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 مايكوباكتريوم ايويومشناخت تنوع ژنتيكي جمعيت 
RFLP‐IS900به روش   ايران پاراتوبركلوزيسزير گونه 

  1نادر مصوريو  1كيوان تدين ،2مسعود حق خواه ،1ليدا عبدالمحمدي خياو

،آزمايشگاه رفرانس مايكوباكتريوم هاي بيماريزاي دام - 1
موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي،

 )تات(سازمان تحقيقات و ترويج كشاورزي 
  دانشگاه شيراز ،دانشكده دامپزشكي ،دپارتمان پاتوبيولوژي - 2

:چكيده
است يكي از مهمترين بيماري هاي التهاب روده اي همـراه بـا پاراتوبركلوزيسزير گونه  مايكوباكتريوم ايويوم بيماري يون كه عامل آن

اپيدميولوژي اين بيماري و سويه هاي عامل بوجود آورنده اين بيمـاري. اسهال مزمن پيشرونده در نشخواركنندگان محسوب مي گردد
براي شناسايي تعداد سويه هاي در گردش، و پراكنش جغرافيايي آنها و متعاقب آن كنتـرل و. شناسايي نگرديده است در ايران بخوبي

‐RFLPريشه كني بيماري نياز به انجام تحقيقات مولكولار اپيدميولوژي است لذا هدف از انجام اين تحقيق تهيه الگوي ژنومي به روش 

IS900 مي باشد.  
بـود كـه در RFLPمناسـب بـراي    DNAجدايـه داراي   36جدايه مورد تائيد قرار گرفـت و   47نمونه مشكوك،  142در اين تحقيق از 

تيـپ 7و ) Orphan(تيپ مشخص شد كه در اين ميـان دو تيـپ انفـرادي     BstEII 9با استفاده از آنزيم  RFLP‐IS900ژنوتايپينگ 
مورد مشترك در يـك فـارم اسـتان 3مشاهده گرديد كه  C1يپ ت) جدايه 20(بيشترين تيپ مشترك در . بود) Clustered(مشترك 
هيچ كدام از جدايـه هـاي ايرانـي الگـويي شـبيه سـويه هـاي. مورد مشترك ديگر در سه فارم متفاوت در همان استان بود 3قزوين و 

  .داراي الگوي ژنتيكي يكسان بودند 316Fو  III&Vواكسينال نداشتند ولي دو سويه واكسينال 
:مقدمه

ون يا پاراتوبركلوزيس يكي از مهمترين بيماري هاي التهاب روده اي همراه با اسهال مـزمن پيشـرونده در نشـخواركنندگان اسـت كـهي
اين بيماري در گاوهاي . صنعت دامپروري را مورد خطر جدي قرار مي دهد و با كاهش توليد مثل دام، لاغري مفرط و مرگ همراه است

با كاهش توليد شير، افزايش نازايي و مرگ گاو ايجاد مي نمايد و باعث خسـارات اقتصـادي سـنگين بـهشيري خسارت قابل توجهي را 
  ).1(صنعت دامپروري مي گردد

است كه احتمال نقش آن در ايجاد سندرم كـرون پاراتوبركلوزيسزير گونه  مايكوباكتريوم ايويوم عامل ايجاد كننده اين بيماري باكتري
شيوع اين بيماري در ). 21(ساركوئيدوز و تيروئيد هاشيموتو نيز مطرح گرديده است  ،مالتيپل اسكلروزيس 1يپ و بيماري هاي ديابت ت

  . نواحي مختلف دنيا متفاوت مي باشد
از اين نظر كه براي كنترل بيمـاري، شناسـايي شـيوع و. در ايران وضعيت شيوع و اپيدميولوژي اين بيماري بخوبي شناخته نشده است

تعداد سويه هاي در گردش و پراكنش جغرافيايي بيمـاري و سـويه هـاي عامـل ايجـاد كننـده آن نيـاز بـه انجـام تحقيقـات مولكـولار
رترين روش هاي مولكولار اپيدميولوژي و رديابي عفونت كه براي كنترل عفونت و ريشه كني بيمـارياپيدميولوژي است و يكي از معتب

مايكوباكتريوم ها مي باشد  RFLPبا استفاده از روش استاندارد  DNAدر سراسر دنيا مورد استفاده قرار مي گيرد تكنيك انگشت نگاري 
) ژنوتايپينـگ (پـاراتوبركلوزيس  زيرگونه  ايويوم مايكوباكتريومدش و تنوع ژنتيكي لذا هدف از اين مطالعه بررسي تعداد سويه هاي در گر

 .مي باشد RFLP‐IS900 به روش 
 :مواد و روش كار

هاي مدفوع ارسالي از سراسر كشور به همراه نمونه هاي جمع آوري شده از موارد مشكوك به يون گزارش شده به اين مركز پس نمونه 
، در محيط هرولداگ مايكوبـاكتين دار و بـدون مايكوبـاكتين HPC (75/0%(محلول هگزا دسيل پيرينيديوم كلرايد از آلودگي زدايي با 

رشـدپـس از  . به عنوان كنترل مثبت در تمام مراحل اسـتفاده گرديـد   316Fو  III&Vهمچنين از دو سويه واكسينال . كشت داده شد
  بـا كيفيـت و DNA. تائيـد گرديدنـد   IS900-PCR و 16s rRNA- PCR  بـا  تمام جدايه ها استخراج و ژنومي   DNAباكتري 
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  ).15(مورد اسـتفاده قـرار گرفـت وآنـاليز تصـاوير بـر اسـاس تعـداد و انـدازه بانـدها انجـام گرفـت              RFLPكميت مناسب جهت انجام 

نتايج كشت
از تمـام مـوارد كشـت. مورد تائيـد قـرار گرفتنـد    PCRمورد كشت مثبت مجزا گرديد كه با  47نمونه مشكوك،  142در اين مطالعه از 

جدايه آرشيو آزمايشگاه رفـرانس مايكوبـاكتريوم هـاي 11همچنين . انتخاب گرديد RFLPمناسب براي  DNAجدايه داراي  36مثبت 
  .قرار گرفتند RFLPنيز مورد آناليز با  316Fو  III&Vسويه واكسينال  2بيماريزاي دام موسسه رازي و 

RFLPنتايج 

تيپ مشخص شـد كـه در ايـن 9جدايه و دو سويه واكسينال  47از مجموع  BstEIIبا استفاده از آنزيم  RFLP‐IS900در ژنوتايپينگ 
 C1تيپ ) جدايه 20(بيشترين تيپ مشترك در . شناسايي گرديد) Clustered(تيپ مشترك  7و ) Orphan(ميان دو تيپ انفرادي 

مورد مشترك ديگر در سه فارم متفـاوت در همـان اسـتان مشـاهده 3در يك فارم استان قزوين و مورد مشترك  3مشاهده گرديد كه 
داراي  316Fو  III&Vهيچ كدام از جدايه هاي ايراني الگويي شبيه سويه هاي واكسـينال نداشـتند ولـي دو سـويه واكسـينال      . گرديد

.الگوي ژنتيكي يكسان بودند
بحث

با اين حال متاسـفانه). 19(پروري خسارات سنگيني را وارد كرده است  ن وجود دارد و به صنعت دامبيماري يون سال هاست كه در ايرا
براي كنترل و مبارزه با شيوع اين بيماري يكي از ابزارهاي قدرتمند انگشت نگاري . تحقيقات پراكنده اي در زمينه شيوع آن وجود دارد

DNA  ياRFLP يك لذا در اين بررسي  از تكن. مي باشدRFLP  ژنوتايپينگ استفاده شد براي بررسي. 
 316Fو  III&Vدر اين مطالعه هيچ كدام از جدايه هاي ايراني الگويي شبيه سويه هاي واكسينال نداشـتند ولـي دو سـويه واكسـينال     

يكسان بودن سـويه هـاي. سويه هاي واكسينال در ايران مطابقت داشت SSRو  MLVAداراي الگوي ژنتيكي يكسان بودند كه با نتايج 
III&V  316وF  كه البته براي تائيد نياز به انجـام تحقيقـات  باشد واحد اجدادي كلون يك نشان دهنده يا و باشد اتفاقي است ممكن

  ).   8(تكميلي مي باشد 
مورد مشـترك در C1 ،3 سويه  20از بين .استان ايزوله گرديدپنجهاي  بود كه از دامداري  C1بيشترين تيپ مشترك در ايران تيپ  

كه احتمالا بدليل ارتبـاط جابجـاييمورد مشترك ديگر در سه فارم متفاوت در همان استان مشاهده گرديد  3يك فارم استان قزوين و 
 .تجارت و مديريت دامداري است دام

در بررسي مهـره. مشاهده نشد و حتي گوسفندان با سويه گاوي آلوده شدند Sنكته مهم ديگر اين است كه در اين بررسي هرگز سويه 
نيز مشخص شد كه سويه گاوي هـر دو مـورد را شـامل  PCR‐Collinsكش حقيقت در ايران بر روي سويه هاي غير بومي  به روش 

 شد كه مانند بررسي Singh در بررسي ). 34(مي باشدSingh      در هند نيز هيچكدام از جدايه هاي گوسـفند و بـز بـا سـويهS آلـوده
 وCousins در ايـن راسـتا يافتـه هـاي       . نشدند بلكه مانند بيشتر مـوارد جـدا شـده از گـاو از  تيـپ گـاوميش كوهـان دار بودنـد        

Whittington )25 (در اين مناطق . بر خلاف نتايج ما مي باشد)صنعت گوسفند داري از رونق خاصي با مديريت ويـژه اي )استراليا
  . برخوردار است كه متفاوت با ژنوتايپينگ اين باكتري در ايران مي باشد

گاوهـاي ازمنشاء ورود عامل بيماري يون مطرح نمود شايد مي توان  مطابق اروپا و آمريكا  مي باشد كه  RFLPدر اين بررسي نتايج 
مايكوبـاكتريوم مـيلادي  1962 سـال  در ايـران  در بـار  اولين براي همانطور كه گزارشات نشان داد .باشدوارداتي از اروپا بويژه انگلستان 

  گاوهاي مدفوع از) اهواز سازي سرم رئيس  (خليلي دكتر و) رازي موسسه علمي هيئت عضو (چيان طلا دكتر توسط پاراتوبركلوزيس 

بهارصـفت و همكـاران،( جدا گرديد) وارداتي از كشور انگلستان به مزرعه شركت نفت آبادانگاوهاي ( Jersaiseو  Sindhieنژادهاي 
1972( )7( .  
بـا كيفيـت DNAو نيازمند بوده  قت گيرواست اما  تكنيك هاي ديگر روش استاندارد و تكرار پذير و مستقل از RFLPاگرچه  

هـاي چنين تكنيكي در تلفيـق بـا سـاير تكنيـك     .و هر آزمايشگاهي قادر به انجام نمي باشند استو انجام تكنيك هاي پيشرفته بالا 
  در مطالعـات  ،نـد د اينـدكس تمـايز را افـزايش ده   ن ـمـي توان  يي كـه يا ساير روش ها MPILو  PFGE ، MIRU مانند ديگرتايپينگ 
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در تلفيق لذا بايد در آينده تحقيقات بيشتري  .)40( و از نتايج آن در مطالعات فيلوژنتيكي بهره برد استفاده نموداپيدميولوژي مولكولي  
RFLP  با تكنيك هاي مختلف صورت گيرد تا اپيدميولوژي پاراتوبركلوزيس در قسمت هاي مختلف ايران به دقت مشخص گردد .
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