
 

 مجله علوم تغذیه و صنایع غذایی ایران
 97-106 ، صفحات1400 پاییز، 3 ، شمارهشانزدهمسال 

 

 

های شیر خام گاو، گوسفند و بز به روش واکنش  در نمونه کوکسیلا بورنتیتشخیص ژنومی 

 زنجیره ای پلیمراز با استفاده از دو نوع پرایمر در استان مازندران: یک مطالعه مقدماتی

 3، راحم خوشبخت2، الهام اثنی عشری1حمید رضا کاظمینی
 

 آمل، ایران، دانشگاه تخصصی فناوری های نوین آملاستادیار گروه بهداشت مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی،  نویسنده مسئول: -1

  h.kazemeini@ausmt.ac.ir پست الکترونیکی:    

 گروه بهداشت مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تخصصی فناوری های نوین آمل، آمل، ایران -2

 ه دامپزشکی، دانشگاه تخصصی فناوری های نوین آمل، آمل، ایرانگروه پاتوبیولوژی، دانشکد -3

   

 4/12/99تاریخ پذیرش:                                                                                                     17/8/99تاریخ دریافت: 

 چکیده

ای پلیمراز  واکنش زنجیره های شیر گاو، گوسفند و بز به روش در نمونه کوکسیلا بورنتیاین مطالعه با هدف بررسی میزان شیوع  سابقه و هدف:

(PCR.در استان مازندران صورت پذیرفت ) 

به طور تصادفی از استان مازندران و بز  نمونه شیر خام گاو، گوسفند 200در مجموع تعداد  1397تا زمستان  1397 از بهار ها:مواد و روش

 مورد آزمایش قرار گرفتند. کوکسیلا بورنتی مختلف از نظر استفاده از دو نوع پرایمربا  PCRجمع آوری شد که با استفاده از روش 

انجام شد. با  ای پلیمراز با مقایسه دو نوع پرایمر واکنش زنجیره به روش کوکسیلا بورنتیبررسی میزان شیوع هدف در این مطالعه،  :هايافته

درصد( شیر گاو از نظر  70/2نمونه ) 2درصد( شیرگوسفند و 52/17نمونه )17نمونه به ترتیب  19، مجموع تعداد Transاستفاده از پرایمر 

هیچ یک  OMPخیص داده نشد. همچنین با استفاده از پرایمر های شیر بز مثبت تش مثبت بودند و هیچ یک از نمونه کوکسیلا بورنتیآلودگی به 

برخوردار است. میزان کوکسیلا بورنتی از توان بیشتری برای تشخیص  Transها مثبت تشخیص داده نشد و نتایج نشان داد که پرایمر  از نمونه

های مثبت مربوط به  . بیشترین فراوانی نمونه(>05/0P) در فصول پاییز و زمستان از سایر فصول بیشتر بود کوکسیلا بورنتیشیوع باکتری 

 تعداددرصد( نمونه بود. 11/11) 1درصد( نمونه و کمترین فراوانی مربوط به شهرستان محمود آباد با تعداد  67/66) 8شهرستان جویبار با تعداد 

درصد( نمونه بود. این درحالی است که 20) 2درصد( نمونه و در واحد نیمه صنعتی  60/8) 16در واحد سنتی  Transمثبت با پرایمر  های نمونه

درصد( و تعداد  90/12) 12از شیر مخزن،  Transمثبت با پرایمر های  تعداد نمونهچنین  در واحدهای صنعتی هیچ نمونه مثبتی یافت نشد. هم

 کی از هر دام بوده است.درصد( نمونه مثبت، به صورت ت 55/6) 7

برخوردار  کوکسیلا بورنتی از توان بیشتری برای تشخیص آلودگی به Trans-PCRنتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که روش  گیري: نتیجه

در فصول پاییز و زمستان از سایر  کوکسیلا بورنتیدر فصول مختلف متفاوت است به طوری که شیوع باکتری  کوکسیلا بورنتیاست. شیوع 

در  کوکسیلا بورنتیفصول بیشتر مشاهده شد. جهت کنترل و پیشگیری، انجام مطالعات بیشتر در مورد اپیدمیولوژی و اثرات ناشی از حضور 

 شیر خام و شیوع تب کیو ضروری است.

  ازندران، مای پلیمراز ، شیر، واکنش زنجیرهکوکسیلا بورنتیتب کیو،  واژگان كلیدي:

  مقدمه 

های  شیر به جهت دارا بودن ترکیبات مغذی از قبیل چربی

هاا و ماواد    هاا، اناواع ویتاامین    هاا، کربوهیادرات   مفید، پروتئین

های سنی غذایی کامل است )نوشیدن  معدنی برای تمامی گروه

تواناد   شیر برای افرادی که به لاکتوز شیر حساسیت دارند مای 

ت شکم شود موجب دل درد، نفخ معده، اسهال وگرفتگی عضلا

منع مصرف دارد( و برای افرادی که منع مصرف ندارناد فوایاد   

بسیاری دارد. از طرفی با توجه باه ترکیباات موجاود در شایر،     

یااک محاایا مناسااب و بساایار مغااذی باارای رشااد انااواع      

تواناد باعا     می شود و می های پاتوژن محسوب میکروارگانیسم

(. یکای از  1ها به انسان و بروز بیماری شاود )  انتقال این پاتوژن
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تاب کیاو یاک     باشاد.  مای  (Q.ferver) ها، تب کیاو  این بیماری

مشترک بین انسان و دام است که تاکنون از بیماری اندمیک و 

نواحی جغرافیایی مختلف با آب و هوای متفاوت گازارش شاده   

عامل ایان بیمااری،    (Coxilla borneti) کوکسیلا بورنتیاست. 

و دارای زندگی داخل سلولی  یک میکروارگانیسم ریکتزیا مانند

ها، دام هاای اهلای، وحشای،     تواند انسان میباشد و  اجباری می

حیوانات خانگی و حشرات را آلاوده کناد. گااو، گوسافند و باز      

مخازن طبیعی این بیماری هساتند و ارگانیسام را از   ترین  مهم

. (2) کنند جنین سقا شده، ادرار، مدفوع و شیر دفع میطریق 

امروزه شیوع تب کیو در کشورهای مختلف گازارش شاده کاه    

نشان دهنده اهمیت آن به عنوان یک تهدیاد بارای سالامت و    

بهداشت افراد جامعه است. رحم و غدد پستانی حیاوان، اولاین   

لا کوکسیمحل جایگزینی عامل بیماری در فاز مزمن آلودگی با 
بوده و حیوانات آلوده میکروارگانیسم را به مقدار زیاد از  بورنتی

طریق ترشحات دفعی، ترشحات رحمی و قطعااتی از جفات در   

هاای   ترین راه کنند. یکی از مهم می طول زایمان به محیا دفع

هاای آلاوده اسات، از     به محیا، شیر دام کوکسیلا بورنتیدفع 

تواند منبع آلاودگی   ده میاین رو مصرف شیر غیرپاستوریزه آلو

برای انسان باشد. این ارگانیسم در محیا به شکل شبه اساپور  

تبدیل شده و به علت مقاومت به خشکی، حرارت و بسایاری از  

ها قادر است برای مادت طاولانی در محایا     ضد عفونی کننده

، اخاتلالات  کوکسایلا باورنتی  در حیوانات آلوده به زنده بماند. 

ناار  گازارش      زایی و نوزاد سقا جنین، مردهتولیدمثلی مانند 

معمولاً بدون علامت است، هر دو نوع باا   (. عفونت3)شده است

توانناد   مای نشاخوارکنندگان آلاودگی را    علائم و بدون علامات 

پخش کنند. علائم بیماری در انسان بسیار متغیر است و حدود 

صای  درصد از افراد با تیتر سرمی مثبت، علائم بالینی مشخ 60

از خود بروز نمی دهند. تاب کیاو باه شاکل حااد باه صاورت        

کناد.   مای  بیماری آنفولانزا، پنومونی یا هپاتیت غیرواضا  باروز  

تاب کیاو باه    بروز علائم این بیماری ناگهانی است و معمولاً در 

ایان   رود. طور عمده یک بیماری شغلی در انسان به شامار مای  

ان حیوانااات، دهناادگ پاارورش پزشااکان، بیماااری شااغلی در دام

ها، شیردوشاان، کارکناان واحادهای لبنای،      کارگران کشتارگاه

هاای مارتبا    های چارم و پرسانل آزمایشاگاه    شاغلین کارخانه

 کوکسایلا باورنتی  شود. باا توجاه باه ایان کاه       بیشتر دیده می

قابلیت سرایت بسیار زیادی دارد، مقاومت آن نسبت به حرارت 

قابلیات تبادیل باه     و خشک شدن در محیا خارج بالا است و

افشانه و انتقال از طریق استنشاق را دارد و حتی یاک ماورد از   

زایی در افراد حسا  است لذا از نقطه  آن قادر به ایجاد بیماری

های بیولوژیکی، جنگ افزار مناسابی باه    نظر کارشناسان جنگ

 .آید می حساب

هااای مسااتقیم و   تشااخیص تااب کیااو از طریااق روش   

های مساتقیم نظیار مشااهده     شود. روش غیرمستقیم انجام می

عاماال بیماااری از طریااق کشاات و جداسااازی و یااا واکاانش   

های خاص نیاز به وساایل و   ای پلیمراز که در آزمایشگاه زنجیره

هاای اخیار،    شود. در طی ساال  تجهیزات خاص دارند، انجام می

های مولکولی بر  آزمایشات تشخیصی مختلفی بر اسا  تکنیک

در کشات   کوکسیلا باورنتی شخیص باکتری ، برای تPCRپایه 

هااای کلینیکاای توسااعه یافتااه اساات. ضاارورت  ساالولی نمونااه

هاای   تشخیص سریع این عامل باکتریایی با استفاده از تکنیاک 

 (.4کنند ) تر می بیولوژی مولکولی استاندارد را با اهمیت
با توجه نکات ذکر شده در مورد اهمیت این بیماری و نقش 

آن در سلامت افراد جامعه، مطالعاه حاضار باا هادف شناساایی      

های شیر گاو، گوسفند و باز باه روش    در نمونه کوکسیلا بورنتی

واکنش زنجیره ای پلیمراز در اساتان مازنادران برناماه ریازی و     

 انجام شد.

  هامواد و روش 

 23842استان مازندران با مساحت : پژوهشمنطقه مورد  

کیلومتر مربع در شمال ایران واقع شده است که با توجه به 

های البرز و جنگل از  نظر وضعیت  وجود دریا، رشته کوه

. استان باشد می طبیعی و آب و هوایی از نوع معتدل مرطوب

های ایران در زمینه پرورش  ترین استان مازندران یکی از مهم

 شود. می گوسفند و بز محسوبگاو، 

توصیفی از بهار  -این مطالعه به صورت مقطعی: نمونه گیری

در این مطالعه، با در انجام شد.  1397تا زمستان  1397

در شیر خام گاو برابر  کوکسیلا بورنتینظرگرفتن میزان شیوع 

( سط  اطمینان αدرصد ) 5درصد، خطای نوع اول برابر با  9با 

حداقل نمونه مورد نیاز برای  درصد 4میزان دقت ، و درصد 95

 .نمونه است 200مطالعه حاضر برابر با 

𝑛 =
(𝑍1−𝛼

2⁄ )
2

×  P(1 − 𝑃) 

d2
 

گله  60نمونه شیرخام به طور تصادفی از  200تعداد 

نمونه شیرخام به طور  200صنعتی، نیمه صنعتی و تعداد 

گله صنعتی، نیمه صنعتی و سنتی گاو، گوسفند  60تصادفی از 

شهرستان )آمل، محمود آباد، قائم  11بز شیری، مربوط به  و

شهر، فریدون کنار، ساری، نوشهر، نور، بابل، چمستان، جویبار 

رود( استان مازندران و روستاهای مربوطه، با مراجعات  و سرخ

های مختلف پرورش گاو، گوسفند و بز شیری  داری مکرر به گله

 بهداشتی و به مقدار های استریل به شکل کاملا در میکروتیوب
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های مخزن شیر و هم چنین مواردی به  میلی لیتر از تانک 2

ها با پنبه  صورت انفرادی )پس از ضد عفونی کردن سرپستانک

ها جمع آوری و با  الکل و ریختن چند دوشش اول( از گله

وقت به آزمایشگاه تحقیقاتی  حفظ زنجیره سرما در اسرع

های نوین آمل  صصی فناوریدانشکده دامپزشکی دانشگاه تخ

 گراد فریز گردیدند. درجه سانتی -20منتقل و در دمای 

ها از  نمونه ابتدا: ها از نمونه  DNAآماده سازی و استخراج 

فریزر برداشته و در دمای اتاق قرار داده شد. پس از ذوب شدن 

و های حاوی نمونه با ورتکس مخلوط شد  ها، میکروتیوب نمونه

ها با استفاده از کیت  از نمونه DNAاستخراج ژنومی در نهایت 

DNPساخت شرکت سیناژن ایران ) DNAاستخراج 
TM

 Kit )

استخراج های   DNA مطابق دستورالعمل کیت انجام گرفت.

درجه  -20تا زمان مورد نیاز برای استفاده، در دمای شده 

تخلیص شده پس از الکتروفورز DNA کیفیت ذخیره گردید. 

  ل آگاروز مورد بررسی قرار گرفت.بر روی ژ
با موفقیت برای تشخیص اسیدنوکلئیک  PCRتکنیک 

های بالینی و کشت سلولی با  در نمونه کوکسیلا بورنتی

توانایی بالایی نسبت به   PCRموفقیت استفاده آزمایش

در شیر به صورت فوری پس از  کوکسیلا بورنتیشناسایی 

سرولوژیکی شناسایی که آزمایشات  در حالی آلودگی دارد،

 ها را در شیر پس از مدت طولانی شناسایی آنتی بادی

، از کوکسیلا بورنتیبه منظور ردیابی و شناسایی کنند.  می

و  Trans1با پرایمر  PCRای و از  مراز آشیانه پلی روش واکنش

Trans2 بر اسا  ژن ترانسپوزون مانند (Transposon- like 

element (Trans- PCR))  تکرار پذیر که حساسیت و ویژگی

ثابت شده است،  کوکسیلا بورنتیبالای آن برای ارزیابی 

 طراحی شد.

مراز  روش آزمون واکنش زنجیره ای پلی مراحل انجام

به منظور ردیابی : OMPای با استفاده از پرایمرهای  آشیانه

های شیر گاو، گوسفند و بز، از روش  در نمونه کوکسیلا بورنتی

 DNA(. برای بررسی حضور 5مکاران استفاده شد )بری و ه

ها، روش آزمون واکنش  در نمونه کوکسیلا بورنتیژنومی 

به کارگرفته ( Nested- PCR) ای مراز آشیانه زنجیره ای پلی

که  COM1شد. توالی آغازگرهای مورد استفاده برای تکثیر ژن 

بر باشند  می کوکسیلا بورنتیکننده پروتئین غشای خارجی  کد

(. 6اسا  روش مطالعه ی ژانگ و همکاران انتخاب گردید )

مراز در مرحله اول، غلظت بهینه  برای انجام واکنش زنجیره پلی

میکرولیتر به  25مواد به کار رفته در واکنش، درحجم نهایی 

میکرولیتر  10x  ،2میکرولیتر بافر 5/2صورت زیر استفاده شد: 

DNA  ،میلی مولار  5/1الگوMgCl2 ،1  میکرولیتر از هر پرایمر

از  3/0پیکو مول،  10( با غلظت OMP2و   OMP1)پرایمرهای

با  dNTPمیکرولیتر  1و   polymerase DNA Taq آنزیم

 2/0میلی مول. همه مواد به داخل یک میکروتیوب  2/0غلظت 

لیتری منتقل شدند و پس از مخلوط کردن، با استفاده از  میلی

میکرولیتر رسیده و نهایتا در  25 آب مقطر دیونیزه به حجم

دستگاه ترموسایکلر )شرکت بیورد، آلمان( قرار داده شدند. 

گراد  درجه سانتی 94برنامه دمایی به صورت زیر تنظیم گردید: 

درجه  94چرخه دمایی به ترتیب  30دقیقه،  3به مدت 

گراد به مدت  درجه سانتی 56ثانیه،  45گراد به مدت  سانتی

ثانیه. در ادامه  45گراد به مدت  درجه سانتی 72ثانیه و  45

دقیقه  5گراد به مدت  درجه سانتی 72مرحله نهایی در دمای

مرحله تکثیر ثانویه از PCR  یبراصورت گرفت. 

استفاده شد. در این مرحله همه  OMP3-OMP4پرایمرهای

و برنامه زمانی و  PCRگرهای  شرایا اعم از مخلوط واکنش

به عنوان  دمایی مطابق مرحله اول بود. با این تفاوت که

DNA  میکرولیتر محصول  2الگو در این مرحله، ازPCR 

به دست آمده از  PCRمرحله اول استفاده شد. محصول 

درصد حاوی اتیدیوم 1واکنش مرحله دوم، در ژل آگارز 

شاهده و مورد بروماید الکتروفورز گردید و با نور فرابنفش م

تکثیر یافته به روش  DNAطول قطعات  بررسی قرار گرفت.

PCR مربوط به جفت پرایمرهایOMP1 ، OMP2 و OMP3، 

OMP4   بود که در )جدول  3جفت باز 438و  501به ترتیب

 .( نشان داده شده است1

  Transبا استفاده از پرایمرهای  PCRمراحل انجام 

کوکسیلا به منظور ردیابی : کوکسیلا بورنتیاختصاصی 
 -PCRهای شیر گاو، گوسفند و بز، از برنامه  در نمونه بورنتی

Trans و همکارانش استفاده شد  بر اسا  توضیحات وایدی

با همان حجم و   Trans(. از پرایمرهای رفت و برگشت 7)

جهت شناسایی  OMPغلظت استفاده شده در مورد پرایمرهای 

توسا  DNAتکثیر قطعه شد. استفاده  کوکسیلا بورنتی

 دستگاه ترموسایکلر انجام شد.

درجه  94دناتوراسیون اولیه در  متشکل از برنامه دمایی:

 45چرخه  35 دقیقه و به دنبال آن 3گراد به مدت  سانتی

درجه  55ثانیه در  45، گراد سانتیدرجه  94ای در  ثانیه

مرحله توسعه گراد و  درجه سانتی 72 ثانیه در 90گراد و  سانتی

 صورت گرفت.دقیقه  10گراد به مدت  درجه سانتی 72نهایی، 

در کنار کنترل مثبت، نشان  687حضور باند  (2مطابق )جدول 

 باشد.  می کوکسیلا بورنتیدهنده وجود ژنوم باکتری 
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 همرا با توالی و سایز باند آن ها Nested-PCRپرایمرهای به کار رفته در  .1جدول 

Primers Sequence Band size(bp) Gene 
OMP1 5'-AGT AGA AGC ATC CCA AGC ATT G-3' 501 Com1 
OMP2 5'-TGC CTG CTA GCT GTA ACG ATT G-3' 501 Com1 
OMP3 5'-GAA GCG CAA CAA GAA GAA CAC-3' 438 Com1 
OMP4 5'-TTG GAA GTT ATC ACG CAG TTG-3' 438 Com1 

 

 همراه با توالی و سایز باند -PCR  Transپرایمر و سویه استاندارد به کار رفته در  .2جدول

Primers Sequence Band size(bp) Gene 

Trans-1 5'-TAT GTA TCC ACC GTA GCC AGT C-3' 687 IS1111 
Trans-2 5'-CCC AAC AAC ACC TCC TTA TTC-3' 687 IS1111 

 

 1ای پلیمراز در ژل آگارز  محصول حاصل از واکنش زنجیره

 تصویر برداری درصد اتیدیوم بروماید الکتروفورز گردید و با دستگاه

 مشاهده و بررسی شد.  از ژل

آوری شده به صورت های جمعداده: ها تجزیه و تحلیل داده

 SPSSافزارهای آماری  از نرمتوصیفی و تحلیلی با استفاده 

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج بر اسا  فراوانی  21نسخه 

مطلق و نسبی بیان شد. با توجه به کیفی بودن متغیرها از 

( و آزمون رگرسیون لجستیک Chi squareآزمون مربع کای )

چند متغیره برای بررسی ارتباط بین گونه دام، نوع پرورش و 

ش نمونه برداری شیر، فصول مختلف سال و ها، رو نگهداری دام

منطقه جغرافیایی با میزان آلودگی استفاده شد. در تمام 

درصد در  5کمتر از  یدار معنیآنالیزهای انجام شده، سط  

 نظر گرفته شد.

 

 

 هايافته 
ههای دارای آلهودگی بهه     نتایج حاصل از مشاهده نمونهه 

-Trans (Transبا پرایمر   PCRکوکسیلا بورنتی  به روش

PCR:)  درصد( 5/9) 19نمونه شیر خام تنها  200تعداد از کل

 181مثبت تشخیص داده شدند و تعداد  Transنمونه با پرایمر 

 (.1 شکلدرصد( نمونه با همین پرایمر منفی بودند ) 5/90)

های دارای آلهودگی بهه    ی نمونه نتایج حاصل از مشاهده

 :OMPبا پرایمر  Nested-PCR کوکسیلا بورنتی به روش 

تخلیص شده بر روی ژل آگاروز نشاان   DNAنتایج الکتروفورز 

دهنده کیفیت مناسب آن جهت انجام ادامه آزمایشات باود. در  

نمونه شیر خام از نظر آلودگی باه   200این مطالعه در مجموع، 

منفاای  OMPکوکساایلا بااورنتی بااا اسااتفاده از پرایمرهااای   

 (.2 کلشتشخیص داده شدند )

 

 
 Trans با پرایمر   PCR: محصولات 2،9،11،12،13ساخت شرکت سینا ژن، چاهک bp 100: مارکر  M .1تصویر 

 : کنترل منفی. )کنترل(1چاهک

13 M 2 

687 bp 

9 11 12 1 
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 OMPبا پرایمر   -PCR  Nestedساخت شرکت سینا ژن،  محصولات منفی شده  bp 100: مارکر  M.2تصویر 

  : کنترل مثبت11چاهک

 

 Trans  های مثبت و منفی با پرایمهر  میزان فراوانی نمونه

نتاایج   بهرداری شهده:   های دامی نمونه در هر یک از گونه

نمونه  200حاصل از این مطالعه نشان داد در مجموع از تعداد 

نموناه شایر خاام     97نمونه شیر خام گاو،  74شیر خام شامل 

درصاد( نموناه   70/2) 2نمونه شیر خام بز، تنها  29گوسفند و 

درصاد( نموناه شایر گوسافند از نظار      52/17) 17شیر گااو و  

یچ یک از نمونه شیر آلودگی با کوکسیلا بورنتی مثبت بودند. ه

خام بز از نظر آلودگی با کوکسیلا بورنتی مثبت تشاخیص داده  

 (.  3جدول)نشدند 

 های دامی بر اسا  گونه کوکسیلا بورنتیفراوانی شیوع  .3جدول 

 تعداد نمونه های اخذ شده گونهنوع 

 )درصد( 

 تعداد مثبت

 )درصد( 

 تعداد منفی

 )درصد( 

 72%(30/97) 2%( 70/2) 74%(37) گاو

 80%(48/82) 17%(52/17) 97%(5/48) گوسفند

 29%(100) 0 29%(5/14) بز

 181%(5/90) 19%(50/9) 200%(100) مجموع

 

برداری کاه صاورت    در نمونه ها: نوع پرورش و نگهداری دام

 4درصد( از واحدهای سانتی،  93نمونه ) 186گرفت به ترتیب 

درصاد( از  5نمونه ) 10درصد( نمونه از واحد های صنعتی و 2)

واحدهای نیمه صنعتی اخذ شد. بدین ترتیب از مجموع تعاداد  

نمونه اخذ شده : تعداد نمونه های مثبات تشاخیص داده    200

درصد( نمونه و  60/8)16در واحد سنتی  Transشده با پرایمر 

درصد( نمونه بوده اسات. ایان در   20) 2در واحد نیمه صنعتی 

حالی است که در واحدهای صنعتی هیچ نموناه مثبتای یافات    

 (.  4نشد )جدول 

های مثبت و منفی  ها و میزان نمونه نوع پرورش دام  .4جدول 

 Transپرایمر 

 اخذ شده  های نمونهتعداد  نوع پرورش دام

 )درصد(

 تعداد مثبت 

 )درصد(

 تعداد منفی 

 )درصد(

 170%( 40/91) 16%( 60/8) 186%( 93) سنتی

 4%(100) 0 4%(2) صنعتی

 8%(80) 2%(20) 10%(5) نیمه صنعتی

 182%(91) 19%(9) 200%(100) مجموع

 

برداری شیر به صهورت مخهزن و انفهرادی از     روش نمونه

درصاد( نموناه از شایر     5/46) 93در این مطالعاه تعاداد    گله:

درصاد( باه روش انفارادی     5/53نموناه )   107مخزن و تعداد 

اخذ گردید که از این میان تعداد نمونه های مثبات باا پرایمار    

Trans  ،55/6) 7درصااد( و تعااداد 90/12) 12از شاایر مخاازن 

م درصد( نمونه مثبت، به صورت تکی از هر دام بوده اسات. ها  

در روش شایر   Transهای منفی باا پرایمار    چنین تعداد نمونه

 45/93) 100درصد( و در روش انفارادی   10/87) 81مخزن، 

 (.  5درصد( نمونه بود )جدول 

نوع شیر تانک مخزن و نمونه انفرادی از گله و میزان   .5جدول 

 Transهای مثبت و منفی با پرایمر  نمونه

 ی اخذ شده ها تعداد نمونه مخازن شیرنوع 

 )درصد(

 تعداد مثبت 

 )درصد(

 تعداد منفی

 )درصد( 

 81%(10/87) 12%(90/12) 93%(5/46) تانک

 100%(45/93) 7%(55/6) 107%(5/53) انفرادی

 181%(5/90)  19%(5/9) 200%(100) مجموع
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 Transمیزان فراوانی شیوع کوکسیلا بورنتی  با پرایمهر  

هاای اخاذ شاده در هار      تعداد نمونه در فصول مختلف سال:

درصد( بوده است؛ بر اساا  نتاایج   25نمونه ) 50فصل برابر با 

بااه دساات آمااده میاازان فراواناای شاایوع کوکساایلا بااورنتی در 

شیوع کوکسایلا   .شیرخام در فصول مختلف سال متفاوت است

داری در  فصال زمساتان بیشاتر از ساایر      بورنتی به طور معنی

 (.6( )جدول > 05/0Pفصول سال بود )

در  Transبا پرایمر   کوکسیلا بورنتیتوزیع فراوانی شیوع  .6جدول 

 فصول مختلف سال

مخازن نوع 

 شیر

 های اخذ شده  تعداد نمونه

 )درصد(

 تعداد مثبت 

 )درصد(

 تعداد منفی

 )درصد( 

 50%(25) 0 50%(25)  بهار

 50%(25) 0 50%(25)  تابستان

 47%(94)   3%(6)  50%(25)  پاییز

 34%(68)  16%(32)  50%(25)  زمستان

  81%(5/40)  19%(5/9)  200%(100)  مجموع

 

میزان فراوانهی شهیوع کوکسهیلا بهورنتی در برخهی از      

بر اسا  آماار و اطلاعاات    های استان مازندران: شهرستان

 5/44نمونااه ) 89نمونااه اخااذ شااده  200از تعااداد  7جاادول 

درصاد( از  5/9نموناه )  19درصد( از شهرستان آمل بوده است، 

ترین تعداد نمونه اخذ شده از شهرستان  شهرستان نوشهر و کم

درصد( باوده اسات. از لحااع تعاداد     5/1)  3رود با تعداد  سرخ

، بیشاترین فراوانای   Transباا پرایمار    های مثبت و منفی نمونه

 8های مثبت مربوط به شهرستان جویبار با میزان فراوانی  نمونه

درصااد( و کمتاارین فراواناای مربااوط بااه محمودآباااد و 67/66)

 1درصاد( و    11/11)1رود به ترتیاب باا میازان فراوانای      سرخ

 (.7درصد( بوده است )جدول  33/33)

 برداری نمونهپراکنش جغرافیایی محل : 7جدول 

ها اخذ  تعداد نمونه شهرستان

 شده 

تعداد نمونه 

 مثبت

تعداد نمونه 

 منفی

  86%(  62/96)       3%(  38/3)  89%( 44/ 5)  آمل

 8%(  88/ 88)   1%( 11/11)  9%( 5/4)   محمود آباد 

 18%(  100)  0    18%(  9)   قائم شهر

 15%(  75)  5%(  25)  20%( 10)  فریدون کنار

  4%( 80)    1%(  20)   5%(  5/2) ساری

 19%( 100)  0  19% ( 9/ 5)  نوشهر

 12%( 100)  0 12%( 6)    نور

 8%(  100)  0 8%(  4)  بابل

    5%(  100)  0  5% (  5/2)             چمستان

 4%(  33/33)    8% ( 67/66)  12%(  6)  جویبار

 2%(  66/ 67)  1% ( 33/33)  3%  (  5/1)  سرخ رود

 181%( 5/90)  19%( 5/9)    200%( 100)  مجموع

 

  بحث 
تارین دلایال اخااتلاف باین شایوع کوکسایلا بااورنتی در       مهام 

توان به گونااگونی   های شیر در مناطق مختلف دنیا را می نمونه

موقعیت جغرافیایی، وضعیت مادیریت، چگاونگی و ناوع روش    

هاای اخاذ شاده، فصال و      و حجام نموناه  بررسی، نوع و تعداد 

 (.8های آلوده و غیر آلوده نسبت داد ) گیری در گله نمونه

بها دو نهوع پرایمهر     PCRبررسی و مقایسه حساسهیت   

روشای   (PCR)ای پلیماراز   هاای زنجیاره   واکانش  تشخیصی:

اختصاصی، حسا  و سریع برای تشخیص کوکسیلا بورنتی در 

های مختلف جهت تحقیقات و اهداف کلینیکای شاناخته    نمونه

(. در مطالعه حاضر، از دو ناوع پرایمار تشخیصای    4) شده است

( و دیگاری  Trans-PCR)  Transبا پرایمر PCRکه یکی روش 

Nested PCR  با پرایمرهایOMP (OMP-PCRبود، اس ) تفاده

نمونااه شاایرخام اخااذ شااده، در آزمااون  200شااد. از مجمااوع 

Trans- PCR  درصد( به کوکسیلا باورنتی  5/9نمونه ) 19تعداد

های مثبت آلوده در  آلوده تشخیص داده شدند ولی تعداد نمونه

صفر درصد بود. آزمون آمااری نشاان داد    PCR- OMPآزمون 

صی از نظار  که اختلاف مشاهده شده بین نتایج دو روش تشخی

باه   Trans-PCR. کاربرد روش (>05/0P) است دار معنیآماری 

عنوان روشی با حساسیت و اختصاصایت باالا بارای تشاخیص     

سریع بیماری تب کیو در نشاخوارکنندگان باه اثباات رسایده     

، 2015(. بر اسا  مطالعه کارگر و همکااران در ساال   9است )

 Trans-PCR ،OMP-PCRکه به مقایسه حساسیت ساه روش  

در تشخیص کوکسایلا باورنتی پرداختاه بودناد،      Coc-PCRو 

دارای بیشترین حساسایت در   Trans-PCRمشخص شد روش 

هاای شایر اسات.     تشخیص مستقیم کوکسیلا بورنتی در نمونه

نتااایج مطالعااه کااارگر بااا نتیجااه مطالعااه حاضاار هاام خااوانی 

 Trans2و  Trans1هاای   با استفاده از پرایمار  PCR(. 10دارد)

بسیار حسا  و مفید برای تشخیص مستقیم کوکسیلا بورنتی 

باشد. حساسیت این روش به قادری باالا    می های شیر در نمونه

تواند یک عادد کوکسایلا باورنتی را در یاک      می است که حتی

میلی لیتر نمونه تشخیص دهد. عنصر ژنتیکی ماورد هادف در   

باشااد کااه ایاان عنصاار  ماای (IS1111ایاان روش ترانسااپوزون )

کپی در کوکسایلا باورنتی وجاود     19ژنتیکی حداقل به تعداد 

دارد که این خود باعا  حساسایت و اختصاصایت باالای ایان      

هاای مثبات    رود که نموناه  می روش شده است. بنابراین انتظار

Trans-PCR ( هم چناین  10بیشتر از هر روش دیگری باشد .)

 باا پرایمار هاای    Nested- PCRبایستی خاطرنشان کرد روش 

OMP   بایااد در دو مرحلااه انجااام شااود و اجاارایPCR  در دو

مرحله زمان بر است و خطر ابتلا به آلودگی را باین دو مرحلاه   
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، 2013دهد. هم چنین، قلیان چای و همکااران در    می افزایش

 100در استان قم نشان دادند کاه از   PCR- Nested به روش 

موناه  ن 14نمونه شیر جمع آوری شاده از مازارع گااو شایری،     

 (.11درصد( به کوکسیلا بورنتی آلوده بودند)14)

شیوع کوکسیلا بورنتی در نمونه ههای شهیر خهام گهاو،     

در مطالعاه حاضار،     نهوع گونهه دام:   تأثیرگوسفند و بز و 

درصاد( و   52/17)17در گونه گوسفند  تعداد نمونه های مثبت

درصااد( و در گونااه  بااز صاافر درصااد   70/2)2در گونااه گاااو 

ه شد و حیواناتی کاه نموناه شیرشاان بارای ایان      تشخیص داد

بررسی حاضر  مطالعه جمع آوری شد از نظر بالینی سالم بودند.

دهد شیر خام گوسفند نسبت به شیر دو گونه دیگار،   می نشان

بیشترین تعداد نمونه مثبت آلوده به کوکسیلا بورنتی را داشته 

و هام  است. کوکسیلا بورنتی با سقا گوسافندان ارتبااط دارد   

چنین نتایج برخی از مطالعات سارولوژیک حااکی از آن اسات    

(. 12که میزان شیوع کوکسیلوز در باین گوسافندان بالاسات )   

و  آیاد  مای  گوسفند منبعی بالقوه از کوکسیلا بورنتی باه شامار  

، نشان داد که کوکسیلا بورنتی باا  1392نتایج بروجنی در سال

ژاد و ساابقه  سقا گوسفندان ارتباط دارد هام چناین سان، نا    

کند و با نتایج  درصد از تغییرات بیماری را توجیه می 52سقا 

(. در مطالعاه ای کاه توساا    12خوانی داشت ) این پژوهش هم

، بارای تشاخیص کوکسایلا    2010رحیمی و همکاران در سال 

 های گااو، گوسافند و باز در اساتان چهاار      بورنتی در شیر گله

 2/6رت گرفاات صااو -PCR Nestedوبختیاااری بااا روش  محااال

های شیر باز و   درصد از نمونه8/1های شیر گاو،  درصد از نمونه

هاای شایر گوسافند مثبات ارزیاابی شاد.        صفر درصد از نمونه

هاای شایر گوسافند باا      مطالعه فوق از نظر منفی باودن نموناه  

مطالعه ما مطابقت نداشت، اختلافات مشاهده شده ممکن است 

، محال جغرافیاایی و در   ی حیاوانی  به علت متفاوت بودن گونه

 (.13وهوایی مناطق و نحوه مدیریت باشد ) نتیجه شرایا آب

ها و هم چنین نهوع   نوع سیستم پرورش و نگهداری دام

آن بهر شهیوع    تهأثیر برداری مورد مطالعهه و   روش نمونه

هاا در   نوع سیستم پارورش و نگهاداری دام   کوکسیلا بورنتی:

و کمتر باه صاورت    استان مازندران اغلب به روش سنتی است

شااود. در  ماای هااای صاانعتی و نیمااه صاانعتی دیااده دامااداری

واحاادهای صاانعتی، دام بااه روش اصااولی و علماای پاارورش و 

پزشااک در ایاان  چنااین حضااور دام شااود و هاام ماای نگهااداری

ها ضروری است و اصول مدیریت، تغذیه و بهداشت به  دامداری

چاون  هاای سانتی    شود ولی در داماداری  طور کامل رعایت می

هاست روساتاییان   نگاه تولید، معیشتی و خانوادگی است و سال

باه سازایی    تأثیربا دامداری سنتی عجین شده اند این موضوع 

در گستردگی شیوع باکتری کوکسیلا بورنتی دارد و دلیل ایان  

ها در یک مکان غیر بهداشتی و  توان تجمع یافتن دام می امر را

نگهاداری دام در مکاان   هم چنین عدم رعایت اصول بهداشتی 

تعریف شده دانست. در مطالعه کریمیاان و همکااران در ساال    

نمونه شیر گاو از مخازن تاناک شایر از     50، در مجموع 1395

گاوداری سنتی به طور تصادفی در فصال زمساتان و بهاار     50

جمع آوری نمودند و از نظر حضور کوکسیلا باورنتی باه روش   

Nested-PCR نموناه   16ادند و در مجموع مورد مطالعه قرار د

درصد( از نظر وجود کوکسیلا باورنتی مثبات    32نمونه ) 50از 

تشخیص داده شد. هم چنین شیوع کوکسایلا باورنتی از نظار    

نوع روش نمونه برداری و جمع آوری و نگهاداری شایر دام در   

مخزن  شیر و یا نمونه برداری به صاورت انفارادی از گلاه هام     

(. در مطالعه حاضار، از نظار ناوع    14) ثر دیگری استؤعامل م

ها از مخزن  درصد( نمونه 5/46) 93روش نمونه برداری، تعداد 

درصد( به روش انفرادی از گله  5/53نمونه ) 107شیر و تعداد 

های مثبت در مخزن تانک شیر نسابت   اخذ گردید. تعداد نمونه

وان ت به حالت انفرادی از گله، بیشتر بود که دلیل این امر را می

به جمع شدن هم زماان شایر تعاداد زیاادی دام در آن واحاد      

 شانس جداسازی باکتری در این حالات  که این موضوعدانست 

 ای در کشاور مجارساتان در   . در مطالعاه کارد  بیشتر خواهد را

 PCR -Realکوکسایلا باورنتی باه روش     DNA، 2012ساال  

time  درصااد از  4هااای شاایرگاو و   درصااد از نمونااه  7/8در

درصاد از   7/66های شیر گوسفند به شکل انفارادی و در   نهنمو

هم چنین، آنگن  (.15مخزن شیر گاو شناسایی شد ) های نمونه

 1514مطالعه ای را بار روی تعاداد    2011و همکاران در سال 

گله گاو شیری مورد بررسی قرار دادند  12از  نمونه شیر مخزن

باه کوکسایلا   هاا آلاوده    درصاد از نموناه   32و در این مطالعاه  

 بورنتی تشخیص داده شدند.

آن  تهأثیر منطقه جغرافیایی و فصول سال مورد مطالعه و 

مطالعه حاضر، نخستین  بر شیوع کوکسیلا بورنتی در شیر:

باشد کاه باالاترین میازان     مطالعه در سط  استان مازندران می

تارین   درصاد( در شهرساتان جویباار و پاایین     67/66آلودگی )

درصااد(  11/11در شهرسااتان محمااود آباااد )میاازان آلااودگی 

تشخیص داده شد. بررسی نتایج، نشان دهنده وجاود اخاتلاف   

منطقاه   11دار بین حضور باکتری کوکسایلا باورنتی در    معنی

 (.> 05/0Pباشد ) مورد بررسی می

های آلوده به عنوان ناقل مهم و یکی از عناصر موثر در  کنه 

باشند و به علات   رنتی میی عفونت و انتشار کوکسیلا بو چرخه

هاای   حضور فاراوان کناه در اساتان مازنادران، یکای از مکاان      

مناسب برای تکامل چرخه انتقال کوکسایلا باورنتی باه شامار     
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آید و از طرف دیگر استان مازنادران از نظار جغرافیاایی در     می

های باد از خارج کشور به داخل این استان است و  معرض وزش

ره شد، باکتری کوکسیلا باورنتی توساا   طور که قبلا اشا همان

هاای طاولانی جاا باه جاا و عفونات را        تواند در مسافت باد می

توانند به عنوان دو عامال ماوثر و    منتقل کند. لذا، کنه و باد می

مهم در شیوع کوکسیلا بورنتی در این استان، حائز اهمیات در  

ساان  ها، کوکسیلا بورنتی را با گزش به ان نظر گرفته شوند. کنه

توانناد از طریاق گازش باه حیواناات       کنند ولی می منتقل نمی

 اهلی انتقال دهند.

فصول سال، بر اسا  نتاایج   تأثیردر مطالعه حاضر از نظر  

ی در دار معنای به دست آمده شیوع کوکسیلا بورنتی باه طاور   

فصل زمستان بیشتر از سایر فصول سال باود. در ایان بررسای    

هاای جماع آوری    ی در باین نموناه  بالاترین میزان شیوع آلودگ

درصد( در فصل زمستان بود. نتایج مطالعه کارگر  32) 16شده 

در جنوب ایران نیاز نشاان داد کاه     2012و همکاران در سال 

نمونه شیر خام آلوده به کوکسیلا باورنتی مرباوط باه     11تمام 

(. مطالعات فوق با نتیجه به دست 16فصل زمستان بوده است )

چناین مطالعاه    خاوانی دارناد. هام    ش حاضار هام  آمده از پژوه

در آلماان، باالاترین میازان    1998لیتکاین و همکاران در سال 

شیوع آلودگی گوسفندان به کوکسیلا بورنتی را در طول فصول 

دهاد. دلیال شایوع بیشاتر کوکسایلا       زمستان و بهار نشان می

های اخاذ شاده از فصال زمساتان، دفاع ایان        بورنتی در نمونه

زا از ترشاحات رحمای، مادفوع، ادرار و     انیسم بیماریمیکروارگ

ها  باشد چرا که تعداد زایمان شیر در زمان زایمان به محیا می

 در زمستان بیشتر از سایر فصول است.

های غیر پاستوریزه ریسک بالایی بارای   خام و فراورده شیر

اساا    شوند. بار  انتقال کوکسیلا بورنتی به انسان محسوب می

خیر، تعیین میزان شیوع آلودگی و فاکتورهای خطار  های ا داده

شود کاه اهمیات عفونات بارای مسائولین بهداشاتی        می باع 

نمایااان گااردد. امکانااات و تجهیاازات لازم جهاات کنتاارل و    

پیشگیری، انجام مطالعات بیشتر در مورد اپیدمیولوژی و اثرات 

ناشی از حضور کوکسیلا بورنتی در شیر خام و شیوع تاب کیاو   

جایی که کوکسیلا بورنتی در  چنین از آن (. هم2است ) ضروری

رود،   مای  ثانیه از باین  15درجه سانتی گراد به مدت  72دمای 

های مؤثر پیشاگیری    تواند یکی از راه مصرف شیر پاستوریزه می

 (.8) از آلودگی با این باکتری در مصرف کنندگان شیر باشد

 سپاسگزاری

دانشگاه تخصصی فناوری های بدینوسیله از حمایت های 

نوین آمل در به ثمر رسیدن این پایان نامه تشکر و قدردانی 

 شود. می
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Background and Objectives: The aim of this study was to investigate prevalence of Coxiella burnetii in milk samples 

of dairy cow, sheep and goats using PCR method in Mazandaran Province, Iran. 

 Materials & Methods: From May 2018 to December 2018, a total of 200 raw milk samples of cows, sheep and goats 

were randomly collected from Mazandaran Province. These samples were tested for Coxiella burnetii using polymerase 

chain reaction assay with two various primers.  

Results: In this study, the aim was to investigate the prevalence of Coxiella burnetii using polymerase chain reaction by 

comparing two types of primers. Using Trans primer, a total of 19 samples [17 sheep milk samples (17.52%) and two 

cow milk samples (2.70%)] were positive for Coxiella burnetii while none of the goat milk samples were positive. 

Using the OMP primers, none of the samples were positive and the results showed that the Trans primer included a 

further ability to detect Coxiella burnetii. Prevalence of Coxiella burnetii was higher in autumn and winter than in other 

seasons (p < 0.05). The highest frequency of positive samples was linked to Joybar City with eight samples (66.67%) 

and the lowest frequency was linked to Mahmoud Abad with one sample (11.11%). The number of positive samples 

detected by Trans primers was 16 (8.60%) in the traditional unit and two (20%) in the semi-industrial unit. However, no 

positive samples were detected in industrial units. Moreover, the number of positive samples by Trans primers was 12 

(12.90%) from the bulk tanks and seven (6.55%) from individual samples. Studying prevalence of contamination and 

risk factors reveals importance of the infection for health officials. 

Conclusion: Results of this study showed that Trans- polymerase chain reaction method included a further ability to 

detect Coxiella burnetii infection. Prevalence of Coxiella burnetii varied in various seasons; hence, prevalence of 

Coxiella burnetii was higher in autumn and winter than in other seasons. For control and prevention, further studies on 

epidemiology of Coxiella burnetii from raw milks and prevalence of Q fever in the society are necessary. 

Keywords: Q fever, Coxiella burnetii, Milk, PCR, Mazandaran 
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