
�������������������������������������������������������������������������������������������������������	
���
���������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
���	��������

���� ����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������!��������"��

�
�#�$��%&�����!��'��'�����#�$��(��)
���!�*'+'�����

*,�-.���/0.��1��!2���������3������-45�%�6�7���8915������	
��/�915����4�0���:5���;�:5�<7��=�/��
**>��?���8915������	
��/�915������������:�1@����3���:5�<7����	
�

���1��-�#5�%.
�=��A!najarp_S@modares.ac.ir�

�

�������PCR���	
����
������������������������������� �����

�!����	 

�
��������	
���
�*�Ph.D.����������������**��M.D.��

�

��������
��	
� �� %9�� (��� ��� �.��$��PCR�1��1� ��� B�0���C� ��4D
������ �15�5�&� �4��6� E5�6���E�C

����6�1�:�1@�B����4�/15F�

��
�����
� !����4�/15�25�4�BG���7���H�@5��*��:@/���3���<7�����6�1� FDNA�(����6�Cadieux�

�:I�� �J-K5�E�C���5�
�@5�����-45��6���/���3�L5�M-45�NS rRNA��B�0���C���4D
������PCR�>�
15�

/��FO5�6�(����6�E�-��6�%9�PQ���������3A��E�CH broth ���H agar%&�3���� �F�

�������	
���B�0���C���4D
��������'�R�S���%9��(������T��
���6��C��1��1PCR/����5��U�M97��F

�'+� S�1��1�/1/��%VW��(��� ���C� �6� �CF�'N� S� �� /��%VW��%9�� �6� Q$&�N� S� �6� Q$&PCR�%VW��

/1/���3�F�%�4�.XPCR��+'"*�S�%9����R�S���/��6�F�0Y��Z�V7�5����4D
��������[��\�6�E���A��5�

���4�E5�5��:5����6���B�0���C/���3��/C�9��%�.�F�E���A��C5��C��0�#�6�]^D?����4���\4�\�6��#�

/91��/���F�

����������� 
��� :�91� _��-1�/C� PCR �U�M97� E5�6� `��4� �� :�4A� �� �J-K5� �=�.X� (��� �

�1��1����B�0���C���4D
������%45���4�07�E�C�F 

����������� ��	� !� � �E����6�1� � �B�0���C� ��4D
�����PCR����� � �E����6� � ��C��4D
�����8-4�� E�C�

��4�07�����������������������PE�5��5��

�

���� ���
E�-��6� �C��4D
���������� �� /0-.C� �#��4� ��5���� :�/6� E�C

:�6	�����5�9X� �� :�C��3� ���15��X� �:�.15� :�a� ���-M�� E�C

��� 5/�
�/1��� FE�-��6� \�5��@5� �� /1�5�� ��a��� >�1I� �C

�1�3�5������ \��-�a��].���� /0-.C� ���C��������� /015�7

Q����/06��� /��� �C�89���@A� E�C� F��C��4D
������ @5� �bY6

	�1� E�5/Y7� �� /0-.C� �c�M�� �X5�1� �Y�Vc� ���&� @5� �9M6�

E����6� ����E�5��5� �� �.�07� ��8-4�� E�CP�:�.15� ��4�07�

d$1�/1�5�G�F�H�

�����C��4D
������ \��-�<�� @5� ���� B�0���C� ��4D
�������

Archive of SID

www.SID.ir



�������.��$�PCR����4D
������U�M97�E5�6�%9���6����������������������������������������������������������������������������������F�F�F��������C�����5��
��
1�\�<����������

 

45� %E�5��5� �� �.�07� ��8-4�� @5� ��P�5/[� :�.15� ��4�07�

������3� F�E�5��5� ��8-4�� ���E�-��6�\�5P�:�1@���4�07�*���7�

+�� :5���� ��� �� / � ����� �7������ �/��� / �������G� F*���H

��1�e�&��.�07���8-4�����B�0���C���4D
��������7���/ ����

� @5�d�6� ]#�4� �5�&5�� �6� ,�.3�	6� �5�&5� / � ����\�	��E����6

�@5�d�6����.�07����@�#�\�	��2�<-#5�E5�5��:������/ ����

��5����[�G�F��+H�
E�5��5� ��8-4�����B�0���C���4D
������ ���[������P���4�07�

%1��?�f�g5� ��� ���%45� �/��fV4��%#�K�� ��X�1� \�5� E�C
/��6� �-�5�� F�f7� �%�h0i#�4� ������-��6� @�0�I5�� ���E�-��6� \�5
�5@� @5� /Y6�E����6� �\��5	4� ]K@� %1��?� �\�0[� Q$4� �� :��

��5�� d$1� %��7���� �� %���1���
� �\8#� �6�<-#5� F�2�.-�5
�%45�\���� :���5@� ,�1��� @5� ��V?��c�B�0���C� ��4D
�����

�.6A� �� ]9a� �:�K� %1��?� �%�h00�� fV4����� E	j�� E�C
���3� :5�5@�1G� F+P��� H�@5� �\�0k�C� B�0���C� ��4D
�����

E�-��6�45����C�E����6�1����:A�d$1�����5���.0[�,�$-15����%
����@�0C��#��%45��-&�3��5�e��Y#�l�������d�
��<#�4�@5�:�.15

�#�C���5�� �5�e� >�<65� @5� E5� F���� :A� d$1� �6� ,5�� E/C5��� ��5
��6� ��0�� �5��5� �� :�1@� ��� E5� �#�#� 2��?� @5� ���1� E����6�1

��5����[��:5����E����6F�G��P��H�
�� 5� �5�������B�0���C� ��4D
������ �C�89���@A� U�M97�

%45�%9�� �5�� @5� E@�45/[� F�� :5�3� �%M4� E�-��6� %9��
�@��1���/���%M4�E�-��6�\�5�5��@�%45��5��C�%e��mD75��6�

Q���� �6�n���� �� � �J-K5� E�C���o�JM�� ��5)g� E�C
� �� ��5�� �&��� �6�
7� �� ���<�*� �7�+��� ,�c� @����/9��
���3� >��Y�� %9�� ���-1� �7�� F�	�1� p�I�#��4� U�M97�

d0�5�� �� �1I��-C� n�#/6��5��C� �7D�9�� �6� `c�$-�� E�C�
%45�� F(�����q1� �#����� E�CPCR ��� 5�� �6D$15��

E����6�U�M97��E����6� r� �JM����1��?�E�C��n��?�������C
�%45� %9�� n6�e� ��g� ��� �� /��� %M4� �<1A� �VV4�

�������
�5��/15�F 

� >�
15� �3��4� ����@�%�4�.XPCR ���� ���%45� �/��fV4�
E�C��4D
������U�M97 ���� �-&�3� ���6� /���%M4� F��#�

��6�B�0���C���4D
������U�M97�E5�6���/15�����5	3PCR��
��5�� ��[�� ����6�1�:�1@� ��� F��15�5�&��4��6� �6�s�$�7�\�5� ��

�:�1@����B�0���C� ��4D
����� �@5� ����-45� �6� ����6�1PCR� ��
]�-K5��
�%9����F 

�

����
������
 ��!"����	#�1��1��������6�1�����6���@5�����/J�4�@5��C�R��7��+�

������ �Y[5��� ��1����� 	�5��� �6�E����6�1� :�����E5�6� ��� �#�4
/�� �-&�3� �/1��6� F���<7� ,�����4�/15� 25�4� ��� ����6� �C� @5

/���3� F%9�� Q���� ��� �� �&D6� 25�4� p� ����i.15�7
G�� ]�/4� ��#�4�3�f�e� �:�-i
��M�� ���J?� �� /�5��� H  ���5�e

m�t����>���25�4���%&�3��E��XPBSG��u+ mM KH*Po���

�u�M Nacl� � ��*u+mM Kcl����(��mM Na*HPo� �� pH Ru���
�>�
15�E5�6PCR/���3�n$-0�� ��89���@A��6���/�� ��5���5�e� ��F

�1��1� ��89���@A� ���� �6� Z�6��� E�C�PCR� ���*�P��7� �[���
E�5/<81�d���@A�>�80CO5�6�%9��(�����/��P�E5�6���3A�

�1��1�/���3�>�
15�@���:��C�%9��E�CF�
$�%��!	� �"�&'!����������()�#�1��1���@5� ��V?� @5�B
� �C

� E�C�-��&�+� S� Q���� �6� :�����H broth� G��#�4�3� f�e�
N'��:�-i
� �/ �����S�/�5����]�/4� �+'��f45�>�4� �/ ����
*�S���M�����J?����S�\v-.�4���+'������\�1I�A��/ +'�����

����n0&���/ �*+'���6�/ ����pH���/X�R�H������w�$�7�R�
� ���j7� �� /�� E�5)3� ���3� �[��pH/���3� ,�-0�� �15@���� F��6

� ���j7�x��pH��15�g�5� �6� ��@� @5� Q����y1�� ���j7� �6� ���
� z��Y�� �� %45��� �7�R*��� ��� � /Y6� %?�4���%&�3�

� �� ��5�� >�
15�O5�6�Q���� ��� �k#���2�4�Q���� ���\�0k�C
�%9�H agarG���&�{5��6�O5�6�%9��Q�����6�9��:A���V���7�

+'���3A� / � ���� H�0��� �/C�9�� E5�6��n��� ������1� E�C
�����5��%9��B�0���C���4D
�����������/� �R �������[��

�E��X���.�75+�/ ���CO*���E�5)3���3��/���3�F�1��1�����C

Archive of SID

www.SID.ir



������������	
���
�����������������������������������������������������������������������������������������	���
�������

 

 

� ���j7� �-�C�p��|�?� ��� ��pH��5/1��(�5	3� ��0�� �/1��6�
���/1/�F�

� *��+���DNA��!"�� ,����	� #DNA�B15�&�� ���4� @5�
� B�0���C� ��4D
�����PG *�G��-�-.15� @5� ��5/C5 Statns ��

Serum�}���15�� H�1��1� ��� (��� �6� �0�#�6� E�CCadieux���
/���3�L5�M-45�:5����CG� F��� H�����p��� DK���l6��@5��-�#

� ��� �1��1g� ~��*�����/�6������ /���3� I�����-1�4� �$�e��
� �6�:A�2�4��Bi4 PBS� ��� ��/���-.��+��2A��-�#������

�E����\6����:�5���5�e�@5�B
���/���3�nX��	�1�����l$�"N�
� �/�6� �[����� >�
15� E5�6� ��$�e��PCR��5�e� ����-45� �����

%&�3F�
�-����PCR�#��E�C���5�
�@5��C��4D
������U�M97�E5�6�5/-65

0[� � �J-K5/���3� ����-45� B� F�E�C���5�
� @5� � Bi4
�����-45�B�0���C� ��4D
���������4�0��E5�6� �1�3�� �J-K5

/�� F� �1I� ��Yle�NS rRNA��6� �C��4D
������ � �J-K5�
B0[� � �J-K5� �/�� �9-0�� E�C���5�
� @5� ����-45GSO���

MGSO/���3� ��W�7�.G��+� HPCR� �6�+��Z��M�� �-�#������
� E��X��&�6� �-�#� ������� ���xPCR� �+'*� ,��� �����MgCl*�

�*���,���������dNTP� ��*+'�� �@5����
�y7�]�	1A�/X5��*��
����C���5�
�@5�>5/���C�@5�,������
R��1��1�@5��-�#������DNA�

%&�3�>�
15�F������4�,���7���8-4�����Z��M��\�5Gm��/0
5�H
������#�5�:/�����7�1�����1�6��6���%&�3��5�e"���/�6��[�����

e��Bi4� �� �$���� ���:/�� ���7�1�� ���1�6� �6�n��4�"���[���
��/�6���6� �C���5�
�,�J75� ��$�e��DNA� ���m/C�N���[���
��/�6�����:/��n��c����$�e��R*��/�6��[�����,�V1���$�e��
/�� F� ��X��extension� ���<1���� ��� �$�e��R*��6� �[���� F�@5

��/���9-0��E�C���5�
RNAH��� RNAH*�Q4�1�Blanchard��
�����-45� B�0���C� ��4D
������ U�M97� E5�6� :5����C� �

�/���3G,�/[�G�FH�N�H�>�
15�E5�6PCR�/01���d0�5��Z��M��
���%&�3��5�e������4�,���7���8-4�������/����<7�nVe���X��

���W�7DNA���#�5�:/�����7�1�����1�6��6�m/C�������$�e��"��
� Bi4�� �[����� ���1�6� �6� n��4�"�� �[���G1�����7� 

:/�H� �N*� �[���G,�J75H� �R*� �[���G:/�� n��c� H�>5/�� �C
��/�6����X������$�e��extension�������<1�R*�����[������

%&�3�>�
15��$�e�F�
� .!/0�� �����%1PCR� #�� @���3A� ,I�� S�>��/�75� E��X
���/����<7�/�����6���,�J���@5��-�#������PCR�1��1���E�C
�%VW��,�-0����0�#�6G&�����4B15��H���0��,�-0���G�l$��2A�H

pC�a�:����/���3�@��&��-�#5���/����5���5�e�,I�E�C�
�
��2�3��04�����5�4#��5��E��A��3�@5�B
���@5� ����-45� �6� �C

� �5	&5� >�1SPSS� ��EcxelE��� E���A� :��@A� �6� ��P����
Gx*�H%&�3���� �E���A�n���7F�
�

����������	�
�6����PCR�#� @A�����1��1��C�E5�6�d���PCR�%&�3� >�
15�
PCR�� �J-K5�E�C���5�
��6�,�5�GSO���GMSO���Yle����
� :I�NS rRNA��� ��W�7� 5����1�3� ��C� �6� �� /00���B0[� E�C

B0[� 	�1� �� ��4D
��������� ��4D
���i45� ���4D
� ���5� E�C
��5��d0�5�� ��4D
� �#��AG� F�+� H� @5��*���4��6� ����� ����6�

�*�G��'��� HS�E5�5����1DNA6�/1��6� �C��4D
������E5�� F�@5
� \�5�*�� ��1��1�+��%VW��B�0���C� ��4D
������ E5�6� �1��1�

� ��� /�N'��� S�1��1��� %VW�� ��4D
������ E�C�*'�N� S�n�
�1��1����n��97� 5���C���5�G�,�/[*�FH �n����,I�@��&��-�#5�

� �6� �/�� ��W�7��z�J���E5�6� @���3APCR���:�91� 5���/C��F
�� ��W�7� :I� �Yle�/1�6� B0[� � �J-K5� E�C���5�
� E5�6� �/

bp*R��B�0���C���4D
������E�C���5�
��6��/����W�7��Yle���
�/1�6bp���/1�5���F�

��!"�� ,�� $�%��!	� �"�&'!����� �,����7���� �%�8��� ��	�

� 6����� ��� 92� �:�� �PCR� #��@5� B�0���C� ��4D
������
G��'N�HS*��n��@5��1��1���*���4�/15�25�4��1��1�5/[�B��

/���3�F�(����6�����#�X���PCR�����*'�NG��S+���@5��7���*�

�1��1�H/����5��U�M97�:5����6� F�,�/[���*�n �;;X�_��-1�
@5�� �� %9�PCR%45� �/�� �.��$��� FB�0���C� ��4D
����� 

�����N�/�����4�0��(�������C��6��1��1��F�@5*��%VW���1��1� 

Archive of SID

www.SID.ir



�������.��$�PCR����4D
������U�M97�E5�6�%9���6����������������������������������������������������������������������������������F�F�F��������C�����5��
��
1�\�<����������

 

�
�.��7;.
!����	��"���'��,���$������<�=����<�

�
GSO-Forward (+�-GGGAGCAAACAGGAT TAG ATACCCTP��) 

MGSO- Reverse (+� –TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTCP� �) 
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