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  چکیده

ــوم زی  ــاکتریوم آوی ــه شناســایی مایکوب ــن مطالع ــاراتوبرکلوزیس هــدف از ای ــه پ  M. avium(رگون

paratuberculosis(            بررسی درصد شیوع آلودگی به آن و همچنین بهینه سازي یـک روش سـریع، دقیـق و ،
مایکوبـاکتریوم آویـوم زیرگونـه    .  براي تشخیص ایـن زیرگونـه و جدایـه هـاي آن بـود              PCRساده به کمک    

مهمترین بیماري ها در صنعت دامپـروري بـه نـام        ، از لحاظ اقتصادي عامل یکی از        )MAP(پاراتوبرکلوزیس  
. رود مـی باشد، که یکی از عفونت هاي مزمن نشخوارکنندگان به شمار  می) Johne's Disease(بیماري یون 

 نمونه شیر خام از دام هاي مشکوك گـاوداري هـاي   56 نمونه مدفوع و 243به منظور شناسایی این زیرگونه     
 به منظـور شناسـایی نمونـه هـاي آلـوده، قطعـه درون       DNAز استخراج پس ا. اطراف مشهد جمع آوري شد 

 تکثیـر  P91 و P90 جفت باز، با استفاده از پرایمرهـاي     413 به طول    IS900 به نام    MAPجایگیر اختصاصی   
 بـا  IS1311، نسبت به تکثیر قطعه درون جایگیر    MAPسپس به منظور تعیین جدایه گاوي و گوسفندي         . شد

 HinfIقطعـات حاصـله بـه کمـک آنـزیم           .   اقدام شد   M94  و M56 پرایمربه کمک دو     جفت باز    268طول  
مـورد  %) 18( نمونه شـیر خـام   56 نمونه از 10و %) 44( نمونه مدفوع  243 نمونه از    107تعداد  . هضم شدند 

 19 نمونه شیر و مدفوع که از دام هاي یکسانی گرفتـه شـده بودنـد         56از بین   .  بودند MAPمطالعه، آلوده به    
نتایج هضم آنزیمی نیز نـشان داد  %). 34در مقابل % 18( شدند نمونه شیر، آلوده شناسایی 10نمونه مدفوع و 

  .باشند می هاي شناسایی شده از جدایه گاوي MAPکه تمامی 
  

  .IS900،IS1311 ،PCR-REAمایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس، بیماري یون،  :کلمات کلیدي
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  مقدمه
توبرکلوزیس بیمـــاري یــــون یـــا پــــارا  

)Paratuberculosis (  ــسري و از ــاري م ــک بیم ی
باشد، کـه    میعفونت هاي مزمن نشخوارکنندگان     

ــري در رده   ــه گی ــاظ هم ــدي  Bاز لح ــسیم بن  تق
گرفتـه    قـرار 1سازمان جهـانی سـلامت حیوانـات   

این بیماري از جنبه شیوع . )Collins, 2003(است
از گسترده ترین و از لحـاظ اهمیـت اقتـصادي از            

ــا در صــنعت دامپــروري     مهم ــرین بیمــاري ه ت
. )Douarre et al., 2010(شـود   مـی محـسوب  

ــه اي از    ــاري زیرگون ــن بیم ــل ای ــاکتري  عام ب
Mycobacterium aviumــام ــه ن  M. avium ب

paratuberculosis     یا به اختصار MAP باشد می .
بیماري یـون در ایـران بـراي اولـین بـار در سـال             

آنها . ایی شد توسط خلیلی و طلاچیان شناس    1960
عامل بیماري را از مدفوع گاوهـاي نـژاد جرسـی           
وارداتی شرکت نفت آبادان جـدا کردنـد و منـشاء      

پـس  . عفونت را دام هاي وارداتی گزارش نمودند      
 این بیماري   1961از آنها مقامی و هدایتی در سال        

. را در یــک راس گــاو هلــشتاین گــزارش کردنــد
)Hasani tabatabai & Firozi, 2005(. ــن  ای

 کـم خـونی   بیماري باعث اسهال شدید و پرتابی،

شود  میو سرانجام مرگ  مفرط پیشرونده، لاغري
)Olsen et al., 2002( .    کـاهش تولیـد، افـزایش

حساسیت به سایر بیماریها، از دست رفـتن ارزش         
ژنتیکی، حذف پیش از موعد، افزایش فاصله بـین         
گوساله زایی از پیامدهاي اقتـصادي ایـن بیمـاري          

یکی از جنبه هـاي  . )Gonda et al., 2007(است 

                                                
1World Organisation for Animal Health 

 ارتباط آن بـا بیمـاري       MAPمورد توجه در مورد     
است که یک بیمـاري   )Crohn’s Disease(کرون 

با توجه به   . باشد میمزمن و مشابه یون در انسان       
 از بافـت هـاي روده اي برخـی    MAPجداسـازي  

شـود یکـی از      مـی بیماران مبتلا به کرون، تـصور       
 باشـد  M. paratuberculosisیجاد کرون عوامل ا

(Grant, 2005) .      بـا توجـه بـه گزارشـاتی کـه در
ــال   ــه انتق ــتوریزه  MAPزمین ــیر پاس ــق ش  از طری

)Ellingson et al., 2005; Grant et al., 2002( 
 بـه انـسان   )Mutharia et al., 2010(و گوشـت  

ارائه شده است، شناسـایی دام هـاي آلـوده بـه آن       
از زمـان شناسـایی     . کنـد  می پیدا   اهمیت ویژه اي  

MAP        گستره زیادي از روش ها بـراي شناسـایی ،
آن در حیوانات آلوده به کار رفته است کـه شـامل     
تشخیص سنتی بر اساس علائم بالینی، اسـتفاده از         

 & ELISA )Jorgensenروش هاي ایمنی سنجی 

Jensen, 1978( روش هاي مبتنی بر ،PCR  ماننـد 
PCR ساده )Vary et al., 1990( ،PCRاي  آشیانه

)Stable et al., 2002( ، Real-Time PCR 
)O’Mahony & Hill, 2002, 2004(  و روش

- مـی )Real-Time )Slana et al., 2008aکمـی  

 PCR همراه با روش    RFLPهمچنین روش   . باشد
 نیز از مـدت هـا قبـل         PCR-REA2یا به اختصار    

 ,.Eriks et al(براي این کار پیشنهاد شـده اسـت   

حتی بدین منظور در یک گزارش اسـتفاده   .)1996
 استفاده و بهینـه     3از روش سلول سنجی فاز جامد     

البتـه  . )D’Haese et al., 2005(سازي شده است 
باید توجه داشت که هنوز هم روش کشت سلولی  
                                                
2PCR Restriction Endonuclease Analysis 
3Solid Phase Cytometry (SPC) 
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به عنوان روش اصلی در آزمایشگاه ها بـه منظـور          
گیــرد  مــی مــورد اســتفاده قــرار MAPتــشخیص

)Douarre et al., 2010(. در بــین روش هــاي 
 به لحاظ سرعت PCRمذکور روش هاي مبتنی بر    

بالا، هزینه کم و حساسیت زیاد جایگـاه ویـژه اي           
 بـراي  PCRامروزه بیشتر روش هایی که از        .دارند

برند، مبتنی بر شناسـایی      می بهره   MAPتشخیص  
 Slana( هستند IS900 درون جایگیر DNAقطعه 

et al., 2008a( . جفت باز 1141این قطعه به طول
- مـی MAP و مخـتص     IS116متعلق به خـانواده     

هدف از این مطالعه شناسـایی و تـشخیص         . باشد
ــه    ــت گونـ ــوم تحـ ــاکتریوم آویـ ــه مایکوبـ گونـ
پاراتوبرکلوزیس، بررسـی درصـد شـیوع بیمـاري         
یون و همچنین بهینـه سـازي یـک روش سـریع،            

  براي تـشخیص ایـن     PCRدقیق و ساده به کمک      
، در نمونـه هـاي مـدفوع و شـیر         زیرگونه بیماریزا 

  . خام برخی گاوداري هاي مشهد بود
  

  مواد و روش ها
 DNAنمونه گیري و استخراج 

 نمونـه شـیر   56و   نمونه مدفوع243تعداد 
خام، از گاوداري هاي اطراف مشهد مورد اسـتفاده    

این نمونه ها از گاوهایی بدست آمده       . قرار گرفت 
دامپزشک بر اساس علائم بـالینی،  بودند که توسط    

مشکوك به بیماري یون تشخیص داده شـده و بـه    
منظور تشخیص قطعی به آزمایشگاه بیوتکنولوژي      
حیوانی گروه علوم دامی دانشگاه فردوسی مـشهد        

نمونـه هـاي مـدفوع بـه     . ارجاع داده شـده بودنـد    
نمونه هـاي   . روش توشه رکتال جمع آوري شدند     

هـر  هر چهار پستانک    از  ي   به میزان مساو   نیزشیر  
. ند شد جمع آوري  استریل شده    ظروفاخل  گاو د 

 -20نمونه ها تا زمان شروع ادامـه کـار در دمـاي       
 DNAاسـتخراج  . درجه سانتیگراد نگهداري شدند  

، کره  Bioneerشرکت  ( AccuPrepبه کمک کیت    
بـراي  . بـا انـدکی تغییـر صـورت گرفـت         ) جنوبی

نمونـه هـا در    از نمونه شیر ابتـدا       DNAاستخراج  
 ســانترفیوژ شــده و ســپس از فــاز 3000rpmدور 

ــراي اســتخراج  ــایینی آن ب .  اســتفاده شــدDNAپ
 اسـتخراج شـده بـه روش        DNAکمیت و کیفیت    

طیف سنجی با استفاده از دسـتگاه اسـپکتروفتومتر      
 THERMO شـرکت  ND 2000نـانودراپ مـدل   

  . آمریکا مشخص شد
  

  MAP براي تشخیص ناقلین PCRواکنش 
 شناسایی حیوانات مبـتلا بـه یـون از       جهت

واکنش زنجیره اي پلیمراز به منظور تکثیـر تـوالی          
 جفــت بــاز 413 بــه طــول IS900درون جــایگیر 

هـاي مـورد اسـتفاده عبـارت        آغازگر. استفاده شـد  
 P90 (GAA GGG TGT TCG GGGبودنـد از 

P91 (GGC GTT وCCG TCG CTT AGG) 

GAG GTC GAT CGC CCA CGT GAC) 
)Corti & Stephan, 2002( . واکــنشPCR بــه 

 Genepak Universal PCRکمک کیت لئـوفلیزه  
 25و در حجم نهـایی   ) روسیه ،IsoGeneشرکت  (

 مدل  Biometraمیکرولیتر در دستگاه ترموسایکلر     
T-personal  ترکیبات مورد اسـتفاده در     .  انجام شد

 Taqواکـنش عبـارت بـود از یـک واحـد آنـزیم       

Polymerase  ،20 مول از هـر      میکروdNTP  ،200 
مــول مخلــوط  پیکوMgCl2 ،20-10میلــی مــول 
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 و بــــافر DNA نــــانوگرم 50-100پرایمرهــــا، 
 سیکل با واسرشت    40 در   PCRواکنش  . استاندارد

 40 درجه سانتیگراد بـه مـدت      94سازي در دماي    
 درجه سانتیگراد به مدت   62ثانیه، اتصال در دماي     

دت  درجــه بــه مــ72 ثانیــه و بــسط در دمــاي 30
ــذیرفت1 ــین واسرشــت . دقیقــه صــورت پ همچن

 درجه سانتیگراد به مدت     94سازي اولیه در دماي     
ــاي    3 ــسط نهــایی در دم ــه و ب  درجــه 72 دقیق

 يبـرا  . دقیقـه انجـام شـد   5 مـدت  بهسانتیگراد و 
همراه بـا    %2  ژل آگارز  واکنش از  محصول   یبررس

 دقیقه بـا    20رنگ آمیزي اتیدیوم بروماید به مدت       
در صـورت وجـود     .  ولت استفاده شـد    100ولتاژ  
، نمونه مـورد    PCR جفت بازي پس از      413قطعه  

نظر به عنوان نمونه آلوده در نظر گرفته شد و عدم 
وجود قطعه تکثیر شده نمایانگر سالم بودن نمونه         

  .بود
  

-PCR بـا اسـتفاده از روش        MAPتعیین سویه   

REA روي توالی IS1311  
 از واکــنش MAPجهــت شناســایی ســویه 

زنجیره اي پلیمراز بـه منظـور تکثیـر تـوالی درون       
 جفـت بـاز و بـه        268  بـه طـول    IS1311جایگیر  

 M56 (GCG TGA GGCکمـک آغازگرهــاي 

M94 (CAG CGA  وTCT GTG GTG AA)  
TCG TCG ACA GTG TG) (Marsh et al., 

.  و هضم آنزیمی متعاقـب آن اسـتفاده شـد    )1999
  بـــا اســـتفاده از کیـــت لئـــوفلیزهPCRواکــنش  

Genepak Universal PCR با روشی که قبلاً ذکر 
 سـیکل   40 در   PCRواکنش  . شد صورت پذیرفت  

 درجـه سـانتیگراد    94با واسرشت سازي در دماي      

 درجــه 62 ثانیــه، اتــصال در دمــاي 35بــه مــدت 
 72 ثانیه و بـسط در دمـاي         25سانتیگراد به مدت    

همچنـین  . دقیقه صورت پذیرفت  1درجه به مدت    
ــازي ا  ــت س ــاي  واسرش ــه در دم ــه 94ولی  درج

 دقیقه و بسط نهایی در دماي       3سانتیگراد به مدت    
.  دقیقه انجام شد5 درجه سانتیگراد و در مدت       72
 %2  ژل آگـارز   واکـنش از   محـصول    ی بررس ـ يبرا

 20همراه با رنگ آمیزي اتیدیوم بروماید به مـدت        
وجود قطعـه   .   ولت استفاده شد   100دقیقه با ولتاژ    

 نمایــانگر آلــوده PCRاز  جفــت بــازي پــس 268
  . بودMAPبودن نمونه مورد نظر به 

  
 PCRمحصولات  1يهضم اندونوکلئاز

کـه  Transition وجود یک جهـش از نـوع   
بـه تیمیـدین    ) C(منجر به جایگزینی باز سیتوزین      

)T (   توالی  223در موقعیت IS1311  سویه گـاوي 
شده اسـت، موجـب ایجـاد یـک جایگـاه برشـی             

 مـی شـود کـه از ایـن     HinfIاضافی بـراي آنـزیم      
ویژگی جهت شناسایی و تمایز سویه هاي گـاوي         

جهت انجام .  استفاده می گردد   MAPو گوسفندي   
، PCR میکرولیتر از محـصولات      10واکنش هضم   

ــافر 2  2 و dH2O میکرولیتــرX10 ،8 میکرولیتــر ب
)  روسیه ،Sibenzymeشرکت   (HinfIواحد آنزیم   

 سـاعت  2ت  درون هر میکروتیوب ریخته و به مد      
 درجـه سـانتیگراد قـرار       37در انکوباتور با دمـاي      

شناسایی قطعـات حاصـل از هـضم بـه          . داده شد 
ــارز  ــدیوم  % 4کمــک ژل آگ ــزي اتی ــگ آمی ــا رن ب

  .بروماید صورت پذیرفت

                                                
1 Restriction Endonuclease Analysis 
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  نتایج و بحث
نتــایج حاصــل از الکتروفــورز محــصولات 

PCR بــر روي قطعــه IS900 107 نــشان داد کــه 
 نمونـه از   10و  %) 44 ( نمونه مدفوع  243نمونه از   

مـورد مطالعـه حـاوي      %) 18(  نمونه شیر خام      56
مایکوباکتریوم آویوم تحت گونه پـاراتوبرکلوزیس      

 413این نتیجه گیري بر اساس وجود بانـد         . بودند
جفت بازي بر روي ژل آگاروز صورت پـذیرفت،         

 بـه عنـوان     IS900که نشان دهنـده وجـود قطعـه         
ــاي آMAPشــاخص حــضور  ــه ه ــوده  در نمون ل

 گـاو کـه   56البته از بـین  ). 2 و 1شکل  (باشد   می
هر دو نمونه شیر و مدفوع از آنها گرفته شده بـود       

 مورد بر اساس نتایج حاصل از بررسی نمونـه          19

 مورد بر اساس بررسـی نمونـه شـیر،    10مدفوع و  
این بدان مفهوم اسـت     . آلوده تشخیص داده شدند   

ي را  که تشخیص بر اساس شیر میزان شیوع کمتر       
نسبت به تشخیص بر اساس نمونه مـدفوع نـشان          

 ایـن  کـم  تعـداد %). 34در مقابـل  % 18(دهـد   می

توانـد   مـی  مـدفوع  بـا  مقایـسه  در شـیر  در باکتري
در تحقیقـی نـشان داده   . توجیه این اختلاف باشـد   

شده است که وقتی فراوانی عامل بیماري یـون در          
 باشـد، اثبـات   CFU/ml 10نمونـه شـیر کمتـر از    

ــضور ــط روش ح ــت  PCR آن توس ــشکل اس  م
)Pillai et al., 2001(  ــی ــود آنت ــین وج  همچن

تواند  میمتابولیت هایی مانند یون کلسیم در شیر        
  .)Singh et al., 2007( را مهار کند PCRواکنش 

  

  
 413 قطعـه  تـصویر  ایـن  در.  روي نمونه هاي مدفوعIS900 توالی PCR الکتروفورز محصولا -1شکل
 آلوده و بقیـه  7 و 4، 3، 1نمونه . شود می  مشاهدهP91 و P90آغازگرهاي  توسط شده رتکثی بازي جفت

  .)کنترل منفی: -Cجفت بازي، 100سایزمارکر : M100( پاك هستند
Figure 1- Electrophoresis of IS900 PCR products from stool samples. The 413bp 
fragment amplified by primers P90 and P91 can be observed. Samples 1, 3, 4 and 7 are 
infected and other is clear. (M100: 100bp size marker, C-: control -). 
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 413 قطعـه  تـصویر  ایـن  در.  روي نمونه هاي شیرIS900 توالی PCR الکتروفورز محصولات -2شکل
 آلوده و بقیـه پـاك   7 و 3مونه ن. شود می  مشاهدهP91 و P90آغازگرهاي  توسط شده تکثیر بازي جفت
 .)کنترل منفی: -Cجفت بازي، 100سایزمارکر : M100( هستند

Figure 2- Electrophoresis of IS900 PCR products from Milk samples. The 413bp 
fragments amplified by primers P90 and P91 can be observed. Samples 3 and 7 are 
infected and other is clear. (M100: 100bp size marker, C-: control -). 
 

 توجه داشت ه آننکته دیگري که باید ب
این است که مطالعه حاضر بر روي دام هاي 
مشکوك به یون انجام شده است، به همین لحاظ 

این . میزان فراوانی دام هاي آلوده بسیار بالاست
 (Soltani et al. 2008)یافته ها مطابق یافته هاي 

باشد که مطالعه اي بر روي نمونه  میدر مشهد 
 انجام IS900هاي مشکوك، به کمک تکثیر قطعه 

داده بودند و درصد آلودگی در مدفوع و شیر را 
همچنین . گزارش نمودند% 18و % 28به ترتیب 

گزارشات مختلف، میزان شیوع را در نواحی 
 به عنوان. مختلف بسیار متفاوت ارزیابی نموده اند

 ,Shahmoradi(% 11مثال میزان شیوع در اصفهان 

، )Chaleshtari, 2009(% 3، شهر کرد )2009
،  )Haji Hajikolaei et al., 2006(% 2اهواز 

، )Sadeghi-Garmarodi, 1993(% 7/3تهران 
، )Yousof-beygi et al., 2003(% 9/1ارومیه 
  )Haghkhah et al., 2008(% 23 تا 8/6فارس 

 میزان شیوع بیماري در .ستگزارش شده ا

گزارش % 54و هلند % 68، فرانسه %55دانمارك 
همچنین . )Nielsen & Toft, 2009(شده است 

 )Good et al., 2009(% 21میزان شیوع در ایرلند 
 گزارش )Sharma et al., 2008(% 6و در هند 
تفاوتی که میان مطالعه حاضر و با . شده است

کن است ناشی از سایر مطالعات وجود دارد مم
اختلاف بین روشهاي مختلف و تفاوت کیت هاي 

. )Van Weering et al., 2007(تجاري باشد 
 ,.Nielsen et al(همچنین مرحله شیرواري 

 و )Wells et al., 2006( زمان شیردوشی  )2002
 و سن )Wells et al., 2006(مرحله بیماري دام 

مایش  در نتیجه آز)Diéguez et al., 2007(گاو 
 در شیر گاوهاي MAPشناسایی . ها موثر است

 صورت گرفت 1935بیمار براي اولین بار در سال 
)Taylor et al., 1981( و بسیاري از مطالعات 

 در شیر خام و MAPامروزه بر روي شناسایی 
 ,.Slana et al(فرآورده هاي آن تمرکز یافته است 

2008b( . یکی از مسائلی که در مورد شناسایی
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MAP در شیر وجود دارد اهمیت آن از لحاظ 
تاثیر بر سلامتی انسان و ارتباط آن با بیماري 

 از طریق MAPراه اصلی انتشار . کرون است
مدفوع و راه اصلی انتقال آن به دام هاي مستعد از 

مصرف شیر و آب آلوده و یا بلع (طریق دهانی 
، )Ayele et al., 2001(باشد   می) مستقیم مدفوع

ین باکتري در منی و بافت هاي دیگر ولی ا
 Ayele(حیوانات مبتلا از جمله شیر وجود دارد 

et al., 2004; Khol et al., 2010( . این امر از
لحاظ انتقال بیماري به گوساله ها و یا انسان حائز 

 نی بر وجود ای مبنيشواهد. باشد  میاهمیت 
 زهی پاستورری به صورت فعال در شيباکتر

(Ellingson et al., 2005 ; Grant et al., 2002) 
 گزارش نیز )Mutharia et al., 2010(و گوشت 
همچنین مطالعات جدید نشان داده که . شده است

 در MAP بر روي Real-Time qPCRبا بررسی 
توان میزان شیوع   میشیر گاوهاي یک دامداري 

% 94این باکتري را در سطح گله ها با دقت 
این روش . )Slana et al., 2012(مشخص نمود 

تواند براي  میبه جاي آزمون تک تک گاوها 
بدست آوردن شیوع این پاتوژن در دامداري با 

الکتروفورز . هزینه بسیار کم استفاده گردد
 نمونه هاي روي IS1311 توالی PCRمحصولات 

در این . داده شده است  نشان3در شکل مدفوع 
 شده  توالی تکثیري جفت باز268تصویر قطعات 

 مشاهده M94 و M56توسط آغازگرهاي 
 در آنها به PCRنمونه هایی که واکنش . شود می

تولید قطعه مورد نظر منتهی شده است به عنوان 
  .نمونه هاي آلوده در نظر گرفته می شوند

   

  
در این تصویر قطعات .  روي نمونه هاي مدفوعIS1311 توالی PCR الکتروفورز محصولات -3شکل 

 و 4، 3، 1نمونه . شود  می مشاهده M94 و M56 بازي توالی تکثیر شده توسط آغازگرهاي  جفت268
  ).کنترل منفی: -Cجفت بازي، 100سایزمارکر : M100( آلوده و بقیه پاك هستند 7

Figure 3- Electrophoresis of IS1311 PCR products on stool samples. In this picture 
268bp fragments amplified by primers M56 and M94 are present. Samples 1, 3, 4 and 7 
are infected and other is clear.  (M100: 100bp size marker, C-: control -). 
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، 268قطعات . IS1311 توالی PCR روي محصولات (REA) نتایج آنالیز هضم اندونوکلئاز -4شکل 

جفت بازي، 100سایزمارکر : M100( ا قابل مشاهده می باشند جفت بازي در تمامی نمونه ه50 و 218
C- :کنترل منفی.(  

.Figure 4- Results of digestion with restriction endonucleases analysis (REA) of IS1311 

PCR products. 268, 218 and 50 bp fragment in all lines are visible (M100: 100bp size 
marker, C-: control -). 

  
 نمونه مورد 243 نمونه از 107در کل در 

 جفت بازي مورد نظر تکثیر 268بررسی توالی 
نتایج . شد که مطابق یافته هاي مرحله قبل بود

 نمونه 19 روي (REA)آنالیز هضم اندونوکلئاز 
مثبت نشان داد که همگی آنها مربوط به سویه 
گاوي مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیس هستند 

 Soltani et)نتایج  این یافته ها مشابه ). 4شکل (

al. 2010( مشخص کردن گونه یک . باشد می
ارگانیسم براي دستیابی به اطلاعات دقیق براي 

 De Juan(مطالعات اپیدمیولوژیک ضروري است 

et al., 2005( . در اغلب آزمایشگاه ها از روش
PCR-RFLP روي IS900 براي تعیین سویه 

توان . شود می استفاده Mapندي گاوي و گوسف
تشخیصی این روش به سبب تعداد نسخه محدود 

IS900همچنین در برخی از .  در ژنوم کم است
 خاص غالب است RFLPکشورها یک الگوي 

)Pavlik et al., 2000( . روشPCR-REA روي 
IS1311جایگزین مناسبی براي این روش می  -

ریعتر، باشد چرا که نسبت به آن کم هزینه تر، س
یافته هاي حاصل از این . ساده تر و دقیق تر است

تحقیق با این فرضیه که سویه گوسفندي نقشی در 
ایجاد بیماري یون در دیگر گونه ها ندارد، در 

توان به عنوان عامل   میحالیکه سویه گاوي را 
مشترك بیماري یون در بین بسیاري از گونه ها در 

  ,.Whittington et al)نظر گرفت، مطابقت دارد 
، هر چند که شواهدي دال بر رد این )2000

 ,.Whittington et al(فرضیه ارائه شده است 

همانطور که قبلا گفته شد روش هاي . )2001
 وجود دارد، اما در MAPمتعددي براي شناسایی 

 جایگاه ویژه PCRبین آنها روش هاي مبتنی بر 
ه شناسایی به کمک علائم بالینی ساد. اي دارند

ورود باسیل یون به  ترین روش است اما بعد از
بدن دام و پیدایش عفونت اولیه، حیوان ظاهراً 

رسد و ممکن است این حالت  میسالم به نظر 
در طول این مدت . ماه ها و یا سال ها ادامه یابد

دام ناقل باعث آلودگی دیگر دام ها خواهد شد 



)1391، بهار و تابستان 1، شماره 4دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي   

 ٩١

)Whittington & Sergeant, 2001( . روش
 )Rademaker et al., 2007( کروبیکشت می

 ولی نقطه ،کند  میبسیار اختصاصی و دقیق عمل 
ضعف آن زمانبري بالاي آنست که حدود شش 
هفته و یا بیشتر براي نتیجه گیري به زمان نیاز 

 کار با این زیرگونه بیماریزا ،علاوه بر آن. دارد
 ,.Ayele et al(باشد   میخطرات خود را نیز دارا 

2005; Slana et al., 2008b( . روش هاي مبتنی
بر تشخیص آنتی بادي اختصاصی نیز محدودیت 

 بستگی به MAPواکنش بدن به . هایی دارند
مرحله اي دارد که باکتري از دیدگاه بیماریزایی در 

باکتري در اوایل ورود به بدن در فاز . آن قرار دارد
Tuberculoid stage قرار دارد در این مرحله بدن 

ولی تا زمانی . دهد میش ایمنی سلولی نشان واکن
نی  نشود ایمLeproid stageکه باکتري وارد فاز 

به همین دلیل . شود میخونی بر علیه آن فعال ن
توان وجود   میبر اساس تیتر آنتی بادي خون ن

این پاتوژن در بدن را در اوایل آلودگی به آن 
روش . )Chiodini et al., 1984(شناسایی نمود 

PCR امروزه به عنوان یک روش مدرن و سریع 
شود، ولی  می استفاده MAPدر تشخیص 

 در PCRاطلاعات درباره حساسیت و ویژگی 
 ,.Wells et al)مقالات مختلف متفاوت است 

دهد   میشواهدي ارائه شده که نشان . )2006
بسیاري از پرایمرهاي طراحی شده براي تکثیر 

ابه مربوط به توانند یک قطعه مش می IS900قطعه 
تریوم آویوم را نیز یک زیر گونه دیگر مایکروباک

این امر . )Englund et al., 2002(تکثیر نمایند 
. کند میاستفاده از این جایگاه را با تردید مواجه 

جایگاه هاي اختصاصی دیگري نیز براي شناسایی 
MAP به کمک PCRقطعات .  پیشنهاد شده اند

 HspX و f57نند درون جایگیر تک نسخه اي ما
(Ellingson et al., 1998)  و قطعه درون جایگیر

 ,.ISMav2 )Strommenger et alسه نسخه اي 

شناسایی بر اساس  .باشند  می از این دسته )2001
این قطعات به خاطر تعداد نسخه کمتر نسبت به 

IS900 که نسخه هاي متعددي از آن در ژنوم 
MAPوجود دارد، داراي حساسیت کمتري  

خواهد بود ولی امکان تولید نتایج مثبت کاذب 
با توجه به گسترش روش . کاهش خواهد یافت
Real Time qPCR به منظور بررسی کمی MAP 

 به دلیل چندین IS900و این نکته که قطعه 
اي بودن گزینه مناسبی در مطالعات کمی نسخه
باشد، استفاده از قطعات تک نسخه اي مانند نمی
f57ژه اي دارد  جایگاه وی)Slana et al., 

2008b( . همچنین براي افزایش دقت، استفاده از
 نیز پیشنهاد شده ISMAP02قطعات دیگري مانند 

قابلیت اطمینان در استفاده از هر دو قطعه . است
IS900 و ISMAP02 باشد   می با هم برابر

)Stabel & Bannantine, 2005( . ولی با استفاده
حساسیت آزمون توان  می nested PCRاز روش 

یعنی اینکه مقادیر کمتري . افزایش داد% 10را تا 
 قابل تشخیص خواهد بود، هر چند که MAPاز 

 یابد میاحتمال ایجاد نتایج مثبت کاذب افزایش 
)Douarre et al., 2010( . جداي از محدودیت

هایی که روش کشت دارد این روش نسبت به 
باشد   میز روش مولکولی داراي برتري هایی نی

)Douarre et al., 2010( . همچنین در انتها
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بایستی به این نکته اشاره کرد که روش توالی 
یابی روش استاندارد طلایی براي تعیین سویه 

، اما به سبب گران )Bhide et al., 2006(است 

بودن این روش امکان استفاده گسترده از آن در 
  . سطح عملی وجود ندارد
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Abstract 

The purpose of this study was to identifying the M. avium paratuberculosis (MAP), 
investigating its outbreaks and optimizing a fast, accurate and simple method based on PCR 
and RFLP for detection of this subspecies and their strains. This pathogen cause a chronic 
infection called Johne's disease. Johne's disease a ruminant chronic infection and 
economically, is one of the most important disease in livestock industry. 243 fecal samples 
and 56 raw milk samples of suspected cattle, from some farms of Mashhad were gathered. 
After DNA extraction, in order to identifying contaminated samples, a specific MAP insertion 
segment called IS900, with length of 413bp was amplified with PCR using P90 and P91 
primers. Then, in order to determining the cow and sheep strains of MAP, 268bp fragment of 
insertion segment IS1311  was amplified with PCR using M56 and M94 primers. The 
resulting fragments were digested with HinfI restriction enzyme. 107 of 243 stool samples 
(44%) and 10 of 56 raw milk samples (18%) were identified as infected with MAP. Among 
56 Milk and feces samples taken from the same animal, 19 stools and 10 milk samples were 
identified as infected (18% vs. 34%). Results of enzymatic digestion also showed that all 
detected MAP were from bovine isolates. 
Keywords: M. paratuberculosis ,Johne's disease,  IS900, IS1311, REA-PCR. 
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