
 

   

استفاده از آنالیز به روش 
Single Nucleotide Polymorphism )SNP( 

 به عنوان یک راهبرد  بررسی ژنتیكی در مطالعات 
پاراتوبرکولوزیس در ایران

bb

چكید ه 

 PFGE, حتی با وجود دسترسی به تکنیک های مولکولی متعارفی نظیر )MAP( ژنوتایپینگ مایکوباکتریوم ایویوم زیرگونه پاراتوبرکولوزیس
بسیار  ژنتیکی  نظر  از  باکتری  این  که  سبب  بدان  می گردد  محسوب  چالش  یک  عنوان  به  همچنان   RFLP, SSR and MIRU-VNTR
یکنواخت و همگن می باشد. به نظر می رسد که در شرایط امروزی پاراتوبرکولوزیس در سراسر ایران انتشار یافته است چرا که گزارشات 
از ساختار  انتشار می یابند. میزان اطلاعات موجود  مربوط به وقوع بیماری در گله های گاو گوسفند و بز بصورت فزاینده در هر سال 
جمعیت این باکتری در ایران محدود می باشد. یافته های موجود حاکی از فعالیت جدایه های متعلق به تیپ معروف به گاوی می باشند 
این تحقیق یک سیستم ژنوتایپینگ یافت نشده است. در  ایران  تیپ گوسفندی در  از وجود  نشانه ای  تاکنون  این در حالی است که   و 

)Single Nucleotide Polymorphism )SNP متشکل از 13 لوکوس و با اتکا به PCR بر روی یک جدایه بومی MAP اجرا گردید. آزمون به 
گونه ای انجام گردید که از یک پروتکل واحد PCR برای همه لوکوس ها استفاده شد. محصولات تکثیر DNA به روش Sanger تعیین توالی 
شدند. نوکلئوتیدهای هدف تعیین و شناسایی گردیدند. این نوکلئوتیدها بطور کامل با نوکلئوتیدهای هم ارز در ژنوم سویه آزمایشگاهی 
MAP K10 مطابقت داشتند و هویت جدایه ایرانی را به عنوان جدایه تیپ گاوی نشان دادند. ما معتقدیم اگر روش SNP معرفی شده 
توسط Leao در مقیاس گسترده در ایران بکار گرفته شود امکان دستیابی به دانش جامع تر از اتفاقات و جریانات تکاملی که وقوع آنها 

وضعیت اپیدمیولوژیک امروز پاراتوبرکولوزیس در ایران را شکل داده اند، فراهم گردید.

کلمات کلیدی: مایکوباکتریوم ایویوم زیرگونه پاراتوبرکولوزیس، SNP ، جدایه، اپیدمیولوژی
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Genotyping of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) remains a challenge in epidemiology of 
paratuberculosis even with availability of the traidional molecular techinques such as PFGE, RFLP, SSR and MIRU-
VNTR assays as MAPs are genetically monomorphic bacteria. In the Iranian environment MAP seems to have exten-
sively scatterd across the country as reports indicating frequent occurrence of the disease in bovine, caprine and ovine 
populations are now on rise. However, only little is known on population structure of MAP in this country.  The few 
conducted observations are in support of existence of cattle (C) type of MAP with no trace of sheep (S) type isolates 
ever found. In this work, a recently-developed PCR-based Single Nucleotide Polymorphism (SNP) assay concentrating 
on 13 individual loci across the MAP genome was conducted on a single endogenous Iranian MAP isolate of caprine 
origin. PCRs were conducted using universal protocol with all amplicons Sanger sequenced in search for target 
SNPs. An identical pattern of SNPs with that of the MAP K10 laboratory strain was revealed to confirm the iden-
tity of this local strain as a cattle type. The Leao’s SNP analysis is a simple, straightforward assay that if used 
extensively, we might expect a better understanding of evolutionary scenario behind todays’ epidemiology of 
paratuberculosis in Iran.

Key words: Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis, SNP, isolate, epidemiology

مقدمه
تنوع  و  اقتصادی  خسارات  حجم  جغرافیایی٬  انتشار  گستردگی 
میزبان های مایکوباکتریوم ایویوم زیرگونه پاراتوبرکولوزیس عامل بیماری 
به  را  دام  بهداشت جهانی  سازمان  مقیاس جهانی،  در  پاراتوبرکولوزیس 
معرفی این بیماری به عنوان یک چالش مهم در بهداشت واداشته است  
نظارتی  برنامه های  اعمال  به  مکلف  عضو  کشورهای  همه  به طوری که 
از   MAP اروپا  ارائه گزارش موارد وقوع بیماری گردیده اند )13(. در  و 
 (Scrapie) جمله مهم ترین پاتوژن های دامی و هم ارز با عامل اسکرپی 
شناخته شده است )13، 18(. اگرچه در حال حاضر پاراتوبرکولوزیس در 
ایران تحت پوشش برنامه کشوری کنترل بیماری قرار ندارد اما بر اساس 
اطلاعات موجود فعالیت MAP در بسیاری از گله های گاو، گوسفند، بز 
و شتر در تقریباً همه نقاط کشور نشان داده شده است )12, 14, 25(. 
به   )19  ،11  ،10  ،3(  MAP فعالیت  بر  مبتنی  شواهد  افزایش  با  همراه 
عنوان یک پاتوژن زئونوز اهمیت انجام مطالعات همه گیر شناسی جامع 

برنامه های  اعمال  ایران و تجدید نظر در ضرورت  پاراتوبرکولوزیس در 
کنترل بیماری رو به افزایش خواهد بود.

جدایه های MAP از نظر ژنتیکی سطح محدودی از تنوع را از خود 
ژنوتایپینگ  متعارف  روش های  از  بسیاری  که  به طوری  می دهند  نشان 
مولکولی نیز در افتراق میان آن ها دچار چالش می شوند. با فراهم شدن 
بدست  اطلاعات  مقایسه  و   MAP کروموزوم  کامل  توالی  تعیین  امکان 
آمده از 133 جدایه MAP از سرتاسر جهان در سال 2016 میلادی تعداد 
28402 مورد Single Nucleotide Polymorphism (SNP) شناسایی گردید. 
پردازش رایانه ای این مجموعه بزرگ SNP نشان داد که با بکارگیری  14 
مورد از آن ها در قالب یک الگوریتم می توان همه جدایه های MAP را 
داد  قرار  شده  شناخته  فیلوژنی  بزرگ  گروه  دو  از  یکی  در  و  شناسایی 
حتی   MAP جدایه های  افتراقی  تشخیص  در  پروتکل  این  توانایی   .)16(
 mycobacterial interspersed repetitive unit–variable از روش قدرتمند
number tandem repeat (MLVA) نیز بالاتر گزارش گردیده است )16(. 
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 Leao ابداعی SNP در مطالعه حاضر با هدف امکان سنجی اجرای روش
این روش بر روی یک جدایه کلینیکی حاد بومی ایران MAP1911 بکار 

گرفته شده است.

مواد و روش ها
كشت باكتری

به  مبتلا  بز  رأس  یک  از   1392 سال  در   MAP1911 جدایه 
در  پس  آن  از  و   )22( گردید  جدا  اصفهان  استان  در  پاراتوبرکولوزیس 
آرشیو باکتری موسسه رازی کرج نگهداری می گردد. از محتویات یک لوله 
کشت جدایه MAP1911 برای تلقیح یک لوله کشت ml 50 محیط تازه  
Herrold's Egg Yolk استفاده شد. گرم خانه گذاری به مدت 10 هفته در 
دمای 37 درجه سانتی گراد تا هنگام رویت پرگنه های شاخص رشد باکتری 
ادامه یافت. برای اطمینان از رشد خالص باکتری، گسترش میکروسکوپی 
 (Ziehl-Neelsen) تهیه و به روش زیل-نیلسن  یافته  باکتری رشد  از توده 

رنگ آمیزی گردید.

استخراج ژنوم باكتری
ضد  واشر  دارای  میكروتیوب  یک  در  باکتری  کردن  فعال  غیر  برای 
نشت )O-ring( محتوی  μl 400 بافر TB-lysis٬ یك لوپ )µl 10( از پرگنه 
باکتری اضافه شد. میكروتیوب به بن ماری محتوی آب جوشان )95 درجه 
سانتی گراد( انتقال و با استفاده از وزنه فلزی به مدت نیم ساعت در کف 
سانتریفیوژ  میکروتیوب  شدن،  خنک  از  پس  گردید.  نگهداری  ماری  بن 
)g 10,000/10m( گردید. قسمت شناور مایع بالایی محتوی ژنوم باكتری 
برداشت و از فیلتر سرسرنگی µl 0.2 عبور داده شد. این مایع محتوی ژنوم 
باكتری به صورت مستقیم در واكنش های PCR مورد استفاده قرار گرفت.

بیواینفورماتیک
تعداد 14 زوج پرایمر متناسب با 14 لوکوس حامل SNPs پیشنهادی 
Leao انتخاب گردیدند. با توجه به توان مشابه لوکوس SNP2 در تفریق 
لوکوس  این   ،)16(  SNP1 لوکوس با  گوسفندی  تیپ   III و   I انواع  میان 
پرایمرها٬ تعیین مکان  برای شناسایی موقعیت مکانی  کنار گذاشته شد. 
لوکوس های 13 گانه SNP و همچنین مشخص کردن اندازه مورد انتظار 
از  استفاده  با   (in silico analysis) کامپیوتری  بررسی   PCR، محصولات 
 MAP K10 آزمایشگاهی  سویه  ژنوم  و  گردید  اجرا   Artemis نرم افزار 
(GenBank accession number AE016958.1) مورد استناد قرار گرفت 

)جدول1(.

PCR آزمایش های
با هدف فراهم نمودن امکان اجرای 13 آزمایش PCR مستقل از طریق 
 PCR اجرای یك پروتكل  انفرادی مشترك، در مورد هر لوکوس 24 واكنش
كه در هر گروه 6 دمای  گردید  تنظیم  گونه ای  به  در 4 گروه 6 عددی 
سانتی گراد(  درجه   64/9 و   62/9  ،  60/4  ،59/1  ،56/7  ،55(  annealing
انتخاب گردید. در عین حال در دو گروه تغییر میزان كلرید منیزیوم )1 
mM یا mM 2.5( و در دو گروه تفاوت در میزان پرایمر )pmol/μl 1 و 
یا 5( )ماکروژن٬ کره جنوبی( مورد بررسی قرار گرفت. در آماده سازی 

 )DNA template به جز پرایمرها و( PCR ترکیبات مورد نیاز واكنش های
 (Ampliquor®, Denmark) آمپلیكور  مصرف  آماده  تجاری  محلول  از 
كنترل  عنوان  به  و  تنظیم   12  µL PCR واكنش های  حجم  شد.  استفاده 
منفی از Double Distilled PCR water استفاده گردید. در اجرای  همه 
 s( Initial denaturation PCR یک پروتکل شامل یك مرحله  14 واكنش 
متوالی  نوبت چرخه های  آن 30  دنبال  به  و  95/300 درجه سانتی گراد( 
 s30 مدت  به   annealing سانتی گراد(،  درجه   95/30  )Denaturation s
تکمیلی  نهائی  مرحله  یک  و  سانتی گراد(  درجه   72/30  )Extension s  ،

(s (Final extension) 72/600 درجه سانتی گراد( اجرا گردید.
درجه  آگاروز  ژل  از  نگاری:  تصویر  و   PCR محصولات  الكتروفورز 
تعیین حدود  برای  شد.  استفاده   (Invitrogen® , USA)  %1.5 مولکولی 
اندازه محصولات در جریان الکتروفورز )V/cm 2 ٬ 2 ساعت( از  مارکر 

بومی استاندارد )20( استفاده شد.
هر  چهارگانه  آزمون های  نتایج   PCR اجرای:  شرایط  بهینه سازی 
و  دما  واحد  پروتكل  و یک  بازنگری  لوکوس   13 مورد همه  در  لوكوس 
غلظت اجزاء سازنده )منیزیوم كلراید و پرایمر( قابل اجرا در مورد همه 

لوكوس ها انتخاب و اجرا گردید.
نوکلئوتید  شناسایی  و   PCR محصولات  نوكلئوتیدهای  توالی  تعیین 
توالی  تعیین  جهت   PCR محصولات  همه   :SNP لوکوس  در  هدف 
ارسال   (Macrogen, South Korea) همکار  آزمایشگاه  به  نوکلئوتیدها 
کروماتوگراف  فایل های  در  موجود  اطلاعات  دقت  و  درستی  گردیدند. 
اصلاح  لزوم  صورت  در  و  بازنگری   Chromas نرم افزار  توسط  دریافتی 
ژنوم  از  ارز  با مناطق هم   )15( AliView نرم افزار  به کمک  و  پردازش 
سویه MAP K10 مقایسه و نوکلئوتید هدف در هر منطقه SNP شناسایی 

گردید.

نتایج
تکثیر  برای   PCR مشترک  انفرادی  پروتکل  یک  از  استفاده  امکان 
بدین  با موفقیت حاصل گردید.  SNP در عمل  لوکوس  همزمان هر 13 
توالی  تعیین  موفقیت  با  آن ها  همه  و  تکثیر   PCR محصول   13 ترتیب 
نوكلئوتیدی گردیدند. همه نوکلئوتیدهای هدف در ژنوم جدایه  شناسایی 

و تعیین گردیدند )جدول 2(.

بحث  
حجم  اخیر  دهه  چند  در  مولکولی  تکنیک های  فراگیری  و  توسعه 
این  کاربردی  ویژگی های  به  راجع  را  تکنیکی  و  فنی  اطلاعات  از  زیادی 
 PFGE MAP دو روش مبنای  با  ارتباط  روش ها فراهم نموده است. در 
اتکاء بر کل ژنوم باکتری، اجرای آن ها متکی بر کشت  RFLP به رغم  و 
باکتری و تهیه مقادیر قابل توجه و با کیفیت بالا از ژنوم باکتری می باشد 
با  استاندارد سازی  در  البته  و  هزینه  پر  بر،  زمان  می تواند  آن  انجام  که 
و گوسفندی  گاوی  تیپ های  به خوبی  این دو روش  باشد.  اشکال همراه 
MAP را تفکیک می نمایند اما توان افتراقی آن ها در هر گروه برای اهداف 
از   RAPD AFLP و  اپیدمیولوزیک کافی نمی باشد )6(. روش هایی نظیر 
تکرار  اما  می رسند  به نظر  تر  ساده   PCR بر  اتکاء  دلیل  به  دیگر  طرف 
پذیری و استاندارد سازی آن ها محل اشکال می باشد ضمن آن که از قدرت 

استفاده از آنالیز به روش ...
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جدول 1- جزئیات لوکوس های SNP مورد استفاده در این تحقیق. اعداد بر اساس ژنوم سویه آزمایشگاهی GenBank accession number AE016958.1(  MAP K10( مشخص و تعیین شده اند.

 Expected
size (bp)

 The target SNP
location

StopStart('3 →'5) Nucleotide sequenceAlias(Locus (primer

528368626368926368399
CAC CTG GCC AAG TAC TAC CA

Snp3842359b
1f SNP

GCG ATG TCA TGA TGC TGC TG1r SNP

469416079441610234160555
GGA CGA TTA CTC GGT TCC AG

Snp50173
SNP 3f

ACC CGT GTT CGG CTA CCT3r SNP

4619978210006299602
GTC AGA AAC ATC CCG CCT TC

Snp4111202
4f SNP

GTA TTG AGT GAG GCA AGC GG4r SNP

465331738331960331496
GTT GAT CGA CAG CGA GTG C

Snp3879247
5f SNP

GTG GTG TCC GAG GTG AAC TT5r SNP

516127101012712301270715
TAT CTC CAA GGA CGC ATT CC

Snp2939977
6f SNP

CTG CCA TGT CCG TCC TTA AT6r SNP

452227893622791322278681
GGC TTG AAA CTC CAA CTG CT

Snp1932058
7f SNP

CGT CGT ACA TCC TCG TGG T7r SNP

528288308528833182882791
GCG CTT GTT GTA CAG GTT GA

Snp1327872
8f SNP

TAC GAC GAA GAC CCC GAC TA8r SNP

457366353366592366136
GAT CGA TGC GGA GCT CGT

Snp3844632
9f SNP

TGA CAG GAA GGT CCA TAG CC9r SNP

428224496622452052244778
GTC GAG GGC TTC CAG GTT

Snp1966028
10f SNP

GTC TGA GGC CAG CGA CAC10r SNP

461390568739059853905525
CCA TCC CGA GTT CAA CAA GT

Snp305277d
11f SNP

ACT TGT CGG GGT TGT AGC TG11r SNP

464433713143374214336958
AAC CGC TCA AGG CGA AAG

Snp4339946
12f SNP

TCC CTT ATC TGC GAA GTG CT12r SNP

453212372021239392123487
CAG ACC GAG CAC CTC CTG

Snp2087274
13f SNP

CCG CGT TGA AGG ATC TCA AG13r SNP

525252480125250822524558
GAA TCC CCG GAA CTG GTG

Snp1686154
14f SNP

14r SNP
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بر  متکی  معاصر  روش های  دیگر   .)4( می باشند  برخوردار  اندک  تمایز 
عوامل تکرار شونده ژنتیکی نظیر SSR و MIRU-VNTR در حال حاضر 
فراگیرتر می باشند اما همچنان در تمایز ژنتیکی میان جدایه های دو تیپ 
گاوی و گوسفندی MAP دارای محدودیت می باشند. محدودیت بزرگ تر 
فیلوژنی  ارتباطات  درست  تصویر  ارائه  در  آن ها  ناتوانی  روش ها  این 
محدودیت  این   .)21  ,8  ,7  ,2( می باشد  بررسی  تحت  جدایه های  میان 
در کشورهایی نظیر ایران که منشأ معرفی MAP و بومی یا غیر بومی 
بودن آن محل مناقشه می باشد )5، 23( می تواند از اهمیت کاربردی ویژه 
سیستم های  کارایی  گردد.  برخوردار   MAP پیشینه جمعیت  مطالعه  در 
اعتماد  قابل  و  دقیق  تصویر  ارائه  در   SNPs بر  متکی  ژنوتایپینگ 
فرآیندهای تکاملی در جمعیت باکتری های هموژن کلونال نظیر باسیلوس 
آنتراسیس )17( و همچنین مایکوباکتریوم توبرکولوزیس )9( پیش از این 
با معرفی الگوریتم های بین المللی نشان داده شده است. به نظر می رسد 
با در نظر   MAP ایرانی  بر روی جدایه   Leao پیشنهادی  پروتکل  اجرای 
گرفتن ملاحظات این روش که با هدف جلوگیری از بروز پدیده خطا در 
شناخت مسیر تکاملی (phylogenetic discovery bias) از طریق انتخاب 
مناسب ترین لوکوس های SNPs صورت پذیرفته است )1, 16(، می تواند 
شناخت بهتری از ژنتیک جمعیت این مایکوباکتریوم در فضای جغرافیای 
ایران فراهم نماید. علاوه بر این با توجه به کمبود اطلاعات ژنتیکی در 
مورد جدایه های MAP بومی منطقه خاورمیانه شاید شمول این جدایه ها 
آن در مقیاس  کاربرد  پروتکل جهت  این  بهینه سازی  و  ترمیم  بتواند در 

بین المللی سودمند باشد )16(.
اعمال روش SNP typing بر روی جدایه بز MAP 1911 نشان داد که 
MAP و در ساختار ژنتیکی هدف  از گروه جدایه های گاوی  این جدایه 
این مطالعه کاملا در مشابهت با سویه شناخته شده MAP K10 می باشد 
)جدول 2( که پیش از این در امریکا از گاو جدا شده است )24(. هویت 
جدایه فوق به عنوان یک جدایه تیپ گاوی پیش از این با استفاده از روش 
Collins نشان داده شده است )22( با این حال تعلق جدایه فوق به گروه 
(clade) 10 از گروه بزرگ تیپ گاوی )جدول 2( از نظر تکاملی می تواند 
جالب توجه باشد. انتظار می رود با اعمال SNP typing بر روی جدایه های 
بیشتر MAP در ایران بتوان شناخت دقیق تری از اپیدمیولوژی این پاتوژن 

در کشور فراهم نمود.

تشکر و سپاسگزاری
مواد مصرفی، فضا و تجهیزات آزمایشگاهی، جدایه )های( باکتریایی 
و مواد مصرفی این تحقیق بطور کامل توسط مؤسسه تحقیقات واکسن 
و سرم سازی رازی کرج و در قالب فعالیت ها و اعتبارات پژوهشی تامین 
گردیده است. نویسندگان این مقاله تأیید نموده اند که بین آن ها از نظر 

منافع معنوی و مادی مترتب بر این اثر اختلاف نظر وجود ندارد.
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