میکروتیوپ ها تقسیم شد. برای انجام هر واکنش

مراحل زیر به ترتیب انجام گرفت.
1- مخلوط اصلی PCR به  میکروتیوب های PCR انتقال داده شد.

2- ح��دود 200-100 نانوگرم از هر نمونه DNA اس��تخراج ش��ده به 
مخلوط PCR اضافه گردید.

3- مخل��وط حاصل به کم��ک یک مایکروس��انتریفوژ در g 12000 به 

مدت 5 ثانیه س��انتریفوژ و سپس مایکروتیوب‌ها داخل دستگاه ترموساكيلر 
منتقل شدند.

 DNA ش��امل جدا ش��دن دو رش��ته ،PCR 4- برنامه دما و زمان انجام
)دناتوره شدن(، چسبیدن پرایمرها به هر زنجیره )آنیلینگ( و سنتز زنجیره 

مورد نظر برای سکانس های IS900 مطابق جدول ها  اجرا گردید.
PCR‍ الكتروفورز محصول

جهت بررس��ي محصول به دس��ت آمده از واکنش PCR، الكتروفورز به 
صورت زیر انجام گرفت.

1- آگارز 1٪ دربافر TBE همراه با اتيديوم برومايد تهیه و در سيني ژل 
 TBE ريخته ش��د. ژل بعد از شکل گرفتن در تانك الكتروفورز محتوي بافر

قرار گرفت. 
2- از هر نمونه محصول PCR همراه با بافر نمونه به میزان 6 ميكروليتر، 

در چاهک موجود در ژل ریخته شد )به نسبت 1 به 5(.
3- در چاه��ک ابتدای��ی یا انتهایی س��ایز مارکرریخته ش��د.)از س��ايز 

ماركر،جهت تعيین اندازه قطعه محصول PCR استفاده می‌گردد(. 
4- درب تان��ك الكتروفورز گذاش��ته و ژل در میدان الکتریکی با قدرت   

v/cm 8 به مدت 90 دقیقه قرار داده شد.  
5- ژل فوق توس��ط دستگاه ژل داک مشاهده و عكس آن در كامپيوتر 

ذخيره گردید. 
 P90   IS900 (Naser, 2004 با اس��تفاده از پرایمره��ای PCR واکن��ش
26#(  و نتایج آن : با استفاده از پرایمرهای IS900، مشخص شد که  تمامی  
باس��یل های رش��د کرده متعلق به جنس  مایکوباکتریوم اویوم تحت گونه 
پاراتوبرکولوزیس می باش��ند. پس از الکتروفورز محصول PCR برروی ژل و 

مشاهده باندی به اندازه bp 400 مورد تایید قرار گرفت.  

بحث
عشایر منطقه سمیرم اوایل بهار به این مکان می آیند و اواخر شهریور یا  
اوایل پائیز به مناطقی از اس��تان های فارس، خوزستان ، بوشهر و کهگیلویه 
و بویراحمرک��وچ م��ی کنند، بنابرای��ن زمان نمونه ب��رداری منحصر به 4 تا 
 5 ماه س��ال بود. از5 منطقه عشایرنش��ین س��میرم نمونه برداری انجام شد.

Ladder  از سمت چپ به ترتیب پس از
-1236-1235-1235-1232-1232-1231-1231-1228-1228-Negative

1251-1251-1248-1248-1240-1240-1239-1239-1236
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نمونه‌هائی که کش��ت میکروبی مثبت، از گله های مناطق مختلفی بودند و 
این بدان معنی است که بیماری یون در اکثرگله های عشایر وجود دارد. 

موضوعی که باید یادآورشد اینکه گله های گوسفند و بز عشایر چون راه 
درازی را می پیمایند تا به این منطقه برس��ند عوامل مختلفی مثل استرس 
حمل و نقل، تغییر آب و هوا و نیز تغییر نوع علوفه مرتعی می تواند س��بب 
بروز اسهال شود. چون در این پژوهش دام های دارای نشانی های مشکوک 
به بیماری یون مورد نظر بود از دامهائی که نش��انی های غیر یونی داش��تند 

مثل اسهال سفید نمونه برداری بعمل نیامد.
مطل��ب مه��م دیگر اینکه قبلا در برخی از این گل��ه ها تعدادی گاو نیز 
وجود داش��تندکه بنابرگفته صاحبان آنها برخی از این گاوها مدتی طولانی 

مبتلا به اسهال بودند و از گله خارج شده بودند. 
متاسفانه دسترسی به واکسن و دارو درکل منطقه عشایرنشین سمیرم 
بس��یار نامناسب بود که می تواند س��بب انتقال عوامل بیماریزا از استانی به 
استان دیگر شود. در مورد بیماری یون نیز برنامه مدونی جهت مبارزه با این 
بیماری در دس��ت اجرا نمی باش��د که با توجه به مزمن بودن آن، در آینده 
این بیماری می تواند یکی از مش��کلات اصلی در مناطق ییلاقی و قش�القی 

باشد. 
در تحقيق حاضر  از تعداد 68 نمونه اخذ ش��ده، تعداد 11 مورد مثبت 
بدست آمد كه 7 نمونه مربوط به گوسفند ماده )میش2 تا 3 ساله( و 4 مورد 
مربوط به بز )3 راس ماده + یک راس نر( 2 تا 3/5 س��اله بود. این نمونه ها 
شامل مناطق مختلف عشایرنشین منطقه سمیرم ) منطقه وردشت روستای 
فتح آباد - روستای حنا و روستای چشمه خونی - پادنای اولیا مناطق بیده 
و ق��ره چمن - پادنای س��فلا منطقه کومه(  می ش��دند. اين تعداد نمايانگر 

حض��ور بالاي جرم در منطقه مي باش��د و بدليل اينكه هدف از اين تحقيق 
جم��ع آوري عامل بيماري براي تحقيقات بعدي بوده لذا محاس��بات آماري 
را در اين تحقيق نمي توان به راحتي انجام داد، معذالك حدود كي شش��م 
مثبت نمونه ها حاكي از وجود بيماري و آلودگي بالاي منطقه مي باشد كه 

آمادگي و برنامه ريزي مناسب را براي مقابله با آن طلب مي‌نمايد. 
نکته جالب در کش��ت نمونه ها این بود که س��رعت رشد در نمونه های 
مربوط به بزها بیش��تر از گوس��فندان بود و نیز پرکنه های رشد کرده بدون 

پیگمان بودند 
با اس��تفاده از پرایمرهای IS900، مشخص شد که  تمامی  باسیل های 
رشد کرده متعلق به جنس  مایکوباکتریوم اویوم تحت گونه پاراتوبرکولوزیس 

می باشند.
   ب��ا توج��ه به اینک��ه در این طرح ب��رای اولین بار در ایران ، باس��یل 
 مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس از گوس��فند و بز جدا ش��ده است، پیشنهاد

می‌شود مطالعات تکمیلی برای مقایسه این باسیل ها با نمونه‌های استاندارد 
انجام گیرد و نیز مقایسه ای بین باسیل گوسفندی و بزی جدا شده در این 
طرح با مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس که در طرح جداس��ازی و شناس��ائی 
باسیل یون در دامداریهای صنعتی و نیمه صنعتی اصفهان یافت شده است 

صورت پذیرد.
   ب��ا توجه به جداس��ازی و شناس��ائی عامل بیماری ی��ون در گله‌های 
گوسفند عشایر منطقه سمیرم و کوچ این گله ها به استانهای فارس، بوشهر، 
خوزس��تان و کهگیلویه و بویر احمر بهتر اس��ت جهت جلوگیری از پراکنده 
ش��ده باس��یل یون و اش��اعه بیماری یون، مبارزه با این بیم��اری در برنامه 

شناسایی اولین جدایه‌های باسیل پاراتوبركلوزيس...
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سازمان دامپزشکی قرار گیرد. 

  در بین س��الهای 78 – 1375 دکتر ش��اهرخی در اس��تان مرکزی از 
تعداد 102 نمونه مدفوع مشکوک به یون کشت داده شده، 16 مورد مثبت 
جداسازی نمود ) 68/15% (. وی در کنار کشت میکروبی، تستهای الایزای 
جذب��ی و الای��زای گاماانترفرون را نیز بکار برد که میزان ش��یوع در الایزای 
جذبی )75/68 ( و در الایزای گاما انترفرون را ) 75/43 ( بدس��ت آورد كه 

داده هاي اين تحقيق نيز بسيار نزدكي به تحقيق حاضر مي باشد )4(. 
 ش��کیبامهر)بذرپور(  در بین س��الهای 79 – 1378 با استفاده از الایزا 
و همچنین تهیه گس��ترش مستقیم، به بررس��ی بیماری یون در شهرستان 
س��اوجبلاغ پرداخت که پس از بررس��ی 276 نمونه مدفوع  و خون، میزان 
ش��یوع بیماری را در روش الایزا )91/23( و در بررسی مستقیم گسترشهای 
میکروسکوپی)2/2( تعیین نمود. با ذكر اين مطلب كه در اين تحقيق كشت 
ص��ورت نپذيرفته و در صورت انجام كش��ت احتمالا موارد جدايه نزدكي به 

داده هاي تحقيق حاضر مي بود )3(.

  ش��اهمرادی و همکاران، در طی س��الهای 82 تا 84  در راس��تای یک 
پروژه تحقیقاتی به بررسی وجود بیماری یون در گاوداریهای صنعتی و نیمه 
صنعت��ی اصفهان پرداختند که از مجموع 227 نمونه دارای نش��انی بالینی 
اخذ شده از این گاوداریها، تعداد 32 نمونه اسید فست مثبت بودند. با توجه 
به اينكه حساس��يت لام مستقيم در حدود 60% مي باشد لذا تخمين موارد 

مثبت نزدكي به تحقيق فعلي مي باشد )1(.
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