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 Nested-PCR روش به گوسفند ريش در يبورنت لايكوكس يژنوم يجستجو

  رانيا آباد، خرم شهرستان در

  

  4 يخادم مانيپ ،3 يملك شهرام ،∗2 يدريجا نيام ،1 يلرستان رايسم

  
  .رانيا آباد، خرم لرستان دانشگاه ،يدامپزشك دانشكده ،يشناس باكتر ارشد يكارشناس يدانشجو -1

  راني، الرستان، خرم آباد دانشگاه، يدانشكده دامپزشك، يولوژيكروبيم، گروه ارياستاد -2

  راني، الرستان، خرم آباد دانشگاه، يدانشكده دامپزشك دام بزرگ، گروه ار،ياستاد -3

  .شهركرد گاهدانش ،يدامپزشك دانشكده ،يولوژيپاتوب گروه ،يشناس يباكتر ارشد يكارشناس آموخته دانش -4

  )2/2/94: رشيپذ خيتار  26/7/93: افتيدر خيتار(

  

  

 دهيچك

 Coxiella (كوكسيلا بورنتي به نام ي اجباري داخل سلوليتب كيو يك بيماري مشترك بين انسان و دام با انتشار جهاني است كه توسط يك ريكتزيا

burnetii(يبررس هدف با مطالعه نيا. كننديم دفع ريش قيطر از را سميارگان و بوده يماريب نيا مخازن نيترعمده بز و گوسفند گاو، .شوديجاد مي ا 

 زمستان تا 1392 بهار از يفيتوص  -يمقطع صورت به مطالعه نيا .شد انجام آباد خرم شهرستان در گوسفند خام ريش در يبورنت لايكوكس وعيش زانيم

 )Nested- PCR( روش به يبورنت لايكوكس حضور نظر از و شد يآورجمع يتصادف صورت به گوسفند ريش نمونه 72 مجموعه در. شد انجام 1392

وع يش . مثبت بودنديلا بورنتيكوكس درصد از نظر وجود 83/20  نمونه15 ،ر گوسفنديش نمونه 72 از مجموع ،ن مطالعهيدر ا .گرفتند قرار شيآزما مورد

 مختلف مناطق و فصول در شده گردآوري هايداده كل مورد در توصيفي آمار جدول به توجه با .متفاوت بود در فصول مختلف  يلا بورنتيكوكس

 يبورنت لايكوكس منطقه نيا در كه داد نشان حاضر يبررس. بود مثبت هاآن درصد 38/20 حدود و يمنف هانمونه درصد 62/79 از بيش كه شد مشاهده

  . باشد انسان در تب كيو بالقوه منابع از يكي توانديم گوسفند ريش و دارد وجود

  

  Nested-PCR آباد، خرم گوسفند، ريش ،يبورنت لايكوكس و،يك تب :واژگان ديكل
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   مقدمه - 1
 توسط كه است يجهان گسترش با مشترك يماريب كي ويك تب

 نام به ،ياجبار يسلول داخل ،يالهيم ،يمنف گرم يباكتر

 دو يدارا يبورنت لايكوكس. ]1[شوديم جاديا يبورنت لايكوكس

 يپوپليل در يژنيآنت راتييتغ از يناش غالب يژن يآنت فاز

 شامل و گسترده اريبس ويك تب مخازن. باشديم خود ديساكار

 و خزندگان ان،يماه پرندگان، ،يوحش و ياهل پستانداران

 تحت شكل به شتريب واناتيح در يماريب. ]2[ شدبايم انيبندپا

 ديتول اختلالات ژهيو به ينيبال نشانه بروز امكان اما است، ينيبال

. ]3,4,5[ دارد وجود ينابارور و ييزامرده سقط، رينظ يمثل

 يانتها در اغلب سقط و ر،يمتغ بز و شيم در سقط زانيم دامنه

 دنبال به. افتديم فاقات يخاص ينيبال ميعلا بدون و يآبستن دوره

 پستانداران يپستان غدد و رحم در يبورنت لايكوكس عفونت،

 قيطر از يعيطب ريغ اي يعيطب مانيزا يط و شوديم متمركز ماده

 و ريش ادرار، قيطر از نيهمچن و ينيجن يهاپرده و عاتيما

 از عمدتاً انسان به عامل انتقال. شوديم دفع طيمح به مدفوع

 اثر در است ممكن اما باشد،يم آلوده يهاآئروسل قيطر

 در. ]5[ افتد اتفاق هم آلوده يلبن محصولات اي خام ريش مصرف

 هاسال است ممكن كه شوديم دهيد تيآندوكارد مزمن شكل

 ژهيو به يزبانيم يفاكتورها. دينما بروز حاد عفونت از بعد

 و يكينيكل ميعلا بروز در ياديز تياهم ،يمنيا ستميس تيوضع

 رو طريق از كيو تب تشخيص. دارد ويك تب يماريب عواقب

 مستقيم هايروش .شوديم انجام غيرمستقيم و مستقيم هايش

 يا و جداسازي و كشت طريق از بيماري عامل مشاهده نظير

 وسايل كه خاص هايآزمايشگاه در مراز پلي زنجيرهاي واكنش

 برروي قتحقي معمولاً .شودمي انجام دارند خاص وتجهيزات

 هايروش. است سرولوژي آزمايشات پايه بر كيو تب بيماري

 كمپلمان، ثبوت ميكروآگلوتيناسيون، شامل سرولوژي

 باشدمي ايمونوبلاتينگ و اليزا ايمنوفلورسانس، راديوايمونواسي،

 پرورش شكل و ييهوا و آب طيشرا به توجه با. ]1,5[

- يماريب نيمترمه از يكي توانديم ويك تب كشور، در واناتيح

 اطلاعات اما شود، محسوب واناتيح و انسان نيب مشترك يها

 نقش نيهمچن و يماريب وعيش و نيناقل مخازن، درباره ياندك

 لرستان استان ژهيو به و كشور در واناتيح يسلامت يرو آن

 واناتيح انسان، در ويك تب وعيش رياخ يهاسال در. دارد وجود

 قرار يبررس مورد) كرمان (كشور نقاط يبرخ در هاكنه و ياهل

 يبررس حاضر مطالعه انجام از هدف.  ]6,7,8,9,10[است گرفته

 بود آن بر رگذاريتأث عوامل نييتع و بز در ويك تب يماريب وعيش

 در يماريب كنترل برنامه انجام ،يماريب وعي شدن مشخص با تا

 رديگ قرار يبهداشت گذاران استيس كار دستور در يدام تيجمع

 يانسان تيجمع در يماريب كنترل با خود نوبه به زين امر نيا هك

  .شد خواهد همراه

  

  هاروش و مواد - 2

  مطالعه مورد مناطق -2-1

 تا 1392 بهار از يفيتوص – يمقطع صورت به مطالعه نيا

 نمونه 72 مجموع در پژوهش نيا در. شد انجام 1392 زمستان

 شهرستان ختلفم مناطق در گوسفند گله 18 از گوسفند ريش

. گرفت قرار مطالعه مورد بهار و زمستان فصل دو در آباد خرم

 اخذ زمستان فصل در نمونه 36 و بهار فصل در نمونه 36 تعداد

% 70 الكل با دام هر يهاسرپستانك ابتدا يريگنمونه جهت. شد

 از چربي حذف و ها نمونه كردن سانتريفوژ از پس و ،يضدعفون

 با حاصل رسوب از DNA استخراج تجه ر،يش ييرو ي هيلا

 (Gene All cell SV mini 250 p) كيت از استفاده

 استفاده سازنده دستورالعمل طبق ستيتكاپوز شركت محصول

 در ،PCR آزمون انجام زمان تا شده استخراج  .DNAشد

  .ديگرد داري نگه گراد، سانتي  درجه -20 فريزر

  
 جهت) آبادخرم (ريش يهانمونه شدن يآور جمع محل 1شكل

  .شده ذكر مناطق در يبورنت لايكوكس وعيش تيوضع شدن مشخص

 

  يژنوم يجستجو روش و مواد -2-2

 از گوسفند، ريش يها نمونه در بورنتي كوكسيلا رديابي منظور به

 بررسي براي ].11 [شد استفاده همكاران و  Berriروش

 روش ها، نمونه در بورنتي كوكسيلا ژنومي DNA حضور
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 )Nested-PCR) اي آشيانه مرازýپلي اي زنجيره واكنش آزمون

 ژن تكثير براي استفاده مورد آغازگرهاي توالي .رفت كار به

1com بورنتي كوكسيلا خارجي غشاي پروتئين كننده كد كه 

) 1998 (همكاران و  Zhangي مطالعه روش اساس بر باشد، مي

  انجام براي]. 12,13[ بود) 2007 (همكاران و Fretz و

PCRواكنش، در رفته كار به مواد بهينه غلظت اول، مرحله در 

. شد استفاده زير صورت به ميكروليتر 25 نهايي حجم در

 ,.Ampliqon CO) دانمارك كشور ساخت آماده كسيمسترم

Denmark) تر،يكروليم 9 حجم به DNA به مشكوك نمونه 

 پرايمرهاي (پرايمر هر از ميكرومول 1 و تريكروليم 2 حجم

OMP1-OMP2 (را حجم يمابق و كوموليپ 10 غلظت با 

 وبيكروتيم كي داخل به مواد همه سپس و اضافه مقطر آب

 دستگاه در كردن مخلوط از پس و تقلمن يتريل يليم 2/0

. شد داده قرار) Applied Bioscience, USA( ترموسايكلر

 30 دقيقه، 3 گراد سانتي درجه 94 صورت به دمايي برنامه

 ه،يثان 45 مدت به گراد سانتي درجه 94 ترتيب به دمايي چرخه

 به گراد سانتي درجه 72 و هيثان 45 مدت به گراد سانتي درجه 56

 گراد سانتي درجه 72 نهايي مرحله ادامه در و بود هيثان 45 مدت

 يهانمونه از يريجلوگ جهت. ديگرد تنظيم دقيقه 5 مدت به

  هود ريز در كسيمسترم ساخت مراحل تمام كاذب مثبت

  . شد انجام كيولوژيب 

 OMP4 و OMP3 پرايمرهاي از دوم مرحله PCR براي

 مخلوط قبيل از شرايط همه مرحله اين در. شد استفاده

 مرحله مطابق دمايي و زماني برنامه و PCR  گرهاي واكنش

 دوم مرحله واكنش از حاصلPCR  محصولات. شد اجرا اول

 با و ديگرد  الكتروفورز برومايد  اتيديوم حاوي% 1 آگارز ژل در

 و مشاهده) UVitec, UK) ژل از يربرداريتصو دستگاه

  روش به يافته تكثير DNA قطعات طول. شد بررسي

PCRپرايمرهاي جفت به مربوط OMP3-

OMP4,OMP1-OMP2 باز جفت 438 و 501 ترتيب به 

 DNA مثبت كنترل بررسي، اين در .)دينيبب را 1 جدول (است

 يتجار يصيتشخ تيك از استاندارد بورنتي كوكسيلا ژنومي

)K047, Genekam Biotechnology AG, 

Germany (واكنش كليه مخلوط شامل منفي كنترل وýگرهاي 

PCR حضور بدون DNA به آن در كه شد گرفته نظر در 

 .ديگرد اضافه ها لوله به استريل مقطر آب ،DNA جاي

 تحليل و تجزيه مورد SPSS افزار نرم كمك به حاصل هاي داده

 دويخ روش از استفاده با يآمار ليتحل. گرفت قرار آماري

  . شد انجام

 ].16 [گوسفند ريش يهانمونه در يبورنت لايكوكس يژنوم يجستجو يبرا nested-PCR روش در استفاده مورد يمرهايپرا 1جدول

  مريپرا 5´→3´مريپرا يتوال (bp) قطعه اندازه

AGTAGAAGCATCCCAAGCATTG OMP1 501 
TGCCTGCTAGCTGTAACGATTG OMP2 

 اول مرحله

GAAGCGCAACAAGAAGAACAC OMP3 438 
TTGGAAGTTATCACGCAGTTG OMP4 

 دوم مرحله

  

  جينتا - 3
 ژل در PCR دوم مرحله محصولات الكتروفورز يبررس جينتا

 نمونه 15 گوسفند، ريش نمونه 72 مجموع از داد، نشان آگاروز،

 ،يبورنت لايكوكس در com1 ژن ياختصاص يتوال وجود نظر از

 مشاهده يباز جفت 438 باند مثبت يهاýنمونه در. بودند مثبت

 كل مورد در توصيفي آمار جدول به توجه با). 1 ريتصو (شد

 مناطق و زمستان و بهار فصل در شده گردآوري هايداده

 و مثبت هانمونه درصد 83/20 از بيش كه شد مشاهده مختلف

 ). دينيبب را 2 شكل (اند منفي هاآن درصد 16/79 حدود

 

  
: N ستون. درصد 1 ژل در هانمونه Nested-PCR جينتا. 2 شكل

 مثبت، يهانمونه: 2,3,4 يهاستون مثبت، كنترل: P ستون ،يمنف كنترل
 باند. يباز جفت 100 ماركر: M ستون و يمنف نمونه 1 شماره ستون

  .باشديم 438 مرحله نيا در نظر ردمو
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  عدد 5 بهار فصل در مثبت يهانمونه نيب در يآلودگ زانيم

 عـدد  10 زمستان فصل در مثبت يهانمونه نيب در و%) 88/13(

 در يآلودگ زانيم آمده دست به جينتا به توجه با. بود%) 77/27(

 جداول. (بود بهار فصل در يآلودگ زانيم از شتريب زمستان فصل

  ).دينيبب را 3و2

  
  

  بهار فصل در هاگله يمنف و مثبت درصد 2 جدول

  بهار فصل

 
 درصد يمنف درصد مثبت هانمونه گله

1 4 1 25% 3 75% 
 شمال

2 4 1 25% 3 75% 

3 4 0 0 4 100% 

 جنوب
4 4 0 0 4 100% 

5 4 0 0 4 100% 
 شرق

6 4 0 0 4 100% 

7 4 1 25% 3 75% 

 ربغ 75% 3 25% 1 4 8

9 4 1 25% 3 75% 

 %11/86 31 %88/13 5 36 5 يآلودگ كل

  

  زمستان فصل در هاگله يمنف و مثبت درصد 3 جدول

  زمستان فصل درصد يمنف درصد مثبت

 
 هانمونه گله

    

1 4 0 0 4 100% 
 شمال

2 4 1 25% 3 75% 

3 4 1 25% 3 75% 

 جنوب
4 4 0 0 4 100% 

5 4 2 50% 2 50% 
 شرق

6 4 2 50% 2 50% 

7 4 1 25% 3 75% 

 غرب 50% 2 50% 2 4 8

9 4 1 25% 3 75% 

 %22/72 26 %77/27 10 36 7 يآلودگ كل

  

  بحث - 4
 يزايماريب يباكتر كي يبورنت لايكوكس يباكتر كه ييآنجا از

 تنها. است فرد به منحصر يهايژگيو ياراد و است خطرناك

 كار اجازه تجربه با افراد و 3 سطح يمنيا يدارا يهاشگاهيآزما

 را آن يجداساز و كشت و سميارگان نيا به آلوده يهانمونه با

 نيا كه ليدل نيا به نيهمچن. دارند يكينيكل يهانمونه از

 به زاين آن كشت است، ياجبار يسلول درون انگل كي يباكتر

 پرخطر و نهيهز پر ر،يگ وقت اريبس كه دارد زنده زبانيم كي

 يهاتست بودن مناسب رغميعل ييسو از. ]14[ است

 يباديآنت ديتول نكهيا به توجه با ص،يتشخ جهت كيسرولوژ

 موضوع، نيا كشد،يم طول هفته نيچند ،يباكتر نيا هيعل

 با هاستت نيا از استفاده با را ويك تب عامل حاد نوع صيتشخ

 هم دست به دست عوامل نيا همه. كنديم مواجه تيمحدود
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 استفاده با ييايباكتر عامل نيا عيسر صيتشخ ضرورت و داده

- يم ترتياهم با را استاندارد يمولكول يولوژيب يهاكيتكن از

- رو هيپا بر استاندارد يصيتشخ يهاكيتكن يانداز راه لذا. كند

 كايآمر در يامطالعه. شوديم هيتوص كشور، در يمولكول يهاش

 كه يافراد در يبورنت لايكوكس كيسرولوژ تست دهديم نشان

 نيا اما. باشديم مثبت درصد 7/10 اندنموده استفاده خام ريش از

 درصد 7/0 زهيپاستور اتيلبن از كننده استفاده افراد در زانيم

 انگلستان، در يمشابه جينتا نيهمچن. ]15[ ديگرد گزارش

 وعيش. ]15,16[ است شده گزارش اياسپان و ياسلواك رستان،بلغا

 مطالعه نيا در پژوهش مورد يرهايش نمونه در يبورنت لايكوكس

 است مشابه لرستان استان در شده انجام يهاپژوهش ريسا با

 100 يابيارز با 2012 سال در همكاران و كارگر نيهمچن. ]17[

 يآلودگ وعيش زانيم ،جهرم شهرستان در گاو از شده هيته نمونه

) 2005 (همكاران و (Kim)). 7 (نمودند گزارش درصد 11 را

- جمع مخازن ريش در را يبورنت لايكوكس وعيش زانيم كايآمر در

 درصد 90 از شيب و بالاتر اريبس يريش گاو يهاگله يآور

 و )(Muskensنسيموش نيهمچن. ]18[ نمودند گزارش

  درصد 6/78 كه نمودند گزارش 2011 سال در همكاران

 هيعل بر يباديآنت يحاو مطالعه مورد گاو ريش يهانمونه

 زانيم كه دادند نشان شده ادي نيمحقق. باشديم يبورنت لايكوكس

 واكنش روش به شده يبررس يهانمونه در يباكتر نيا وعيش

 ليدلا نيمهمتر. ]19[ است درصد 6/56 مرازيپل يارهيزنج

 را ايدن مختلف مناطق در يورنتب لايكوكس وعيش نيب اختلاف

 نوع و يچگونگ ،ييايجغراف تيموقع يگوناگون به توانيم

 و سال فصل شده، احذ يهانمونه تعداد و نوع ،يبررس روش

 داد نسبت آلوده ريغ و آلوده يهاگله نيب در يريگنمونه

 نيتكايل يمطالعه نيهمچن). 5,17,18,20,21(

(Lyytikainen) زانيم نيبالاتر آلمان در) 1998 (همكاران و 

 فصل طول در را يبورنت لايكوكس به گوسفندان يآلودگ وعيش

 و Fretz يمشابه طور به. ]22[ دهديم نشان بهار و زمستان

 فصل در گاو ريش يآلودگ وعيش زانيم) 2007 (همكاران

 و زييپا يهافصل ريسا از شتريب مراتب به را بهار و زمستان

 لايكوكس شتريب وعيش ليدل ديشا. ]12[ نمودند گزارش تابستان

 نيا دفع بهار، فصل از شده اخذ يهانمونه در يبورنت

 و ادرار مدفوع، ،يرحم ترشحات از زايماريب سميكروارگانيم

  .باشد طيمح به مانيرا زمان در ريش

  

  شنهاداتيپ - 5
 يريشگي پيات براير و لبني موكد در مورد مصرف شيهاهيتوص

ن آنها يها اشاره داشتند كه مهمتريمارين نوع بي به ااز ابتلا

        .ديزه استفاده نكنير پاستوريات غي هرگز ازلبن-1: عبارتند از

ات خام كه از سلامت آنها مطمئن ير و لبنيدن شي از خر-2

ات از دوره گردها و ي لبنياد فلهي از خر-3. ديد اجتناب كنيستين

ستند اجتناب يداشت نا بهي ي كه تحت نظارت دامپزشكياماكن

 المقدور يد حتي كني سعيدن محصولات لبني درخر-4.ديكن

 و مورد اعتماد هستند مد ي بهداشتي را كه در بسته بنديانواع

 و ي به محض بروز تب ،سردرد، درد عظلان-5. دينظر قرار ده

 ي كه داراي بخصوص در زنان باردار و افرادي شكميدردها

 ين واحد درمانيتركياً به نزد هستند حتميانهي زميماريب

   .ديمراجعه نمائ

  

  يتشكر و قدردان - 6
ان يمجر. باشدي ميينامه دانشجوانين پژوهش، بر گرفته از پايا

 يدانند كه از مساعدت و همكاريطرح بر خود واجب م

 ما يريگ كه در مراحل نمونهيزانيدانشگاه دانشگاه لرستان و عز

  .عمل آوردندر و تشكر به ي كردند تقدياري
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Genomic detection of Coxiella burnetii in sheep milk samples by 

Nested-PCR method in  Khorramabad, Iran. 
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Q fever is a worldwide disease with is common between humans and livestock. This disease is created 
by an obligate intracellular Rickettsia called Coxiella burnetii. This study was conducted to identify 
the amount of C.burnetii prevalence in the raw Sheep milk in Khorramabad and its surrounding towns. 
In this cross-sectional study (from Spring 2013 to Winter 2013), 72 Sheep milk samples were 
collected Randomly. These samples were tested for the presence of C. burnetii by the Nested PCR 
method. 
In this survey, number 15 out of 72 (20.83%) sheep milk samples were positive for C. burnetii. The 
prevalence of C. burnetii varied during different seasons 
The analysis of the collected data in different seasons and areas revealed that, more than 79/16 percent 
of the samples were negative and about 20.82 percent were positive in terms of C.burnetii presence. It 
can be concluded from this study the season and the region of sample collecting affects the amount of 
bacteria exerted, and that Sheep milk can be one of the potential sources of C. burnetii in Iran. 
 
Keywords: Q fever, Coxiella burnetii, sheep milk, Khoramabad, Nested-PCR 
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