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 چکیده
مایکوبااکتریو   بب کنندگان باا عامام م ا   رونده در نشخواردید، مزمن و پیشبیماری یون یا پاراتوبرکلوزیس نوعی التهاب روده ش   

کند. شیری وارد می هایویژه گاوداریادی فراوانی به صنعت دامپروری بهخ ارات اقتص باشد کهپاراتوبرکلوزیس می گونهتحت آویو 

مایکوبااکتریو   ایان ماالعاه باا هادا آناالیز فیلو نتیا         .شناساند بیماری کرون در ان ان می کنندهایجاد عاممآن را دیگر  سویاز 

نمونه مدفوع گاوهاای مشاکوب باه     011تعداد از در این ماالعه  های استان تهران انجا  گردید.جداشده از گاوداری راتوبرکلوزیسپا

و از صورت گرفات   Nested PCRواکنش  IS900سپس با استفاده از پرایمرهای اختصاصی  ن انجا  شد  DNAاستخراج  ،بیماری یون

 82. در این ماالعه در مجماوع  به شرکت ماکرو ن کره ارسال گردیدیابی یبرای توال طور تصادفیهنمونه ب 01 ،موارد مثبت جدا شده

یاابی  مثبات باود. بعاد از تاوالی     پااراتوبرکلوزیس  گونهوجود باکتری مایکوباکتریو  آویو  تحتنمونه مدفوعی از نظر  011نمونه از 

 حاضر عهماالهمچنین نتایج  .وجود داردهای موجود در بان   ن شباهت درصد با توالی 99بیش از  ملاحظه گردید که ای مثبتهمونهن

های حاصم از این بیشترین تفاوت را با جدایه  CP000325 سویهبیشترین شباهت و   AE016958 و KJ629114 های هسوینشان داد که 

و  CP009614 و  AE016985 ، CP005928 هاای ساویه نیز بیشترین شباهت مربوط باه   GyrB دارند. در مورد  ن  GyrAماالعه در  ن 

ارزشامندی   روشتواناد  مای  Nested PCR تکنی نشان داد که  ماالعهنتایج باشد. می GU143884 سویه وط بهمربهم بیشترین تفاوت 

  پاراتوبرکلوزیس در حیوانات باشد. گونهتحت مایکوباکتریو  آویو یی برای شناسا
 

 .تهران، فیلو نتی آنالیز ، پاراتوبرکلوزیس گونهتحت مایکوباکتریو  آویو  ها:واژه کلید
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 مقدمه
سرری    بیماری ملوزیس یک بیماری یون یا پاراتوبرک   

باشرد کرا از   رکنندگان مر  های مرمم  نخراوا  از عفونت

سرازمان هاران    بنردی  تقسیم Bگیری در رده لحاظ هما

ای   (.Vasnick et al., 2005) است حیوانات قرار گرفتا

تری    از لحاظ اقتصرادی  بیماری از هنبا شیوع گسترده

هرا در نرن ت دامورر ری محسرو      تری  بیماریماماز 

عامل بیماری باسریل    (.Douarre et al., 2010) شودم 

اسرررت کرررا در راسرررتا اکتینومایسرررتاد   در  رررانواده 

مایکوباکتریاسرررا   هرررنس مایکوبررراکتریو  برررا نرررا   
Mycobacterium avium subspecies 

paratuberculosis   یررا بررا ا تصررارMAP   قرررار دارد

(Jagdeep et al., 2009; Alexander et al., 2009 .)

هرا را  مایکوبراکتریو   هرای ننر  از لیویرد     هود دیرواره 

)هیردر فو ( درآ رده     گریمهای آ نورت باکتریبا

 نمایرررد.مقرررا   مررر  نسررربت برررا عوامرررل محی ررر  

 را  ر ی نباترات   در    های محی   درباکتریو مایکو

زای ای بیمرراریهررشرروند. مایکوبرراکتریو آ  یافررت مرر 

چنری   شوند   هرم باری توسط حیوانات مبتلا دفع م اه

 توانند در محریط بررای مردت  نروبن  براق  بماننرد      م 

(Quinn, 2002.)     تکثیر هر  در مارا  باعرت تحریرک

یا پاسخ گرانولوماتوزی در ناحیا ایلئو  شده   سوس ناح

در مرروارد    شررودسررکو    انتاررای قولررون درگیررر مرر 

هرای  ضای ات در سراسر ر ده   عقرده  بیماری پیخرفتا 

چنی  از علائم بارز هم .شودای مخاهده م لنفا ی ناحیا

های مبرتلا برا بیمراری    مخاهده شده در کالبدگخای  دا 

ترا   3ضایم شدن دیواره ر ده با میرمان  مذکور م  توان 

آن اا   وردگ  مبرابر ضاامت نبی   همراه با چی  4

تلیوئیردی  های اپر    از افمایش سلودکا ناش اشاره نمود

نبانبرای     حسرن   ) باشدهای زیری  ماا  م در بیا

بیمراری   (.De Meneghi et al., 2006 ;0331فیرر زی   

 0333-0341یررون در ایررران برررای ا لرری  بررار در سرراد 

هرا عامرل   توسط  لیلر    نلاچیران شناسرای  شرد آن    

داترر  بیمرراری را از مرردفوع گا هررای نرر اد هرسرر   ار 

های ن هدا کردند   منخا عفونت را دا شرکت نفت آبادا

ها مقرام    هردایت    از آن اردات  گمارش نمودند. پس 

ای  بیماری را در یک راس گا  هلختای   0341در ساد 

 (.0331نبانبرای    فیرر زی    حسرن   ) گمارش کردنرد 

از  هرا  ایر بیمراری افمایش حساسیت با سر  کاهش تولید 

 حررذپ پرریش از موعررد  ش ژنتیکرر  دسررت رفررت  ارز

زایر  از پیامردهای اقتصرادی    افمایش فانلا بی  گوسالا

 تراییر با علت بیماری مذکور  چنی هم ای  بیماری است.

پررر تئی     ر ی ترکیبررات شرریر باعررت کرراهش چربرر  

  کانوریشود. باهای سوماتیک در آن م افمایش سلود

کیلوگر   2/7ا ت 83/0 بی  ای کاهش تولید شیردر م ال ا

کرا د ره  چنی  برا توهرا برا ایر     هم در ر ز بوده است.

کمون بیماری یون در گا  بسیار نوبن  است   در ن  

قادرنرد کرا ت رداد زیرادی از     ای  زمان حیوانرات آلروده   

باکتری عامل ای  بیماری را دفع کرده   موهب آلرودگ   

بنابرای  کنترد بیماری یرون برد ن در ن رر    محیط شوند 

رفت  آزمون  کرا بتوانرد نراقلی  برد ن علائرم برالین        گ

پذیر را شناسای  کند امکان تحت بالین () بیماری مذکور

 (. Beaudeau et al., 2007) نیست

های مورد توها در مرورد  از هنبا از نرپ دیگر یک    

MAP  آن برا بیمراری کرر ن    احتمال  ارتبا (Crohn's 

Disease) مخرابا یرون در   ری ممم  است کا یک بیما  

 براکتری مرذکور  با توها با هداسازی  کا باشدانسان م 

کر ن تصور بیماری   بیماران مبتلا با بر  ر ده ز بافتا
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د یرل در ایاراد بیمراری      یکر  از عوامرل  کرا  شود م 

 ;Verlain et al., 2011) باشرد  MAPمذکور براکتری  

Elena et al., 2012 .)کنند  ای از محققان نیم بیان معده

کا حت  ممک  است ب د از پاستوریماسیون شیر نیم ایر   

زا در شیر زنده باق  بمانرد   از ایر  نریر     هر  بیماری

ه سلامت  در س ح هام را  با عنوان یک عامل تادیدکنند

توانرد از نریر    مر   عقیده بر ای  است کا .خودبم رح 

چنری  گوشرت   محریط برا     شیر  ا    پاستوریمه   هم

مایکوبرراکتریو  در م ررر   منبررع فرعرر   عنرروان یررک
از  (.Donaghy et al., 2008) قرار گیرد پاراتوبرکلوزیس

هرا بررای   تره زیرادی از ر ش گسر  MAPزمان شناسای  

اسرت کرا   در حیوانات آلروده برا کرار رفترا     شناسای  آن

اسرتفاده از    شامل تخایص سنت  بر اساس علائم بالین 

 ELISA(Jorgensen and  ن یرر  سنا های ایمن ر ش

Jensen, 1978)   مولکول  مررتبط برا  های ر ش PCR 

 ایناآشریا  PCR   (Vary et al.,1990) ساده PCR مانند

(Stable et al., 2002)   Real–Time PCR 

(O'mahony and Hill, 2004 ر ش کمرر   ) Real–

Time (Slana et al., 2008 م )چنری  ر ش  هرم  .باشد

RFLP  همراه با ر شPCR    یا برا ا تصرارPCR-REA 

اسرت  ها قبل بررای ایر  کرار پیخرنااد شرده     نیم از مدت

(Eriks et al., 1996).  حت  بدی  من ور در یک گمارش

-اسنا  فاز هامد استفاده   باینر استفاده از ر ش سلود

البترا بایرد    .(D' Haese et al., 2005سازی شده اسرت ) 

عنروان  با  توها داشت کا هنوز هم ر ش کخت سلول 

 MAPها با من ور تخرایص  ر ش انل  در آزمایخگاه

( در Douarre et al., 2010گیررد ) مورد استفاده قرار م 

با لحاظ  PCRهای مبتن  بر های مذکور ر شبی  ر ش

ای  یر ه همینا کم   حساسیت زیاد هایگاه   سرعت باب

برررای  PCRهررای  کررا از دارنررد. امررر زه بیخررتر ر ش 

برند مبتن  برر شناسرای  ق  را    م  باره MAPتخایص 

DNA  در ن هررایگیرIS900 ( هسررتندSlana et al., 

 آنرالیم فیلوژنتیرک   م ال را هدپ از انارا  ایر    . (2008

راتوبرکلوزیس هردا  پرا  گونرا تحت مایکوباکتریو  آ یو 

 باشد.های استان تاران م شده از گا داری

 

 هامواد و روش
 011ق  ر  ر ی  م–با نرورت تونریف   م ال ا ای     

نمونا مدفوع گا های مخکو  با بیمراری یرون ) اهرد    

 اسرتارا   . بررای شداناا   تاران استاندر  (بالین علائم 

DNA   از کیت استاراDNA    سا ت شررکت سریناژن

(DNA Purification DNP TMKIT  اسرتفاده ) شرد   

DNAاستارا  شده تا زمان انارا    هایPCR   در فریرمر

ا برا  داری شدند. البتا برا توهر  نگا سلسیوسدرها -21

قبرل از    در مردفوع  PCR عوامل بازدارندهنل ت بابی 

سرازی  رقیر   81با  0ها با نسبت نمونا DNAاستارا  

از هفررت  Nested PCRبرررای اناررا  آزمررایش  شرردند.

برا   IS900پرایمرهای نراح  شده  بررای شناسرای  ژن   

 De) اسررتفاده شررد  2118ر ش دی منگرر  در سرراد  

Meneghi et al., 2006.) تمام  آزمایخرات   درPCR  از

 MAPای از نمونرا  .گردیرد شاهد مثبت   منف  اسرتفاده  

برا عنروان     بود یاب    تایید شدهتوال  IS900کا قبلاً با 

کنترررد منفرر  دارای کلیررا  .کنترررد مثبررت اسررتفاده شررد

کا هم حام  بودالگو  DNAبا هم  PCRگرهای  اکنش

 .دشآن آ  مق ر اضافا 

 PCR   برررای اناررا  مرحلررا ا د مرحلااه اولPCR  از

   پرایمرهای
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S1:   5'-

GGGTTGATCTGGACAATGACGGTTA-3'     

572 bp 

R3:  5'-AGCGCGGCACGGCTCTTGTT-3' 

شد کا محصود هفرت پرایمرر مرذکور پرس از     استفاده 

 باشرد م  bp 872ای با اندازه ق  ا PCRاناا  آزمایش 

مرحلرا ا د در حارم    PCRگرهای مربو  برا   اکنش  

ای  مالرو    .میکر لیتر باهم مالو  گردیدند 28ناای  

میکر مود از  2/1الگو   یDNAمیکر لیتر از  8/2شامل 

میکر مرود   dNTPMix  8/0میکر مود  211هر پرایمر  

MgCl2   8/2   میکر لیتررر بررافرPCR   8/2  احررد از 

  از شرکت کا همگبود  Tag DNA Polymeraseآنمیم 

ر ی  PCRگرهای  اکنش شده بودند.ناژن ایران تایا سی

هرا در دسرتگاه     بلافانرلا نمونرا   گردیرده یخ مالرو   

 ,Mastercycler Gradient, Eppendorfترموسرایکلر ) 

Germany ارتر  مرورد   ی حربرنامرا  سروس  گرفتا( قرار

 38دقیقرا  سروس    8سلسریوس  درها  34: استفاده شامل

 88یانیا   31سلسیوس  درها 34 ا دمای  با ترتیب چر

یانیا  31سلسیوس درها  72یانیا    31سلسیوس درها 

دقیقرا تن ریم    7سلسیوس درها  72  یک مرحلا ناای  

 . (De Meneghi et al., 2006) گردید

PCR    برررای اناررا  مرحلررا د   مرحلااه دوPCR  از

 پرایمرهای  

S2:   5'-

GGAGGTGGTTGTGGCACAACCTGT-3'      

432 bp 

R1:  5'-CGATCAGCCACCAGATCGGAA-3' 
کا محصود هفت پرایمر مرذکور پرس از    شد استفاده   

 .باشرد م  bp 432ای با اندازه ق  ا PCRاناا  آزمایش 

گرهرای  در ای  مرحلا هما شرایط مانند مالو   اکرنش 

PCR    برناما زمان    دمای  م اب  مرحلا ا د برود برا  

 8/2ه شرامل  الگوی مرورد اسرتفاد   DNAای  تفا ت کا 

کا با نسبت  بودمرحلا ا د  PCRمیکر لیتر از محصود 

. سوس گردید  با مالو   اکنش اضافا رقی   011با  0

درنرد توسرط    8/0برا ژد آگرارز    با انارا  الکتر فرورز  

 UVآمیمی شد   با اسرتفاده از نرور   اتیدیو  برماید رنگ

های حانل از استارا  نمونا گرفت. مورد ارزیاب  قرار

هارت ت یری    ر ی ژد  همراه با پرایمرهرای مربرو     از

 با شرکت ماکر ژن کره ارساد گردید.توال  نوکلئوتیدی 

کررا   IS900ابترردا نوکلئوتیرردهای ق  ررا مربونررا از ژن 

-مر    Transposaseمسئود کد کردن پرر تئی  فرضر    

  سرریلا ت بیر  تروال  نوکلئوتیرردی د  رشرتا   باشرد برا  

Forward    Reverse   ایمرهررای مررورد پر  ترروال

-تروال   (.et al., Franck 2012) با دست آمرد   استفاده

دست آمده در بانک ژن یبت   برا انارا  آزمرون    اهای ب

BLAST   افمارهرای  با  سیلا نررBioedit   DNAstar 

های سرایر کخرورها     با یافتا شدفیلوژنتیک اناا  آنالیم 

 مقایسا   نتایج تحلیل   تفسیر گردید. 
GyrA locus 34 Primer  

 F: TGTTCTTCACCACCCAGGGCCGGG         
443bp   
R:TTGAGCGACAGCAGGTAGTCGTCGGCG 
     
GyrB locus 45 Primer  
 F: TTGGTGCGCCGCAAGAGCGCAACCG       
407bp  
R:ATTTCAGCTTGTACAGCGGTGGC 

 
 هایافته
های استارا  شده پرس از الکتر فرورز   DNAکیفیت    

ده   مورد تایید قرار گرفت   برای ر ی ژد آگارز مخاه

 011شرد. از   مناسب تخایص داده Nested-PCRاناا  

  شد مثبت نمونا  PCR   23نمونا مورد م ال ا با ر ش

(.0 )شرکل  یاب  ارسراد گردیرد  نمونا با توال  04از آن 
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 باشدمنفی می نترلک 4کنترل مثبت و  3های شماره لوده وهای آنمونه 2 و 1 هایشمارهMAP برای تشخیص  Nested PCRنتایج حاصل از  -1شکل 

 (شرکت فرمانتاز bp05)مارکر 

 

 بررسی و مقایسه توالی نوکلئوتیدی و آنالیز فیلوژنتیکی

 NCBIها پس از بلاست در دیتابانرک  یاب نتیاا توال    

مقایسرا   Gene Bank درهای موهود با یکدیگر   هدایا

افرمار  آمرده برا اسرتفاده از نرر     دست اهای بشد   توال 

Bioedit   DNAstar پس از  .آنالیم فیلوژنتیک اناا  شد

Alignment  هرای یبرت   توال  مورد هدپ با دیگر توال

ترسیم در ت شباهت برا نرورت زیرر     NCBIشده در 

ه دسرت آمرد  اهای ب(.  توال 2   3 های)شکل اناا  شد

رنرد  د 33 برابی  NCBIهرای یبرت شرده در    با تروال  

 (.2   0 د ا)هد شباهت را نخان داد
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 گیریبحث و نتیجه
های کنترد بیماری یون با  هرود یرک   موفقیت برناما   

 سریلا آن  ار ش تخایص  سریع   دقی  نیاز دارد کا بر 

بتوان حیوانات ناقرل ایر  عامرل عفرون  را تخرایص        

های گوناگون تخایص کنترد نمود. با  هود ابداع ر ش

با کارگیری   در حیوانات رکلوزیسمایکوباکتریو  پاراتوب

هررا مسررتلم  نرررپ  قررت    بسرریاری از ایرر  تکنیررک

ای باشد. با کخر   اکرنش زنایرره   های گماف  م همینا

ای  ر ش ارزشرمند در   کاربردپلیمراز محققان نسبت با 

هرای  تخایص عوامل عفرون  برا  یر ه میکر ارگانیسرم    

ون بیمراری یر   نیرقابل کخت   یا دیررشد تخوی  شدند.

ای گرانولوماتوز   ممم  اسرت کرا در   بیماری ر دهیک 

کننردگان ممکر  اسرت ایاراد     نی   سی   از نخراوار 

مردفوع      –ای  بیماری نالباً با نرورت دهران    .شود

 یابرد نری  شریر   هفرت آلروده انتقراد مر       چنی  ازهم

(2005 et al., Berghaus بررا علررت بیمرراری   )  زایرر

   سارت ناشر  از کراهش    مختر  بی  انسان   حیوان

هرای درگیرر از اهمیرت زیرادی بر روردار      تولید در گلا

میلیون هفرت براز    8باشد. ژنو  ای  باکتری از حد د م 

ژن تخرکیل   4811قوی با بریش از  در یک کر موز   حل

هفت باز  0108است   نود متوسط هر ژن در آن  شده

شرامل   زای مرتبط با ای  باکتریهای بیماریژن .باشدم 

hspx  F57   IS900      هستند کرا مرا در ایر  تحقیر  از

برررررای شناسررررای   IS900ترررروال  در ن هررررایگیر 

پرراراتوبرکلوزیس اسررتفاده کررردیم. بررا من ررور حصررود  

هرا برا   درنمونرا   MAPبراکتری  DNAانمینان از  هود 

  GyrB هرای  هرای ژن ژنوتیر  کمک پرایمرهای تحرت 

GyrA ًآر سر  پر   برای افرمایش دقرت شناسرای     ماددا

 33شدند. نتایج حانل از ایر  مقایسرا قرابرت بریش از     

ها را تایید نمود. البتا توال  سکانس شده درندی هدایا

ژن یررک باشررد کررا مرر  MAPمربررو  بررا  IS900 ژناز 

حفاظت شده است. دلیل انتاا  ای  ژن کسب انمینران  

ها   عد   هود   را  بودن هدایا MAPدرندی از ند

 چنرری  برراکتریآزمررایش بررود. هررم در مراحررل ماتلرر 
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دارای  پراراتوبرکلوزیس  گونرا تحتمایکوباکتریو  آ یو  

 احرد  د  تحت A B . باشدم  GyrA   GyrB های ژن

باشررند کررا از نریرر    مرر  DNA Gyrase آنررمیم

)کاهش DNA شدن مولکود منار با باز  ATPهیدر لیم

هرای  از نریر  تبردیل سروپرکویل     DNA فخار دا لر  

شود کا در ضرم     مثبت با حالت استراحت( م منف  

را  )عدد پریشش(  Linking number ای  عملکرد میمان 

دهرد. در ایر  م ال را برا     با مقردار د  عردد تیییرر مر     

هررای مررذکور توانسررتیم    پرایمرهررای ا تصانرر  ژن 

 گونرراتحررت مایکوبرراکتریو  آ یررو   آنالیمفیلوژنتیررک

ت یی  تروال  بررای    نتایج .اناا  دهیمرا  پاراتوبرکلوزیس

ها تفرا ت نوکلئوتیردی   داد کا بی  نمونانخان GyrAژن 

برا توهرا برا دنردر گرا  ژن       برا عبرارت    . هود ندارد

GyrA های حانل از تحقیر   مخاص گردید کا هدایا

 GYRA10)الرررر   GYRA1هدایررررا  01) حاضررررر

( نسبت با هم داشرتا    %011) تری ویخا ندی نمدیک

انررد. برررای ت یرری   هررود رفترراگ سررتر قررراردر یررک کلا

های گرمارش شرده از   ا تلاپ نوکلئوتیدی با سایر نمونا

 029113)(   EU 029115هرای ) کخور اسروانیا هدایرا  

EU ( کخررور آمریکررا هدایررا   )AE 016958 مررورد )

هرا نخران داد کرا نترایج ایر       یافترا  .مقایسا قرار گرفت

 تحقی  با نترایج گرمارش شرده از کخرور آمریکرا کراملاً      

بررا توهررا بررا  شررده  بررا نتررایج گررمارش دارد م ابقررت 

هرای   اسوانیا با ترتیب بررای هدایرا   کخور ها ازدر تشا

(029115 EU(   )(EU029113 3/33   8/33  درنرررد

شرده مربرو  برا    دهد   تفا ت مخاهدهشباهت نخان م 

در هرر   003هایگاه شماره در  CA یتبدیل نوکلئوتید

در هایگاه شرماره   CT ید  تبدیل نوکلئوتی د  هدایا

هارت افرمایش    .باشرد م  EU029113)در هدایا ) 232

فیلوژنیرک از ت رداد بیخرتری     دقت برای رسرم در رت  

ت راب     استفاده گردید کا ضم  تایید نتایج فرو   نمونا

دهرد  ش قبل  از کخور ایرران را نخران مر    نتایج با گمار

-اا هدایر از کخور ایران ب KJ629114)کا هدایا )نوری

ترر   های حانل از تحقی  حاضر  ویخرا ندی نمدیرک  

برای   نتایج حانل از تحقی  حاضر بیختری دارد. علا ه

از سرایر   MAPبا سرایر نترایج گرمارش شرده در مرورد      

دهد کا ایر  ا تلافرات در   کخورها ا تلاپ را نخان م 

  (AP012555   )(CP009614)هررررررررای هدایررررررررا

(CP009499)(  CP002275(  )AY063753)  

(CP000325(  )CP003899(   )FO203509 ) در

نرور  اضرح مخراهده    ( با2)شکل  یلوژنتیک فدر تشا 

نیرم مخراهده    GyrBنتایج مخابا  در مورد ژن شود. م 

 01) آمرده از ایر  تحقیر     دستهای باگردید کا هدایا

بسیار مخابا هرم بروده    GYRB10)ال   GYRB1هدایا 

 شرده هرای ت یری  تروال    اا تلاف  بی  نمون  کانوریبا

 GyrBبا توها با دندر گرا  ژن   چنی هم هود ندارد. 

 016958) تحقی  حاضر با هدایا با دست آمده ازنتایج 

(AE داشتا  ل  با هدایا  از کخور آمریکا کاملاً مخابات

 EU 3/33) 029112) هررای حانررل از کخررور اسرروانیا  

اهت شرب درند  EU  8/33) 029114) هدایا    درند 

تفررا ت مربررو  بررا تیییررر  کررا ایرر   (3 )شررکل دارنررد

در هر د   74در توال  هایگاه شماره  TCنوکلئوتیدی 

 347در هایگاه شماره  CTنمونا   تیییر نوکلئوتیدی 

توهرا برا   چنری  برا   است. هرم ( EU 029114) در نمونا

های حانل از تحقی  حاضر هدایا  در تشا فیلوژنتیک 

 (CP009614(   )CP005928) هرررایبرررا هدایرررا 

  ویخا ندی بیختری دارد.
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هرای  سرایر نمونرا   GyrBبا توها برا دنردر گرا  ژن      

کخورها تفرا ت بیخرتری را نخران     گمارش شده از سایر

( در 3)شرکل   ها در باش نترایج دهند کا ای  تفا تم 

(  JQ582478(  )CP003324) هرررررررراینمونررررررررا

(GU143884(  )CP006936(   )CP002275 )هده مخا

هرا  های مخراهده شرده بری  نمونرا    دلیل تفا ت شود.م 

 ای باشد.  های من قامک  است با دلیل تفا تم

ها مخاص ها   شباهتبا بررس  ای  تفا ت  بنابرای    

برا   GyrA    GyrBهایهای حانل از ژنهدایاکا شد 

نددرنردی   م ابقت داشرتا   مخرابات   همدیگر کاملاً

 33ست آمرده بریش از   داهای بال با نور کل  تو .دارند

( Gene Bank) های موهود در بانک ژن درند با توال 

در  2100  همکرراران در سرراد  هیمررمشررباهت داشررت. 

انسران    در بیماری کر ن بی  نخان دادند کا  م ال ا ای

 .اسرت   هرود دارد  هرای  شباهت بیماری یون در حیوان

تاییرد   MAPنمونا  31از ت داد  PCRبا ر ش   چنی هم

های حانرل از  در ایم لا VGI-17   VGI-18کردند کا 

 .(James et al., 2011) باشرند مر   ای  بیماری مخرتر  

ای م ال ادر  2102در ساد     همکاران فرانک چنی هم

   IS900-RFLPهررای مخراص کردنررد کررا برا تکنیررک  

PFGE  هرای  توان سویامMAP      را برا د  نروع برمر

( C-type) ی(   یرا گرا   S-type) یانلب با نا  گوسفند

هرا    ا تسرری تفر  هرا دارای یرک  تقسیم کررد کرا ایر    

 ,.et al 2012) ها هسرتند های ژنتیک  بی  ایم لاخاباتم

Franck.)  هرران توسررط کرراتحقیقرر   2102در سرراد   

های نخان دادند کا بی  سویا  ش نورت گرفتهمکاران

گوسرفند   پراراتوبرکلوزیس گرا      مایکو باکتریو  آ یو 

توانرد در تخرایص   تبا   هود داشتا   ای  آنالیم مر  ار

  (.,John  2012) کمرک کنرد   فنوتیو  ماتلر   افتراق 

بررسر    2117ای در سراد    همکاران در م ال اسینگ 

مرردفوع     Milk-ELISA   IS900 PCRحساسرریت 

در گوسفندها   بمهرا نخران    کخت مدفوع   کخت شیر

 کخرت شریر    %6/34ع دادند کا حساسیت کخرت مردفو  

0/36%   Milk-ELISA4/33%   PCR   23مرردفوع% 

در بررس  دیگری   همکاران    لم (.,Singh 2007) بود

 مایکوبراکتریو  پراراتوبرکلوزیس  برای تخرایص شریوع   

نمونا  0313در  Milk-ELISAمدفوع     PCRتوسط 

 Milk-ELISA   %23مدفوع    PCRدر گا های شیری 

در (. ,Wells 2006) را نخران دادنرد  موارد مثبت  7/28%

در ساد  همکارانش    واهح  توسط کا یگرید م ال ا

  یری ت  یبررا   فرارس  اسرتان   در ایرران  کخور در 0337

  شد اناا  تانک بالک ریش PCR لای س با یماریب وعیش

 مر دشت راز یش) فارس استان من قا سا در گلا 001 از

 گلا 02 ت داد  یا از کا شد اناا  یریگنمونا( دانیسو  

. انرد بروده  مثبرت   IS900-PCR تسرت  اسراس  بر( 00٪)

 ٪23 ترا  ٪6/3 از  تفا ت ماتل  منان  در یماریب وعیش

ها در استان فرارس  آمار پایی  آلودگ  گلا .دهد م نخان

با آمار با دست آمده در اسرتان تارران در ایر  تحقیر       

 نمونرا  حارم  م ال را   یر ا در البتاتفا ت فاحخ  دارد. 

 ریش تریل لیم DNA  8/1 استارا  یبرا شیر بالک تانک

 شررانس نمونررا  ییپررا ریمقرراد از اسررتفاده. اسررتبرروده

حرر   ررواه   ) دهررد مرر کرراهش را یبرراکتر یهداسرراز

  2112ای کررا در سرراد  در م ال ررا (.0337همکرراران  

ایالررت کخررور  01گلررا از  60  همکررارانش در  اسررتابل

نترایج حانرل از ابیرما   کخرت     انرد   آمریکا اناا  داده

   PCRمدفوع انفررادی گا هرا را برا نترایج حانرل از       

انرد.  ها  مورد مقایسا قرار دادهکخت شیر بالک تانک گلا

های انتاا  شده  حداقل یک مورد گرا  ابیرما   تما  گلا
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تحرت بررسر  در    هرای از هرکدا  از گلرا مثبت داشتند. 

شیر بالک تانرک بررای    گیریبر نمونا ای  م ال ا  علا ه

PCR      متناسب با سایم گلا ت دادی گا  انتاا  شرده

گرا    702)در ماموع  ها کخت مدفوع با عمل آمداز آن

 در .گلا انتاا  شده بودنرد(  60کا با نورت اتفاق  از 

-IS900 Nested  تسرت  در( %63) فرار   38 م ال ا  یا

PCR ( %4/82)  گلرا  00 نکایا توها هالب. بودند مثبت

 مرردفوع کخرت  در  مثبترر مرورد  چیهر  کررا ی هرا گلرا  از

 مثبرت  موارد ایبق   بودند مثبت PCR تست در نداشتند 

 مردفوع  مثبت کخت مورد 0 حداقل کا بود یاگلا 24 از

 مثبرت  کخت مورد کی حداقل کا گلا 7 در ل  . داشتند

  چنری  هرم  .اسرت بروده   منف ریش PCR هوا  داشتند 

داقل سرا راس گرا  ابیرما مثبرت     های  کرا حر  گلا 73%

انرد. ایر    د  کخت شیر بالرک تانرک مثبرت داشرتا    داشتن

س گا  ابیرما مثبرت   أهای  کا یک یا د  ردرند در گلا

ای  محققران برر ایر  نکترا      است. %43اند  برابر با داشتا

های ابیما مثبت  کرا کخرت   کا حت  در گلا ندتاکید داشت

ن آلرودگ  شریر برا    باشرد  امکرا  مدفوع گا ها منف  مر  

 (.et al., Stable 2002)  هرررود دارد MAPبررراکتری 

نمونرا   021از ت رداد   ایدر م ال را   نمخکلاد ست    

مدفوع گا های مخکو  با یون با استفاده از پرایمرهای 

مخراص   Nested PCR آزمون   IS900ا تصان  ژن 

مرورد   22نمونا مورد بررس    021ماموع  از کا کردند

آلوده بودند  زیسمایکوباکتریو  پاراتوبرکلوبا ( 33/03%)

د سرت   ) بودندمثبت تخایص داده  PCRکا در آزمون 

سرریدی    ی دیگررری در م ال ررا( 0333  مخررکلان   

های برا   برد ن علائرم برالین  یرون برا       همکاران از دا 

نمونا مردفوع را  برا اسرتفاده از ر ش     013   06ترتیب 

Nested PCR ای هرر لرد فاقرد  هر   کخت در محیط 

ی  هر  دریافتنرد   یا دارای مایکوباکت   مایکوباکتی  ه  

هرای مردفوع دارای علائرم برالین  برا      کا از میان نمونرا 

هرای  با ترتیب برا ر ش  %08/37رند  د %3/30ترتیب 

در حرال  کرا بررسر       ثبرت شردند  کخت   مولکول  م

 های فاقد علائم بالین  نخان داد کرا  های مدفوع دا نمونا

های کخت   مولکرول   با ترتیب با ر ش 7/3%   7/00%

چنری  در  هرم  (.0333)سیدی    همکراران    بودندمثبت 

 اناا  شرد     همکاران نصیری کا توسط تحقی  دیگری

هرای   را  از دا   نمونا شریر  86نمونا مدفوع    243از 

های انراپ مخراد پرس از اسرتارا     مخکو  گا داری

DNA تکثیرر ق  را     های آلودهونابا من ور شناسای  نم

  هارت   IS900نا  ا ب MAPگیر ا تصان  در ن های

تکثیرر ق  را    MAPت یی  هدایرا گرا ی   گوسرفندی    

سوس ق  رات    نورت گرفت IS1311گیر در ن های

. در م ال را  هضرم شردند   HinfIحانلا با کمک آنمیم 

 243نمونرا از   017ت رداد   کرا  مخراص گردیرد   ایخان

نمونرا شریر ا     86نمونرا از   01(   %44نمونا مدفوع )

 برا   چنی هم .بودند MAP( مورد م ال ا  آلوده با 03%)

ای شناسای  هMAPکا تمام   ندهضم آنمیم  نخان داد

)نصریری   همکراران     باشرند شده از هدایا گرا ی مر   

دیلمقان    همکاران از ت داد دیگری  در م ال ا(. 0330

برا اسرتفاده از کخرت    س گا  در من قرا ار میرا    أر 411

است  MAPمدفوع مخاص کردند کا باکتری هدا شده 

( مثبرت    n=43) %02ها نتیاا کخت در   در بی  نمونا

 .(0331)دیلمقران    همکراران     در بقیا موارد منف  بود

نمونرا   011از  در تحقیق  چالختری   همکارانشرافت  

های نن ت    نیمرا نرن ت     ا  گا های گا داری شیر

دسرت  ارا مثبرت بر   PCR   3%ارکرد برا انارا  ر ش   ش

بر ر  از  ( 0333شرافت  چالختری   همکاران  ) آ ردند
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است های ا یر نخان دادهگرفتا در سادنورتم ال ات 

ای در بر   از موارد ساده   یک مرحلا PCRکا ر ش 

مایکوبراکتریو   قادر برا تخرایص دقیر  عامرل عفرون       
الگو  DNAشرایط مقدار کم   ی ه دراب پاراتوبرکلوزیس

عفرون   برای تخایص ای  عامرل    نیست با همی  دلیل

-Nested ترر   حساس تردر ای  تحقی  از ر ش م مئ 

PCR       با دلیل توانرای  هسرتاو   تکثیرر مقرادیر بسریار

از نرفررر  تخرررایص  .اسرررتفاده شرررد DNAانرررد  

 از  پرراراتوبرکلوزیس در مرردفوع مایکوبرراکتریو  آ یررو 

تری  راه انتخار مام  است زیرا ای بر ورداراهمیت  ی ه

مردفوع حیوانرات آلروده در محریط      ای  براکتری پارش  

رفتا در ای  م ال را   کارممایای ر ش بایک  از  .باشدم 

ای  است کا با نورت مستقیم   بد ن نیاز با کخرت    

تروان برا   از  ض یت برالین    کلنیکر  دا  مر    یا انلاع 

شده از دا  پردا رت    ع  گرفتاهای مدفوبررس  نمونا

با انمینان زیادی سرلامت   یرا آلرودگ  دا  مربرو  را     

پاراتوبرکلوزیس گرمارش   مایکوباکتریو  آ یو نسبت با 

با توها با اینکا حیوان آلوده علائم بالین   انر    .نمود

دلیرل بقرای   برا از سروی دیگرر   دهد   از  ود بر ز نم 

وزیس در نرررود پررراراتوبرکل مایکوبررراکتریو  آ یرررو  

تخرایص سرریع   دقیر  ایر       بنابرای   پاستوریماسیون

اهمیت زیادی  Nested–PCRباکتری با استفاده از ر ش 

نتایج تحقی  حاضرر  (. 0333)د ست    مخکلان    دارد.

نمایانگر توانای    دقرت آزمرایش نراحر  شرده بررای      

در مالو   اکرنش   IS900تخایص   تکثیر مناسب ژن 

 مایکوبرراکتریو  آ یررو  کررا لیررل آنبررا د .باشرردمرر 

  باشرد مر   IS900کو  از ژن  01پاراتوبرکلوزیس دارای 

توان تخایص بیماری یون  PCRلذا تکثیر ژن مذکور با 

حتررر  در مراحرررل ا لیرررا بیمررراری کرررا ت رررداد     را

چنی  در باشد. همدارا م   ها ناچیم استر ارگانیسممیک

 هرای  ی ژنهرا ژنوتیر  یاب    بررس  تحتت یی  توال 

GyrB GyrA  درنرد   33های مرا  خاهده شد کا سویام

 روان   هرم  NCBIهای یبت شده در بانک ژنر   با سویا

ایج برا دسرت آمرده مخراهده شرد      با توها برا نتر   دارد.

بیختری  شباهت  KJ629114   AE016958 های هدایا

هرای  بیختری  تفا ت را با هدایرا   CP000325  هدایا 

دارنررد. در مررورد  GyrAدر ژن حانررل از ایرر  تحقیرر  

نیررم بیخررتری  شررباهت مربررو  بررا هدایررا    GyrBژن

AE016985  CP005928       CP009614    بیخرتری  

یج کرا نترا   باشدم   GU143884تفا ت مربو  با هدایا

پر  هش حاضرر    آمده از دستتحقیقات قبل  با نتایج با

  وان  دارد.هم

ی از ژنرو  مربرو    ود توال  منان  دیگرشپیخنااد م    

های مورد م ال ا در ای  تحقی    مقایسا آنارا  با هدایا

هرای  قرابت   تفا ت شنا ت بیختربا یکدیگر با من ور 

دام  نورت  های انسان   فیلوژنتیک  موهود در هدایا

  بررسر  مولکرول  تونریا مر  شرود     همشنری    .پذیرد

ناا  های دام  در سایر منان  ایران ااپیدمیولوژی هدایا

 گیرد.

 

 سپاسگزاری
نگارندگان ای  مقالا کماد تخکر   قدردان   ود را از    

ایر    پرسنل آزمایخگاه مبنا کا در انارا  مراحرل عملر    

 دارند.اعلا  م   تحقی  یاری نمودند
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