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Abstract

Introduction: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) causes Johne’s disease (paratuberculosis) 

in ruminants. MAP exhibits the slowest growth rate among cultivable mycobacteria, as cultures of MAP-suspected 

specimens may require 16 weeks or more before visible colonies appear. Currently, IS900 is the most frequently used 

genetic marker in PCR-based diagnostic protocols of MAP. However, its specificity has been questioned, as IS900-like 

elements have been reported in the genomes of other mycobacteria. Objective: Here, we describe the application of 

IS900 along with six additional genetic loci specific to MAP, including F57, IS1311, HspX, MAP02, ISMav2, and Locus 

255. Methods: PCRs, conducted in singleplex format were of conventional type. Optimization measures on thermal 

and MgCl2-concentration were employed in a way that a single optimized thermal protocol was applicable for all the 

markers. This strategy was applied to 30 Iranian MAP isolates from bovine (N=24), caprine (N=2), and ovine (N=4) 
samples collected in Alborz, Fars, Isfahan, Zanjan, Qazvin, and Tehran provinces. Results: Amplification in all PCR 

reactions across the 30 isolates, as well as the MAP laboratory strain 316f, was successful, producing the expected PCR 

products of 560, 704, 608, 211, 278, 507, and 404 bp corresponding to IS900, F57, IS1311, HspX, MAP02, ISMAV2, 

and Locus 255, respectively. Conclusion: In the Iranian context, where the IS900 element remains the cornerstone of 

molecular diagnosis for MAP, combining it with any of the six additional markers described in this study, along with the 

IS900 element, can considerably improve the accuracy and reliability of laboratory detection of MAP.

PCR detection of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis 
by the F57, IS1311, Hspx, MAP02, ISmav2 and Locus 255 markers, a 

supplement to the conventional IS900 element
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 Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) شناسایی
 ،MAP02 ،HspX ،IS1311 ،F57  با استفاده از مارکرهای ژنتیکی

IS900 مکملی بر مارکر شناخته‌شدة ،Locus 255 ،ISMav2

چکيده 
مقدمه: مایکوباکتریوم ایویوم زیرگونة پاراتوبرکولوزیس Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) عامل 
ایجاد بیماری یون )پارتوبرکولوزیس( در نشخوارکنندگان است. این باکتری دارای کند‌ترین سرعت رشد در میان مایکوباکتریوم‌های 
طول  به  کند،  ایجاد  مشهودی  پرگنه  آنکه  از  پیش  بیشتر  حتی  یا  هفته   12 آن  به  مشکوک  نمونه‌های  کشت  و  است  رشد   قابل 
می انجامد. در حال حاضر IS900 شناخته‌شده‌ترین مارکر ژنتیکی در پروتکل‌های تشخیصی MAP با پایة PCR است. بااین‌حال 
به‌واسطة شناسایی عناصر ژنتیکی شبیه IS900 در ژنوم مایکوباکتریوم‌های دیگر، اختصاصیت این مارکر زیر سؤال قرار گرفته است. 
 ،ISMav2 ،MAP 02 ،HspX ،IS1311 ،F57 هدف: در مطالعة حاضر کاربرد این مارکر همراه با شش مارکر اختصاصی دیگر شامل
Locus 255 شرح داده شده است. روش کار: واکنش‌های PCR به‌صورت انفرادی و به روش متعارف اجرا شدند. تمهیدات لازم 

برای بهینه‌سازی شرایط دما و اجزای واکنش به‌نحوی انجام پذیرفت که واکنش‌های همة مارکرها از طریق یک پروتکل قابل اجرا 
باشند. این رویه بر روی 30 جدایة بومی MAP  جمع‌آوری‌شده از گاو )24 مورد(، بز )2 مورد( و گوسفند ) 4 مورد( در استان‌های 
اصفهان، البرز، تهران، زنجان، فارس و قزوین اجرا شد. یافته‌ها: اجرای این روش در تمام واکنش‌های PCR  بر روی همة جدایه‌ها 
و همچنین سویة آزمایشگاهی MAP 316f با موفقیت همراه بود و محصولات مورد انتظار در تکثیر به طول 560، 704، 608، 211، 
278، 507 و 404 زوج باز به‌ترتیب در مورد مارکرهای ISMav2 ،MAP02 ، HspX، IS1311،F57 ،IS900 و Locus 255 تولید شدند. 
نتیجه‌گیری در شرایط ایران که مارکر ژنتیکی IS900 همچنان به‌مثابة ستون فقرات در روش‌های مولکولی تشخیص MAP به کار 
گرفته می‌شود، استفادة هم‌زمان آن با هریک از شش مارکر ژنتیکی شرح داده‌شده در این مطالعه به توانایی آزمایشگاه در تشخیص 

صحیح MAP خواهد افزود.
MAP, PCR, amplification, MAP02, ISMav2, Locus 255 :کلمات كليدي
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مقدمه
میان  در  درمان‌ناپذیری  مزمن  بیماری  پاراتوبرکولوزیس 
 Mycobacterium نشخوارکنندگان اهلی و وحشی است که توسط
ایجاد می‌شود. در   avium subspecies paratuberculosis (MAP)

نشانه‌های  کنار دیگر  بیماری در  اساسی  اسهال مزمن شاخص  گاو 
و  پیشرفته  مراحل  در  است.  عمومی  عفونی  بیماری  كي  معمول 
پایانی بیماری لاغری شدید، کاهش میزان تولید شیر، ادم، کم‌خونی، 
ناباروری و در نهایت مرگ از نشانه‌های شناخته‌شدة بیماری هستند. 

بیماری تقریباً از همة جهان گزارش شده یا می‌شود.
تشخیص  در  موجود  متعارف  راهکارهای  ناکارآمدی  نتیجه  در 
بیماری  این  کنترل  و  ریشه‌کنی  حاضر  حال  در  پاراتوبرکولوزیس، 
حضور  و  طولانی  کمون  دورة   .)1( نیست  امکان‌پذیر  به‌سادگی 
پیش  آلوده  حیوانات  که  می‌شود  سبب  بیماری  بالینی  تحت  موارد 
باکتری  زیاد  تعداد  پخش  به  قادر  طولانی  مدت  برای  شناسایی  از 
)1012 × 5  باکتری در هر روز( از طریق مدفوع خود باشند )2(. 
کشت نمونة مشکوک به حضور باکتری روی محیط‌های اختصاصی 
روش استاندارد و مقبول ‌بین‌المللی در شناسایی عامل بیماری ‌است. 
یک چالش مهم در این روش این است که چندین هفته زمان برای 
دستیابی به نتیجة قابل اعتماد لازم خواهد بود )3( علاوه‌براین، استفاده 
آزمایشگاهی  کشت  جریان  در  مرسوم  آلودگی‌زدایی  روش‌های  از 
نمونه‌های مشکوک به وجود این باکتری‌ می‌توانند خود سبب نابودی 
طولانی  گرمخانه‌گذاری  همچنین  شوند.  باکتری  شدن  غیرفعال  و 
به‌خصوص در مورد نمونه‌های گوسفندی،‌ می‌تواند موجب خشک 
شدن محیط کشت و نابودی باکتری و در نتیجه پاسخ منفی کاذب 
با  متناسب  دام  از  نمونه‌برداری  زمان  چالش‌ها،  این  کنار  در  شود. 
پیشرفت بیماری و میزان دفع باکتری از بدن دام نیز در میزان موفقیت 
آزمایش کشت باکتری تأثیرگذار ‌است. وجود بیش از 97% شباهت 
 M. avium و   M. avium subsp. paratuberculosis میان  ژنتیکی 
subsp. avium (MAA) )1( معرفی مارکرهای ژنتیکی یا آنتی‌ژنتیکی 

اختصاصی M. avium subsp. paratuberculosis را با مشکل مواجه‌ 
به  مربوط  اطلاعات  انتشار  با  و هم‌زمان  اخیر  در سال‌های  می‌کند. 
ژنوم کامل جدایه‌های MAP در بانک‌های اطلاعات ژنتیکی مطالعات 
گسترده‌ای انجام و بدین‌ترتیب مارکرهای ژنتیکی اختصاصی جدیدی 
را تسهیل کرده‌اند. در سال   MAP امکان شناسایی  معرفی شده‌ که 

2002 وجود 27 لوکوس ژنتیکی اختصاصی MAP گزارش شد که 
در MAA و دیگر گونه‌های مایکوباکتریایی نزدیک به آن‌ها وجود 

نداشتند )1(.
 IS900  ،MAP‌ مورد در  معرفی‌شده  ژنتیکی  مارکرهای  میان  در 
بیشترین  باکتری  این  شاخص ‌بین‌المللی  شناخته‌شده‌ترین  به‌عنوان 
با پایة PCR داشته است. این  کاربرد را در آزمایش‌های تشخیصی 
این لوکوس ژنتیکی به  بار در 1989  گزارش شد.  مارکر نخستین 
گزارش‌   MAP ژنوم  در  تکرار   22 تا   16 تعداد  به   1451 bp طول 
مارکر  این  به  شبیه  توالی‌های  شناسایی  بااین‌حال   .)5( می‌شود 
نتایج مثبت کاذب در مورد  مایکوباکتریوم‌ها و  )6(. در ژنوم دیگر 
دیگر اعضای کمپلکس، دقت و درستی این مارکر در آزمایش‌های 
به‌طوری  است،  گرفته  قرار  تردید  مورد   PCR به  وابسته  تشخیصی 
که به‌تازگی پرایمرهای معرفی‌شدة پیشین و استفاده از این مارکر در 
مقیاس ‌بین‌المللی مورد مناقشه بوده )7( و بر استفاده از یک مارکر 
دوم برای تأیید نتیجة مثبت یک PCR-IS900 تأکید شده است )6(. 
-8( شد  معرفی  آلمان  در   2001 سال  در   ISMav2 ژنتیکی  مارکر 
11(. این مارکر شباهتی به هیچ‌یک از IS elements شناخته‌شده در 
ژنوم مایکوباکتریوم‌ها ندارد. در ژنوم MAP حداقل سه نسخه از این 
لوکوس مشاهده‌ می‌شود )2(. گزارشی از وجود این مارکر ژنتیکی در 
ژنوم دیگر مایکوباکتریوم‌‌ها در اختیار نیست. F57 این مارکر ژنتیکی 
به طول bp 620 و با میزان G + C content برابر با %58.9 در سال 
1993 معرفی شد )12-14(. این مارکر در ژنوم سایر مایکوباکتریوم‌‌ها 
گزارش نشده است. Locus 255 این مارکر ژنتیکی در سال 2002 
به‌عنوان مارکر اختصاصی شناسایی و معرفی شد. سودمند بودن این 
مارکر در سال 2008 ‌به‌صورت کاربردی در شناسایی نشان داده شد 
 Paustian 2004 این لوکوس را در سال Locus MAP02 .)16 ,15(
)17( شناسایی و به‌عنوان یک مارکر اختصاصی معرفی کرد. استفادة 
کاربردی در پروتکل PCR از این لوکوس ژنتیکی که 6 رونوشت از 
آن در ژنوم MAP دیده‌ می‌شود توسط Stable نشان داده شده است 
 Guerrero 1994 این مارکر ژنتیکی را در سال Locus IS1311 .)18(
 insertion 1317 یک bp شناسایی کرد )19(. این لوکوس ‌به طول
ژنوم  در  آن  وجود  MAP ‌است.  ژنوم  در  شناخته‌شده   sequence

برخی دیگر از اعضای کمپلکس MAA گزارش شده است. پنج مورد 
موتاسیون نقطه‌ای با ماندگاری زیاد (Highly conserved SNPs) در 
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طول این لوکوس شناسایی شده است که با استفاده از آن‌ها‌ می‌توان 
میان سویه‌های MAP و MAA و همچنین میان سویه‌های تیپ گاوی 
 )23-21( Ellingson .)20( تشخیص افتراقی داد MAP و گوسفندی
در سال 1998 لوکوس ژنتیکی Locus HspX را معرفی کرده و نشان 
این ژن در ژنوم  از  تنها یک رونوشت  به‌رغم وجود  داده است که 
MAP می‌توان از آن در تشخیص افتراقی MAP از دیگر گونه‌های 

مایکوباکتریایی استفاده کرد )42، 52(.
پاراتوبرکولوزیس  شناسایی  پیشینة  ایران  در  انجام‌پذیرفته  مطالعات 
را در دهه‌های 1950 )گاو( و 1960 )گوسفند و بز( نشان‌ می‌دهند 
و این در حالی است که اسناد و گزارش‌های باقی‌مانده از کارپانتیه 
و دلپی از نخستین دامپزشکان اروپایی در استخدام دولت ایران در 
حدود یکصد سال پیش از این، اشاره‌ای به وجود پاراتوبرکولوزیس 
گله‌های  در  بیماری  وقوع  گزارش‌های  افزایش  نکرده‌اند.  ایران  در 
نشخوارکنندگان )26( و همچنین حیات وحش از مناطق جغرافیایی 
مختلف ایران )27(، و نیز گرانی قیمت گوشت و فرآورده‌های لبنی 
ناشی از افزایش هزینه‌های تولید متأثر از تحریم‌های ‌بین‌المللی، بر 
اهمیت بهبود مدیریت پاراتوبرکولوزیس و از جمله شناسایی سریع و 
دقیق بیماری‌ می‌افزاید. بیشتر مطالعات صورت‌گرفته در جست‌وجو 
هستند،   PCR-IS900 آزمایش‌های  بر  متکی  ایران  در  شناسایی  و 
از اجرای مطالعة حاضر، معرفی پروتکل‌های سادة  ازاین‌رو، هدف 
از  استفاده  با   MAP مورد  در  متعارف   PCR به  وابسته  تشخیصی 

مارکرهای جدیدتر ‌است.

مواد و روش‌ها
جدايه/ سوية MAP مورد آزمایش: در این مطالعه 30 جدایة بومی 
MAP مشتمل بر 4 جداية گوســفندي، 2 جداية بزی و 24 جدایة 

گاوی جمع‌آوری‌شده از اســتان‌های اصفهان، البرز، تهران، زنجان، 
فارس و قزوین همراه با یک سویة غیربومی آزمایشگاهی آزمایش 

شدند.
کشت باکتری در محیط اختصاصی و اســتخراج ژنوم: کشت باکتری در 
لوله‌های فالكون 50 ميلي‌ليتري محتوي محيط‌های كشــت زردة تخم 
 mycobactin supplemented( مرغ هرولدز غنی‌شده با مایکوباکتین
Herrold’s Egg-Yolk( انجام پذیرفت. گرمخانه‌گذاری برای 8 تا 12 

هفته در دمای 37 درجة ‌سانتی‌گراد و تا هنگام مشاهدة تودة رشد 

باکتری یا اطمینان از عدم رشد آن ادامه یافت. مادة ژنتیکی با روش 
ســادة جوشانيدن استخراج شد )28(.

آزمايش‌هاي ژنومي
انجام   PCR براساس  همگی  یکدیگر  از  مستقل  آزمايش  هفت   
 ،PCR-IS1311  ،PCR-F57  ،PCR-IS900 آزمایش‌‌ها  این  پذیرفت. 
PCR-Mav2 ،PCR-MAP02 ،PCR-HspX و PCR-Locus 255 را 

شامل شد. توالی پرایمرهای استفاده‌شده براساس اطلاعات منتشرشده 
در مطالعات پیشین، به‌جز مواردی که بنا به دلایل تکنیکی بازطراحی 
 TAG Copenhagen (Denmark) توسط شرکت  و  گزینش  شدند، 

ساخته شدند )جدول 1(.
شد.  استفاده   Primer 3  )31( نرم‌افزار  از  پرايمر  طراحي  بــراي   
 Accession:(  MAP K10 سویة  پرایمر،  طراحی  برای  معیار  سویة 
https://www. درگاه  از  آن  ژنوم  و  انتخاب   )SAMN00017104

 ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000007865.1/

ژنوم ‌به طول حدود  این  از  قطعه  یک  مورد  هر  در  شد.  استخراج 
kb 2 با مرکزیت منطقه میان دو پرایمر پیشنهادی از دو پهلوی آن 

در  تقریبی  نظر ‌به‌صورت  مورد  منطقة  كه  شد  انتخاب  به‌صورتی 
وسط قرار گرفته باشد. برای بهینه‌سازی فرایند تکثیر از روش چهار 
ژنتیکی  مارکر  هر  براي  که  به‌طوری  شد،  استفاده  موازی  پروتكل 
تنظیم شد که در مجموع 24 واکنش  به شکلی   PCR آزمايش‌های 
PCR در قالب چهار گروه شش‌عددی تعریف شد. در هر  مستقل 
پروتــكل 6 واكنش با 6 دماي مختلف annealing )شامل دماهای 
55، 57، 59، 61، 64 و 66 درجة ســانتي‌گراد( اجرا شد. در دو گروه 
از چهار گروه ميزان غلظت پرايمر استفاده‌شده 1 و در دو گروه دیگر 
5 پكيومــول و درعین‌حال در دو گروه ميزان نهایی غلظت كلريد 
منيزيم یک میلی‌مولار و در دو گروه دیگر دو و نیم میلی‌مولار تنظیم 
 شد. در همة واکنش‌‌ها 0/6 میکرولیتر از ترکیب DMSO نیز اضافه 
حجم  و   single-plex روش  واكنش‌هاي PCR به  اجراي  شد. 
 اجزا در همة پروتكل‌ها به شکلی تنظیم یافت که هــر واكنش در 
آمپلكيون  تجاری  يكت  از  باشد.  میکرولیتر  پانزده  با  برابر   نهایت 
اســتفاده   master mix به‌عنوان   )Denmark, ®Ampliquor(
شد.  استفاده  دوبارتقطير  مقطر  آب  از  منفي  كنترل  به‌عنوان  شد. 
آگاروز( Invitrogen USA ‌به‌صورت   %1/5( الکتروفورز  ژل‌های 
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ميــدان  در  ســاعت   2 برای   ،R Safe Red با  پيش‌رنگ‌شــده 
الكتركيي )V/cm 2( الکتروفورز بارگذاری و با کمک دســتگاه ژل 

داك )USA, ®BioRad( عکسبرداری شد.

نتايج
پس از ارزیابی مشاهدات مرحلة بهینه‌سازی و امكان‌سنجی اجرای 
از  اجرا  قابــل  جامع  پروتكل  كي  از  اســتفاده  با  آزمایش‌ها  همة 
نظر دما و غلظت اجزا )منيزيم كلرايد و پرايمرها(، نشان داده شد 
همة  برای  بدين‌ترتيب   .)1 )شكل  دارد  وجود  امکانی  چنین  که 
مارکرها از 7/5 مكيروليتر از PCR master mix، 1 مكيروليتر از هر 
كدام از دو پرايمر، 2 مكيروليتر از نمونة DNA و 0/6 میکرولیتر از 
ترکیب DMSO همراه با 2/9 مكيروليتــر از آب مقطــر دوبارتقطیر 
گرمايش  اولية  مرحلة  كي  بر  مشتمل  دمایی  پروتکل  شد.  استفاده 

 35 آن  به‌دنبال  و  درجة ‌سانتی‌گراد   95 دماي  در  دقيقه   5 مدت  به 
نوبت از كي چرخة سه‌مرحله‌اي مشتمل بر گرمايش در دمــاي 95 
ثانيــه، گرمايش در دماي 61 درجة  درجة ‌سانتی‌گراد به مدت 30 
‌سانتی‌گراد  به‌مدت 30 ثانيه و ســپس 72 درجة ‌سانتی‌گراد به مدت 
45 ثانيــه و در نهايت كي مرحله گرمايش 72 درجة ‌سانتی‌گراد به 

مدت 10 دقيقه، اجرا شد.
PCR-  ،‌PCR-F57  ،PCR-IS900 آزمایش‌های  اجرای  نتیجة  در 
 PCR-Locus ، PCR-Mav2 ،‌PCR-MAP02 ،‌PCR-HspX ،‌IS1311

255 بر روی جدایه‌های بومی و سویه آزمایشگاهی همة آن‌ها قطعات 

ژنتیکی مورد انتظار ‌به طول 560، 704، 608، 211، 278، 507 و 404 
آن‌ها  شناخته‌شدة  بدین‌ترتیب هویت  و  تولید  به‌ترتیب  را  باز  زوج 

به‌عنوان MAP تأیید شد.
بحث و نتيجه‌گيري

 Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) شناسایی

Reference (s) 
PCR 

Product 
size (bp) 

Stop Start Nucleotide sequence 
(5'→ 3') Locus/primer 

(11) 560 40374 39815 
TTCTTGAAGGGTGTTCGGGGCC IS 900- F 

GCGATGATCGCAGCGTCTTTGG IS 900- R 

This study 704 887477 886774 
ACCGAATGTTGTTGTCACCG F57-  F 

GGACACCGAAGCACACTCTC F57-  R 

(29) 608 33930 33323 
GCGTGAGKCTCTGTGGTGAA IS1311-F 

ATGACGACCGCTTGGGAG IS1311-R 

(30) 211 2424720 2424510 
GACCGGCTATCTGTGGAAC hspx-F 

CTCGTCGGCTTGCACCTG hspx-R 

This study 507 275055 274549 
CGGTCGAGGTGCTCTTTGAT MAV2-F 

GTTTGTTTCGTACCTCGCCG MAV2-R 

This study 278 362809 362574 
GCACGGTTTTTCGGATAACGAG ISMAP02-F 

TCAACTGCGTCACGGTGTCCTG ISMAP02-R 

(16) 404 3093537 3093134 
CAGTCACCCCGCGGCCGGTA 255-F 

TCTACTGACCCGCAGATCGAA 255-R 

  

 :Accession( MAP K10سویۀ  ،معیار براي طراحی پرایمر ۀستفاده شد. سویا Primer 3 )31(افزار از نرم ــراي طراحی پرایمرب 

SAMN00017104 ( انتخاب و ژنوم آن از درگاهhttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000007865.1/  شداستخراج .
که  شدانتخاب صورتی آن بهرایمر پیشنهادي از دو پهلوي با مرکزیت منطقه میان دو پ kb 2حدود  به طولدر هر مورد یک قطعه از این ژنوم 

 طوريهب ،موازي استفاده شدچهار پروتکل یند تکثیر از روش اسازي فربراي بهینه د.قرار گرفته باشوسط در تقریبی  صورتبهمورد نظر  ۀمنطق
عددي تعریف در قالب چهار گروه شش PCRش مستقل واکن 24در مجموع که شد به شکلی تنظیم  PCRهاي شآزمایمارکر ژنتیکی  براي هرکه 
در دو . شداجرا ) گرادســانتی ۀدرج 66و  64، 61، 59، 57، 55(شامل دماهاي  annealingف دماي مختل 6با  واکنش 6در هر پروتــکل . شد

کلرید نهایی غلظت میزان گروه در دو حال و درعین پیکومــول 5در دو گروه دیگر و  1 شدهاستفادهپرایمر غلظت میزان از چهار گروه گروه 
نیز اضافه شد.  DMSOمیکرولیتر از ترکیب  0,6 هاواکنش ۀدر هم .شدمولار تنظیم مولار و در دو گروه دیگر دو و نیم میلیم یک میلیمنیزی

ا پانزده برابر بدر نهایت ــر واکنش هکه شکلی تنظیم یافت ها به پروتکل ۀحجم اجزا در همو  single-plexبه روش  PCR هاياجراي واکنش
آب مقطر از عنوان کنترل منفی بهاســتفاده شد.  master mixعنوان به) Denmark, ®Ampliquor( آمپلیکون ياز کیت تجار میکرولیتر باشد.

ســاعت در  2راي ب ،R Safe Red باشــده رنگپیش صورتبه Invitrogen USA )آگاروز %1,5الکتروفورز (هاي شد. ژلستفاده ادوبارتقطیر 
 شد.عکسبرداري ) USA, ®BioRad( دســتگاه ژل داكو با کمک بارگذاري  لکتروفورز) اV/cm 2( میــدان الکتریکی

 نتایج

دما و  اســتفاده از یک پروتکل جامع قابــل اجرا از نظربا  هاآزمایش ۀسنجی اجراي همامکانسازي و بهینهۀ مرحل مشاهداتپس از ارزیابی 
میکرولیتر  7,5مارکرها از ۀبراي همترتیب بدین). 1 شکل( چنین امکانی وجود داردنشان داده شد که  ،)منیزیوم کلراید و پرایمرها(غلظت اجزا 

جدول 1- فهرست و جزئیات پرایمرهای استفاده‌شده در این مطالعه

Hspx-F

Hspx-R
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شماره 148، نشریه دامپزشکی، پاييز 1404

 2,9 همراه با DMSO میکرولیتر از ترکیب 0,6 و DNAۀ میکرولیتر از نمون 2 میکرولیتر از هر کدام از دو پرایمر، PCR master mix ،1از 
 ۀدرج 95دقیقه در دماي  5گرمایش به مدت  ۀاولی ۀیک مرحل مشتمل برپروتکل دمایی طیر استفاده شد. میکرولیتــر از آب مقطــر دوبارتق

 ثانیــه، گرمایش 30به مدت  گرادسانتی ۀدرج 95 اي مشتمل بر گرمایش در دمــايمرحلهسه ۀنوبت از یک چرخ 35دنبال آن هو ب گرادسانتی
 ۀدرج 72ثانیــه و در نهایت یک مرحله گرمایش  45به مدت  گرادسانتی ۀدرج 72 ثانیه و ســپس 30مدت هب  گرادسانتی ۀدرج 61 در دماي

  .شداجرا دقیقه،  10به مدت  گرادسانتی

بر روي  PCR-Locus 255و  PCR-IS900، PCR-F57، PCR-IS1311، PCR-HspX، PCR-MAP02، PCR-Mav2هاي اجراي آزمایش ۀدر نتیج
را زوج باز  404و  507 ،278 ،211 ،608 ،704 ،560 به طولمورد انتظار ات ژنتیکی قطع هاآن ۀبومی و سویه آزمایشگاهی همهاي جدایه

  .شدیید أت MAPعنوان به هاآن ةشدترتیب هویت شناختهو بدین تولیدترتیب هب

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

1 3 5 1 3 5 

1 3 5 1 3 

2 4 6 2 4 6 

5 

2 4 6 2 

PCR-F57 

A B 

C 
4 6 

D 

PCR-IS900 

A B 

D 
4 

1 3 5 1 3 5 

1 3 5 1 3 

2 4 6 2 4 6 

5 

2 4 6 2 6 
C 

1 3 5 1 3 5 

1 3 5 1 3 5 

2 4 6 2 4 

2 4 6 2 4 

PCR-hspx 

6 
A B 

6 
C D 

1 3 5 1 3 5 

1 3 5 1 3 5 

2 4 6 2 4 

2 4 6 2 4 

PCR-IS1311 

A B 
6 

6 
D C 

ISMAP02 

1 3 5 1 3 5 

1 3 5 1 3 5 

2 4 6 2 4 

2 4 2 4 

PCR-MAV2 

6 
A B 

D 
6 

C 

1 3 5 1 3 5 

1 3 5 1 3 5 
2 4 6 2 4 

2 4 6 2 4 

PCR-255 

6 
A B 

D C 6 

B 

A 

C 

B 

D 

1 3 5 1 3 5 

2 4 2 4 6 
6 

6 

PCR- ،‌PCR-HspX ،‌PCR-IS1311 ،‌PCR-F57 ،‌PCR-IS900 تصویر 1- تصویر ژل الکتروفورز محصولات مرحلة بهینه‌سازی پروتکل‌های
اندازة مارکر  PCR-Locus 255 ، PCR-Mav2 ،‌MAP02. به‌عنوان کنترل مثبت از ژنوم سویة آزمایشگاهی MAP 316f استفاده شده است. 

استفاده‌شده Ladder 100 bp Plus (SL7041) Sinaclone ‌است.
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در  کلینیکی  نمونة  کشت  موفقیت،  میزان  بودن  محدود  وجود  با   
استاندارد  روش  همچنان  باکتری  جداسازی  و  اختصاصی  محیط 
اپیدمیولوژی پاراتوبرکولوزیس شناخته‌ می‌شود  طلایی در مطالعات 
)7(. زمان زیاد لازم برای دورة انکوباسیون و احتمال بالای آلودگی 

محیط کشت در طول دورة انکوباسیون اتکا بر این روش را جز در 
آزمایشگاه‌های مرجع موجه نشان نمی‌دهد. ضمن آنکه با توجه به 
حجم زیاد باکتری‌های قابل دفع روزانه در حیوانات بیمار، شناسایی 
سریع بیماری و تعیین سرنوشت دام بیمار در سریع‌ترین زمان ممکن 

 Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) شناسایی

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

-PCR-IS900، PCR-F57، PCR-IS1311، PCR-HspX، PCRهاي اجراي پروتکل ۀنتیجتصویر ژل الکتروفورز محصولات تکثیرشده در  -2تصویر 

MAP02، PCR-Mav2  وPCR-Locus 255.  شدهمارکر استفادهاندازة Ladder 100 bp Plus (SL7041) Sinaclone است.  

 گیريبحث و نتیجه

مطالعات در و جداسازي باکتري همچنان روش استاندارد طلایی صاصی محیط اخت درکلینیکی  ۀنمونکشت با وجود محدود بودن میزان موفقیت،  
 ةانکوباسیون و احتمال بالاي آلودگی محیط کشت در طول دور ةبراي دور لازمزمان زیاد . )7( شودمی شناخته سیپاراتوبرکولوزاپیدمیولوژي 
قابل دفع روزانه هاي با توجه به حجم زیاد باکتري ضمن آنکه .دهدموجه نشان نمیمرجع هاي جز در آزمایشگاهرا اتکا بر این روش انکوباسیون 

DNA DNA 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

C- 

1 3 

4 

5 

6 

7 

8 2 
560 bp 

PCR-IS900  

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

C- 

1 3 

4 

5 

6 

7 

8 2 

DNA 
DNA 

704 bp 

PCR-F57  

DNA DNA 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

C- 

1 3 

4 

5 

6 

7 

8 2 
608 bp 

PCR-IS1311 

DNA DNA 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

C- 

1 3 

4 

5 

6 

7 

8 2 
211 bp 

PCR-hspX  

2 

3 

4 

1 5 

6 

MAV2 

3 7 5 

ISMAP02 
DNA 
Ladder 

7 

2 4 

DNA 

Ladder 

DNA 

Ladder 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

C- 

1 3 

4 

5 

6 

7 

8 2 
404 bp 

PCR-255 

278 bp 
507 bp 

1 

6 

PCR- ،‌PCR-IS1311  ،‌PCR-F57 ،‌PCR-IS900 پروتکل‌های  اجرای  نتیجة  در  تکثیرشده  الکتروفورز محصولات  ژل  تصویر  تصویر 2- 
PCR-Locus 255 ، PCR-Mav2 ،‌PCR-MAP02 ،‌HspX. اندازة مارکر استفاده‌شده Ladder 100 bp Plus (SL7041) Sinaclone ‌است.
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برای جلوگیری از انتشار بیشتر بیماری دارای اهمیت ‌است )7(.
-22( توجهی  قابل  تعداد  به   IS900 رونوشت‌های  ازآنجاکه 
ژنتیکی ‌به‌صورت  مارکر  این  و   )5( می‌شوند  دیده‌  ژنوم   در   )16
به‌عنوان  لذا  می‌شود،  مشاهده‌   MAP ژنوم  در  فقط  اختصاصی 
معرفی  زیاد  حساسیت  با  دسترس  در  مارکرهای  بهترین  از  یکی 
در حد  مقادیر  می‌تواند   PCR آزمایش  در  که  به‌طوری  است،   شده 
در حد fg (purified genomic DNA) 1 را نیز شناسایی کند )32(. 
PCR- آزمایش   )OIE/WOAH( بهداشت جهانی حیوانات سازمان 
هیستوپاتولوژی  با  مقایسه  در  و   )7( به رسمیت شناخته  را   IS900

حساس‌تر  نیز  باکتریایی  کشت  حتی  یا  فست  اسید  رنگ‌آمیزی  و 
و  طراحی  پرایمرهای  نخستین  باوجوداین،   .)7( است  شده  اعلام 
 &  IS900/150 جمله  از  و  مارکر  این  شناسایی  برای  پیشنهادشده 
 )34( Cousins و سپس )33( Vary معرفی‌شده توسط IS900/921

و همچنین p90/p91 معرفی‌شده توسط Millar )35(، به‌دلیل طراحی 
در  نقص  دچار  باکتری  کامل  ژنوم  به  دسترسی  از  پیش  زمان  در 
با رفع  طراحی )primer design errors( هستند. در سال‌های اخیر 
این نقیصه ویژگی مورد مناقشه و همچنین حساسیت این آزمایش 

بهبود یافته است )7(.
استفادة هم‌زمان دو مارکر ژنتیکی اختصاصی MAP با هدف افزایش 
با   .)36( است  شده  توصیه  باکتری  جست‌وجوی  پروتکل  وبژگی 
به  مربوط  مطالعات  در   IS900 مارکر  جهانی  معروفیت  به  توجه 
شناسایی MAP و استفادة فراگیر از آن در میان پژوهشگران ایرانی، 
می‌تواند  حاضر‌  مطالعة  پیشنهادی  پروتکل  و  مارکرها  از  استفاده 
نشخوارکنندگان  گله‌های  در  بیماری  تشخیص  صحت  و  دقت  بر 
بیفزاید. استفاده از پروتکل‌های Nested PCR به‌رغم مزیت افزایش 
حساسیت به‌دلیل بالا بردن احتمال آلودگی و خطا در آزمایش توصیه 

نمی‌شود )36(.
سازگار  موجود  تعریف‌شدة   PCR-IS900 پروتكل‌هاي  از  بسیاری 
به  توجه  با  كه  شده‌اند  ماشــين‌هاي PCR Real-time طراحي  با 
بهای قابل توجه این تجهیزات و همچنین هزینة جاری کار با آن‌ها، 
مواجه‌  چالش  با  را  دامپزشکی  آزمایشگاه‌های  در  روزمره  استفادة 
مطالعة حاضر  در   PCR پروتکل‌های  اساس همة  بر همین  می‌کند. 
به‌نحوی تنظیم شده که اولاً سازگار با ماشین‌های  متعارف‌ هستند و 
علاوه‌براین اندازة محصولات تکثیرشدة مورد انتظار به‌گونه‌ای است 

معمولی  الكتروفورز  ژل  سيســتم  در  آن‌ها  با  كار  و  شناسايي  که 
ویژگی‌های  از  دیگر  یکی   .)1 )جدول  انجام‌شدنی ‌است  به‌سادگی 
 PCR پروتکل‌های  تنظیم  در  موفقیت  حاضر  مطالعة  توجه  درخور 
پروتکل دما و  با یک  اجرای همة آن‌ها  امکان  به‌گونه‌ای که  ‌است، 
را  اجرا  هزینه‌های  ویژگی  این  است.  شده  فراهم  یکسان  اجزای 
اینکه  افزایش‌ می‌دهد، ضمن  را  آزمایش‌ها  انجام  کاهش و سرعت 
با توجه به تفاوت اندازة قطعات مورد انتظار در تکثیر امکان اجرای 

همة پروتکل‌‌ها ‌به‌صورت Multiplex را نیز فراهم‌ می‌سازد.

نتیجه‌گیری کلی
مارکر  کنار  در   MAP ژنتیکی  اختصاصی  مارکرهای  از  استفاده 
شناخته‌شدة IS900، سبب اطمینان از درستی یافته‌های مقدماتی در 
استفادة  امکان  می‌شود.   PCR به  وابسته  آزمایش‌های  انجام  جریان 
هم‌زمان از چند مارکر ژنتیکی اختصاصی MAP در آزمایشگاه‌های 
واکنش‌های  Real-time ‌به‌صورت  ترموسایکلر  ماشین  به  مجهز 
آزمایشگاه‌های  در   singleplex همچنین ‌به‌صورت  و   Multiplex

مجهز به ماشین ترموسایکلر متعارف وجود دارد.

تشكر و قدرداني
پروژة  قالب  در  رازي  سرم‌ســازي  و  واكســن  تحقيقات  مؤسسه 
و  هزینه‌‌ها  همة  پرداخت   2-18-18-94154 شمارة  به  تحقيقاتي 
کرده  تأمين  و  تعهد  را  مطالعه  این  انجام  برای  نیاز  مورد  پشتیبانی 

است. 
تعارض منافع

نویسندگان تأیید‌ می‌کنند که در خصوص این مقاله هیچ‌گونه تعارض منافع 
وجود ندارد.
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