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 چکیده
این بیماری گستره جهانی داشته  .استعامل بیماری یون  (MAP)تحت گونه پاراتوبرکلوزیسویوم ا مایکوباکتریوم :سابقه و هدف

 . پروری از اهمیت زیادی برخوردار استصنعت دامیجاد خسارت اقتصادی به و از لحاظ ا

-هم و (تهران و البرزهای استان) جداسازی منطقه جغرافیایی موقعیت جدایه که از لحاظ 03روی  این مطالعه بر: هامواد و روش

 . استفاده شد SSR2و  SSR1جهت تکثیر دو لوکوس  PCRاز روش  .اجرا گردید متفاوت بودند،( گاو،گوسفند وبز) میزبان چنین
هم با یکدیگر و هم با  SSR2و   SSR1های مورد بررسی از نظر ساختار دو لوکوسجدایهحاضر نشان داد که  نتایج مطالعه :هایافته

های تکرار شده پشت سر توالی Deletionو یا  Insertionعلت وجود ها بهدر این لوکوس .استت ژنتیکی وهای استاندارد دارای تفاسویه
 .سازدها را میسر میشود که امکان تمایز بین سویههای ژنتیکی متفاوتی مشاهده میوالگ هم،

  .های مورد مطالعه در دو تیپ ژنتیکی جای گرفتندها، باکتریدو آلل مربوط به هر کدام از ژندر نظر گرفتن با  :گیرینتیجه

 SSR1 ،SSR2 ،پاراتوبرکلوزیس ،مایکوباکتریوم آویوم ،یون بیماری :کلیدی هایواژه

  مقدمه
یون یك بیماری عفونی غیر قابل درمان در  بیماری

 . نشخوارکنندگان سراسر جهان است
این بیماری آنتروکولیت گرانولوماتوز، تورم  هایاز خصوصیت

عروق لنفاوی موضعی و لنفادنیت است که منجر به بروز علامت 
  (.22) شودشاخص بیماری یعنی کاهش وزن پیشرونده می

: رود بیماری یون گاوی به چند دلیل بیماری مهم به شمار می
اول بیماری باعث ضررهای اقتصادی شدید در نتیجه کاهش 

شتاری و حذف شده تعداد حیوانات ک دوم. شود می تولید
های های مربوط به روشهزینهچنین هم یابد افزایش می

آزمایش و کنترل بیماری بالاست و علاوه بر آن اعتقاد بر این 
 تحت گونه پاراتوبرکلوزیس مایکوباکتریوم آویوماست که 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 
(MAP) ننقش ایجادکنندگی بیماری کرو (Johne’s 

disease) بیماری در دهه  این(. 12)کند  را در انسان بازی می
های ویژه گاوداریههای ایران باخیر با تمام وجود در دامپروری

باعث ه و دیده شد دیابن اکم پرورش میصنعتی که به شکل متر
شیر، حذف ویژه هشدیدی در ارتباط با کاهش تولید ب پیامدهای

دام از گله و اشاعه آلودگی توسط گاوها به شکل بالینی و نیز 
 .(1) غیر بالینی شده است

شامل مایکوباکتریوم ( MAC) کمپلکس مایکوباکتریوم اویوم
که هر یك موجب  ،هستاینتراسلولار  اویوم و مایکوباکتریوم

از نظر سرولوژی و  هاآن. گردندهای دامی و انسانی میعفونت
اما از نظر  هستندقابل تفریق مولکولی  هایروشتوسط 

های ذکر شده در گونه. فنوتیپی از هم قابل تشخیص نیستند
 ندهستهای اجباری ، انگل MACهایدر مورد گونه ءبالا جز

(23). 
ارا توبر پگونه  تحتمایکوباکتریوم آویوم  شناسایی زمان از

 در آن شناسایی برای گوناگونی هایروش، (MAP)1کلوزیس

                                                           
1 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

 : مسئول سندهینو 
اسلامی، واحد گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد 

 شهر قدس، تهران، ایران

 f_foroohi@ymail.com: یکیالکترون پست
 11/1/1031: تاریخ دریافت
 7/0/1031: تاریخ پذیرش
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 بر سنتی شامل تشخیص که رفته است کاربه آلوده حیوانات
-روش، سنجی ایمنی هایروش از بالینی، استفاده علائم اساس
ی اآشیانه  PCR ،(23) ساده PCRمانند  PCR  بر مبتنی های

 روش چنینهم (. 1 ، 11) است Real –time PCRو ( 11)
RFLP روش  با همراه PCRاختصار به یا PCR-REA از نیز 

از روش  (.17) است شده پیشنهادکار  این قبل برای هامدت
RDA PCR  مایکوباکتریوم  یهاسویهساختن برای متمایز

 Iتیپ  .شوداستفاده می Iو  IIپاراتوبرکلوزیس به دو تیپ اصلی 
 ,RDA10-پاراتوبرکلوزیس دارای سه لوکس اختصاصی شامل 

pig-RDA20, pig-RDA30-pig که در تیپ  استII  دیده
 به کشت روش هم هنوز که داشت توجه باید(. 11) شودنمی

 MAP منظور تشخیصبه هاآزمایشگاه در اصلی روش عنوان
 های مذکورروش بین در (.20) گیردمی قرار استفاده مورد
 و کم هزینه سرعت بالا، لحاظ به PCRبر  مبتنی هایروش

 هاییروش ترامروزه بیش .دای دارنویژه جایگاه ،زیاد حساسیت
 بر مبتنی برند،می بهره MAP برای تشخیص PCRاز  که

 (.17) هستند IS900 درونDNA ه شناسایی قطع
در مطالعه حاضر تلاش شد با استفاده از نوع خاصی از 

 Short Sequence Repeats (SSR)ه تکرارهای ژنتیکی که ب
معروف هستند تنوع ژنتیکی جمعیت این باکتری در میان 

رازی سرم سازی سسه ؤباکتریایی مهای موجود در آرشیو جدایه
تعیین و با نمونه خارجی  هاهای جداشده از مدفوع دامباکتری و

های این تحقیق بر دانش یافته. دیاین باکتری مقایسه گرد
 .موجود از اپیدمیولوژی پاراتوبرکولوزیس در ایران خواهد افزود

 هامواد و روش
 آوری نمونهجمع

مایکوباکتریوم آویوم  کلینیکی جدایه 03این مطالعه بر روی 
موجود در سویه آن  1که تعداد  پاراتوبرکلوزیس تحت گونه

سویه  21باهویت مشخص و رازی،  هسسؤمکلکسیون میکروبی 
، اینبر علاوه. را گردیدو گوسفند و بز اج جدا شده از مدفوع گاو

سویه مرجع مورد استفاده در این مطالعه  شامل سویه 
 Razi Type Culture Collectionاستاندارد

(RTCC): 2375 های موجود در باکتری .نیز به کار گرفته شد
محیط کشت هرولداگ غنی رازی در  سسهؤآرشیو میکروبی م

 چنین هرولداگ فاقد مایکوباکتین و هم Jشده با مایکوباکتین 
J (2 لیتر محیطگرم به ازای هر میلیمیلی ) وداده شد کشت 

گذاری خانههفته گرم 1مدت صورت مورب بههای کشت بهلوله
هفته  1مدت صورت عمودی و بهها بههفته لوله 1پس از  .شدند

-خانهگراد گرمدرجه سانتی 07در شرایط مناسب  و در دمای 
های نمونه .ها هر هفته کنترل شدرشد باکتری. گذاری شدند

-جمع از طریق رکتوم با دستکش مخصوص استریل کلینیکی
برداری به آزمایشگاه انتقال شده در ظروف استریل نمونه آوری
 .یافت

: به این صورت که ،روش جداسازی بر مبنای کشت مدفوع بود
سپس به  لیتر آب مقطر حل شده،میلی 13گرم مدفوع در 13

 1از مایع رویی به میزان  .دقیقه سانتریفیوژ گردید 03 مدت
آب مقطر حاوی  لیترمیلی 03لیتر برداشته شده و در میلی

این  .زدایی گردددرصد افزوده گردید تا آلودگی 0/3زفیران 
داری شده ساعت نگه21محلول در درجه حرارت اتاق به مدت 

محیط  حاصل در رسوب از .گردید محلول رویی جدا دوبارهو 
 .کشت گردید (Difco.US)میدلبروک 

بدون لوله  1لوله که مایکوباکتین به آن اضافه شده بود و  0 
-گذاری شد و بهخانهگراد گرمدرجه سانتی 07 در مایکوباکتین،

 .صورت هفتگی مورد بررسی قرار گرفت
قطره  1لیتر رسوب با میلی 2 البته برای کنترل وجود قارچ

مخلوط شده و به  (لیترمیکروگرم در میلی 1)B آمفوتریسین 
لوله حاوی  0در  .قطره افزوده گردید 1هر لوله قبل از کشت 

 .ها ظاهر گردیدهفته پرگنه 1بعد از  هعمدطور بهمایکوباکتین 
مقایسه  آمیزی اسیدفست،رنگ با توجه به مورفولوژی کلنی،

کلنی با کلنی سوش رفرنس و با توجه به اختصاصی بودن 
مشخص  خاطر وجود گلیسیرین و مایکوباکتین،محیط کشت به

گونه  وباکتریوم تحتشود که باکتری جدا شده مایکمی
 .پاراتوبرکلوزیس است

  DNAاستخراج
فیت مناسب منظور فراهم نمودن ماده ژنتیکی باکتری با کیبه 

چنین مورد نیاز برای و هم PCRهای قابل استفاده در آزمون
، PCR هایانجام آزمون تعیین توالی نوکلئوتیدهای محصول

DNA روش جوشاندن به های مورد مطالعهتمام جدایه
استخراج شده با  DNAکیفیت و کمیت . استخراج شد

 °C فریزر در PCRتا زمان  DNAالکتروفورز مشخص گردید و 
 .شد نگهداری -23

 PCR  هایآزمون
-های متفاوت بین جدایهاین مطالعه جهت شناسائی ژنوتایپ در

 SSR1 ، SSR2:شامل SSR های مورد مطالعه، از دو لوکوس
پرایمرهای مورد استفاده ، PCRهای در آزمون. استفاده گردید

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
97

.8
.3

1.
3.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
29

 ]
 

                             2 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1397.8.31.3.0
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1126-en.html


تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی و یکم - تابستان 1397 ، امید غفاری و همکاران

67

.آمده است 0و  2، 1چنین شرایط دمایی در جداول همو  PCRمورد استفاده در  های، ترکیبSSR2 و SSR1جهت 
 

 پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه-1 جدول
Reference Primer Sequence (5 ˊ -3ˊ) Primer Name Locus 

9 CTG GAA GGA CCT GGG CCT SSR1 –F SSR1 
CCG CAC ATA CAA GAA GC SSR1 –R 

9 CCG AGT TCC TCG ACC CAG T SSR2 –F SSR2 
GAT GGC GCC GAA CAC GAT T SSR2 –R 

 
 PCR جزئیات واکنش -2 جدول

TOTAL Vol (µl) PCR Water 
(µl) 

DMSO DNA 
Template (µl) 

Primer reverse 
(5pmol/µl) 

Primer 
forward 
(5pmol/ 

µl) 

PCR 
Master 

mix (µl) 

Loci 

15 2.4 0.6 4.0 0.25 0.25 7.5 SSR1 
15 2.4 0.6 4.0 0.25 0.25 7.5 SSR2 

 PCRشرایط دمایی  -0جدول 
 

 
 برای و ثبت اطلاعات PCR هایمحصولژل الکتروفورز 

 Red همراههب آگاروز% 1/1 ژل از PCR هایمحصول الکتروفورز
Safe ساعت 1 مدتبه بارگذاری، از پس هاژل .استفاده گردید 

 .شدند رانده TBEو در بافر  ولت 33الکتریکی  میدان در
 (Bio Rad USA)داک ژل دستگاه در ژل از برداریعکس
 یك از استاندارد  DNA size marker عنوانبه. گردید انجام

 تا گردید استفاده رازی مؤسسه ساخت شده استاندارد محصول
 .شود فراهم PCR هایمحصول تقریبی اندازه ینیتع امکان

 مربوط به تعیین توالی هایآزمایش
های مربوط به تعیین توالی نوکلئوتیدها، توسط آزمون

. کره جنوبی انجام گردید (Macrogen) آزمایشگاه ماکروژن
های مورد مطالعه در این یهجدا PCR هایمحصولانتقال 
 به محل آزمایشگاه تعیین توالی نوکلئوتیدها در کرهتحقیق 

المللی جنوبی با همکاری، نمایندگی شرکت حمل و نقل بین
های موننتایج آز. در ایران صورت پذیرفت (DHL)دی اچ ال 

های فشرده، از درگاه الکترونیکی صورت فایلهتعیین توالی، ب
 .شرکت استخراج و نگهداری شد

و تجزیه و  PCR هایمحصولقرائت نتایج تعیین توالی 
 هاتحلیل یافته

های دست آمده از آزمونهمشاهده، قرائت و تحلیل نتایج ب برای
های منظور جهت مشاهده فایلبدین. شد تعیین توالی، استفاده

از برنامه ( صورت کروماتوگرامهب)گرافیکی توالی نوکلئوتیدها 

Chromas Lite (ver 2.01)، های حاصل از برای تلفیق توالی
و مقایسه گرافیکی و تعیین  PCR هایمحصولتعیین توالی 

 Clustal X (ver 2.0.11)از برنامه  هاییهاندازه این قطع
و  The European Bioinformatics Instituteمحصول 

 Tandem repeatبرای تعیین تعداد تکرارها در ژنوم از برنامه 
finder (ver 4.04) چنین جهت استخراج هم. استفاده گردید

-ژنتیکی مورد مطالعه در ژنوم سویههای یابی لوکوسو موقعیت
  .استفاده شد Artemisهای استاندارد از نرم افزار 

 
 : نتایج

با استفاده از برنامه گرادیانت دمائی دستگاه ترموسایکلر، دمای 
های مورد استفاده ، پرایمرAnnealing   مناسب جهت مرحله

برای ترین دما مناسب. فتدر مطالعه مورد بررسی قرار گر
چنین علاوه هم. تعیین شد SSR2 °C12و  SSR1 یاپرایمره

با استفاده از  Anneling بر تعیین دمای مناسب جهت مرحله
 گرادیانت دمایی، فاکتورهای دیگر نظیر دما و زمان در مرحله

Extension  ها مورد بررسی قرار گرفت و و نیز تعداد سیکل
علت وجود ها بهدر این لوکوس .بهترین حالت انتخاب گردید

Insertion و یا Deletion های تکرار شده پشت سر هم، توالی
شود که امکان تمایز بین الگوهای ژنتیکی متفاوتی مشاهده می

شمارش تکرارهای یك لوکوس در . سازدها را میسر میسویه

No.of complete cycles Final 
extention 

Extension Annealing Denaturation Initial 
denaturation 

Loci 

35 72˚C/10min 72˚C/45sec 62˚C/45sec 95˚C/1min 95˚C/1min SSR1, 
SSR2 
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ابتدا انجام آزمون : گیردای صورت مییك فرآیند دو مرحله
PCR  برای هر لوکوس، که بدین منظور به ازای هر لوکوس از

نهایت منجر به تکثیر  در شود کهیك جفت پرایمر استفاده می
در مرحله بعد تعیین اندازه لوکوس و . شودمحل مورد نظر می

وسیله الکتروفورز هاین مرحله ب. استمحاسبه تعداد تکرارها 
که  فتپذیرانجام  PCRدست آمده از هب هایمحصولکردن 

 bp plusاندازه هر لوکوس باتوجه به سایز مارکر استاندارد 
-ههای قطعکه تعداد نوکلئوتیدتوجه به این با. دقرائت ش 233
کار رفته در این مطالعه محدود ههای بتکراری، در لوکوس های
 دشوار الکتروفورز ژل تصاویر روی از هاآلل لذا تشخیص است
از ژل الکتروفورز،  حاصل نتایج یدأیت جهت بنابراین ،بوده

 .نددتعیین توالی ش PCR هایمحصول
با Mgcl2 و میزان   DNAمیزان پرایمر، میزان: سه فاکتور

  :مقادیر زیر مورد بررسی قرار گرفتند
 (pmol1  از محلول کار 21/3 و µ 1) میزان پرایمر 

 DNA (µ 1 )میزان 
  (01/3غلیظ از محلول  µ 01/3) MgCl2میزان 

 .تعیین شدµ 21/3غلظت بهینه پرایمر برای هر دو مورد 
-میاستفاده  PCRکه از مخلوط آماده مصرف توجه به این با 

، لذا در است MgCl2شود، این مخلوط حاوی میزان معینی 
نشان داد که در نتایج . یستاکثر موارد لزومی به افزودن آن ن

های مورد استفاده در این مطالعه افزودن ارتباط با پرایمر
MgCl2 لذا به میزان موجود در . ها نداردثیر مثبتی بر واکنشأت

 .اکتفا شد PCRمخلوط آماده مصرف 
  MLSSR آزمون

در عمل از دو آزمون مستقل  PCR این آزمون وابسته به
های تحت مطالعه اعمال شد تشکیل گردید که بر تمام جدایه

تمام . هستند SSR1، SSR2 مورد مطالعه شاملکه دو لوکوس 
  MLSSRدو گانه PCR هایهای مورد مطالعه در آزموننمونه

ی را تولید نمودند که به هایمحصولآمیز صورت موفقیتهب
ها نشان دنبال انجام ژل الکتروفورز، موجودیت و حدود اندازه آن

عیین ت  PCR هایمحصولبا استناد به ژل الکتروفورز . داده شد
 .توالی گردیدند تا اندازه دقیق هر لوکوس حاصل گردد

 SSR1لوکوس 
-آمپلی. استزوج باز  1طول واحد تکراری این لوکوس برابر 

جدایه تحت آزمون با  03فیکاسیون این لوکوس در تمام 
 گردید PCR هایمحصولموفقیت انجام شد و منجر به تولید 
که بر گذاشته شد،  SSR1برای هر جدایه دو تکرار از لوکوس 

ی تحت هادست آمده از ژل الکتروفورز جدایهاساس تصاویر به
سایز واحد تکراری . ها مشاهده شدآلل در بین جدایه 2آزمون، 

 درزوج باز و 1131جدایه  21در SSR1 زوج باز 1برای لوکوس 
 03از این توالی در  کپی 13زوج باز و تعداد  1311جدایه  1

های این های نوکلئوتیدمقایسه توالی. مشاهده شد جدایه
زمون که تعیین توالی شدند، جدایه تحت آ 03لوکوس در ژنوم 

 استفاده از. دیید قرار داألکتروفورز را مورد تهای ژل ایافته
 32/3را معادل  HGDIمعادله گاستون و هانتر عدد شاخص 

  .نشان داد
 SSR2 لوکوس

جدایه مورد  03زوج باز در  0این لوکوس با سایز واحد تکراری 
 PCRبررسی این مطالعه مثبت بوده و منجر به تولید محصول 

بین  آلل در 2دست آمده هب هایپس از آنالیز تصویر. گردید
ها تعیین توالی شدند تا از اندازه جدایه. ها مشخص گردیدنمونه

مقایسه توالی . دقیق هر لوکوس اطلاع حاصل گردد
جدایه تحت آزمون که  03نوکلئوتیدهای این لوکوس در ژنوم 

زوج  0تعیین توالی شدند، سایز واحد تکراری برای این لوکوس 
و  زوج باز 1111جدایه  1و در زوج باز، 1112جدایه  21 درباز 

استفاده از معادله . مشاهده شد ز این توالیا کپی03تعداد 
 .نشان داد 30/3را معادل  HGDIگاستون و هانتر عدد شاخص 

  :هانتایج تجمیعی ژنوتایپینگ لوکوس
و  با هویت نامشخص جدایه کلینیکی 21این مطالعه بر روی 

های موجود نمونه. انجام شد با هویت معلومسویه مرجع  1نیز 
از بررسی . تحت مطالعه تعیین توالی شدندبرای هر دو لوکوس 

 2 دارای SSR2 ,SSR1 دو لوکوس مورد نظر، هر دو لوکوس
-ها در هر دو لوکوس، نمونهکه با در نظر گرفتن آلل است،آلل 

نتایج . های مورد مطالعه در دو تیپ ژنتیکی جای گرفتند
تیپ  2ها بر اساس ندی جدایهبحاصل از تعیین توالی و تیپ

ها در کنار هم، از هر جهت مشاهده آلل. دست آمدهب ژنتیکی
عنوان شاخص انتخاب، و برای هر سه تیپ ژنتیکی یك نمونه به

 . تقرار گرف PCRلوکوس تحت 
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 SSR1 ،SSR2ی هاترتیب مربوط به لوکوسحاصل از انجام آزمون گرادیانت دمایی بهالکتروفورز - Bو  A هایتصویر -1شکل 
 های تیپفیکاسیون شاخصآمپلی -Fو E  هایتصویر، SSR1 ،SSR2ترتیب های بهفیکاسیون لوکوسآمپلی -Dو  C هایتصویر
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 نتایج حاصل از تعیین توالی و تیپ بندی جدایه ها -1جدول

Isolate ID SSR1 SSR2 SSR type 
MAP01911 778 578 I 

MAPRAZI01450 781 581 II 
MAPRAZIIII&V 781 581 II 
MAPRAZI316F 781 581 II 
MAPRAZI01231 781 581 II 

1سویه کلینیکال   781 581 II 
2سویه کلینیکال  778 578 I 
3سویه کلینیکال  778 578 I 
4سویه کلینیکال  781 581 II 

5کلینیکالسویه   781 581 II 
6سویه کلینیکال  781 581 II 
7سویه کلینیکال  781 581 II 
8سویه کلینیکال  781 581 II 
9سویه کلینیکال  781 581 II 
11سویه کلینیکال  778 578 I 
11سویه کلینیکال  781 581 II 
12سویه کلینیکال  781 581 II 
13سویه کلینیکال  781 581 II 
14سویه کلینیکال  781 581 II 
15سویه کلینیکال  778 578 I 
16سویه کلینیکال  781 581 II 
17سویه کلینیکال  781 581 II 
18سویه کلینیکال  781 581 II 
19سویه کلینیکال  781 581 II 
21سویه کلینیکال  781 581 II 
21سویه کلینیکال  781 581 II 
22سویه کلینیکال  778 578 I 
23سویه کلینیکال  781 581 II 
24سویه کلینیکال  781 581 II 
25سویه کلینیکال  781 581 II 

 

 

 

 

 

 

  

SSR locus 
name 

Indices Priod 
size 

Copy 
Number 

Consensus 
Repeat 
Sequence 

Percent 
matches 

1911-SSR1 18-27 3 3.3 TGG 100 
1911-SSR1 355-368 6 2.3 GGTGGT 100 
1911-SSR2 291-304 3 4.7 CAG 100 
1450-SSR1 18-27 3 3.3 TGG 100 
1450-SSR1 355-371 6 2.8 GGTGGT 100 
1450-SSR2 291-307 3 5.7 CAG 100 
III&V-SSR1 18-27 3 3.3 TGG 100 
III&V-SSR1 355-371 6 2.8 GGTGGT 100 
III&V-SSR2 291-307 3 5.7 CAG 100 
316F-SSR1 18-27 3 3.3 TGG 100 
316F-SSR1 355-371 6 2.8 GGTGGT 100 
316F-SSR2 291-307 3 5.7 CAG 100 
1231-SSR2 291-307 3 5.7 CAG 100 
1450-SSR1 355-370 6 2,7 GGTGTT 100 
1911-SSR2 291-300 3 4,7 CAGG 100 
316F-SSR1 356-371 6 2,8 GGTGGT 100 
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  بحث
-اختصاصی بهدر حال حاضر روش کشت روی محیط جامد 

ترین روش جهت تشخیص ترین و اختصاصیعنوان حساس
های ما روشا. ها شناخته شده استس در دامپاراتوبرکلوزی

مبتنی بر کشت برای این باکتری زمان بر بوده و از لحاظ 
های جدید بر همین اساس روش. استمشکل  آزمایشگاهی

مناسب عنوان یك روش جایگزین و به PCRمولکولی مبنی بر 
یکی (. 21)گیرد خیص باکتری مورد استفاده قرار میجهت تش

مورد ترین مارکرهای ژنتیکی شدهترین و شناختهاز عمومی
 است MAP  ،IS900های ید هویت سویهأیاستفاده در ت

در انواع  PCRهای متعددی برای استفاده از پروتکل. (11،20)
بر مبنای این مارکر  Real-time (11،11)و  (20،2)معمولی 

در مطالعه حاضر از زوج پرایمر پیشنهادی . طراحی شده است
ه در ک (11) استفاده گردیداران کو هم Overduinدر مطالعه 

یك قطعه به طول  MAPهای نتیجه انجام آن بر روی سویه
bp113 بدین ترتیب با تولید این قطعه در جریان . حاصل شد

 MAP 316Fبر روی هر دو سویه  PCR-IS900انجام آزمون 
مایکوباکتریوم های عنوان سویهها بههویت آن MAP III&Vو 

 .ید قرار گرفتأیمورد ت پاراتوبرکولوزیس

 MAPدر ژنوم  IS900رغم اختصاصی بودن وجود مارکر علی
دلیل مشابهت ژنتیکی زیاد مشاهده شده میان این به

Insertion Sequence  و واحدهای ژنتیکی مشابه آن که به
شوند، بسته نامیده می IS900  (IS900-like ) نام عوامل شبه

به نوع پرایمرهای انتخاب شده، احتمال مشاهده نتایج غیر 
 استی از بروز این حالت موجود هایرشواقعی وجود دارد و گزا

ارز ل استفاده از مارکرهای ژنتیکی همهمین دلیبه. (7 ،13)
های تعیین هویت اضافه تواند بر دقت و درستی آزمونمی

-PCRبر همین اساس در تحقیق حاضر در کنار آزمایش. نماید

IS900  از آزمایشPCR-F57  نیز استفاده گردید .F57  یکی
 MAPدیگر از مارکرهای اختصاصی شناخته شده در ژنوم 

های پیشنهاد شده حال حاضر همه پروتکل کمابیش. است
های برای استفاده از این مارکر ژنتیکی برای سیستمموجود 

Real-time که دسترسی به آن  (1 ، 1، 3) اندتنظیم گردیده

. های تشخیصی دامپزشکی امکان پذیر نیستدر همه آزمایشگاه
بینی شده برای پیش ژنتیکی هایهاز طرف دیگر طول قطع

Real-time PCR تر از کوچكbp 133 ند که سازگار هست
 متعارف نیستند PCRهای با ماشین مناسب برای کار

همین دلیل در جریان مطالعه حاضر با طراحی یك به. (21،10)
 زوج پرایمر اختصاصی و تنظیم شرایط اجرا از نظر دما و زمان،

های کلاسیك فراهم پروتکل ابداعی مناسب برای ماشین یك
 MAP 316Fبا اجرای این پروتکل بر روی هر دو سویه . گردید

 bpیك قطعه به طول   PCR-F57در آزمایش  &MAP IIIو 
 MAPعنوان ها بهکه بدین ترتیب هویت آن تولید گردید  731

 .یید قرار گرفتأمورد ت

را طراحی و  PCRکالینز یك روش وابسته به  2332در سال 
پرایمر امکان تشخیص میان دو  0معرفی نمود که با استفاده از 

ای که با نماید به گونهرا فراهم می گوسفندی و گاوی تیپ
های گاوی یك قطعه به طول اجرای این آزمایش در مورد سویه

bp 013  های گوسفندی یك قطعه به طول در مورد سویهوbp 
در مطالعه حاضر در نتیجه (. 13)تولید خواهد گردید  112

و  MAP 316Fانجام آزمایش کالینز بر روی هر دو سویه 
MAP III&V طول یك قطعه ژنومی بهbp 013 تولید گردید .

های تیپ گاوی عنوان سویهها بهویهبدین ترتیب هویت این س
یك سویه انگلیسی است که  MAP 316سویه . نشان داده شد

و تحت  (0) از گاو جدا شده است ،نجاه سال قبلپاز بیش 
واکسینال مورد عنوان سویه به MAP 316Fهای آن نظیر سویه

انجام این آزمایش از یك . (12) استفاده بین المللی قرار دارند
تاکنون هیچ گزارشی از . استگر نیز حائز اهمیت دیدگاه دی
رد در ایران وجود ندا MAPهای گوسفندی و گاوی وجود تیپ

-زای ایرانی میهای بیماریو اعمال این روش بر روی جدایه

در ارتباط با جمعیت این پاتوژن در تواند سطح اطلاعات موجود 
ترتیب یکی دیگر از یافته های کاربردی . ایران را افزایش دهد
های آگاهی از ساختار ژنومی این سویه این مطالعه کمك به

دو  Thibaultو در جریان مطالعه  2337در سال . استمولد 
ای ژنتیکی بر مورد بررسی مقایسه MAP 316Fتحت سویه از 
قرار    MLVA-VNTR typingاستاندارد اساس روش 
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لوکوس  1این مطالعه مشابهت دو تحت سویه در . (1) گرفتند
که در مطالعه حاضر نیز از آنها )از شش لوکوس مورد استفاده 

 X3لوکوس  ءجزهکه بطوریهرا نشان داد ب( استفاده شده است
کپی  MAP 316F Merial 2که در ژنوم تحت سویه فرانسوی 

 MAPاز واحد تکرار شونده و در ژنوم تحت سویه انگلیسی

16F Weybridge   فقط یك کپی از واحد تکرار شونده
ها در ارتباط با دید، تفاوتی در بین این تحت سویهمشاهده گر

ها در در مطالعه حاضر تعداد کپی. ه نشدها دیدسایر لوکوس
و  2برابر با  MAP 316F Raziژنوم تحت سویه  X3 لوکوس
که ضمن آن. تعیین گردیده است MAP 316F Merialمانند 

این تحقیق برابر با های مورد استفاده در اندازه سایر لوکوس
اساس بر . بودند  Thibaultارز در مطالعه های هماندازه لوکوس

برای نخستین  MAP های غیر ایرانی مستندات موجود سویه
برده دنبال بازدید نامهو ب 1010بار توسط دکتر هدایتی در سال 

 .وارد گردیدند رانن به ایانگلستا  Weybridgeاز مؤسسه 
Thibault  بروز تفاوت میان دو تحت سویه انگلیسی و فرانسوی

MAP 316F ها در لوکوس در مورد تعداد کپیX3  را در
ژنتیکی ناشی از اجرای پاساژهای مستقل  هاینتیجه بروز تغییر

ها این تحت سویه( انگلیسی)ه اجدادی و متعدد بر روی سوی
داند که در طول چند دهه گذشته در این دو مرکز اتفاق می

 .(1)افتاده است 

 گیرینتیجه

-آمپلی. باشدزوج باز می 1برابر  SSR1 طول واحد تکراری 

 جدایه تحت آزمون با 03فیکاسیون این لوکوس در تمام 
 گردید PCR محصول هایموفقیت انجام شد و منجر به تولید 

 21، درزوج باز SSR1 1 واحد تکراری برای لوکوسسایز 
 13زوج باز و تعداد  1311جدایه 1 درو زوج باز 1131جدایه 

با SSR2 لوکوس . مشاهده شد جدایه 03از این توالی در  کپی
جدایه مورد بررسی این  03زوج باز در  0سایز واحد تکراری 

. گردید PCRمطالعه مثبت بوده و منجر به تولید محصول 

ها تعیین توالی شدند تا از اندازه دقیق هر لوکوس اطلاع جدایه
مقایسه توالی نوکلئوتیدهای این لوکوس در ژنوم . حاصل گردد

واحد سایز جدایه تحت آزمون که تعیین توالی شدند،  03
زوج 1112جدایه  21 درزوج باز  0تکراری برای این لوکوس 

 از این توالی کپی03تعداد زوج بازو  1111جدایه  1و در باز، 
 .شد مشاهده
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