
شماره 115، نشريه د‌امپزشكی، تابستان 1396

89
 د‌ر

  پژوهش‌وسازند‌گی

 

bb

چکيد‌ه 
     دو ســويه غير بومي )Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP 316F  و MAP III & V به مدت نيم قرن در 
موسســه رازي نگهداري و از آن‌ها براي تهيه پاراتوبركولين استفاده شده است. به منظور شناسايي خصوصيات ژنتيكي اين 
دو سويه يك استراتژي ســه محور تعيين هويت )PCR-F57 ,PCR-IS900(، تعيين تيپ )PCR-Collins, PCR-gyrA, PCR-gyrB( و 
تعيين ژنوتيپ )MLVA-Thibault, SSR-Amonsin( به كار گرفته شد. در نتيجه اجراي اين استراتژي هويت هر دو سويه به عنوان 
MAP تاييد گرديد و تيپ آنها از نوع گاوي شــناخته شد. در ژنوتايپينگ تيپ MLVA آن‌ها INMV2 نشان داده شد كه با نمونه 

فرانسوي )Merial( ســويه MAP 316F همخواني دارد. در تفسير اين يافته ها می‌توان گفت شباهت تيپ ژنتيكي دو سويه در  
SSR-Amonsin و MLVA-Thibault ممکن اســت اتفاقي باشد و يا نشانگر تعلق آنها به يك كلون اجدادي واحد باشد. علاوه بر 

اين چون مؤسسه اتليك تركيه تامين كننده ســويه 316F MAP مورد بررسي در اين تحقيق مي باشد، بنابراين احتمالا کی 
منبع فرانســوی تامين كننده اين سويه برای مؤسسه اتليك تریکه  بوده است. انتظار مي رود اجراي اين استراتژي بر روي 

جدايه‌هاي بومي ايران دانش مولكولار اپيدميولوژي موجود را در رابطه با پاراتوبركولوزيس در ايران افزايش دهد.
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For almost half a century Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) 316F and MAP III & V strains have been 
used in preparation of paratuberculin at Razi institute. In order to characterize their genomic properties, a multi-approach strat-
egy was employed to authenticate their identity (PCR-IS900 or PCR-F57), their type (PCR-Collins, PCR-gyrA or PCR-gyrB) 
and their genotype (MLVA-Thibault or SSR-Amonsin). Consequently, both strains proved to be MAP and from a cattle type. In 
MLVA the genotype was found to be INMV2, a type identical to that of the French MAP 316F Merial sub-strain. In explanation 
of these observations, the identical patterns of both studies strains in MLVA as well as SSR typing might be a case of coinci-
dence or a an indication of a mutual ancestral clone. Besides, the fact that the supplier of MAP 316F strain studied here is the 
Turkish Etlik institute, it is likely that the original source for this strain is French. Application of the strategy developed in this 
study on indigenous MAP isolates will improve the current molecular epidemiology understanding of paratuberculosis in Iran.

Key words: IS900, F57, MLVA, SSR typing, gyrA, gyrB

مقدمه
بيمــاري پاراتوبركولوزيــس در ســال‌هاي نخســتين قــرن نوزدهم 
 Mycobacterium avium subsp. ميلادي شناســايي گرديد )1(. باكتــري
paratuberculosis (MAP( عامل ايجاد اين بيماري در نشــخواركنندگان 
اهلي و وحشــي مي‌باشــد )2(. عليرغم پيشــرفت كند و بدون نشانه‌هاي 
كلينكيــي پاراتوبركولوزيــس در بدن ميزبان )3(، ايــن بيماري باعث بروز 
خسارت‌هاي اقتصادي گســترده از طريق كاهش ميزان بهره‌وري اقتصادي 
ناشــي از لاغري و كشــتار زودهنگام، كاهش توليد شــير و گوشت، تلفات 
مستقيم دام‌هاي آلوده و همچنين اعمال محدوديت‌هاي اجباري در تجارت 
دام زنده مي‌گردد. پاراتوبركولوزيس تقريبا در ميان نشخواركنندگان از تمام 

جهان گزارش گرديده است )4, 5(.
ضررهاي اقتصادي پاراتوبركولوزيس در دامپزشــكي به مراتب بيشــتر 
از اهميــت احتمالــي زئونوتيك آن مــورد توجه قرار گرفته اســت )6,7(. 
شــواهد به‌دســت آمده از پاتولــوژي، مكيروبيولوژي و بيولــوژي مولكولی 
پاراتوبركولوزيس در طول يك قرن گذشــته توانايــي MAP را در آلودگي 
انســان در تمام ســنين نشــان داده‌اند )8(. علاوه بر اين نقش اين پاتوژن 
 Crohn disease, type-1 diabetes, sarcoidosis, در ايجــاد بيماري‌هــاي

multiple sclerosis and Hashimoto's thyroiditis و Blau syndrome در 
انسان مورد بررســي قرار گرفته است )2, 9(. تظاهرات پاتولوژيك و باليني 
پاراتوبركولوزيس در دام‌ها با كرون در انســان شباهت بسيار زيادي دارد اما 
در شــرايطي كه MAP در ميزبان هاي اصلي آن به ســادگي قابل رديابي 
است، جداسازي آن در انسان بسيار مشكل مي‌باشد )10(. عليرغم تمام اين 
يافته‌ها پذيرش پاراتوبركوبوزيس به عنوان يك بيماري مشــترك، همچنان 

محل مناقشه علمي مي‌باشد )11(.
در جغرافياي ايران پاراتوبركولوزيس براي نخســتين بار در ســال‌هاي 
1962 تا 1965 در گاوداري شــركت نفت آبــادان و در بين گاوهاي اصيل 
Syndhie و Jersaise اين دامداري كه از انگلســتان وارد شده بودند، توسط 
خليلي در مؤسســه رازي اهواز شناســايي و گزارش گرديد )12(. در سال 
1962 طلاچيان موفق به جداســازي باكتري عامــل بيماري گرديد )13(. 
در ســال 1972 نيز بهارصفت پاراتوبركولوزيــس را در گله بز )نژاد نجدي( 
و گوســفند )نژاد آواسي( موسســه دامپروري حيدرآباد كرج كه از اسرائيل 
وارد شــده بودند، گزارش و عامل بيماري را جداســازي نمود )12(. برخي 
از پژوهشــگران ايراني معتقدند بر خلاف ســل گاوي كه وجود آن در ميان 
گاوهــاي بومي ايران حتي پيش از آغاز واردات دام‌هاي اصيل اروپايي مورد 

تعیین ویژگی‌های ژنتیکی سویه‌های...
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توجه قرار گرفته اســت، منشاء وجود و انتشــار پاراتوبركولوزيس در ميان 
گله‌هاي گاو، گوسفند و بز ايران واردات دام‌هاي آلوده و انتقال عامل بيماري 
توسط آنان مي‌باشد )12(. مطالعات اخير نشان مي‌دهند كه در حال حاضر 
اين بيماري بــا درجات مختلفي از نظر فراوانــي تقريبا در تمام قطب‌هاي 
پرورش نشــخواركنندگان و مناطق دامپروري كشــور و از جمله آذربايجان 
شــرقي )14(، خراســان رضوي )15(، فارس )16(، اصفهان )17(. مركزي 
)18(، مازندران )19( و خوزســتان )20( وجود دارد. محدوديت‌هاي مالي و 
كمبود نيروي انســاني و تمركز بر روي كنترل بیماری‌های مهم‌تر مشترك 
ميان انســان و دام نظير سل گاوي و بروســلوز باعث گردیده است عليرغم 
خســارت‌هاي مالي قابل توجه، پاراتوبركولوزيس در فهرســت بيماري‌هاي 

اولويت‌دار در برنامه كاري نهادهاي دامپزشكي دولتي قرار نداشته باشد.
دوره انكوباسيون MAP بسيار طولاني است و رشد آزمايشگاهي باكتري 
در جداسازي اوليه وابســته به وجود مكمل آهن )mycobactin j( مي‌باشد 
و به ويژه در مورد جدايه‌هاي انســاني و گوسفندي مي‌تواند بيش از كيسال 
 MAP K10 به‌طول انجامد )21 , 22(. در ســال 2005 ژنوم كامل ســويه
شناسايي و اطلاعات آن منتشــر گرديد. اين سويه در دهه 70 ميلادي در 
آمركيا از يك گله گاو شــيري جداســازي گرديده بود. در ژنوم اين ســويه 

4,829,781 زوج باز شناسايي گرديد )23(.
در ســال‌هاي اخير به منظور فراهم نمودن امكان تشــخيص MAP با 
اســتفاده از روش‌هاي بيولوژي مولکولی، تعــدادي پروتكل PCR بر مبناي 
ماركرهــاي ژنتكيي اختصاصي MAP معرفي شــده‌اند كــه از ميان آن‌ها 
مي‌تــوان بــه 24( f57 ،)25( ISMav2 ،)24( IS900(، locus 255 )26(و 

HspX )27( اشاره نمود.
وجود ســويه هــاي مختلف در جمعيت MAP بر اســاس مشــاهده 
ويژگي‌هــاي متفاوت فنوتيپي از دهه 1930 ميلادي مورد توجه قرار گرفته 
است. بر اســاس خصوصيات فنوتيپي، ژنوتيپي و همچنين ميزبان، تاكنون 
 Type I (Sheep/S مورد شناسايي قرار گرفته است كه شامل MAP سه تيپ
type( و Cattle/C type) Type II( وIntermediate) Type III( مي‌باشــد 
-IS90028, 29(. تشــخيص افتراقي ميان اين سويه‌ها توســط سه روش(

RFLP ، PFGE و  IS1311 PCR-REA مقدور گرديده است )30( همچنین 
در ســال 2002 امكان تمايز ميان سويه‌هاي تيپ 1 و تيپ 2 با استفاده از 

يك PCR تك مرحله‌اي امكان‌پذير گرديد )31(.
 MAP K10 را در ژنوم سويه SSR در سال 2004 آمونسين 11 لوكوس
 ،)G شناسايي نمود كه از نظر تعداد كپي واحدهاي تكرار شونده یک )نظير
 MAP نوكلئوتيدي در ميان جدايه‌هاي )GGT ( و سه )مانندGC دو )مانند
داراي تنوع بودند )32(. با اســتفاده از اين ويژگي آمونسين روشي را ابداع 
نمود )SSR typing( كه متكي بر PCR بود و امكان بررســي تنوع ژنتكيي 
و اپيدميولــوژي جدايه‌هاي MAP از نقاط مختلف جهان فراهم می‌نمود. بر 
اســاس اطلاعات موجود نشان داده شده است كه فقط جدايه‌هاي خاصي از 
MAP كه داراي تيپ‌هاي SSR مشــخصی مي‌باشند، قادر به آلوده نمودن 

ميزبان‌هاي مختلف و از جمله انسان مي‌باشند )30(.
 Multiple Locus Variable Number در ســال 2007 تیبالــت روش
Tandem Repeat Analysis (MLVA(  را با اســتفاده از 8 لوكوس در مورد 
ژنوتايپينگ MAP معرفي نمود كه به تدريج با كســب مقبوليت جهاني به 
روش اســتاندارد در تايپينگ مولكولی MAP تبديل گرديد )11, 30, 33-

 Mycobacterium 35( تاكنون 139 تيــپ ژنتكيي در ديتابانك اروپايــي
avium complex ثبــت و از طريــق درگاه mac-inmv.tours.inra.fr/ قابل 
مشــاهده اســت )36(. از نظر تكنكيي مباني اين روش بدون پيچيدگي و 
انجام آن نيازمند دسترسي به مقادير اندكي از ژنوم باكتري می‌باشد و نتايج 
بدست آمده ساده و در عين حال داراي قابليت پردازش ديجيتال و سازگار 
با روش‌هاي پردازش الكترونكيي و ذخيره در بانك‌هاي اطلاعاتي مي‌باشند. 
 RFLP و PFGE را نسبت به روش‌هاي قديمي‌تر MLVA اين ويژگي‌ها روش
ارجح نموده‌اند )28(. در ســال 2007 با بررسي مقايسه‌اي ژنوم سويه‌هاي 
MAP در منطقه ژنتكيي لوكوس‌هاي gyrA و gyrB و Costellanous، وجود 
پلي‌مرفيســم در نوكلئوتيدهاي واقع در موقعيت‌هاي 868، 1653، 1822 
 gyrB و 264، 108، 1626، 1353 و 494 در ژن gyrA و 1986 در ژن
را متناســب با تيپ‌هاي گاوي، گوسفندي و حد واسط باكتري نشان داد و 
الگوريتمي را تعريف نمود كه امكان تشــخيص افتراقي ميان اين سويه‌ها را 

فراهم مي‌نمود )37(.
 Weybridge در سال 1957 در جريان بازديد فتح اله انتصار از مؤسسه
انگلستان سويه‌هاي آزمايشگاهي316F MAP و MAP III & V از اين مركز 
به مؤسســه رازي كرج انتقال داده شــد و از آن‌هــا در توليد پاراتوبركولين 
استفاده گرديد. در سال‌هاي اخير اين سويه‌ها مجددا از مؤسسه Etlik آنكارا 

در تريكه دريافت و به مؤسسه رازي انتقال داده شدند. 
 MAP در مطالعه حاضر با هدف شناسايي ويژگي‌هاي ژنتكيي دو سويه
316F و MAP III & V، از يــك الگوريتــم تلفيقي مشــتمل بر دو ماركر 
 Collins به عنوان ماركرهاي تعيين هويت و روش F57 و IS900  ژنتكيــي
و همچنيــن SNP typing ژن‌هــاي gyrA و gyrB بــه منظور تعيين تيپ 
و روش‌هاي MLVA )هشــت لوكــوس( و همچنيــنtyping  SSR )چهار 

لوكوس( به منظور تعيين تيپ ژنتكيي اين سويه‌ها استفاده شد.

مواد و روش‌ها
سويه هاي باكتري و استخراج كروموزوم باكتري

ســويه‌هاي III & V MAP و MAP 316F از آرشــيو مكيروبي بخش 
تحقيــق و توليــد توبركولين و مالئين مؤسســه رازي در اين مطالعه مورد 
استفاده قرار گرفتند. هريك از اين سويه‌ها بر روي دو لوله كشت يونيورسال 
حاوی محيط كشــت Herold's egg-yolk medium به همراه مایکوباکتین
J )26( تجديد كشــت شدند و 12-8 هفته در دماي 37 درجه سانتی گراد 
تا زمان مشــاهده پرگنه‌ها، باقي ماندند. اطمينان از رشد ماكيوباكتريايي از 
طريق تهيه لام مكيروسكوپي از لوله‌هاي كشت و مشاهده باكتري‌هاي اسيد 
فســت انجام پذيرفت. براي استخراج ژنوم باكتري از روش ساده جوشانيدن 
اســتفاده شــد و ماده ژنتكيي به‌دست آمده به‌صورت مســتقيم براي تمام 

آزمايش‌هاي ژنومي استفاده گرديد )38(. 

آزمايش‌هاي ژنومي 
در مجموع شــش آزمايش مستقل در سه مرحله تعيين هويت، تعيين 
تيپ و ژنوتايپينگ ســويه‌ها انجام گرديد كه همه آن‌ها بر اســاس سيستم 
PCR اجرا گرديدند. در مرحله نخســت بــه منظور تعيين هويت، دو ماركر 
ژنتكيــي هــم ارز IS900 و F57 كه در بين اعضاي جنــس ماكيوباكتريوم 
تنها در ژنوم باكتري‌هاي MAP يافت مي‌شــوند، مورد استفاده قرار گرفتند. 
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پروتكل پيشــنهادي داهمن در مورد PCR-IS900 با تغييرات اندك )39( و 
در مورد PCR-F57 از روش شــاننبروکر )40( همراه با اصلاحات كلي و از 
جمله يك زوج پرايمر جديد استفاده گرديد. در مرحله دوم به منظور تعيين 
تيپ ژنتكيي باكتري‌ها )تيپ گوسفندي و يا گاوي( از دو استراتژي استفاده 
شد. اين استراتژي‌ها شامل پروتكل کالینز و پروتكل پيشنهادي کاستلانوس 
بودكه همراه با اصلاحات اجرا شدند. در مورد پروتكل کاستلانوس در مورد 
هــر يــك از دو ژن gyrA و gyrB، چهار زوج پرايمر جديد طراحي شــد تا 
امكان تکثیر كامل طول هر ژن همراه با بخشي از قسمت‌هاي جانبي در دو 
ســمت آن فراهم گردد. در مرحله ســوم براي تعيين ژنوتيپ سويه‌ها از دو 
روش تیبالتMLVA- )21( و آمونسینSSR- )32( استفاده شد. در روش 
MLVA از پروتكل پيشنهادي تیبالت استفاده شد. در ارتباط با لوكوس‌هاي 
X3 ،292، 25، 37، 3 و 7 از پرايمرهــاي معرفي شــده تیبالت و در مورد 
دو لوكوس 10 و 32 به جهــت ملاحظات تكنكيي از دو زوج پرايمر جديد 
اســتفاده شد. در روش SSR typing بر مبناي پروتكل پيشنهادي آمونسین 
چهار لوكوس SSR1،SSR2 ،SSR8 و SSR9 با استناد بر بالاتر بودن قدرت 
تفريق ژنتكيي آن‌ها در گزارشــات منتشر شــده پيشين مورد استفاده قرار 

گرفتند و براي هركدام از آن‌ها يك زوج پرايمر جديد طراحي گرديد.
 )42 ,41( 3 Primer طراحي پرايمرهاي جديد با اســتفاده از برنامــه
صــورت پذيرفت )جــدول 1(. براي اين منظور حــدود دو کیلو باز از ژنوم 
MAP K10 در حريــم هریک از لوكوس‌های مورد نظر در هر دو پهلوي آن 
به شــكلي انتخاب گرديد كه لوكوس مورد نظــر از نظر موقعيت تقريبا در 

ميانه قرار گرفته باشد.
PCR آزمايش

 Macrogen®,(ســاخت پرايمرها توسط شــركت ماكروژن كره جنوبي
 PCR master صورت پذيرفت. براي آماده‌ســازي همه واكنش‌ها از  )Korea
mix )شــرکت آمپلیکون دانمارک( استفاده شــد. حجم نهايي هر واكنش 
برابر با 12 میکرولیتر و متشكل از شش مكيروليتر PCR master mix، یک 
مكيروليتــر از هر پرايمر 0/48، مكيروليترDMSO، ســه مكيروليتر از ماده 
ژنتكيي و 0/52 مكيروليتر آب مقطر دوبار تقطير بود. به عنوان كنترل منفي 
 Invitrogen®,( از آب دوبار تقطیر اســتفاده شــد. از ژل 1/2 درصد آگاروز
USA( پيش رنگ شده با®Red Safe براي آشكارسازي محصولات واکنش 
اســتفاده شــد. ژل‌ها در ميدان الكتركيي به قدرت دو ولت بر ســانتیمتر 
 )BioRad®,USA( به مدت دو ســاعت ران شــده و در دســتگاه ژل داك
عكس‌برداري شــدند. تعيين اندازه تقريبي محصولات تکثیر به كمك مارکر 

استاندارد DNA ساخت مؤسسه رازي )43( صورت پذيرفت.
بــرای انجام واكنش‌هاي PCR تا حد امكان از پروتكل‌هاي مشــترك و 
در مجموع از چهار پروتكل استفاده گرديد به گونه‌اي كه براي آزمايش‌هاي 
F57 ،IS900 و Collins از يــك پروتكل، براي آزمايشــات gyrA و gyrB از 
يــك پروتكل و همچنين در مــورد MLVA typing و SSR typing هريك 
از يك پروتكل اســتفاده شد )جدول 1(. بر حسب مورد و ضرورت تكنكيي، 
پرايمرهاي جديد در مورد همه و يا تعدادي از لوكوس‌هاي ژنتكيي هدف در 

هر آزمايش طراحي و مورد استفاده قرار گرفت.

PCR تعيين توالي نوكلئوتيدها و اندازه محصولات
بــه منظور تكميــل يافته‌هــاي ژل الكتروفورز و تعييــن دقيق اندازه 

محصولات تکثیر، محصولات PCR در مورد آزمايش‌هاي MLVA )هشــت 
لوكــوس( وSSR  )چهار لوكــوس(، gyrA )چهار لوكــوس(،gyrB  )چهار 
 Clustal W2لوكوس( هر دو ســويه تعيين توالي گرديدنــد. از نرم افزارهاي
و Chromas lite Version 2.1.1 بــراي قرائت و پــردازش كروماتوگرام‌ها و 
مقایســه آن‌ها با مناطق هم ارز از ژنــوم MAP K10 و MAP4 و همچنين 
ســويه Mycobacterium avium subspecies avium 104 مقايسه شدند. از 
نرم افزار 4.07b Tandem Repeats Finder Version به منظور تعيين دقيق 

ساختمان و تعداد واحدهاي تكرار شونده در هر لوكوس استفاده شد.

نتايج
PCR-F57 و PCR-IS900 آزمايش‌هاي

 PCR-F57 و PCR-IS900 هر دو سويه تحت بررســي در آزمايش‌هاي
محصولاتــي به ترتيب به انــدازه‌ی560 جفت بــاز و704  جفت باز توليد 

نمودند و بدين ترتيب هويت آن‌ها به عنوان MAP تائيد شد.

 Collins آزمايش
در آزمايش PCR-Collins هر دو سويه قطعه‌اي به طول310  جفت باز 
مشاهده و شناسايي گرديد و بدين ترتيب تيپ هر دو سويه تحت آزمون به 

عنوان type 2 )گاوي( مورد تائيد قرار گرفت.

SNP-gyrA & SNP-gyrB آزمايش
با انجام موفقيت آميز چهار واكنش PCR در مورد هر ژن جمعا هشــت 
محصول PCR در مورد هر ســويه بدســت آمد و توالي نوكلئوتيدي آن‌ها 
تعييــن گرديد. در نتيجه چيدمان توالي‌هاي بدســت آمده توالي كامل هر 
ژن در هر ســويه مشخص شــد. بدين ترتيب نوكلئوتيدهاي 868، 1653، 
1822 و 1986 در ژن gyrA و 264، 108، 1626، 1353 و 494 در ژن 
gyrB متناســب با نقاط هم ارز در ژنوم سويه MAP K10 تعيين گرديدند 
)جدول 3(. با توجه به همخواني ميان اين نوكلوتيدها در هر دو سويه تحت 
بررسي و سويه گاوي MAP K10 تيپ هر دو سويه نيز گاوي تعيين گرديد 

)جدول ۳(.

مشاهدات آزمايش
MLVA typing

 VNTR292 (300 bp), اندازه قطعات مربوط به لوكوس هاي هشت گانه
 bp) ، 216( 47 bp) ، MIRU-VNTR 350( 25 bp) ، MIRU-VNTR 298( X3
 bp) ،  MIRU-VNTR 203( 7 bp) ، MIRU-VNTR 208( 3 MIRU-VNTR
bp 649( 32 bp) and MIRU-VNTR 803( 10(  بــر اســاس يافته‌هاي ژل 
الكتروفورز و همچنين تعين توالي شناســایی و مشخص گرديد. استفاده از 
نرم افزار Tandem Repeats Finder در جستجو به دنبال واحدهاي تكراري 
 MIRU-VNTR ،X3 VNTR292 در هر لوكوس نشان داد كه در لوكوس‌هاي
MIRU-  ،7  MIRU-VNTR  ،3  MIRU-VNTR  ،MIRU-VNTR47  ،25

VNTR 10 و MIRU-VNTR 32 به ترتيب تعداد ســه، دو، سه، سه، دو، دو، 
دو و هشــت كپي از واحدهاي تكرار شونده در ژنوم هر دو سويه وجود دارد. 
جســتجو در درگاه بين‌المللي ژنوتايپينگ MLVA مربوط به MAP مستقر 

در فرانسه هويت اين تيپ ژنتكيي را INMV2 تعيين نمود.

تعیین ویژگی‌های ژنتیکی سویه‌های...
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SSR typing مشاهدات آزمايش
نتايج حاصل از بررسی رشته‌هاي نوكلئوتيدي به‌دست آمده در جريان 
تعيين توالي با استفاده از نرم افزارFinder  Tandem Repeats نشان داد كه 
در ژنوم سويه MAP III & V و MAP 31F اندازه قطعات تكثير شده مرتبط 
با لوكوس SSR1،SSR2 ، SSR8 و SSR9 به ترتيب برابر 770، 800، 781 و 
581 زوج باز مي‌باشد. با در نظر گرفتن  اينكه واحد تكرار شونده در هر دو 
لوكوس SSR1 و SSR2، يك نوكلئوتيد انفرادي G ، در لوكوس SSR8 ســه 
نوكلئوتيد TGG و در لوكوس SSR9 ســه نوكلئوتيد GCA مي‌باشد، تعداد 
 SSR2 برابر با 19، در لوكوس SSR1 كپي‌هاي واحد تكرار‌شونده در لوكوس
برابر با 10، در لوكوس SSR8 برابر پنج و در لوكوس SSR9 برابر با پنج عدد 

در ژنوم اين سويه‌ها مشخص گرديد.

بحث
نگهداري طولاني‌ مدت دو سويه MAP 316F و MAP III & V در كنار 
سويهMycobacterium avium subspecies avium D4 در آرشيو مكيروبي 
 Weybridge مؤسســه رازي كه نخستين بار در دهه سي شمسي از موسسه
به ايران انتقال داده شــدند، نگراني‌هايي را در زمينه احتمال آلودگي اتفاقي 
تقاطعــي )cross-contamination( آن‌هــا بوجود آورده بــود. با اجراي دو 
آزمايش PCR-IS900 و PCR-F57 كه به‌عنوان دو ماركر ژنتكيي اختصاصي 
هم ارز اما مســتقل MAP را هدف قرار مي‌دهند، خلوص ســويه‌هاي مورد 

بررسي تاييد گرديد.
 SNP-gyrA & SNP-gyrB و PCR-Collins اجراي اســتراتژي دوگانه
 MAP III و MAP 316F در اين پروژه به درســتي تيپ گاوي هر دو سويه
V & را نشــان داد كه با آنچه از پيشــينه اين دو سويه منتشر شده بود، در 
ســازگاري مي‌باشد. نويســندگان معتقدند تعيين تيپ پاتوژن در مطالعات 
اپيدميولوژي پاراتوبركولوزيس در ايران بايد مورد توجه محققين قرار گيرد. 
مناقشــه پايدار بر ســر اهميــت MAP به عنوان يك پاتــوژن قادر به 
ايجاد بيماري در انســان ســبب گرديده اســت كه در صنايع و واحدهاي 
فرآوري لبني وجود اين باكتري به عنوان يك مؤلفه تهديد‌كننده ســامتي 
مصرف‌كننــدگان در نظر گرفته نشــود. اين در حالي اســت كه وجود اين 
باكتري در انواع محصولات لبني پاســتوريزه اعم از شير و فرآورده‌هاي آن 
نظير پنير و پودر شــير خشــك )44-46( در نقاط مختلف جهان گزارش 
شده و دستك‌م در مصرف‌كنندگان دچار مشكلات سيستم ايمني مي‌تواند 
يك تهديد برای ســامتي محسوب گردد )47, 48(. بدين ترتيب با در نظر 
گرفتــن فقدان منابع كافي مالي براي اجراي برنامه‌هاي تســت و كشــتار، 
واكسيناســيون مي‌تواند به عنوان يك راهكار اقتصادي در كنترل گسترش 
بيماري در گله‌هاي نشــخواركنندگان كوچك ايــران مورد توجه قرار گيرد 
)49(. هــر دو ســويه MAP 316F و MAP III & V، بصورت گســترده در 
انگلســتان به عنوان سويه‌هاي واكســينال در آزمايشــات كلينكيي مورد 
اســتفاده قرار گرفته اند و ســويه MAP 316F در حال حاضر معروف‌ترين 
ســويه شناخته شده بين‌المللي در تهيه واكســن تجارتي پاراتوبركولوزيس 
)Gudair®, Silirum®, Neoparasec®( شــناخته مي‌شود. انتظار مي‌رود 
اجراي احتمالي برنامه واكسيناسيون عليه پاراتوبركولوزيس در ايران پس از 
اجــراي مطالعات اپيدميولوژي مولكولی بر روي جدايه‌هاي پاتوژن در ايران 
و همچنين مقايســه آن‌ها با سويه يا ســويه‌هاي مورد استفاده در واكسن 

انتخابي صورت پذيــرد )50, 51(. در حال حاضر حداقل دو تحت ســويه 
)sub-strain/daughter strain( از ســويه معروف MAP 316F شناخته شده 
اســت كه شامل نمونه موجود در مؤسســه Weybridge انگلستان و نمونه 
  MIRU-VNTR فرانسه مي باشد. اجراي پروتكل Merial موجود در مؤسسه
تيپ ژنتكيــي نمونه انگليســي را INMV17 )31332228( و تيپ نمونه 
فرانســوي را INMV2 )32332228(  تعيين نموده است. اين دو سويه در 
تعداد واحدهاي تكرار شــونده ژنوم خود در لوكــوس X3 اختلاف دارند به 
طوركيه در اين لوكوس در تحت ســويه انگليسي فقط يك كپي و در تحت 
ســويه فرانسوي دو كپي از واحد تكرار شونده مشاهده مي‌شود. تحت سويه 
مورد بررســي در اين تحقيق كه در سال‌هاي اخير از مؤسسه اتليك تريكه 
تهيه شــده و به مؤسسه رازي انتقال يافته است مشــابه با نمونه فرانسوي 
داراي تيپ ژنتكيي INMV2 مي باشــد. توضيح اين مشابهت مي‌تواند تصور 
وجود يك تامين‌كننده فرانسوي براي تحت سويه موجود در مؤسسه اتليك 
و يا وجود يك ســويه اجدادي مشــترك بين تحت سويه فرانسوي و ترك 
باشــد. از آنجايي كه اطلاعي از ويژگي‌هاي ژنتكيي تحت سويه ترك منتشر 

نگرديده است، نمي توان اين درستي اين فرضيات را بررسي نمود.

تشكر و قدرداني
تامين مالي و لجستكيي اين تحقيق بطور كامل توسط مؤسسه تحقيقات 
واكسن و ســرم سازي رازي و از طريق يك فقره پروژه تحقيقاتي به شماره 
94106-18-18-2 تامين گرديده اســت. مريم مهره كش حقيقت دانش 
آموخته كارشناسي ارشد رشته باكتري شناسي پزشكي مؤسسه رازي است 
و بخشــي از مطالب منتشر شــده در اين مقاله ناظر بر يافته‌هاي تحقيقاتي 
پايان نامه مشاراليه مي باشد. نادر مصوري راهنمايي پروژه كارشناسي ارشد 
مريم حقيقت را به عهده داشته است. يكوان تدين ايده تحقيق و استراتژي 
عمليات آزمايشــگاهي مورد اســتفاده در اين مطالعه را برنامه‌ريزي نموده، 
تحليل و پردازش نتايج و همچنين نگارش متن مقاله را انجام داده اســت. 
روح اله كشــاورز عمليات آزمايشــگاهي كار بر روي باكتري زنده، بازيافت 
ســويه هاي واكســينال، تجديد كشت و اســتخراج ماده ژنتكيي مورد نياز 

تحقيق را مديريت و اجرا نموده است. 
میزان مســئولیت و مشــارکت نادر مصوری و کیوان تدین در تهیه و 

تدوین این مقاله یکسان و برابر می‌باشد.
نويسندگان مايلند ياد و خاطره دكتر فتح اله انتصار و دكتر سید هادي 
هدايتي و نیز دکتر سید مرتضی صدری اساتيد پيشكسوت بخش تحقيق و 

توليد توبركولين و مالئين مؤسسه رازي را گرامي دارند.
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جدول1- پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه.

Reference (s)
Nucleotide sequence

(3 →'5')
Locus/primer (alias)

(39)
TTC TTG AAG CGT GTT CGG GGC CIS900f

GCG ATG ATC GCA GCG TCT TTG GIS900r

This study
ACC GAA TGT TGT TGT CAC CGF57f

GGA CAC CGA AGC ACA CTC TCF57r

(31)

TTG ACA ACG TCA TTG AGA ATC CDMC529-

TCT TAT CGG ACT TCT TCT GGCDMC531-

CGG ATT GAC CTG CGT TTC ACDMC533-

Tadayon K, unpublished data

CGC GGT TAG CTG GGT AGA AAGYRB-1f

TCA GGC CCT TGT TGA GGA ACGYRB-1r

GGC TAC GAG TGG TCG CAG TAGYRB-2f

CTC ACC TTG ACC GAG ATC ACCGYRB-2r

GTT CGC CAA CAC CAT CAA CAGYRB-3f

GTG ATG ATC GCC TGC ACT TCGYRB-3r

CGC GCA AGT CGG AAT TGT ATGYRB-4f

CAT TGC GGG TGA TGA AGC TGGYRB-4r

Tadayon K, Unpublished data

CGA TGA GCG TAA TCG TCG GCGYRA-1f

CCT CTT CCA CCT CAA CGA CTCGYRA-1r

ATC GCC GAC GCC TAC AAGGYRA-2f

CGA TGT CGA CGG TTT CCG AGYRA-2r

ACG AGG TCA TCG CCC TGA TGYRA-3f

CTG GGT GGT GAA GAA CAG GAGYRA-3r

ATC CTG TTC TTC ACC ACC CAGGYRA-4f

TCG CCC TCA CCC AGA TTC ATGYRA-4r

(21)

CTT GAG CAG CTC GTA AAG CGTMAP292-f (MIRU23 / MIRU2)

GCT GTA TGA GGA AGT CTA TTC ATG GMAP292-r

AAC GAG AGG AAG AAC TAA GCC GMAP-X3 (VNTR1658 /  MIRU3)

TTA CGG AGC AGG AAG GCC AGC GGGMAP-X3

GTC AAG GGA TCG GCG AGGMAP-MIRU25f
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ادامه جدول1- پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه.

Reference (s)
Nucleotide sequence

(3 →'5')
Locus/primer (alias)

(21)

TGG ACT TGA GCA CGG TCA TMAP-MIRU25r

CGT TGC GAT TTC TGC GTA GCMAP-MIRU47f

GGT GAT GGT CGT GGT CAT CCMAP-MIRU47r

CAT ATC TGG CAT GGC TCC AGMAP-VNTR3f

ATC GTG TTG ACC CCA AAG AAA TMAP-VNTR3r

GAC AAC GAA ACC TAC CTC GTCMAP-VNTR7f

GTG AGC TGG CGG CCT AACMAP-VNTR7r

CTC AAA GTC AGT GTG CCC GAMAP-VNTR10f

TCC TCT ACG CGG TCA TCT ACMAP-VNTR10r

GGA ACA CCA TGC CGA AGT TGMAP-VNTR32f

GCT AAG TTC CGG TTT GCC GAMAP-VNTR32r

This study

ACC TTC ACC CCG AGT ACA ACSSR1f

CGG CCT CAT AAC CGT TGC TSSR1r

CCT CCA GCC CGG AAT CGT CSSR2f

CTG TTC GCC GCC CAG CSSR2r

CTG GAA GGA CCT GGG CCTSSR8f

CCG CAC ATA CAA GAA GCSSR8r

CCG AGT TCC TCG ACC CAG TSSR9f

GAT GGC GCC GAA CAC GAT TSSR9r

تعیین ویژگی‌های ژنتیکی سویه‌های...
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شکل PCR -1 آمپلي فيكاسيون لوكوس‌هاي F57 و IS900 و Colins در مورد سويه MAP III&V  )ستون شماره 1( و 
MAP 316F )ستون شماره 2(. ژل الكتروفورز مورد استفاده از نمونه )Invitrogen® Multi-purpose Agarose(  و غلظت 
آن معادل 2.1 درصد مي باشد. DNA size marker بكار رفته داراي 5 باند الكتروفورز در محدوده 100 الي pb 900 مي باشد.

 VNTR3 (A), VNTR7 (B), MIRU-VNTR25 (C), MIRU-VNTR47 آمپلي فيكاسيون لوكوس‌هاي PCR -2 شکل
)D), MIRU292 (E) and X3 (F( در مورد سويه MAP III&V  )ستون شماره 1( و MAP 316F )ستون شماره 2(. ژل 
الكتروفورز مورد استفاده از نمونه  )Invitrogen® Multi-purpose Agarose(  و غلظت آن معادل 2.1 درصد مي باشد. 

DNA size marker بكار رفته داراي 5 باند الكتروفورز در محدوده 200 الي pb 1000 مي باشد.

تعیین ویژگی‌های ژنتیکی سویه‌های...


