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چکيد ه 
مايکوباکتريوم آويوم زيرگونه پاراتوبرکولوزيس (MAP) در نشــخوارکنندگان عامل ايجاد پاراتوبرکولوزيس می باشد که بدليل 
تحميل خسارت های اقتصادی گســترده از اهميت اقتصادي زياد برخوردار مي باشد. در ســال هاي اخير استفاده از توالی های 
تکراری کوتاه در ژنوتايپينگ اين باکتري مورد توجه قرار گرفته اســت. در مطالعه حاضر نتايج حاصل از کاربرد اين روش با اتکا 
بر روي 2 لوکوس SSR8 و SSR9  بر روی 3 جدايه کلينيکی و 1 ســويه مرجع مورد بررســي قرار گرفته است. سه جدايه ايراني 
گاوي، گوسفندي و بزي همراه با يك سويه آزمايشگاهي به نام MAP III & V در بررسي وارد شدند. از آزمايش هاي PCR-F57 و 
PCR-IS900 براي تعيين هويت همه باکتري هاي تحت بررسي استفاده شد. بر اساس روش پيشنهادي Amonsin همه باکتري ها با 
تمرکز بر دو لوکوس SSR8 و SSR9  ژنوتايپينگ SSR گرديدند. در هر يك از دو لوکوس SSR8 و SSR9 در ميان باکتري هاي تحت 
 bp581 دو الل SSR9 و در bp778 و الل کوچکتر با bp781 آلل بزرگتر بطول SSR8 بررسي دو الل شناسايي گرديد بطوريکه که در
و bp578 شناســايی گرديدند. دو جدايه گاوی و گوسفندی MAP همراه با سويه آزمايشگاهي دارای يك الگوی مشابه بودند در 
حاليکه سومين جدايه )بزی( يك تيپ منفرد متفاوت از خود نشان داد. مشاهده دو سويه در بين سه جدايه ايراني تحت بررسي 
احتمالا مي تواند نشانه وجود ســطح قابل توجهي از تنوع ژنتيکي اين باکتري در ايران باشد اما اثبات اين فرضيه نيازمند انجام 

مطالعات تکميلي خواهد بود.
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Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) is the ethiological agent of paratuberculosis in ruminants 
leading to exensive economical loss. Recently, application of Short Sequence Repeat (SSR) anylsis in genotyping of 
MAP, has come to attention. In the present work results from application of a two-locus (SSR8 & SSR9) SSR typing 
system on three Iranian field and one laboratory strain have been addressed. Three Iranian field and one laboratory 
strain were incorporated in the study. Identification of these as MAP was achieved through F57-PCR and IS900-PCR. 
The Amonsin version of SSR typyng system was conducted on the bacteria under study using SSR8 and SSR9 loci. 
Either of the SSR8 and SSR9 produced two alleles. A larger allel of 781 bp and a smaller allele of 778 bp at SSR8 and 
two alleles of 581 and 578 bp long at SSR9. A single SSR8/SSR9 pattern was shared by the bovine and ovine MAP 
isolates plus the laboratory strain while the caprine isolate represented a different type. If Iran holds a heterogenous 
MAP population , we assume detection of at least two SSR types in this work is a likely reflection of such diversity but 
how extensive such diversity might be further studies are required.

Key words: Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP), SSR8, SSR9, F57, IS900, strain

مقدمه
در ايران بدنبال شناســايي نخســتين موارد پاراتوبركولوزيس در دهه 
40 )1(، اكنون بيماري در تقريبا تمام قطب هاي پرورش نشــخواركنندگان 
كشــور ديده مي شــود )2-4(. در حال حاضــر پاراتوبركولوزيس در برنامه 
كشــوري كنترل و ريشه كني بيماري هاي )مشترك( دامي ايران قرار ندارد 
و واكسيناســيون دام هــا بر عليه آن نيز مورد اقبال متوليان دامپزشــكي و 

دامپروران ايراني قرار نگرفته است.
 بر اســاس خصوصيــات فنوتيپيكي، ژنوتيپيكــي و همچنين ميزبان، 
 Type I) Sheep/S شناســايي شده است كه شامل MAP تاكنون سه تيپ
(Type III) مي باشــد  Intermediate و (Type II) Cattle/C type و (type
)5, 6(. عليرغم گزارشات وجود بيماري در گله هاي گاو، گوسفند و بز ايران، 
مطالعات اخير انجام پذيرفته در مؤسســه رازي نقش اصلي ســويه هاي نوع 
گاوي و فقدان ســويه هاي تيپ گوســفندي را در اين گله ها نشان داده اند 

)تدين، اطلاعات منتشر نشده(.
در بررســي هاي اپيدميولوژي پاراتوبركولوزيــس از روش هاي بيولوژی 
 Primary genotyping) مولكولی كه شامل روش هاي ژنوتايپينگ مقدماتي
 Subtyping) و روش هــاي ژنوتايپينــگ بــا قدرت تفريق بــالا (methods 

PFGE مي گردند اســتفاده مي شود. از گروه اول مي توان به (methods
 Variable number Tandem Repeat و از گــروه دوم بــه RFLP-IS900و
typing (VNTR) و Short Sequence Repeat (SSR) typing اشــاره نمود. 
در ســال 2004 در  ژنوم ســويه MAP K10 11 لوكوس SSR شناســايي 
 2 ،)G گرديــد كه كــه از نظر تعداد كپي واحدهاي تكرار شــونده 1 )نظير
)مانند GC( و 3 )مانندGGT( نوكلئوتيدي در ميان جدايه هاي MAP داراي 
تنوع بودند )7(. با ابداع روش آمونســن (SSR typing) امكان بررسي تنوع 
ژنتيكــي و اپيدميولــوژي جدايه هاي MAP از نقــاط مختلف جهان فراهم 
گرديد. اســتفاده از اين تكنيك نشان داده است كه ميزبان هاي اين باكتري 
 SSR داراي تيپ هاي خاص MAP و از جمله انسان فقط توسط جدايه هاي

آلوده مي شوند )8(.
 MAP و جدايه های حاد III & V تنوع ژنتيكي ســويه های واكســينال
موجود در آرشــيو ميكروبي مؤسســه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازی 
حصارك در مناطق ژنتيكي SSR1 و SSR2 پيش از اين بررســي و انتشــار 
يافته است. در مطالعه حاضر يافته هاي حاصل از اعمال اين روش با استفاده 
از دو لوكــس ديگــر SSR8 و SSR9 روش تايپينــگ SSR analysis مورد 

بررسي قرار گرفته اند.



98
در

پژوهشوسازندگی

روش مطالعه
جدايه هاي باکتري و استخراج کروموزوم باکتري

جدايه هاي MAP گاوي Razi 01450 از ابهر زنجان، بزي Razi 01911 و 
گوسفندي Razi 01231 از اصفهان همراه با سويه واكسينال III & V در اين 
مطالعه وارد گرديدند. سه جدايه باكتري در طول سال هاي 1389 و 1390 
از عقده هاي لنفاوي لاشــه دام هاي مبتلا جداســازي و پس از ژنوتايپينگ 
بــه روش VNTR analysis)29( به عنوان نمونه هاي شــاخص از تيپ هاي 
INMV5 )جدايــه گاو(، INMV39 )جدايه بز( و همچنين INMV2 )جدايه 
گوســفند(  همراه با و سويه )Map (III & V انتخاب و در اين مطالعه مورد 

استفاده قرار گرفتند.
هريك از چهار باكتري بر روي دو لوله كشــت يونيورسال حاوی محيط 
كشــت Herold's egg-yolk medium به همراه مايكوباكتينJ )26( تجديد 
كشت شدند و  8-12 هفته در دماي C° 37 تا زمان مشاهده پرگنه ها باقي 
ماندند. استخراج كروموزوم باكتري به روش جوشانيدن صورت پذيرفت )9(.

آزمايش هــاي ژنومي: براي اطمينان از هويــت باكتري ها آزمايش هاي 
 TTC TTG AAG CGT GTT ’3با اســتفاده از زوج پرايمرهاي( PCR-F57
 GCG ATG ATC GCA GCG TCT TTG CGG GGC C  F57f 5’ و3’ 
 ACC GAA TGT ’3 با اســتفاده از پرايمرهاي( PCR-IS900 و )’5 G F57r
 GGA CAC CGA AGC ACA CTC ’3 5’ و TGTTGT CAC CG INSf
TC INSr 5’( بصــورت موازي اجرا گرديدنــد )10(. در مورد ژنوتايپينگ 
SSR به روش پيشــنهادي Amonsin اجرا گرديد )7(. دو  لوكوس SSR8 و 
SSR9 )با نوجه به بالاتر بودن ميزان تنوع ژنتيكي آن ها در گزارشات پيشين 
)11( مورد استفاده قرار گرفتند. بدليل مواجهه با اشكال در آملپفيكاسيون 
در جريان اســتفاده از پرايمرهاي پيشنهادي Amonsin ، پرايمرهاي جديد 
 ’5 CTG GAA GGA CCT CGG CCT G  SSR8f ’3( SSR8 براي لوكوس
  SSR95’( و لوكــوس CCG CAC ATA CAA GTC GAA GC SSR8r ’3و
 GAT GGC GCC 5’ و CCG AGT TCC TCG ACC CAG T  SSR9f ’3(
SSR9r ’3 GAA CAC GAT T 5’( طراحي و مورد اســتفاده قرار گرفت. از 
نرم افزار Primer 4,0,0 Version3 برای طراحی پرايمر استفاده گرديد )12, 

.)13
آزمايش PCR: ســاخت پرايمرها توسط شــركت ماكروژن كره جنوبي 
(Macrogen®, Korea) صورت پذيرفت. براي آماده ســازي همه واكنش ها 
از PCR master mix )شــركت آمپليكون دانمارك( اســتفاده شــد. حجم 
 PCR master 12 و متشــكل از 6 ميكروليترµL نهايــي هر واكنش برابر با
mix ، 1 ميكروليتــر از هر پرايمــر 0/48، ميكروليتر DMSO، 3 ميكروليتر 
از ماده ژنتيكــي و 0/52 ميكروليتر آب مقطر دوبــار تقطير بود. به عنوان 
كنترل منفي از Double Distilled PCR water اســتفاده شــد. از ژل 1,2، 
آگاروز (Invitrogen® , USA) پيش رنگ شده با ®Red Safe آشكارسازي 
محصولات PCR با اســتفاده صورت گرفت. زل هــا در ميدان الكتريكي  به 
 BioRad®,) به مدت 2 ســاعت رانده و در دستگاه ژل داك V/cm 2 قدرت
USA) عكسبرداري شدند. تعيين اندازه تقريبي محصولات آمپليفيكاسيون 
به كمك DNA size marker اســتاندارد ساخت مؤسسه رازي )9( صورت 

پذيرفت.
برای انجام واكنش هاي PCR از دو پروتكل استفاده شد. پروتكل نخست 
كه از آن براي آزمايش هاي IS900  و F57 اســتفاده شــد شامل يك مرحله 

اوليه گرمايش به مدت 5 دقيقه در دماي C°95 و به دنبال آن 40 نوبت از 
يك چرخه سه مرحله اي شامل گرمايش در دماي C°95 به مدت 30 ثانيه، 
گرمايــش در دماي C°61 به مدت 30 ثانيــه و C°72 به مدت 45 ثانيه و 
در آخــر يك مرحله حرارتي C°72 به مدت 10 دقيقه بود. در پروتكل دوم 
كه در مورد SSR typing بكار گرفته شــد، مرحله اوليه گرمايش به مدت 5 
دقيقــه در دماي C°95 و بدنبال آن 35 نوبت از يك چرخه ســه مرحله اي 
مشــتمل بر C°95 به مدت 1 دقيقه، گرمايش در دماي C°62 به مدت 45 
ثانيــه و C°72 به مدت 45 ثانيه و در نهايت يك مرحله گرمايش C°72 به 

مدت 10 دقيقه، به كار گرفته شد.
تعيين توالي نوكلئوتيدها و انــدازه محصولات: PCR به منظور تكميل 
يافته هــاي ژل الكتروفورز تعيين دقيق اندازه محصولات آمپليفيكاســيون، 
محصولات PCR هر 2 لوكوس SSR در تمام چهار باكتري تعيين گرديد. از 
نــرم افزارهاي Clustal W2 و Chromas lite Version 2,1,1 براي قرائت و 
 MAP K10 پردازش كروماتوگرام ها و مقابسه آن ها با مناطق هم ارز از ژنوم
 Mycobacterium avium subspecies avium و همچنين ســويه MAP4 و
104 مقايسه شدند. از نرم افزار bTandem Repeat 4,07 Finder Version به 
منظور تعيين دقيق ساختمان و تعداد واحدهاي تكرار شونده در هر لوكوس 

استفاده شد.

نتايج
هر چهــار باكتري تحــت بررســي در آزمايش هــاي PCR-IS900 و 
PCR-F57 محصولاتي به ترتيب به اندازه bp 560 و bp 704 توليد نمودند و 

بدين ترتيب هويت همه آن ها به عنوان MAP تائيد شد.
نتايج حاصل از بررســی رشته هاي نوكلئوتيدي بدست آمده در جريان 
تعيين توالي با اســتفاده از نرم افزار Finder Tandem Repeat نشان داد كه 
در لوكوس SSR8 در ژنوم سويه MAP III & V و سويه MAP K10 همراه 
با جدايه Razi 1450 طول محصول PCR برابر با bp 781 و 5 كپي  از واحد 
تكرار شــونده TGG وجود دارد، همين قطعــه در جدايه Razi 1911 داراي 
طــول bp 778 و واجد 4 كپي از واحد تكرار شــونده TGG مي باشــد.  در 
مقايســه در ژنوم ســويه MAP 4 كه تنها سويه جدا شده از انسان مي باشد 
كه ژنوم كامل آن اخيرا تعيين توالي شــده است، تعداد 4 كپي از اين واحد 
تكرارشونده وجود دارد )شكل 2(. علاوه بر اين تعداد 3 كپي نيز از اين واحد 
تكرارشونده در ژنوم MAA 104 وجود دارد )شكل 2(. در عين حال در ژنوم  
MAA 104 تعداد SNPs 7 در موقعيت هاي 43، 118، 127 و 169 ، 469، 

607 و 709 در مقايسه با سويه MAP K10  شناسايي گرديد.
 MAP K10 ســويه ،MAP III & V در ژنوم ســويه SSR9 در لوكوس
همراه بــا جدايه Razi 1450 و جدايه Razi 1231 طول محصول PCR برابر 
با bp 581 و 5 كپي از واحد تكرار شــونده GCA وجود دارد، در مقايسه در 
ژنوم ســويه MAP 4 تعداد 3 كپي از اين واحد تكرار شونده ديده مي شود 
)شــكل 2(. همين قطعه در جدايه Razi 1911 داراي طول bp 578 و واجد 
4 كپي از واحد تكرار شــونده مي باشد كه مشابه سويه MAA 104 مي باشد 
)شــكل2(. علاوه بر اين در موقعيت نوكلئوتيــد 459 اين قطعه در جدايه 
Razi 01231 همراه با ســويه MAP III & V جايگزيني A با G مشــاهده 
 SNPs 4 تعداد MAA 104 مي شــود ضمن آنكه در همين لوكوس در ژنوم
  MAP K10 در موقعيت هاي 276، 296، 429 و 502 در مقايســه با سويه

بررسي اپيدميولوژي مولکولي جدايه هاي گاوي گوسفندي و ...
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شناسايي گرديد )شكل 2(. 
بحث

 SSR مطالعات انجام گرفته بر روي م. پاراتوبركولوزيس با اســتفاده از
genotyping نشان داده اند كه بين تيپ هاي SSR باكتري از يكسو و ميزبان 
و حدت آن و همچنين شــدت بيماري از ســوي ديگــر ارتباط معني داري 
وجــود دارد بطوريكه فقط تيپ هاي ژنتيكــي خاصي از اين باكتري قادر به 
آلوده نمودن ميزبان هاي انســاني گزارش شــده اند )14(. بنظر مي رسد در 
شــرايطي كه باكتري هاي داراي SSR type هاي خــاص نوع تحت باليني 
پاراتوبركولوزيــس را ايجــاد مي نمايند برخي ديگر اســباب ايجاد فرم هاي 

پيشرونده و حاد بيماري در ميزبان مي شوند )15, 16(.
اجراي SSR genotyping بر روي جدايه هاي MAP جمع آوري شــده 
از گاو در اوگاندا نشــان داده اســت كه  لوكــوس SSR8 مي تواند از جمله 
پلــي مرف ترين لوكوس هــاي از اين نوع در ميان جدايه هاي MAP باشــد 
)11(. در حال حاضر در شــرايط ايران با توجــه به نبود مطالعات مولكولار 
اپيدميولوژي پاراتوبركولوزيس بر مبناي SSR genotyping راجع به اهميت 
ايــن يافته نمي توان اظهارنظر جامع نمود. اما بنظر مي رســد مشــاهده دو 
آلــل براي هريك از دو لوكوس SSR8 وSSR9 در ميان ســه جدايه گاوي، 
گوســفندي و بزي ايران نشان دهنده سطح قابل توجه پلي مرفيسم در اين 
 SSR8 در لوكوس (TGG) دو لوكوس باشد. تركيب 5 كپي از واحد تكراري
و CAG در لوكوس SSR9  بصورت مشــترك در هر دو جدايه گوســفندي 
Razi 1231 و گاوي Razi 1450 زنجــان ديده مي شــود در حالي كه جدايه 
بزي Razi1911 اصفهان در هريك از اين دولوكوس داراي 4 تكرار مي باشد 
بدين ترتيب ضمن آنكه بصورت مشــخص وجود دســتكم 2 سويه ژنتيكي 
MAP در ميــان گله هاي دام تحت بررســي در اين تحقيــق جالب توجه 
مي باشد ، احتمال وجود سويه يا سويه هاي ديگر در فضاي جغرافيايي ايران 
قابل تصور مي باشــد. علاوه بر اين نظر به اينكه در مطالعه حاضر يك سويه 
واحــد MAP بــا SSR genotype واحد هــم از گاو )Razi 01450( و هم از 
گوســفند )Razi 01231( مبتلا به پاراتوبركولوزيس جدا شده است احتمال 
داده مي شــود كه تنوع ميزباني سويه هاي MAP در ايران در مقياس بزرگتر 

وجود داشته باشد. 
تيپ ژنتيكي SSR type ســويه غير ايراني MAP III & V در مؤسسه 
رازي از آن براي توليد پاراتوبركولين و همچنين واكســن پاراتوبركولوزيس 
اســتفاده مي شــود همراه با ســويه MAP K10 كه ژنــوم آن بطور كامل 
 تعيين توالي شــده است)12( در مطالعه حاضر مشــابه با دو جدايه ايراني

Razi 01450 و Razi 01231 شناســايي گرديــد )جدول(. با توجه به فاصله 
زيــاد جغرافيايي و عدم ارتباط تاييد شــده اپيدميولوژيك ميان جدايه هاي 
 SSR ايراني و سويه هاي خارجي مورد اشاره به نظر مي رسد اين تيپ خاص
از MAP از فراواني گســترده تر نســبت به تيپ هاي ديگر ژنتيكي برخوردار 
باشــد. موضوع فرواني بيشــتر برخي از كلون هاي خاص MAP پيش از اين 

مورد توجه قرار گرفته است )25(، )18(.
نويســندگان معتقدند بــا انجام تحقيقــات تكميلي و با اســتفاده از 
لوكوس هــاي بيشــتر سيســتم SSR genotyping و همچنين بكار گرفتن 
جدايه هاي ديگــر ايراني مي توان بصورت دقيق تر راجع به فيلوژنی جمعيت 

MAP در ايران اظهار نظر نمود.
تشکر و قدرداني

نويســندگان از آقايــان دكتر كيوان تدين و دكتر نــادر مصوری و نيز 
كارشناســان بخش های هوازی و توبركولين موسســه تحقيقات واكسن و 
سرم ســازی رازی بخاطر همكاری در مراحل كشــت و تامين مواد ژنتيكي 
اين مطالعه تشكر می نمايند. هزينه اجراي اين تحقيق بصورت كامل توسط 
مؤسســه تحقيقات واكسن و سرم ســازي رازي و از طريق پروژه تحقيقاتي 
به شــماره ثبت 94106-18-18-2 تامين و پرداخت گرديده است. مطالب 
منتشــر شــده در اين مقاله ناظر بر يافته هاي بخشــي از پروژه پايان نامه 
تحصيلي كارشناسي ارشــد زهرا زمانی دانش آموخته دانشگاه آزاد اسلامي 
)واحد علوم و تحقيقات رشت( مي باشــد. نويسندگان فرارسيدن شانزدهم 
دي ماه 1394 مصادف با نودمين سالگرد تاسيس مؤسسه تحقيقات واكسن 

و سرم سازي رازي را به همكاران و هموطنان شادباش مي گويند.
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تصوير 1( الکتروفورز محصولات PCR مربوط به لوکوس هاي SSR8 و SSR9 بر روي ژل آگاروز 2.1. ستون شماره 
Razi 01911 1، ستون شماره  2Razi 01450 ، ستون شماره Razi 01231  3 مربوط به جدايه هاي ايراني و 

ستون شماره 4 معرف سويه V  و III PAM مي باشند. DNA size marker بکار رفته داراي 5 باند الکتروفورز به 
فواصل bp 200 در محدوده 100 الي bp (SSR8 900) يا 200 الي  1000 (SSR9) مي باشد.

تصوير 2- چيدمان مقابسه اي و توالي 
 Clustal نوکلئوتيدها  با استفاده از نرم افزار
 2.0.12 Multiple Sequence Alignment
در لوکوس هاي A (SSR8) و B (SSR9) در 
 ميان 3 جدايه ايراني و سويه
 MAP III & V. قطعه هم ارز از سويه 
MAP K10  و MAP 4 به منظور کمك به 
مقايسه اضافه شده است.

بررسي اپيدميولوژي مولکولي جدايه هاي گاوي گوسفندي و ...

 




