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چکید ه 
علیرغم اجراي طولاني برنامه مبارزه با ســل گاوي در ایران، این بیماري همچنان به عنوان یک مشــکل بزرگ باقي مانده است و سبب 
ایجاد ضررهاي اقتصادي گســترده مي شود. در این مطالعه جداســازي مایکوباکتریوم بوویس، عامل ایجادکننده سل گاوي، از گاوهاي 
رآکتور)توبرکولین مثبت( کشتارشده در استان اصفهان مورد بررسي قرار گرفته است. در فاصله زماني 1385تا 1388 عقده هاي لنفاوي 
مزانتریک و مدیاســتینال همراه با نمونه هاي پاتولوژیک )در صورت وجود( از143راس گاو بر روي محیط کشــت اختصاصي لونشتاین- 
جانســون گلیسیرین دار و لونشــتاین- پیرووات دار کشت داده شــد. تعداد 28 جدایه داراي ویژگي هاي رشد مایکوباکتریوم ها نظیر 
برخورداري از خاصیت اســید فست بودن در میکروسکوپي، توســط یک الگوریتم استاندارد بیوشیمیایي متشکل از آزمایش هاي رشد 
ترجیهي بر روي محیط کشت بیرووات دار،کاتالاز، تولید نیاســین، احیاء نیترات، رشد در محیط حاوي تیوفن کربوکسیلیک هیدرازید 
اســید )TCH( و تولید کورد فاکتور، مورد بررسي قرار گرفتند. در نتیجه تمام 28 جدایه به عنوان مایکوباکتریوم بوویس شناسایي شدند. 
این جدایه ها از 8 واحد گاوداري در نواحي مختلف اســتان اصفهان جمع آوري شده بودند که از میان آنها 15 جدایه مربوط به یک گله در 
بهارستان و دو گله دیگر هر یک با 4 جدایه بودند. 5 جدایه باقیمانده از 5 گاوداري در مناطق دولت آباد، نجف آباد، تیران، گلشهر و قلعه 
شور اصفهان جداســازي شدند. جداسازي م.بوویس به عنوان تنها پاتوژن مایکوباکتریایي عامل بیماري در گاوان رآکتور اصفهان نشانه 
تاییدکننده دیگري اســت دایر بر اینکه دیگر اعضاء کمپلکس م.توبرکولوزیس نقشي در اپیدمیولوژي سل گاوي در این استان ندارند، 
همچنان که این مشــاهده در مورد دیگر استان هاي ایران نیز موضوعیت دارد. در سه مورد از 8 گاوداري مورد بررسي در این بررسي 4 
جدایه م. بوویس و یا بیش از آن از هر گله جمع آوري گردید که این امر نشانه وقوع همه گیري بیماري در این گله ها مي باشد. پاسخ به این 
ســؤال که آیا یک سویه واحد یا چندین سویه در بروز اپیدمي در این گله ها دخالت داشته اند نیازمند انجام بررسي هاي دقیق مولکولار 

اپیدمیولوژي خواهد بود.
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Despite the long-run anti bovine tuberculosis (BTb) scheme in Iran, BTb remains a major problem in the national 
cattle farming that causes substantial economical loss. In this search (2006-2009), isolation of Mycobacterium bovis, 
the causative agent of BTb,from tuberculin positive (reactor) cattle slaughtered in Isfahan has been addressed. Mes-
enteric and mediastinal lymph nodes along with pathological specimens(if present) from 143 cattle were cultured on 
Lownstein-Jenson (LJ) slopes. The 28 isolates representing mycobacterial growth characteristics eg. Acid fastness 
in microscopy, were subjected to a standard biochemical algorythm comprising preferential growth on pyruvate LJ 
medium, catalase, niacin, nitrate reductase, tiophen carboxylic hydrazide acid (TCH) and production of cord factor 
tests. Consequently, all the 28 isolates were identified as M. bovis. These isolates originated from 8 farms in different 
regions of Isfahan province with 15 of them coming from a single herd in Baharestan followed by two more farms 
with 4 isolates from each. The remaining 5 single isolates were collected from 5 herds in Dolatabad, Najafabad, Tiran, 
Golshar and Ghaleh Shour regions. Isolation of M. bovis as the single mycobacterial causative pathogen in the recator 
cattles of  Isfahan is another confirmatory observation that no other member of Mycobacterium tuberculosis complex 
plays a role, if any, in epidemiology of BTb in Isfahan as is the case with rest of Iran. In three out of the 8 farms studied 
here, there were 4 or more M. bovis isolates collected from every herd an indication of BTb epidemics in these herds. 
Whether single strain or multiples strains of M. bovis have been involved in the disease outbreaks in these farms, furher 
molecular epidemiology work is required. 

Key words: Tuberculin positive ; Tuberculusis; Mycobacterium bovis ; Acid Fast ; Reactor 

مقدمه
مایکوباکتریــوم بوویــس عامل اصلي ســل در گاو بصــورت طبیعي 
داراي بیشــترین تنوع میزباني در میان اعضاي کمپلکــس مایکوباکتریوم 
توبرکولوزیس مي باشــد. تخمین زده مي شود که بیش از 50 میلیون راس 
گاو در جهان آلوده به این باکتري مي باشــند )1(. پیشینه شناسایي ارتباط 
میان سل گاوي و سل در انسان به اواخر قرن نوزدهم میلادي باز مي گردد. 
بــه عنوان مثال مي توان به مقاله Creighton که در 1880میلادی با عنوان 
 An Infective Form of Tuberculosis in Man identical with Bovine
Tuberculosis در ژورنال فیزیولوژي و آناتومي منتشر شد اشاره نمود )2(. 
تا پیش از اســتفاده فراگیر از فرآیند پاستوریزاسیون، حدود 20 تا 40 
درصد موارد سل انساني ناشي از م. بوویس گزارش شده بود. اگرچه در حال 
حاضر این رقم در مقیاس جهاني حدود 1/4% مي باشــد )3( با این حال در 

برخــي از مناطق جهان و از جمله آفریقا و مکزیک این میزان بالاتر اســت. 
به عنوان مثال در ترکیه، همســایه غربي ایران، تا 5/3 % موارد انساني سل 
به این پاتوژن نســبت داده مي شود )3(. ســل گاوي در بسیاري از مناطق 
جهان نظیر انگلســتان، جمهوري ایرلند، چین و آمریــکاي لاتین علیرغم 
صرف هزینه هاي بســیار در جهت کنترل و ریشــه کني همچنان به عنوان 
یک مشــکل بهداشتي و اقتصادي مهم در دامپروري محسوب مي شود )4(. 
در ایران بر اســاس شواهد موجود ســل گاوي از گذشته در میان گله هاي 
گاو وجود داشــته اســت. در سال 1310 خورشــیدی کارپانتیه دامپزشک 
فرانسوي، وجود سل را در میان لاشه گاوهاي بومي که در کشتارگاه تهران 
ذبح مي شــدند را گزارش نمود. این مشاهدات توسط دامپزشکان ایراني نیز 
در طول ســال هاي 1325 و 1326 و پس از آن از دیگر شــهرها و مناطق 
کشــور گزارش شده اســت )5(. با وجود اجراي برنامه تست و کشتار تحت 
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حمایت قانون از ســال 1346 خورشــیدی، در حال حاضر کمتر از 8% کل 
گله گاو کشــور که حــدود 8/5 میلیون راس تخمین زده مي شــوند تحت 
پوشــش این برنامه قــرار دارند ضمن آنکه این برنامه بیشــتر روي کنترل 
بیماري در گاوان اصیل و دورگ متمرکز شــده است)6(. بدین ترتیب وجود 
لاشه هاي گاو دارای سل منتشر و همچنین موضعي در میان گاوان بومي و 
اصیل بصورت پیوســته در گزارشات سالیانه بسیاري از کشتارگاه هاي ایران 
مشاهده مي شــود. اگرچه اجراي برنامه تست و کشتار گاوهاي راکتور سلي 
در انگلســتان و ایرلند نیز همانند ایران تاکنون منجر به ریشه کني بیماري 
در هیچ یک از این کشــورها نشده است اما از دیدگاه اپیدمیولوژي و فرآیند 
اجراي برنامه، بدلیل وجود اشکالات لجستیکي اساسي مقایسه این کشورها 
با ایران غیرمنطقي است. بنظر نمي رسد ریشه کني بیماري در ایران دستکم 

در کوتاه مدت در دسترس قرار داشته باشد)5(.
در اســتان اصفهان با مســاحت تقریبی 105263 کیلومتر مربع برنامه 
کنترل بیماری ســل با انجام تست توبرکولین از چند دهه گذشته در حال 
اجرا بوده است. در این استان حدود 40200 راس گاو اصیل در گاوداري هاي 
صنعتي و 14500 راس در گاوداري هاي نیمه صنعتي پرورش مي یابند ضمن 
آنکه حدود 390000 راس گاو دورگ و بومی نیز در دامداری های سنتی و 
روستایی سطح استان نگهداري مي شوند. استان اصفهان از کانون هاي مهم 

در اپیدمیولوژي سل گاوي مي باشد )7(.
مطالعه حاضر بــه منظور آگاهي از فراواني آلودگــي به مایکوباکتریوم 
بوویس در میان گاوان توبرکولینه اســتان اصفهان با انجام کشت میکروبي 
بــر روي عقده هاي لتفاوي و ضایعات پاتولوژیک لاشــه گاوهاي توبرکولین 
مثبت ذبح شــده در کشــتارگاه اصفهان اجرا و جدایه هاي مایکوباکتریایي 
جمع آوري شــده توسط آزمون هاي بیوشیمیایي اســتاندارد تعیین هویت 
شدند. یافته هاي تحقیق در سایه اطلاعات موجود در سایر استان هاي کشور 

مورد بررسي و تجریه و تحلیل قرار گرفته است.

مواد و روش ها
جمع آوري نمونه هاي کشتارگاهي

عقده هاي لنفــاوي )مدیاســتینال، مزانتریک و پشــت حلقي( همراه 
بــا بخش هایي از ریه، طحال و کبد )در صورت وجــود ضایعات پاتولوژیک 
قابل مشــاهده( متعلق به لاشــه گاوهاي توبرکولین مثبت در فاصله زماني 
1385 تــا 1388 از کشــتارگاه جمع آوري و پس از بســته بندي در ظرف 
نمونه برداري مناســب و ثبت مشخصات با رعایت زنجیره سرد به آزمایشگاه 
مایکوباکتریولوژي مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازي کرج انتقال 

داده شد.

کشت میکروبي بر روي محیط اختصاصي
در آزمایشــگاه با استفاده از مواد و وسایل استریل ابتدا همه نمونه هاي 
مربوط به هر دام بصورت مجتمع توســط هاون آزمایشگاهي و ماسه بادي، 
N-acetyl- سلایه و یکنواخت شد و سپس با استفاده از 5 میلي لیتر مخلوط

L-cysteine  )0/5 درصد(، هیدروکسید سدیم )3/5 مولار( و سیترات سدیم 
)0/05 مولار( به مدت 15 دقیقه آلودگي زدایي شــدند )8(. تقریبا 5 میلي 
لیتر از قســمت شناور فوقاني برداشت و پس از خنثي سازي به کمک اسید 
کلریدریک در یک لوله یونیورسال در سرعت rpm3500 به مدت 15 دقیقه 

سانتریفوژ شد. پس از تخلیه مایعات، از رسوب بدست آمده جهت تلقیح به 
یک لوله کشــت لونشتاین- جانسون گلیسیرین دار و همچنین به یک لوله 
کشت لونشتاین- جانســون پیرووات دار استفاده شد. لوله هاي کشت تلقیح 
شــده به مدت 8 هفته متوالي در دماي 37 درجه ســانتي گراد در انکوباتور 

نگهداري شدند.

آزمایش میکروسکوپي
در پایان دوره انکوباســیون از کلنی های تمام لوله هاي کشت گسترش 
میکروســکوپي تهیه و به روش اسید فست رنگ آمیزي و مورد بررسي قرار 

گرفت.

آزمایشات بیوشیمیایي
این آزمایش ها شامل آزمون رشد ترجیهي بر روي محیط کشت، تست 
نیاســین، آزمون کاتالاز در دماهايC° 22 وC°68، آزمایش نیترات رداکتاز 
و کشــت در محیط TCH)9( و همچنین تســت کورد فاکتور و بر اســاس 

پروتکل هاي استاندارد می باشند)جدول شماره1( )22(.

آزمون رشد ترجیهي بر روي محیط کشت
مایکوباکتریوم بوویس بصورت ذاتي در جداسازي اولیه گرایش بیشتري 
براي رشــد بر روي محیط هاي کشت حاوي پیرووات از خود نشان مي دهد 
درحالــي که مایکوباکتریوم توبرکولوزیس رشــد بهتري بر روي محیط هاي 

حاوي گلیسیرین از خود نشان مي دهد.

تست نیاسین
یک میلي لیتر آب مقطر اســتریل به محیط کشت اضافه و توسط نوک 
پیپت پاســتور چند خراش بر روي ســطح محیط ایجاد شــد، سپس 0/6 
میلي لیتر از مایع برداشــت شده به یک لوله یونیورسال استریل انتقال یافت 
و یک نوار تســت نیاسین داخل لوله قرار گرفت. پس از 20 دقیقه مشاهده 
تغییر رنگ نوار و مایع برداشت شــده به عنوان پاسخ مثبت )توانایي تولید 
نیاســین( و در صورت عدم تغییر  رنگ نــوار و مایع، به عنوان نتیجه منفي 

گزارش شد.

تست کاتالاز
مقدار 61/1 میلي لیتر از محلولA (g/L 9/4 فســفات دي ســدیک( و 
38/9 میلي لیتر از محلول B (g/L 9/07  فســفات منوپتاســیک( مخلوط 
نموده و pH محلول روي 7 تنظیم شــد. مقدار 0/5 میلي لیتر از این محلول 
به دو لوله یونیورســال انتقال داده شــد. یکی از دو لوله به مدت 20 دقیقه 
 22 °C68 و لوله دیگر به همین مدت در بن  ماري با دماي°C در بن مــاري
نگهداري شــد. بــه محتویات هر یک از دو لولــه 0/5 میلي لیتر از مخلوط 
مســاوي توئین80 و آب اکسیژنه 30 حجمي اضافه شد. مشاهده حباب به 

عنوان پاسخ مثبت و فقدان آن به عنوان پاسخ منفي تلقي شد.

آزمون نیترات رداکتاز
مقدار 2 میلي لیتر از محلول نیترات ردوکتاز در یک لوله یونیورســال 
ریخته و به میزان یک لوپ از کشــت باکتري به  آن اضافه شد و به مدت 2 
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ســاعت در انکوباتورC° 37 قرار داده شد. در صورت تولید نیترات، این ماده 
توســط نیترات ردوکتاز به نیتریت تبدیل مي شود و وجود آن به روش زیر 

شناسایي شد:
الف( بعد از گذشــت 2 ساعت یک قطره اسیدکلریدریک 0/5 نرمال به 

محتویات لوله اضافه شد.
ب( دو قطره از محلول سولفانیلامید 0/2% افزوده شد.

ج(  دو قطــره از محلــول ان نفتیل دي آمیــن دي کلرهیدرات %0/1 
اضافه شد. 

TCH تست توانایي رشد در محیط
پرگنه هاي باکتري در محیط تیوفن 2-کربوکســیلیک هیدرازین اسید 
)TCH( کشت و 8 هفته در دمايC° 37 نگهداري شد. فقط مایکوباکتریوم 

بوویس قادر به رشد در این محیط مي باشد.
آزمایــش کورد فاکتــور: این خصوصیت مربوط بــه تولید ترهالوز دی 

مایکولات مي باشــد که فقط توسط ســویه های بیماری زای مایکوباکتریوم 
توبرکلوزیــس تولید و باعث جلوگیري از مهاجرت گلبول های ســفید و در 
نتیجه ایجاد گرانولوم های مزمن مي شــود. باسیل هاي حاوي این ویژگي در 

زیر میکروسکوپ به شکل زنجیره های موازی دیده مي شوند.

نتایج
در مجموع نمونه هاي کشتارگاهي 143 راس گاو در دوره انجام تحقیق 
از شهرســتان هاي اصفهان، نجف آباد، خمینی شــهر، مبارکه، زرین شــهر 
و شــهرضا و مناطق دولت آباد، بهارســتان، تیران و کــرون، جاده نایین و 
خوراســگان جمع آوري و پس از انتقال به آزمایشگاه بر کشت روي محیط 
اختصاصي میکروبي انجام شــد. پس از بررسی دقیق میکروسکوپي، در 28 
مورد رشــد مایکوباکتریایي تشخیص داده شد. این نمونه ها از گاوهاي ماده 
متعلق به 8 واحد گاوداري مســتقر در مناطق بهارســتان، نجف آباد، قلعه 
شور، دولت آباد، تیران و کرون، گلشهر و جاده نایین جمع آوري شده بودند.
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جدول1- جدول کلیدی تعیین هویت مایکوباکتریوم ها بوسیله تست های بیوشیمیایی )22(

تعداد جدایه مایکوباکتریوم بوویسمنطقه جغرافیایيکد واحد گاوداري

A15بهارستان

B1دولت آباد

C4نجف آباد

D4قلعه شور

E1تیران

F1گلشهر

G1قلعه شور

H 1نجف آباد

جدول 2- مشخصات نمونه هاي مثبت در کشت میکروبی

جداسازی و شناسایی مایکوباکتریوم بویس از...
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بر طبق جدول شــماره 2، بیشــترین تعداد جدایه به میزان 15 مورد 
مربوط به یک دامداري در منطقه بهارســتان بود همچنین 4 جدایه از یک 
دامداري در شهرســتان نجف آباد، 4 جدایه از یک واحد گاوداري در منطقه 
قلعه شور و نیز از 5 واحد گاوداری دیگر از هرکدام یک جدایه از نمونه هاي 

کشتارگاهي جداسازي شد.
پس از اجراي آزمایشــات بیوشــیمیایي نشــان داده شده که تمام 28 
جدایه داراي رشد مشهودی بر روي محیط لونشتاین- جانسون پیرووات دار 
 ،68°C 22، کاتالاز °C بودند ضمن آنکه در همه تست هاي نیاسین، کاتالاز
نیترات رداکتاز و همچنین رشــد در محیط کشــت TCH و نیز تولید کورد 
فاکتور پاســخ منفي بدســت آمد. نتیجه جمع بندی این آزمون ها منجر به 

تایید مایکوباکتریوم بوویس بودن تمام این 28 جدایه شد.

بحث
در ســال 1324 براي نخســتین بار در ایران فتح الــه انتصار موفق به 
جداســازي م. بوویس از یک راس گاو در روســتاي اســماعیل آباد کرج و 
نشان دادن بیماري زایي آن در حیوانات آزمایشگاهي شد)5(. در حال حاضر 
جداســازي این پاتوژن از گاوان مسلول در اکثر اســتان هاي ایران بصورت 
پیوسته گزارش مي شود )7(. جدا شدن  م.بوویس از گاوان توبرکولین مثبت 
در مطالعه حاضر با مشــاهدات پیشین در ایران در سازگار مي باشد)10(. در 
شــرایطي که جداشدن اعضاي دیگر کمپلکس مایکوباکتریوم توبرکولوزیس 
و از جمله مایکوباکتریوم توبرکولوزیس، مایکوباکتریوم آفریکانوم و همچنین 
مایکوباکتریــوم آریکس از گله هاي گاو و گاومیش در کشــورهاي آفریقایي 
نظیر غنا)11(، آفریقاي جنوبي )12( و کشــورهای آسیایي نظیر بنگلادش 
)13(، هند )14( و پاکســتان )15( و اروپایي نظیر آلمان )16( و نروژ )17( 
پیش از این گزارش شده است اما تاکنون جداسازي دیگر اعضاي کمپلکس 

مایکوباکتریوم توبرکولوزیس از گاوها در ایران گزارش نشده است.
از مجموع 8 واحد دامپروري مورد مطالعه در این تحقیق، در سه واحد 
جداســازی بیش از یک جدایه م. بوویس دیده شــد. بطوریکه در دو واحد 
هرکدام 4 جدایه و در یک واحد 15 جدایه باکتري جدا شــد. در شــرایطي 
که با اعمال برنامه تســت و کشــتار به تدریج از تعداد دام هاي توبرکولین 
مثبت در گاوداري ها کاسته مي شــود با اینحال یکي از نشانه هاي احتمالي 
اجراي غیرموفق برنامه، مشــاهده افزایش مــوارد توبرکولین مثبت در گله 
و یا شناســایي دام هاي رآکتور پس از پاک شــدن گلــه بدنبال نوبترهاي 
متوالي تست توبرکولین مي باشد. بنظر مي رسد وقفه میان اجراي نوبت هاي 
متوالي تســت توبرکولین در گله هاي فوق مي تواند توجیه نماید که ســویه 
یا ســویه هاي عامل وقوع بیماري فرصت کافــي براي آلوده نمودن دام هاي 
متعدد در گله را بدســت آورده اند. به دلیل وجود مثبت های کاذب، در این 
تحقیق از 143 نمونه کشــتارگاهی توبرکولین مثبــت، فقط از 28 جدایه 
 ،)False Positive( مایکوباکتریوم بوویس جدا شــد. در موارد مثبت کاذب

با اینکه تست توبرکولین مثبت می شود ولی باسیل سل جدا نخواهد شد. 
مثبت های کاذب تست توبرکولین در موارد زیر اتفاق می افتد)4(:

1 - آلودگی به سل انسانی
2 - آلودگی به سل مرغی

3 - آلودگی به بیماری یون
4 - موارد واکسیناسیون یون

5 - دخالت مایکوباکتریوم های غیربیماری زا یا محیطی
پیش از این مشــاهداتي دایر بر امکان آلوده بودن همزمان گله هاي گاو 
با چند گونــه مایکوباکتریوم توبرکولوزیس کمپلکس )19, 20( و همچنین 
چند ســویه م. بویس )21( گزارش شده اســت. امکان وجود چندین سویه 
م. بوویــس در یک دامداري در ایران نیز مورد تایید قرار گرفته اســت )7(. 
نظر به اینکه در مطالعه حاضر موضوع وجود و شناســایي سویه هاي مختلف 
مایکوباکتریوم بویس مورد بررسي قرار نگرفته است بنابراین اگرچه احتمال 
فعالیت ســویه هاي متعدد در واحدهاي گاوداري تحت بررسي این تحقیق 
در اصفهــان وجود دارد اما در حال حاضر نمي توان در این مورد اظهار نظر 

قطعي نمود.
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