
شماره 110، نشريه د‌امپزشكی، بهار 1395

89
 د‌ر

  پژوهش‌وسازند‌گی

 

bb 		  

چکيد‌ه 
پاراتوبركولوزيس يك نوع التهاب گرانولوماتوز مزمن و پيشرونده غير قابل درمان روده مي‌باشد كه توسط مايكوباكتريوم ايويوم 
زيرگونه پاراتوبركولوزيــس )Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis MAP( ايجاد مي‌گردد. پاراتوبركولوزيس در 
تمام جهان در ميان نشــخواركنندگان  ديده مي‌شود. نخستين گزارشــات پاراتوبركولوزيس در ايران به دهه 1960 ميلادي باز 
مي‌گردد زماني كه بيماري در ميان دام‌هاي وارداتي گاوداري شــركت نفت آبادان شناســايي گرديد. در مطالعه حاضر تعداد 13 
جدايه كلينيكي MAP شــامل 4 جدايه گوسفندي و 3 جدايه بزي از استان اصفهان همراه با 3 جدايه گاوي از استان زنجان و 3 
 ،PCR-IS900 توسط آزمايش هاي مستقل MAP III & V 316 وF MAP جدايه گاوي از استان البرز در كنار دو سويه واكسينال
PCR-F57  به منظور تعيين هويت و PCR-Collins به منظور تعيين تيپ باكتري مورد بررســي قرار گرفتند. در نتيجه اجراي 
اين بررسي از نظر تكنيكي امكان اجراي هر سه آزمايش با استفاده از يك پروتكل واحد PCR فراهم گرديد و علاوه بر اين هويت 
مورد تائيد قرار گرفت. مشاهده  (Type II) MAP همه 15 جدايه كلينيكي و سويه واكسينال مورد بررسي به عنوان تيپ‌هاي گاوي
انحصاري اين تيپ در ميان باكتري‌هاي تحت بررسي عليرغم بزرگتر بودن جمعيت گله گوسفند و بز كشور در مقايسه با گله گاو 

از نظر اپيدميولوژيكي جالب توجه بنظر مي‌رسد.
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Paratuberculosis caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) is a progressive, chronic and non-
curable granulomatous enteritis. Paratuberculosis affects ruminants worldwide. The earliest reports on paratuberculosis 
in Iran date back to 1960’s when the disease was diagnosed in imported animals of the Abadan Oil Company’s farm. In 
the work presented here 13 field MAP isolates including 4 ovine and 3 caprine isolates from Isfahan, 6 bovine isolates 
from Zanjan and Alborz provinces plus 2 vaccinal strains of 316F and III & V were subjected to PCR-IS900, PCR-F57 
for identification and also PCR-Collins for typing. In consequence, while an identical PCR protocol was successfully 
developed to simultaneously perform all the three experiments, the 15 tested bacteria were all shown to be MAP Type 
II (cattle type). In epidemiological sense, when the size of national goat, sheep and cattle herds of Iran is taken into 
account, circulation of MAP Type II is intriguing.
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مقدمه
 Mycobacterium ماكيوباكتريــوم آويوم زيرگونــه پاراتوبركولوزيــس
avium subsp. paratuberculosis (MAP)i ســبب ايجاد يك نوع خاص از 
التهاب مزمن روده نشــخواركنندگان مي‌گردد كه وقوع آن تدريجي و بدون 
نشانه‌هاي كلينكيي مي‌باشــد)32(. پاراتوبركولوزيس تقريبا در تمام جهان 
در ميان نشــخواركنندگان ديده مي‌شــود )15, 33( و باعث بروز خسارت 
اقتصادي از طريق تلفات مســتقيم دام‌هاي آلوده، كاهش ميزان بهره وري 
اقتصادي و اعمال محدوديت در تجارت دام زنده مي‌گردد. پيشينه شناخت 
پاراتوبركولوزيس به سال‌هاي نخســتين قرن نوزدهم ميلادي باز مي‌گردد 
)5(. وجود پاراتوبركولوزيس در ايران براي نخســتين بار توســط خليلي در 
مؤسســه رازي اهواز در محدوده سال‌هاي 1962 تا 1965 در ميان گاوهاي 
اصيل از نژاد Syndhie و Jersaise موجود در گاوداري شــركت نفت آبادان 
شناسايي و گزارش گرديد. واردات اين دام‌ها پيش از اين تاريخ از انگلستان 
صورت پذيرفته بود )2(. جداســازي باكتري عامل بيماري در ســال 1962 
با موفقيت توســط طلاچيان انجام پذيرفت )28(. بهارصفت در سال 1972 
پاراتوبركولوزيس را در گله بز )نژاد نجدي( و گوسفند )نژاد آواسي( موسسه 
دامپروري حيدرآباد كرج كه از اســرائيل وارد شــده بودند گزارش و موفق 
به جداســازي عامل بيماري گرديد )2(. برخي از پژوهشگران ايراني منشاء 
پاراتوبركولوزيس در ايران را واردات دام‌هاي آلوده و انتقال عامل بيماري از 

اين طريق مي دانند )2(.
در طول كيصد ســال گذشــته نقش MAP در ايجــاد بيماري كرون 
)Crohn( در انسان همواره مورد مناقشه علمي قرار داشته است )18(. بيش 
از 128 مقاله علمي در ارتباط با اهميت اين باكتري به عنوان عامل بيماري 
مشترك انتشار يافته اســت )31(. كرون در انسان شباهت بسيار زيادي با 
 MAP پاراتوبركولوزيس در نشــخواركنندگان دارد اما در شــرايطي كه در
در دام‌هاي مبتلا بســادگي قابل رديابي است شناسايي آن در انسان بسيار 
مشــكل مي‌باشــد. با اين حال يافته‌هاي حاصــل از روش‌هاي مولكولي در 
شناسايي MAP نشــانه‌هاي محكمي را در مورد نقش اين باكتري در بروز 
بيماري Crohn نشان داده‌اند. علاوه بر اين‌ها در حال حاضر نقش MAP به 
 Blau syndrome عنوان يك باكتري عامل ايجاد بيماري مشترك در ايجاد
 multiple sclerosis و همچنيــن  ، Hashimoto thyroiditis، sarcoidosis

مورد توجه قرار گرفته است )18(.
در عمــل عليرغم ضررهاي اقتصــادي گســترده پاراتوبركولوزيس در 
صنعت دامپروري ايران مبارزه با آن در اولويت برنامه‌هاي كشــوري سازمان 
دامپزشــكي قرار ندارد. با اســتناد بر گزارشــات موجود به نظر مي‌رسد در 
حال حاضر پاراتوبركولوزيس با درجات مختلفي از نظر فراواني در تمام و يا 
بسياري از مناطق جغرافيايي ايران در ميان گله‌هاي گاو، گوسفند و بز شيوع 

داشته باشد )2-1, 8, 16, 20, 27(.

پاراتوبركولوزيس در نشخواركنندگان، جستجوي مولكولي بدنبال ...
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دوره انكوباســيون بسيار طولاني و كندي رشد آزمايشگاهي باكتري در 
جداســازي اوليه به ويژه در مورد جدايه‌هاي انســاني و گوســفندي كه تا 
بيش از كيســال مي تواند بطول انجامد )29( در كنار نياز باكتري به وجود 
مكمل آهن )mycobactin j( در محيط كشــت آزمايشگاهي، امكان بررسي 
اپيدميولوژكيــي اين پاتوژن در مقياس مولكولي را محدود به تعداد كمتري 

از آزمايشگاه‌هاي تخصصي باكتري شناسي مي‌نمايد.
در ســال‌هاي اخير به منظور فراهم نمودن امكان تشــخيص MAP با 
اســتفاده از روش‌هاي مولكولار بيولوژي، تعــدادي پروتكل PCR بر مبناي 
ماركرهــاي ژنتكيي اختصاصي MAP معرفي شــده‌اند كــه از ميان آن‌ها 
 ،)14( 255 locus ،)34( F57 ،)26( ISMav2 ،)34( IS900 مي‌تــوان بــه

HspX )22( و اشاره نمود. 
وجود سويه‌هاي متمايز MAP داراي ويژگي‌هاي متفاوت فنوتيپكيي از 
دهــه 1930 ميلادي مورد توجه قرار گرفته اســت اما آگاهي از تفاوت‌هاي 
ژنتكيي ميان ســويه‌هاي اين باكتري تنها در سايه دستيابي بر تكنيك‌هاي 
جديد امكان‌پذير شــده است )25(. بررســي‌هاي ژنتكيي بين‌المللي وجود 
دو تيپ اصلي را در ميان ســويه‌هاي MAP نشــا ن داده‌اند كه بنام تيپ 1 
يا گوســفندي )S= sheep( و تيپ 2 يا گاوي )C= cattle( شناخته مي‌شوند 
)13(. تمايــز ميان اين تيپ‌ها با اســتفاده از روش‌هــاي  ژنتكيي مختلف 
امكان‌پذير گرديده اســت )4, 6, 25(. تشــخيص افتراقي ميان اين سويه‌ها 
توسط سه روش PCR-REA RFLP, PFGE, IS1311-IS900 مقدور گرديده 
است )23( با اين‌حال در سال 2002 امكان تمايز ميان سويه‌هاي تيپ 1 و 

تيپ 2 با استفاده از يك PCR تك مرحله اي امكان‌پذير گرديد )6(.
 MAP در مطالعه حاضر با هدف افزايش دانش اپيدميولوژيك موجود از
در ايران، وجود دو ماركر ژنتكيي IS900 و F57 در ژنوم جدايه‌هاي كلينكيي 
ايراني و دو ســويه واكســينال MAP موجودر كلكسيون مكيروبي مؤسسه 
 Collins رازي مورد بررســي قرار گرفته است ضمن آنكه با استفاده از روش
هويت اين باكتري‌ها از نظر تيپ ژنتكيي آن‌ها مورد بررسي قرار گرفته است.

مواد و روش ها
جدايه‌ها و سويه‌هاي MAP مورد بررسي در تحقيق

تعداد 4 جدايه گوســفندي و 3 جدايه بزي MAP از اســتان اصفهان 
همراه با 3 جدايه گاوي اين باكتري از اســتان زنجان و همچنين 3 جدايه 
 MAP ديگر گاوي از اســتان البرز همراه با 2 سويه آزمايشگاهي واكسينال
III&V در اين بررسي مورد استفاده قرار گرفتند. جدايه‌هاي حاد كلينكيي 
پيــش از اين در طول ســال‌هاي 3-1391 از مدفوع و نمونه‌هاي كلينكيي 
پاتولوژيك در آزمايشــگاه ماكيوباكتريولوژي مؤسسه رازي جداسازي شده 
بودند. از دو ســويه واكســينال فوق در مؤسســه رازي براي تهيه و توليد 

پاراتوبركولين استفاده مي‌شود.
كشــت باكتري و اســتخراج مــاده ژنتكيــي: به منظور تهيــه ميزان 
كافي رشــد باكتري جهت دســتيابي به ماده ژنتكيي مورد نياز، هر يك از 
جدايه‌ها و ســويه‌هاي مورد مطالعه بر روي دو لوله كشت فالكون 50 ميلي 
ليتري محتوي محيط كشــت Herold's egg-yolk medium غني شــده با 
mycobactin J تجديد كشــت گرديد. انكوباسيون به مدت 8-12 هفته در 
دماي C° 37 و تا زمان دســتيابي به رشد مشهود باكتري صورت پذيرفت. 
براي اســتخراج ژنوم باكتري از روش ســاده جوشانيدن استفاده شد و ماده 

ژنتكيي بدست آمده بصورت مستقيم براي تمام آزمايش‌هاي ژنومي استفاده 
گرديد )12(.

آزمايش‌هاي ژنومي: در مجموع 3 آزمايش مستقل در دو مرحله تعيين 
هويت و تايپينگ انجام گرديد كه همه آن‌ها بر اســاس سيستم PCR اجرا 
گرديدند. در مرحله نخســت به منظور تعيين هويت جدايه‌ها و سويه‌ها دو 
ماركر ژنتكيي هم ارز IS900  و F57 كه در بين اعضاي جنس ماكيوباكتريوم 
تنها در ژنوم باكتري‌هاي MAP يافت مي‌شــوند مورد استفاده قرار گرفتند. 
پروتكل پيشنهادي Dohmann در مورد PCR-IS900 )9( با تغييرات اندك 
و در مــورد PCR-F57 از روش Schonenbrucher )17( همراه با اصلاحات 
كلــي و از جمله يك زوج پرايمر جديد اســتفاده گرديد. در مرحله دوم به 
منظور تعيين تيپ ژنتكيي باكتري‌ها )تيپ گوسفندي و يا گاوي( از پروتكل 

Collins همراه با اعمال تغييرات محدود در پروتكل اجرا استفاده شد.
 بــراي طراحي پرايمر برنامه Primer 3 )30, 36( مورد اســتفاده قرار 
گرفت )جدول 1(. براي اين منظور حدود 2Kb از ژنوم MAP K10 در حريم 
لوكوس F57 در هر دو پهلوي آن به شكلي انتخاب گرديد كه لوكوس مورد 

نظر از نظر موقعيت تقريبا در ميانه قرار گرفته باشد. 
چهار پروتكل آمپلي فكياســيون بصورت مســتقل براي هريك از براي 
هر ســه آزمايش PCR پيــش بيني و به گونه‌اي تنظيــم گرديد كه در هر 
 ،59/1 ،56/7 ،55( annealing با 6 دماي مختلف PCR پروتــكل 6 واكنش
60/4 ، 62/9 و 64/9 درجه ســانتي‌گراد( اجرا گرديد. در همين حال در دو 
پروتــكل ميزان پرايمر )1 و يا 5 پكيومــول( و در دو پروتكل ميزان كلريد 
منيزيوم )1mM يا  mM 2.5( بعنوان متغير اعمال گرديد. ساخت پرايمرهاي 
 )Macrogen®, Korea(طراحي شده توسط شــركت ماكروژن كره جنوبي
انجــام گرديد. در اجراي واكنش‌هاي PCR از روش master mix اســتفاده 
شد. حجم اجزاء در همه پروتكل‌ها به ترتيبي تنظيم گرديد كه حجم نهايي 
هــر واكنش برابر با µL 15 گردد. براي اجراي تمام آزمون‌هاي PCR از يكت 
تجارتي آمپلكيون )Ampliquor®, Denmark( اســتفاده شد. از آب مقطر 

دوبار تقطير به عنوان كنترل منفي استفاده گرديد.
 Invitrogen® ,( از ژل 1.5% آگاروز PCR بــراي الكتروفورز محصولات
USA( از درجه مولكولار بيولوژي پيش رنگ شــده با ® Red Safe اســتفاده 
گرديــد. ژل‌ها پس از بارگذاري، به مدت 2 ســاعت در ميــدان الكتركيي 
به قدرت V/cm 2 رانده شــدند. عكســبرداري از ژل در دســتگاه ژل داك 
)BioRad®, USA( انجام گرديد. به عنوان DNA size marker استاندارد از 
يك محصول اســتاندارد شده ساخت مؤسسه رازي )19( استفاده گرديد تا 

امكان تعيين اندازه تقريبي محصولات PCR فراهم شود.

PCR انتخاب پروتكل دما و اجزاء ايده آل در واكنش‌هاي
يافته‌هاي مربوط بــه الكتروفورز واكنش‌هاي طراحي شــده چهارگانه 
مربــوط به لوكوس‌ها بصورت انفرادي و همچنين در كنار ســاير لوكوس‌ها 
مورد بازبيني قرار گرفتند و امكان اســتفاده از يك و يا چند پروتكل جامع 
قابــل اجرا از نظر دما و غلظت اجزاء )منيزيوم كلرايد و پرايمرها( براي همه 
لوكوس‌ها بررسي گرديد. بدين ترتيب در مجموع از 2 پروتكل براي اجزاي 
واكنش‌هاي PCR )پروتكل نخســت در مــورد IS900 و F57 و پروتكل دوم 
در مورد آزمايش Collins اســتفاده شد. ميزان master mix و DMSO در 
هر ســه پروتكل به ترتيب برابر با با 7/5  و 0/6 مكيروليتر بود. در پروتكل 
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 DNA نخست 0/5 مكيروليتر از هر كدام از دو پرايمر، 4 مكيروليتر از نمونه
و 1/9 مكيروليتــر از آب مقطــر دوبار تقطير و در پروتــكل دوم با توجه به 

حضور پرايمر سوم ميزان آب مقطر به 1/4 مكيروليتر كاهش يافت.
در مورد اجراي مراحل واكنش‌هاي PCR از يك پروتكل واحد استفاده 
شد. اين پروتكل شامل يك مرحله اوليه گرمايش به مدت 5 دقيقه در دماي 
C°95 و بدنبال آن 40 نوبت از يك چرخه سه مرحله‌اي مشتمل بر گرمايش 
در دمــاي C°95 به مدت 30 ثانيــه، گرمايش در دماي C°61 به مدت 30 
ثانيه و ســپس C°72 به مدت 45 ثانيــه و در نهايت يك مرحله گرمايش 

C°72 به مدت 10 دقيقه، گرديد.

نتايج
اعمــال روش ابتــكاري بهينه‌ســازي PCR باعث گرديــد انجام همه 
آزمايش‌هاي مولكولي مورد اســتفاده در اين تحقيــق اعم از آزمايش‌هاي 
تعييــن هويت و همچنيــن آزمايش‌هاي ژنوتايپينگ Collins با اســتفاده 
از بهتريــن پروتكل اجرايي ممكن از نظر دمــاي annealing، غلظت كلريد 

منيزيوم و همچنين ميزان پرايمر امكان‌پذير گردد )شكل 1(.
در آزمايــش PCR-IS900 و PCR-F57 و PCR-Collins بــا اجــراي 
پروتكل بهينه شده بر روي ژنوم استخراج شده هر 13 جدايه كلينكيي و هر 
 bp 310 و bp 704 و bp 560 دو ســويه واكسينال قطعاتي به طول به ترتيب
توليد گرديدند كه بدين ترتيب هويت سويه تحت آزمون به عنوان MAP و 

تيپ آن‌ها به عنوان type 2 )گاوي( مورد تائيد قرار گرفت )شكل 2(.

بحث و نتيجه گيري
در حال حاضر كشــت مكيروبي بر روي محيط كشت اختصاصي جامد 
حســاس ترين و اختصاصي‌ترين روش تشخيص پاراتوبركولوزيس در دام‌ها 
مي‌باشد و بر همين اساس به عنوان روش مبنا )gold standard( در تشخيص 
اين بيماري شناخته مي‌شود )24(. با اين وجود اجراي كشت مكيروبي به زمان 
زياد و عمليات آزمايشگاهي گسترده نياز دارد كه در برنامه‌هاي تشخيص با 
حجم زياد نمونه كاربردي نخواهد بود. بنابراين روش‌هاي شناسايي مستقيم 
باكتري با استفاده از PCR راهكار جايگزين مناسب خواهند بود. توانايي در 
تعيين هويت دقيق ســويه‌ها و جدايه‌هــاي مكيروارگانيزم‌ها كيي از مباني 
اصلــي و الزامات فعاليت و تحقيق در مراكز پژوهشــي و توليدي بيولوژيك 
مي‌باشــد. عليرغم اختصاصي بودن ماركر IS900 بدليل مشابهت زياد ميان 
 IS900 اين ماركر و واحدهاي ژنتكيي شناخته شده مشابه كه به عوامل شبه
شهرت دارند )10(، استفاده از اين ماركر بصورت انفرادي مي‌تواند در برخي 
موارد  سبب بروز نتايج نادرست گردد )10(. در سال 2002 جداسازي يك 
ســويه ماكيوباكتريوم از يك گاو ماده ســالم گزارش گرديد كه در ژنوم آن 
يك قطعه ژنتكيي با 94% مشــابهت با IS900 يافت گرديد )10(. بر همين 
اساس تنها در اينگونه موارد انجام آزمون تعيين توالي نوكلئوتيدهاي قطعه 
بدست آمده و يا استفاده از ديگر ماركرهاي ژنتكيي اختصاصي MAP امكان 
احراز هويت واقعي جدايه‌هاي اين باكتري را فراهم خواهد نمود. در مطالعه 
حاضر با توجه به اهميت اين موضوع و همچنين با در نظر گرفتن پيشــينه 
نســبتا طولاني حضور سويه‌هاي واكسينال 316F MAP و MAP III&V در 
كنار سويه آزمايشگاهي ماكيوباكتريوم آويوم زيرگونه آويوم D4 در مؤسسه 
رازي و نگرانــي از بروز احتمالي cross contamination از دو ماركر ژنتكيي 

اختصاصي هم ارز IS900 و F57 استفاده گرديد.
از طرف ديگر بســياري از پروتكل‌هاي PCR-IS900 )21( و تقريبا همه 
پروتكل‌هاي مربوط به PCR-F57 )3( موجود به منظور استفاده از آن‌ها در 
ماشــين‌هاي Real-time PCR طراحي گرديده‌اند كه به جهت قيمت تمام 
شده بالاتر در مقايسه با ماشين‌هاي PCR متعارف، انجام آن‌ها در بسياري از 
آزمايشگاه‌هاي باكتري شناسي دامپزشكي امكان پذير نيست. علاوه بر اين 
اندازه قطعات ژنتكيي پيش بيني شــده در Real-time PCR در اكثر موارد 
كوچك و كمتر از bp 100 مي باشــند كه عموما شناسايي و كار با آن‌ها در 
سيســتم ژل الكتروفورز آسان نيســت. بر همين اساس در مطالعه حاضر با 
طراحي يك زوج پرايمر جديد امكان شناســايي ماركر ژنتكييF57 از طريق 

تكثير يك قطعه به طولbp  704 با ماشين PCR متعارف فراهم گرديد.
اجراي آزمايشــات سه گانه تعيين هويت و تعيين تيپ ژنتكيي بر روي 
13 جدايه كلينكيي و 2 ســويه واكســينال موجود در مؤسسه رازي ضمن 
تاييد شناســايي آن‌ها به عنوان باكتري‌هاي MAP نشان داد كه همه آن‌ها 
متعلق به تيپ گاوي )Type II( هســتند. جداشــدن تيپ گاوي از گوسفند 
و بــز اگرچه در خارج ايران پيش از گزارش گرديده اســت. به عنوان مثال 
در يونان )13(، كانادا )11( و اســپانيا )7( با اينحال جداشــدن اين تيپ از 
MAP از هر ســه ميزبان گاو، گوســفند و بز در مناطق مختلف جغرافيايي 
ايران )اصفهان، زنجان و البرز( در مطالعه حاضر مي‌تواند از نظر اپيدميولوژي 
بيماري حائز اهميت باشد و بدين ترتيب توسعه مطالعه حاضر و استفاده از 

جدايه‌هاي كلينكيي بيشتر در مطالعات بعدي توصيه مي‌گردد.
كيي ديگر از يافته‌هاي كاربردي مطالعه حاضر موفقيت در معرفي يك 
پروتكل واحد جهت اجراي هر ســه آزمايــش PCR-IS900 و PCR-F57 و 
Collins بود كه مي تواند از نظر زمان انجام آزمايش و ســرعت دستيابي به 

پاسخ مورد نظر مورد توجه قرار گيرد.  

نتيجه گيري
ماركرهاي ژنتكيي اختصاصي مانند F57 و IS900 مي‌توانند در شناسايي 
و تشــخيص افتراقي باكتري‌هاي نظير MAP كه كشت آزمايشگاهي آن‌ها 
 بدليــل نياز به مكمل‌هاي رشــد و همچنيــن دوره انكوباســيون طولاني
 به ســادگي امــكان پذير نيســت كمك كننــد. از دو تيــپ اصلي گاوي

)Type II(و و گوســفندي i(Type I) MAP تيــپ گاوي با تنوع ميزباني در 
ايران وجود دارد اما آگاهي از وجود تيپ گوسفندي منوط به انجام مطالعات 

ديگر اپيدميولوژيك مي‌باشد.

تشكر و قدرداني
هزينه‌هاي انجام اين مطالعه به طور كامل توســط مؤسســه تحقيقات 
واكســن و سرم ســازي رازي در قالب پروژه تحقيقاتي به شماره 94106-

18-18-2 تامين و پرداخت شــده است. شانزدهم دي ماه 1394 مصادف 
با  نودمين ســالگرد تاسيس مؤسســه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي 

گرامي داشته مي‌شود.
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شكل 1- بهينه سازي فرآيند PCR در مورد آزمايش هاي PCR-F57 و PCR-IS900 و PCR-Collins. نتايج ژل الكتروفورز محصولات آمپلي 
فيكاسيون مربوط به پروتكل هاي D ,C ,B ,A.. اعداد 1 تا 6 گراديان دمايي مرحله annealing را به ترتيب برابر با ، 55/9، 75/6، 06/1 ، 16/4 ، 

36/9  و 56/9 درجه سانتيگراد نشان مي دهند. در هر واكنش PCR در سري A و B يك پيكومول از هر پرايمر وجود دارد و ميزان همين پرايمرها 
در مورد سري هاي C  و D برابر با پنج پيكومول مي باشد. در ارتباط با ميزان MgCl2، غلظت اين تركيب در سري هاي B و D برابر با يك ميلي 

مولار و غلظت همين تركيب در واكنش هاي سري A و C برابر 2/5 ميلي مولار مي باشد، DNA size marker  مورد استفاده داراي 5 باند در 
محدوده 100 الي PCR-F57 & PCR-IS900(  bp 900( و يا 200 الي  bp 1000 )PCR-Collins( مي باشد.

Reference (s(
Expected size 

(bp)
StopStart)'3 →'5( Nucleotide sequenceLocus/primer

)9(560
3983639815TTC TTG AAG CGT GTT CGG GGC CIS900f

4037440353GCG ATG ATC GCA GCG TCT TTG GIS900r

704مطالعه حاضر
886793886774ACC GAA TGT TGT TGT CAC CGF57f

887477887458GGA CAC CGA AGC ACA CTC TCF57r

جدول1 - جزئيات پرايمرهاي مربوط به لوكوس ها و مناطق ژنتيكي مورد استفاده در تحقيق حاضر. موقعيت مكاني نوكلئوتيدها و اندازه محصولات PCR مربوط به هر 
لوكوس بر اساس ژنوم سويه استاندارد MAP K10 )35( ذكر شده اند.

                       PCR-Collins                                         PCR-IS900                                                     PCR-F57     
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شكل 2- الكتروفورز محصولات PCR مربوط به لوكوس هاي PCR-F57 و PCR-IS900 و PCR-Collins بر روي ژل آگاروز 2.1%. ستون هاي 
شماره گذاري شده با اعداد 5-1 مربوط به DNA size marker بكار رفته مي باشند كه داراي 5 باند الكتروفورز به فواصل bp 200 در محدوده 
100 الي bp 900 مي باشد ستون هاي رديف بالا و سه ستون انتهايي پايين مربوط يه جدايه هاي كلينيكي و دو ستون ابتدايي رديف پاين به 

ترتيب مربوط به سويه هاي MAP III & V و MAP 316F  مورد بررسي در اين تحقيق مي باشند.
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