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چکيد ه 
     دو ســويه غير بومي )Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP 316F  و MAP III & V به مدت نيم قرن در 
موسســه رازي نگهداري و از آن ها براي تهيه پاراتوبركولين استفاده شده است. به منظور شناسايي خصوصيات ژنتيکي 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 آن ها INMV2 نشان داده شد كه با نمونه 

فرانسوي )Merial) ســويه MAP 316F همخواني دارد. در تفسير اين يافته ها می توان گفت شباهت تيپ ژنتيکي 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 يك 
منبع فرانســوی تامين كننده اين سويه برای مؤسسه اتليك تركيه  بوده است. انتظار مي رود اجراي اين استراتژي بر روي 

جدايه هاي بومي ايران دانش مولکولار 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.
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مقدمه
بیمــاري پاراتوبرکولوزیــس در ســال هاي نخســتین قــرن نوزدهم 
 Mycobacterium avium subsp. میلادي شناســایي گردید )1(. باکتــري
paratuberculosis (MAP) عامل ایجاد این بیماري در نشــخوارکنندگان 
اهلي و وحشــي مي باشــد )2(. علیرغم پیشــرفت کند و بدون نشانه هاي 
کلینیکــي پاراتوبرکولوزیــس در بدن میزبان )3(، ایــن بیماري باعث بروز 
خسارت هاي اقتصادي گســترده از طریق کاهش میزان بهره وري اقتصادي 
ناشــي از لاغري و کشــتار زودهنگام، کاهش تولید شــیر و گوشت، تلفات 
مستقیم دام هاي آلوده و همچنین اعمال محدودیت هاي اجباري در تجارت 
دام زنده مي گردد. پاراتوبرکولوزیس تقریبا در میان نشخوارکنندگان از تمام 

جهان گزارش گردیده است )4, 5(.
ضررهاي اقتصادي پاراتوبرکولوزیس در دامپزشــکي به مراتب بیشــتر 
از اهمیــت احتمالــي زئونوتیك آن مــورد توجه قرار گرفته اســت )6,7(. 
شــواهد به دســت آمده از پاتولــوژي، میکروبیولوژي و بیولــوژي مولکولی 
پاراتوبرکولوزیس در طول یك قرن گذشــته توانایــي MAP را در آلودگي 
انســان در تمام ســنین نشــان داده اند )8(. علاوه بر این نقش این پاتوژن 
 Crohn disease, type-1 diabetes, sarcoidosis, در ایجــاد بیماري هــاي

multiple sclerosis and Hashimoto's thyroiditis و Blau syndrome در 
انسان مورد بررســي قرار گرفته است )2, 9(. تظاهرات پاتولوژیك و بالیني 
پاراتوبرکولوزیس در دام ها با کرون در انســان شباهت بسیار زیادي دارد اما 
در شــرایطي که MAP در میزبان هاي اصلي آن به ســادگي قابل ردیابي 
است، جداسازي آن در انسان بسیار مشکل مي باشد )10(. علیرغم تمام این 
یافته ها پذیرش پاراتوبرکوبوزیس به عنوان یك بیماري مشــترك، همچنان 

محل مناقشه علمي مي باشد )11(.
در جغرافیاي ایران پاراتوبرکولوزیس براي نخســتین بار در ســال هاي 
1962 تا 1965 در گاوداري شــرکت نفت آبــادان و در بین گاوهاي اصیل 
Syndhie و Jersaise این دامداري که از انگلســتان وارد شده بودند، توسط 
خلیلي در مؤسســه رازي اهواز شناســایي و گزارش گردید )12(. در سال 
1962 طلاچیان موفق به جداســازي باکتري عامــل بیماري گردید )13(. 
در ســال 1972 نیز بهارصفت پاراتوبرکولوزیــس را در گله بز )نژاد نجدي( 
و گوســفند )نژاد آواسي( موسســه دامپروري حیدرآباد کرج که از اسرائیل 
وارد شــده بودند، گزارش و عامل بیماري را جداســازي نمود )12(. برخي 
از پژوهشــگران ایراني معتقدند بر خلاف ســل گاوي که وجود آن در میان 
گاوهــاي بومي ایران حتي پیش از آغاز واردات دام هاي اصیل اروپایي مورد 

تعيين ويژگی های ژنتيکی سويه های...
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توجه قرار گرفته اســت، منشاء وجود و انتشــار پاراتوبرکولوزیس در میان 
گله هاي گاو، گوسفند و بز ایران واردات دام هاي آلوده و انتقال عامل بیماري 
توسط آنان مي باشد )12(. مطالعات اخیر نشان مي دهند که در حال حاضر 
این بیماري بــا درجات مختلفي از نظر فراوانــي تقریبا در تمام قطب هاي 
پرورش نشــخوارکنندگان و مناطق دامپروري کشــور و از جمله آذربایجان 
شــرقي )14(، خراســان رضوي )15(، فارس )16(، اصفهان )17(. مرکزي 
)18(، مازندران )19( و خوزســتان )20( وجود دارد. محدودیت هاي مالي و 
کمبود نیروي انســاني و تمرکز بر روي کنترل بیماری های مهم تر مشترك 
میان انســان و دام نظیر سل گاوي و بروســلوز باعث گردیده است علیرغم 
خســارت هاي مالي قابل توجه، پاراتوبرکولوزیس در فهرســت بیماري هاي 

اولویت دار در برنامه کاري نهادهاي دامپزشکي دولتي قرار نداشته باشد.
دوره انکوباسیون MAP بسیار طولاني است و رشد آزمایشگاهي باکتري 
در جداسازي اولیه وابســته به وجود مکمل آهن (mycobactin j) مي باشد 
و به ویژه در مورد جدایه هاي انســاني و گوسفندي مي تواند بیش از یکسال 
 MAP K10 به طول انجامد )21 , 22(. در ســال 2005 ژنوم کامل ســویه
شناسایي و اطلاعات آن منتشــر گردید. این سویه در دهه 70 میلادي در 
آمریکا از یك گله گاو شــیري جداســازي گردیده بود. در ژنوم این ســویه 

4,829,781 زوج باز شناسایي گردید )23(.
در ســال هاي اخیر به منظور فراهم نمودن امکان تشــخیص MAP با 
اســتفاده از روش هاي بیولوژي مولکولی، تعــدادي پروتکل PCR بر مبناي 
مارکرهــاي ژنتیکي اختصاصي MAP معرفي شــده اند کــه از میان آن ها 
مي تــوان بــه 24( f57 ،)25( ISMav2 ،)24( IS900(، locus 255 )26(و 

HspX )27( اشاره نمود.
وجود ســویه هــاي مختلف در جمعیت MAP بر اســاس مشــاهده 
ویژگي هــاي متفاوت فنوتیپي از دهه 1930 میلادي مورد توجه قرار گرفته 
است. بر اســاس خصوصیات فنوتیپي، ژنوتیپي و همچنین میزبان، تاکنون 
 Type I (Sheep/S مورد شناسایي قرار گرفته است که شامل MAP سه تیپ
type) و Type II (Cattle/C type) وType III (Intermediate) مي باشــد 
-IS90028, 29(. تشــخیص افتراقي میان این سویه ها توســط سه روش(

RFLP ، PFGE و  IS1311 PCR-REA مقدور گردیده است )30( همچنین 
در ســال 2002 امکان تمایز میان سویه هاي تیپ 1 و تیپ 2 با استفاده از 

یك PCR تك مرحله اي امکان پذیر گردید )31(.
 MAP K10 را در ژنوم سویه SSR در سال 2004 آمونسین 11 لوکوس
 ،)G شناسایي نمود که از نظر تعداد کپي واحدهاي تکرار شونده یك )نظیر
 MAP نوکلئوتیدي در میان جدایه هاي )GGT ( و سه )مانندGC دو )مانند
داراي تنوع بودند )32(. با اســتفاده از این ویژگي آمونسین روشي را ابداع 
نمود (SSR typing) که متکي بر PCR بود و امکان بررســي تنوع ژنتیکي 
و اپیدمیولــوژي جدایه هاي MAP از نقاط مختلف جهان فراهم می نمود. بر 
اســاس اطلاعات موجود نشان داده شده است که فقط جدایه هاي خاصي از 
MAP که داراي تیپ هاي SSR مشــخصی مي باشند، قادر به آلوده نمودن 

میزبان هاي مختلف و از جمله انسان مي باشند )30(.
 Multiple Locus Variable Number در ســال 2007 تیبالــت روش
Tandem Repeat Analysis (MLVA)  را با اســتفاده از 8 لوکوس در مورد 
ژنوتایپینگ MAP معرفي نمود که به تدریج با کســب مقبولیت جهاني به 
روش اســتاندارد در تایپینگ مولکولی MAP تبدیل گردید )11, 30, 33-

 Mycobacterium 35( تاکنون 139 تیــپ ژنتیکي در دیتابانك اروپایــي
avium complex ثبــت و از طریــق درگاه mac-inmv.tours.inra.fr/ قابل 
مشــاهده اســت )36(. از نظر تکنیکي مباني این روش بدون پیچیدگي و 
انجام آن نیازمند دسترسي به مقادیر اندکي از ژنوم باکتري می باشد و نتایج 
بدست آمده ساده و در عین حال داراي قابلیت پردازش دیجیتال و سازگار 
با روش هاي پردازش الکترونیکي و ذخیره در بانك هاي اطلاعاتي مي باشند. 
 RFLP و PFGE را نسبت به روش هاي قدیمي تر MLVA این ویژگي ها روش
ارجح نموده اند )28(. در ســال 2007 با بررسي مقایسه اي ژنوم سویه هاي 
MAP در منطقه ژنتیکي لوکوس هاي gyrA و gyrB و Costellanous، وجود 
پلي مرفیســم در نوکلئوتیدهاي واقع در موقعیت هاي 868، 1653، 1822 
 gyrB و 264، 108، 1626، 1353 و 494 در ژن gyrA و 1986 در ژن
را متناســب با تیپ هاي گاوي، گوسفندي و حد واسط باکتري نشان داد و 
الگوریتمي را تعریف نمود که امکان تشــخیص افتراقي میان این سویه ها را 

فراهم مي نمود )37(.
 Weybridge در سال 1957 در جریان بازدید فتح اله انتصار از مؤسسه
انگلستان سویه هاي آزمایشگاهي316F MAP و MAP III & V از این مرکز 
به مؤسســه رازي کرج انتقال داده شــد و از آن هــا در تولید پاراتوبرکولین 
استفاده گردید. در سال هاي اخیر این سویه ها مجددا از مؤسسه Etlik آنکارا 

در ترکیه دریافت و به مؤسسه رازي انتقال داده شدند. 
 MAP در مطالعه حاضر با هدف شناسایي ویژگي هاي ژنتیکي دو سویه
316F و MAP III & V، از یــك الگوریتــم تلفیقي مشــتمل بر دو مارکر 
 Collins به عنوان مارکرهاي تعیین هویت و روش F57 و IS900  ژنتیکــي
و همچنیــن SNP typing ژن هــاي gyrA و gyrB بــه منظور تعیین تیپ 
و روش هاي MLVA )هشــت لوکــوس( و همچنیــنtyping  SSR )چهار 

لوکوس( به منظور تعیین تیپ ژنتیکي این سویه ها استفاده شد.

مواد و روش ها
سويه هاي باكتري و استخراج كروموزوم باكتري

ســویه هاي III & V MAP و MAP 316F از آرشــیو میکروبي بخش 
تحقیــق و تولیــد توبرکولین و مالئین مؤسســه رازي در این مطالعه مورد 
استفاده قرار گرفتند. هریك از این سویه ها بر روي دو لوله کشت یونیورسال 
حاوی محیط کشــت Herold's egg-yolk medium به همراه مایکوباکتین
J )26( تجدید کشــت شدند و 12-8 هفته در دماي 37 درجه سانتی گراد 
تا زمان مشــاهده پرگنه ها، باقي ماندند. اطمینان از رشد مایکوباکتریایي از 
طریق تهیه لام میکروسکوپي از لوله هاي کشت و مشاهده باکتري هاي اسید 
فســت انجام پذیرفت. براي استخراج ژنوم باکتري از روش ساده جوشانیدن 
اســتفاده شــد و ماده ژنتیکي به دست آمده به صورت مســتقیم براي تمام 

آزمایش هاي ژنومي استفاده گردید )38(. 

آزمايش هاي ژنومي 
در مجموع شــش آزمایش مستقل در سه مرحله تعیین هویت، تعیین 
تیپ و ژنوتایپینگ ســویه ها انجام گردید که همه آن ها بر اســاس سیستم 
PCR اجرا گردیدند. در مرحله نخســت بــه منظور تعیین هویت، دو مارکر 
ژنتیکــي هــم ارز IS900 و F57 که در بین اعضاي جنــس مایکوباکتریوم 
تنها در ژنوم باکتري هاي MAP یافت مي شــوند، مورد استفاده قرار گرفتند. 
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پروتکل پیشــنهادي داهمن در مورد PCR-IS900 با تغییرات اندك )39( و 
در مورد PCR-F57 از روش شــاننبروکر )40( همراه با اصلاحات کلي و از 
جمله یك زوج پرایمر جدید استفاده گردید. در مرحله دوم به منظور تعیین 
تیپ ژنتیکي باکتري ها )تیپ گوسفندي و یا گاوي( از دو استراتژي استفاده 
شد. این استراتژي ها شامل پروتکل کالینز و پروتکل پیشنهادي کاستلانوس 
بودکه همراه با اصلاحات اجرا شدند. در مورد پروتکل کاستلانوس در مورد 
هــر یــك از دو ژن gyrA و gyrB، چهار زوج پرایمر جدید طراحي شــد تا 
امکان تکثیر کامل طول هر ژن همراه با بخشي از قسمت هاي جانبي در دو 
ســمت آن فراهم گردد. در مرحله ســوم براي تعیین ژنوتیپ سویه ها از دو 
روش تیبالتMLVA- )21( و آمونسینSSR- )32( استفاده شد. در روش 
MLVA از پروتکل پیشنهادي تیبالت استفاده شد. در ارتباط با لوکوس هاي 
X3 ،292، 25، 37، 3 و 7 از پرایمرهــاي معرفي شــده تیبالت و در مورد 
دو لوکوس 10 و 32 به جهــت ملاحظات تکنیکي از دو زوج پرایمر جدید 
اســتفاده شد. در روش SSR typing بر مبناي پروتکل پیشنهادي آمونسین 
چهار لوکوس SSR1،SSR2 ،SSR8 و SSR9 با استناد بر بالاتر بودن قدرت 
تفریق ژنتیکي آن ها در گزارشــات منتشر شــده پیشین مورد استفاده قرار 

گرفتند و براي هرکدام از آن ها یك زوج پرایمر جدید طراحي گردید.
 )42 ,41( 3 Primer طراحي پرایمرهاي جدید با اســتفاده از برنامــه
صــورت پذیرفت )جــدول 1(. براي این منظور حــدود دو کیلو باز از ژنوم 
MAP K10 در حریــم هریك از لوکوس های مورد نظر در هر دو پهلوي آن 
به شــکلي انتخاب گردید که لوکوس مورد نظــر از نظر موقعیت تقریبا در 

میانه قرار گرفته باشد.
PCR آزمايش

 Macrogen®,)ســاخت پرایمرها توسط شــرکت ماکروژن کره جنوبي
 PCR master صورت پذیرفت. براي آماده ســازي همه واکنش ها از  (Korea
mix )شــرکت آمپلیکون دانمارك( استفاده شــد. حجم نهایي هر واکنش 
برابر با 12 میکرولیتر و متشکل از شش میکرولیتر PCR master mix، یك 
میکرولیتــر از هر پرایمر 0/48، میکرولیترDMSO، ســه میکرولیتر از ماده 
ژنتیکي و 0/52 میکرولیتر آب مقطر دوبار تقطیر بود. به عنوان کنترل منفي 
 Invitrogen®,) از آب دوبار تقطیر اســتفاده شــد. از ژل 1/2 درصد آگاروز
USA) پیش رنگ شده با®Red Safe براي آشکارسازي محصولات واکنش 
اســتفاده شــد. ژل ها در میدان الکتریکي به قدرت دو ولت بر ســانتیمتر 
 (BioRad®,USA) به مدت دو ســاعت ران شــده و در دســتگاه ژل داك
عکس برداري شــدند. تعیین اندازه تقریبي محصولات تکثیر به کمك مارکر 

استاندارد DNA ساخت مؤسسه رازي )43( صورت پذیرفت.
بــرای انجام واکنش هاي PCR تا حد امکان از پروتکل هاي مشــترك و 
در مجموع از چهار پروتکل استفاده گردید به گونه اي که براي آزمایش هاي 
F57 ،IS900 و Collins از یــك پروتکل، براي آزمایشــات gyrA و gyrB از 
یــك پروتکل و همچنین در مــورد MLVA typing و SSR typing هریك 
از یك پروتکل اســتفاده شد )جدول 1(. بر حسب مورد و ضرورت تکنیکي، 
پرایمرهاي جدید در مورد همه و یا تعدادي از لوکوس هاي ژنتیکي هدف در 

هر آزمایش طراحي و مورد استفاده قرار گرفت.

PCR تعيين توالي نوكلئوتيدها و اندازه محصولات
بــه منظور تکمیــل یافته هــاي ژل الکتروفورز و تعییــن دقیق اندازه 

محصولات تکثیر، محصولات PCR در مورد آزمایش هاي MLVA )هشــت 
لوکــوس( وSSR  )چهار لوکــوس(، gyrA )چهار لوکــوس(،gyrB  )چهار 
 Clustal W2لوکوس( هر دو ســویه تعیین توالي گردیدنــد. از نرم افزارهاي
و Chromas lite Version 2,1,1 بــراي قرائت و پــردازش کروماتوگرام ها و 
مقایســه آن ها با مناطق هم ارز از ژنــوم MAP K10 و MAP4 و همچنین 
ســویه Mycobacterium avium subspecies avium 104 مقایسه شدند. از 
نرم افزار 4,07b Tandem Repeats Finder Version به منظور تعیین دقیق 

ساختمان و تعداد واحدهاي تکرار شونده در هر لوکوس استفاده شد.

نتايج
PCR-F57 و PCR-IS900 آزمايش هاي

 PCR-F57 و PCR-IS900 هر دو سویه تحت بررســي در آزمایش هاي
محصولاتــي به ترتیب به انــدازه ی560 جفت بــاز و704  جفت باز تولید 

نمودند و بدین ترتیب هویت آن ها به عنوان MAP تائید شد.

 Collins آزمايش
در آزمایش PCR-Collins هر دو سویه قطعه اي به طول310  جفت باز 
مشاهده و شناسایي گردید و بدین ترتیب تیپ هر دو سویه تحت آزمون به 

عنوان type 2 )گاوي( مورد تائید قرار گرفت.

SNP-gyrA & SNP-gyrB آزمايش
با انجام موفقیت آمیز چهار واکنش PCR در مورد هر ژن جمعا هشــت 
محصول PCR در مورد هر ســویه بدســت آمد و توالي نوکلئوتیدي آن ها 
تعییــن گردید. در نتیجه چیدمان توالي هاي بدســت آمده توالي کامل هر 
ژن در هر ســویه مشخص شــد. بدین ترتیب نوکلئوتیدهاي 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 سویه MAP K10 تعیین گردیدند 
)جدول 3(. با توجه به همخواني میان این نوکلوتیدها در هر دو سویه تحت 
بررسي و سویه گاوي MAP K10 تیپ هر دو سویه نیز گاوي تعیین گردید 

)جدول 3(.

مشاهدات آزمايش
MLVA typing

 VNTR292 (300 bp(, اندازه قطعات مربوط به لوکوس 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 یافته هاي ژل 
الکتروفورز و همچنین تعین توالي شناســایی و مشخص گردید. استفاده از 
نرم افزار Tandem Repeats Finder در جستجو به دنبال واحدهاي تکراري 
 MIRU-VNTR ،X3 VNTR292 در هر لوکوس نشان داد که در لوکوس هاي
MIRU-  ،7  MIRU-VNTR  ،3  MIRU-VNTR  ،MIRU-VNTR47  ،25

VNTR 10 و MIRU-VNTR 32 به ترتیب تعداد ســه، دو، سه، سه، دو، دو، 
دو و هشــت کپي از واحدهاي تکرار شونده در ژنوم هر دو سویه وجود دارد. 
جســتجو در درگاه بین المللي ژنوتایپینگ MLVA مربوط به MAP مستقر 

در فرانسه هویت این تیپ ژنتیکي را INMV2 تعیین نمود.

تعيين ويژگی های ژنتيکی سويه های...
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SSR typing مشاهدات آزمايش
نتایج حاصل از بررسی رشته هاي نوکلئوتیدي به دست آمده در جریان 
تعیین توالي با استفاده از نرم افزارFinder  Tandem Repeats نشان داد که 
در ژنوم سویه MAP III & V و MAP 31F اندازه قطعات تکثیر شده مرتبط 
با لوکوس SSR1،SSR2 ، SSR8 و SSR9 به ترتیب برابر 770، 800، 781 و 
581 زوج باز مي باشد. با در نظر گرفتن  اینکه واحد تکرار شونده در هر دو 
لوکوس SSR1 و SSR2، یك نوکلئوتید انفرادي G ، در لوکوس SSR8 ســه 
نوکلئوتید TGG و در لوکوس SSR9 ســه نوکلئوتید GCA مي باشد، تعداد 
 SSR2 برابر با 19، در لوکوس SSR1 کپي هاي واحد تکرار شونده در لوکوس
برابر با 10، در لوکوس SSR8 برابر پنج و در لوکوس SSR9 برابر با پنج عدد 

در ژنوم این سویه ها مشخص گردید.

بحث
نگهداري طولاني  مدت دو سویه MAP 316F و MAP III & V در کنار 
سویهMycobacterium avium subspecies avium D4 در آرشیو میکروبي 
 Weybridge مؤسســه رازي که نخستین بار در دهه سي شمسي از موسسه
به ایران انتقال داده شــدند، نگراني هایي را در زمینه احتمال آلودگي اتفاقي 
تقاطعــي (cross-contamination) آن هــا بوجود آورده بــود. با اجراي دو 
آزمایش PCR-IS900 و PCR-F57 که به عنوان دو مارکر ژنتیکي اختصاصي 
هم ارز اما مســتقل MAP را هدف قرار مي دهند، خلوص ســویه هاي مورد 

بررسي تایید گردید.
 SNP-gyrA & SNP-gyrB و PCR-Collins اجراي اســتراتژي دوگانه
 MAP III و MAP 316F در این پروژه به درســتي تیپ گاوي هر دو سویه
V & را نشــان داد که با آنچه از پیشــینه این دو سویه منتشر شده بود، در 
ســازگاري مي باشد. نویســندگان معتقدند تعیین تیپ پاتوژن در مطالعات 
اپیدمیولوژي پاراتوبرکولوزیس در ایران باید مورد توجه محققین قرار گیرد. 
مناقشــه پایدار بر ســر اهمیــت MAP به عنوان یك پاتــوژن قادر به 
ایجاد بیماري در انســان ســبب گردیده اســت که در صنایع و واحدهاي 
فرآوري لبني وجود این باکتري به عنوان یك مؤلفه تهدید کننده ســلامتي 
مصرف کننــدگان در نظر گرفته نشــود. این در حالي اســت که وجود این 
باکتري در انواع محصولات لبني پاســتوریزه اعم از شیر و فرآورده هاي آن 
نظیر پنیر و پودر شــیر خشــك )44-46( در نقاط مختلف جهان گزارش 
شده و دست کم در مصرف کنندگان دچار مشکلات سیستم ایمني مي تواند 
یك تهدید برای ســلامتي محسوب گردد )47, 48(. بدین ترتیب با در نظر 
گرفتــن فقدان منابع کافي مالي براي اجراي برنامه هاي تســت و کشــتار، 
واکسیناســیون مي تواند به عنوان یك راهکار اقتصادي در کنترل گسترش 
بیماري در گله هاي نشــخوارکنندگان کوچك ایــران مورد توجه قرار گیرد 
)49(. هــر دو ســویه MAP 316F و MAP III & V، بصورت گســترده در 
انگلســتان به عنوان سویه هاي واکســینال در آزمایشــات کلینیکي مورد 
اســتفاده قرار گرفته اند و ســویه MAP 316F در حال حاضر معروف ترین 
ســویه شناخته شده بین المللي در تهیه واکســن تجارتي پاراتوبرکولوزیس 
(Gudair®, Silirum®, Neoparasec®) شــناخته مي شود. انتظار مي رود 
اجراي احتمالي برنامه واکسیناسیون علیه پاراتوبرکولوزیس در ایران پس از 
اجــراي مطالعات اپیدمیولوژي مولکولی بر روي جدایه هاي پاتوژن در ایران 
و همچنین مقایســه آن ها با سویه یا ســویه هاي مورد استفاده در واکسن 

انتخابي صورت پذیــرد )50, 51(. در حال حاضر حداقل دو تحت ســویه 
(sub-strain/daughter strain) از ســویه معروف MAP 316F شناخته شده 
اســت که شامل نمونه موجود در مؤسســه Weybridge انگلستان و نمونه 
  MIRU-VNTR فرانسه مي باشد. اجراي پروتکل Merial موجود در مؤسسه
تیپ ژنتیکــي نمونه انگلیســي را INMV17 )31332228( و تیپ نمونه 
فرانســوي را INMV2 )32332228(  تعیین نموده است. این دو سویه در 
تعداد واحدهاي تکرار شــونده ژنوم خود در لوکــوس X3 اختلاف دارند به 
طوریکه در این لوکوس در تحت ســویه انگلیسي فقط یك کپي و در تحت 
ســویه فرانسوي دو کپي از واحد تکرار شونده مشاهده مي شود. تحت سویه 
مورد بررســي در این تحقیق که در سال هاي اخیر از مؤسسه اتلیك ترکیه 
تهیه شــده و به مؤسسه رازي انتقال یافته است مشــابه با نمونه فرانسوي 
داراي تیپ ژنتیکي INMV2 مي باشــد. توضیح این مشابهت مي تواند تصور 
وجود یك تامین کننده فرانسوي براي تحت سویه موجود در مؤسسه اتلیك 
و یا وجود یك ســویه اجدادي مشــترك بین تحت سویه فرانسوي و ترك 
باشــد. از آنجایي که اطلاعي از ویژگي هاي ژنتیکي تحت سویه ترك منتشر 

نگردیده است، نمي توان این درستي این فرضیات را بررسي نمود.

تشکر و قدرداني
تامین مالي و لجستیکي این تحقیق بطور کامل توسط مؤسسه تحقیقات 
واکسن و ســرم سازي رازي و از طریق یك فقره پروژه تحقیقاتي به شماره 
94106-18-18-2 تامین گردیده اســت. مریم مهره کش حقیقت دانش 
آموخته کارشناسي ارشد رشته باکتري شناسي پزشکي مؤسسه رازي است 
و بخشــي از مطالب منتشر شــده در این مقاله ناظر بر یافته هاي تحقیقاتي 
پایان نامه مشارالیه مي باشد. نادر مصوري راهنمایي پروژه کارشناسي ارشد 
مریم حقیقت را به عهده داشته است. کیوان تدین ایده تحقیق و استراتژي 
عملیات آزمایشــگاهي مورد اســتفاده در این مطالعه را برنامه ریزي نموده، 
تحلیل و پردازش نتایج و همچنین نگارش متن مقاله را انجام داده اســت. 
روح اله کشــاورز عملیات آزمایشــگاهي کار بر روي باکتري زنده، بازیافت 
ســویه هاي واکســینال، تجدید کشت و اســتخراج ماده ژنتیکي مورد نیاز 

تحقیق را مدیریت و اجرا نموده است. 
میزان مســئولیت و مشــارکت نادر مصوری و کیوان تدین در تهیه و 

تدوین این مقاله یکسان و برابر می باشد.
نویسندگان مایلند یاد و خاطره دکتر فتح اله انتصار و دکتر سید هادي 
هدایتي و نیز دکتر سید مرتضی صدری اساتید پیشکسوت بخش تحقیق و 

تولید توبرکولین و مالئین 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

تعيين ويژگی های ژنتيکی سويه های...
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شکل PCR -1 آمپلي فيکاسيون لوكوس هاي F57 و IS900 و Colins در مورد سويه MAP III&V  )ستون شماره 1( و 
MAP 316F )ستون شماره 2(. ژل الکتروفورز مورد استفاده از نمونه (Invitrogen® Multi-purpose Agarose)  و غلظت 
آن معادل 2,1 درصد مي باشد. DNA size marker بکار رفته داراي 5 باند الکتروفورز در محدوده 100 الي pb 900 مي باشد.

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

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

تعيين ويژگی های ژنتيکی سويه های...


