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Abstract 
Background: Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (M.a.p) causes chronic intestinal 

inflammation in dairy cattle and eventually leads to Johne's disease. In some studies, mentioned bacteria has 

been detected and isolated from milk. As regards, during the milking process; milk could get contaminated 

with chattels feces,therefore the extent of contamination of milk depends on hygienic methods prior and 

during of milking and the preparation and delivery to the consumer market processes too.So,the aim of this 

study was determined the prevalence of mentioned bacteria in pasteurized milk in Ardebil province by PCR 

method for the first time.  

Methods: In total; 330 commercially pasteurized milk samples were purchased from various production 

centers of Ardebil province and 50ml from each sample were centrifuged for M.a.p DNA extraction. 

Extracted DNA was evaluated for the presence of M.a.p's specific sequence of IS900 by two protocol of PCR 

assay. 

Results: M.a.p DNA was detected in 33cases (10% of samples) by assay with F90,F91 primers, 22 cases 

(6.66% of samples) by assay with FP25, RP26 primers and 11 cases (3.33% of samples) by assay with both 

pairs primers. 

Conclusions: The results obtained from this study; demonstrate a relatively high occurrence of M.a.p in 

pasteurized milk. In addition, regarding the possible etiological role of M.a.p in the development of Crohn’s 

diseases (Infectious Bowel Disease), it is considered as a serious concern for public health.  
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 له پصوهشیمقا

 در شیر پاظتوریسه  طمایکوباکتریوم اویوم پاراتوبرکلوزیتشخیص 

  IS900 شنی توالیبر اظاض جعتجوی   PCRروغ به
 

 آرغ خاکی ،*یونط انسابی

 
 گزوه پاتوبیولوصی، واحد تبزیش، دانشگاه آساد اسلامی، تبزیش، ایزان

 anzabi@iaut.ac.ir نویسنده رابط؛ ایمیل: *
 

 98/4/9392انتشار بزخط:      2/99/9394پذیزش:      62/8/9394دریافت: 
 ـدرمانی تبزیش.   94-7(: 3)39؛ 9392 و شهزیور  مزدادمجله پششکی دانشگاه علوم پششکی و خدمات بهداشتی 

 
 چکیذه
دس هغبلؼبت  .ؿَدوبسی یَى هیدس ًْبیت هٌدش ثِ ثی ٍ سٍدُ دس گبٍّبی ؿیشیهضهي ثبػث التْبة  ولَصیغپبساتَثش اٍیَم هبیىَثبوتشیَم :زمیىٍ

تَاًذ ثب هذفَع ؿیش هی ،ثب تَخِ ثِ ایٌىِ دس عی فشایٌذ دٍؿؾتـخیق دادُ ؿذُ ٍ اص آى خذا ؿذُ  اػت. دس ؿیش  هختلف، ٍخَد ثبوتشی هزوَس
ثِ ثبصاس  ػشضِآهبدُ ػبصی ٍ حل اٍ ًیض هش لجل ٍ ٌّگبم دٍؿؾ اػتفبدُ ؿذُ ّبی ثْذاؿتیثِ ؿیَُ ؿیش ثٌبثشایي هیضاى آلَدگی ،آلَدُ ؿَد داهْب

ثب  دس اػتبى اسدثیل ػشضِ ؿذُ ّبی پبػتَسیضُدس ؿیش ثشای اٍلیي ثبس ثبوتشی فَقحضَس هغبلؼِ، تؼییي  ّذف اص ایيلزا داسد.  هلشف ثؼتگی
 .ثَد PCR اػتفبدُ اص سٍؽ

هیلی لیتش اص ّش ًوًَِ  50ٍ  ُسدثیل خشیذاسی ؿذهختلف اػتبى اهشاوض تَلیذی ًوًَِ ؿیش پبػتَسیضُ تدبسی اص  330دس هدوَع  :کارريش
ثبوتشی  حضَس ثشسػی ثشای اػتخشاج ؿذُ DNA .ُ ٍ اػتفبدُ گشدیذػبًتشیفیَط ؿذ هبیىَثبوتشیَم اٍیَم پبساتَثشولَصیغ DNAخْت اػتخشاج 
  لشاس گشفت. اػتفبدُهَسد  PCRىل پشٍت ًَع دٍثِ ووه ثبوتشی ایي طًَم  دس IS900اختلبكی تَالی خؼتدَیّب ثش اػبع هزوَس دس ًوًَِ

 هَسد 22دس،  F90 ٍF91 آغبصگشّبی( ثب اػتفبدُ اص ًوًَِ ّب %10) هَسد 33دس هبیىَثبوتشیَم اٍیَم پبساتَثشولَصیغ DNA ٍخَد َا:يافتٍ
 ؿذ. دادُ تـخیق غبصگشآ خفت ثب ّش دٍّن ( ّبًوًَِ% 33/3)هَسد  11 دس ٍ FP25 ٍ RP26 آغبصگشّبی ( ثب اػتفبدُ اصّبًوًَِ 66/6%)

. ثب تَخِ ثِ ٍخَد داسد دس ؿیش پبػتَسیضُ ثبوتشی هزوَس آلَدگی ثِ ًؼجتب ثبلایی اص ؿیَعوِ  داداص ایي هغبلؼِ ًـبى  ًِتبیح حبكل گیری:وتیجٍ
سػذ وِ ایي ًظش هیِ ث ،ثبؿذهی ًیض هغشح)ًَػی ثیوبسی التْبثی سٍدُ(  اًؼبى دس تَػؼِ ثیوبسی وشٍى ػلت احتوبلیایٌىِ ثبوتشی هزوَس ثِ ػٌَاى 

 ػلاهت ػوَهی اػت. دس هَسد یه ًگشاًی خذی یبفتِ

 
 ، تَالی طًی، ؿیشولَصیغ، هبیىَثبوتشیَم اٍیَم پبساتَثش PCR :َاياشٌ کلیذ

 
ضاثی ی،: وحًٌ استىاد بٍ ايه مقالٍ ثَشولَصیغ دس ؿیش پبػتَسیضُ ثِ سٍخبوی آ اً م پبسات یٍَ م ا اَلی طًی  PCRؽ. تـخیق هبیىَثبوتشیَ ثش اػبع خؼتدَی ت

IS900 .ذاؿتی ـ دسهبًی تجشیض گبُ ػلَم پضؿىی ٍ خذهبت ثْ  14-7(: 3)39؛ 1396. هدلِ پضؿىی داًـ

 
 
 
 
 
 

 حك تألیف ثشای هؤلفبى هحفَػ اػت.
ذاؿتی ـ دسهبًی تجشیض تحت هدَص وشییتَ وبهٌض گبُ ػلَم پضؿىیٍ  خذهبت ثْ ػظ داًـ  (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0) ایي همبلِ ثب دػتشػی آصاد تَ

بدٍ  اسخبع دادُ ؿذُ ثبؿذ. ِ ًحَ همتضی اػتٌ ب دس كَستی هدبص اػت وِ ثِ اثش اكلی ث ًَِ اػتفبدُ تٌْ شگ تٌـش ؿذُ وِ عجك هفبد آىّ   ه
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 مقذمه
 ثبػث (M.a.p) ولَصیغساتَثشهبیىَثبوتشیَم اٍیَم پب 

دس ًْبیت هٌدش ثِ ٍ سٍدُ دس گبٍّبی ؿیشی هضهي التْبة 
 دس هزوَس. ثیوبسی (1) ؿَدهی (ولَصیغثیوبسی یَى )پبساتَثش

ٍ تبثیش لبثل تَخْی دس  ثَدُػشاػش خْبى ؿبیغ  ّبی اّلیدام
اػتمبد ثش ایي اػت وِ آلَدگی اٍلیِ  .داسد التلبد خْبًی

ثِ عَس هؼوَل ثب هلشف آغَص ٍ ؿیش  M.a.p ّب تَػظگَػبلِ
آلَدُ ثِ ثبوتشی هزوَس ٍ یب اص عشیك هحیظ آلَدُ اًدبم هی 

-هی آؿىبس ػبل 2-5پغ اص ثیوبسی  ، اهب ػلائن ثبلیٌیگیشد

اص  سا M.a.p ذٌتَاًهی ئن ثبلیٌیثذٍى ػلا ّبیدام (.2) دگشد
گًَِ هبُ لجل اص ًـبى دادى ّش  18تب  خَد هذفَع ٍ ؿیشعشیك 
. ذٌػول وٌ حبهلثِ ػٌَاى  ٍ ُدشو دفغثبلیٌی  ػفًَت ػلائن

 حبهل ذ ثِ ػٌَاىًٌتَاثبلیٌی هی ػلائن ّبی داسایّوچٌیي دام
اص دس سٍص  ػذد اص ثبوتشی هزوَس سا 5×1012 فؼبل ثیؾ اص

ذ ثشای چٌذیي هبُ دس هحیظ ٌتَاًهیوِ  هذفَع دفغ وٌٌذ عشیك
-CFU8  ثِ تؼذاد حذٍد شیحضَس ایي ثبوت (.3) ثیبٍسًذ دٍام

ّبی داسای ػلائن ثبلیٌی ٍ ًیض ؿیشگبٍ اصلیتش هیلی 50دس 2
 گضاسؽ ؿذُ اػتّن گبٍّبی هجتلا ثِ ػفًَت تحت ثبلیٌی 

ّبی هختلف، ؿیَع ثبلاتشی اص ایي دس گضاسؽ ّوچٌیي (.4)
دس ایشاى ًیض  .(5) ثیوبسی دس گبٍّبی ؿیشی روش ؿذُ اػت

ؿیشّبی خبم ٍ پبػتَسیضُ گضاسؽ  ؿیَع ثبلای ایي ثبوتشی دس
 یتَاًذ دس عؿیش هیثب تَخِ ثِ ایٌىِ  (.7ٍ6ٍ2) گشدیذُ اػت

ثٌبثشایي هیضاى  ،ؿَد آلَدُّب ثب هذفَع دامفشایٌذ دٍؿؾ 
ّبی ثْذاؿتی لجل ٍ دس ثِ ؿیَُغبلجب  ؿیشّبی هلشفی آلَدگی

ٍ ًیض اػوبل اًدبم گشفتِ ثش سٍی آى دس  حیي ؿیش دٍؿی
(. 8) داسد ثؼتگی هلشف ػبصی ٍ ػشضِ ثِ ثبصاسهشحلِ آهبدُ

سا دس  M.a.pی ٍخَد داسد وِ ثبوتشی ئاص عشف دیگش گضاسؿْب
تَػؼِ ثیوبسی التْبثی سٍدُ )ثیوبسی وشٍى( یه ػلت احتوبلی 

ثِ  هجتلا افشاد اص هختلف ّبیثشسػی ثغَسیىِ دس داًٌذ.هی
 ًیضٍ  ؿذُ ؿٌبػبیی ٍ خذاػبصی وشٍى ثبوتشی هزوَس ثیوبسی

 هؤثش وشٍى هجتلا ثِ ثیوبساى هَسد دس وِ ّبییثیَتیه آًتی اوثش
هبیىَثبوتشیَم ثبوتشی  ػلیِ وِ ّؼتٌذ ّوبى تشویجبتی اًذثَدُ

 .اػت گشفتِ اػتفبدُ لشاس هَسد ّن پبساتَثشولَصیغ اٍیَم
ّبی هَخَد دس ػلائن ثبلیٌی ٍ ًیض ػلائن ؿجبّت ّوچٌیي

 ّب ٍ ثیوبسی وشٍى دس اًؼبى،وبلجذ ؿىبفی ثیوبسی یَى دس دام
ٍ  خْت اثتلااحتوبل داسا ثَدى ًمؾ اكلی تَػظ ثبوتشی فَق 

-لزا دس ػبل (.9-11) ثخـذثیوبسی وشٍى سا لَت هی تَػؼِ

ثبػث ًگشاًی لبثل تَخْی  M.a.pّبی اخیش احتوبل آلَدگی ثِ
 دس ثؼیبسی اص ٍدس ػشاػش خْبى ؿذُ  كٌبیغ لجٌی دس

ی هزوَس ثِ ػٌَاى یه هخبعشُ ّبی هشتجظ، ثبوتشپظٍّؾ
 ّب ًیض هغشح ؿذُ اػتثْذاؿتی دس ػلاهت ػوَهی اًؼبى

دس ثؼیبسی اص ػلاٍُ ثش هذفَع،  M.a.pٍخَد ثبوتشی  (.12ٍ3)

 لجٌیؿیش ٍ هحلَلات ٍ ّوچٌیي دس  ّبدام ثذى ّبیلؼوت
دس هغبلؼبت ّوچٌیي  (.13ٍ2-16) ؿٌبػبیی ؿذُ اػت ًیض

هخلَكب دس  ش پبػتَسیضُدس ؿی ی هزوَسثبوتش هختلف،
پبػتَسیضاػیَى ثب دسخِ  ؿیشّبی پبػتَسیضُ ؿذُ ثِ سٍؽ
ثبل دس ػٌَاى هِ ( ثHTSTحشاست ثبلا دس عی صهبى وَتبُ )

وِ احتوبل صًذُ  ثبًیِ 15گشاد ثِ هذت دسخِ ػبًتی 72دهبی 
 خذا ؿذُ ًیض اص آى تـخیق ٍٍخَد داسد،  ی فَقهبًذى ثبوتش

ئلِ لبثل تَخِ دس تـخیق هؼاهب  (.18ٍ17ٍ3ٍ2) اػت
سؿذ  وِ،اػت  ایيّبی هختلف دس ًوًَِ M.a.pحضَس 

ّفتِ دس دهبی  18 ثیؾ اص) دس آصهبیـگبُ ایي ثبوتشی آّؼتِ
گشاد( ٍ ػذم ٍخَد هحیظ وـت اًتخبثی دسخِ ػبًتی 37

وبس آصهبیـگبّی  ،هیىشٍاسگبًیؼن ایي خذاػبصی هٌبػت ثشای
. اگش چِ (3) اػت ایي ثبوتشی سا دؿَاس وشدُثش سٍی 
 ثِ ػٌَاى اص عشیك وـت ٍ خذاػبصی M.a.pتـخیق 

ایي ثشای تـخیق  یؿبخل اػتبًذاسد ٍ سٍؽ تشیيهٌبػت
 ّبیتىٌیه اص وذام ّیچ ٍلی ،ؿَدهی دس ًظش گشفتِثبوتشی 

ٍ تَاًبیی آصهبیـگبُ  ًجَدُ وـت اػتبًذاسد ثىبس سفتِ ثشای
 ثب ّوذیگش عَس لبثل تَخْیِ ث خْت ایي ػول ّبی هختلف

هٌبػت حؼبػیت ایدبد اص ػَی دیگش، . (19) هتفبٍت اػت
هَاد  هثبل ثِ ػٌَاىچشا وِ ، ثبؿذهیدؿَاس  دس سٍؽ وـت

خلَگیشی اص سؿذ هیىشٍاسگبًیؼن  وِ خْتآلَدُ صدا ؿیویبیی 
 M.a.pػشػت ثخـیذى ثِ سؿذ  ٍ ّبدس ًوًَِ ّبی هضاحن
حبل سؿذ دس ّبی دس ًیض ٍخَد ثبوتشی ٍ گشدًذاػتفبدُ هی

صًذُ  وبّؾ هیضاى ٍ یب ؿذى وـتي ثبػث  ،فلَس عجیؼی هیضثبى
ثب تَخِ ثِ  ثٌبثشایي (.20) ؿَدّب هیدس ًوًَِ M.a.pهبًذى 

 ،ٍخَد داسد روش ؿذُ ّبی هشػَمسٍؽهـىلاتی وِ دس 
  M.a.p خَدٍاػت لبدس  PCRسٍؽ  ثبؿذ وِػمیذُ ثش ایي هی

ثْتش  ،ئیغزا یض هحلَلاتهحیغی ٍ ً ،ثبلیٌیّبی سا دس ًوًَِ
دس ایشاى، ثِ دلیل ثِ ثبلا ثَدى تؼذاد  (.21) هـخق وٌذ

M.a.p ّبیؿیش اًَاع آى دس هیضاىتؼییي  دس گبٍّبی ؿیشی 
 ٍ ثَدُ ثؼیبس هْناص ًظش ثْذاؿت ػوَهی  هلشفی، پبػتَسیضُ

بى ایوٌی تَاًذ تَػظ ػبصههیّن ؿذُ  ػبئیهیضاى آلَدگی ؿٌب
همشسات هلی ثشای وٌتشل هَاد غزایی  خْت ایدبد هَاد غزایی

ثٌبثشایي،  (.22ٍ2) لشاس گیشد ٍ اػتفبدُ هَسد ثشسػی صاثیوبسی
 ّبیدس ؿیش M.a.pهیضاى ؿیَع  يّذف اص ایي هغبلؼِ، تؼیی

ؿوبل غشة ٍالغ دس دس اػتبى اسدثیل )هلشفی پبػتَسیضُ 
ش ث PCR هَلىَلی ثب اػتفبدُ اص سٍؽثشای اٍلیي ثبس ایشاى( 
دس طًَم ثبوتشی  IS900 خؼتدَی ػىبًغ اختلبكیهجٌبی 
 .َدث هزوَس
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 کارروغ

 هبُ دیتب  1392 اػفٌذ هبِّ )اص 10دس عَل یه دٍسُ 
% 5/1ثبًوًَِ ؿیش پبػتَسیضُ ) ػذد 330 هدوَػب تؼذاد (،1393

 تَلیذی هشوض 9اص ،آهبدُ ثشای ػشضِ ثِ ثبصاس هلشف چشثی(
خوغ آٍسی فی ػبدُ ثِ عَس تلبداػتبى اسدثیل  ػغحدس  ٍالغ
 ُ ٍ ثلافبكلِ دس ؿشایظ اػتبًذاسد ثِ آصهبیـگبُؿذ

طی گشٍُ ثْذاؿت هَاد غزائی داًـگبُ آصاد اػلاهی  ثیَتىٌَلَ
لیتش اص ّش ًوًَِ ؿیش هیلی 50. ػپغ یبفتاًتمبل هی ٍاحذ تجشیض

ؿذ. لایِ هیدلیمِ ػبًتشیفَط  30ثِ هذت  g ×4000 دٍسدس 
 ّبیاص پلت ٍ ُسیختِ ؿذ ثب دلت دٍس ؿیشٍ آة  چشثی

 M.a.pثبوتشی  DNAثشای اػتخشاج لَلِ دس تِ  حبكلِ
ثب تَخِ ثِ  M.a.p ثبوتشی طًَهی DNA (.18) ؿذهیاػتفبدُ 

ثب  الجتِ ،ٍ ّوىبساى Djønneپشٍتىل ؿشح دادُ ؿذُ تَػظ 
، ثذیي هٌظَس. (14) دس آى اػتخشاج ؿذ ثشخی تغییشاتاػوبل 

ّبی ؿیش )ثِ دػت آهذُ اص ًوًَِ ّبًوًَِ اص یه ّش ّبیپلت
وِ ثبفش لیض وٌٌذُ اص  لیتشهیلی 1 ثب خذاگبًِ (ؿذُ ػبًتشیفَط

تشیغ  mM10 ًوه عؼبم، EDTA ،mM 400اص mM2 حبٍی
 ثَد Kگشم پشٍتئیٌبص هیلی SDS ٍ20 %6/0ٍ ًیض اػیذ ولشدسیه

 ُگشدیذ هخلَط ،آلذیشیچ، آهشیىب(-)ّوگی اص ؿشوت ػیگوب 
 ٍpH خْت لیض ؿذى  ػپغ .یذدگشهیتٌظین  8دل ًْبئی هؼب

 37دهبی  ػپغ دلیمِ ٍ 15ّب اص دهبی خَؽ ثِ هذت ثبوتشی
  دس اداهِ .ؿذهیاػتفبدُ یه ؿت  هذت ثِ گشاددسخِ ػبًتی

DNA هیىشٍلیتش اص هحلَل حبٍی فٌل 500ثِ ووه ثبوتشی :
)ّوگی هشن، آلوبى( ثب ًؼجت  الىل ایضٍآهیل :ولشٍفشم
1:24:25 ٍ7/6;pH ّبیلَلِ ػپغ ٍ ُگشدیذ اػتخشاج 
 هیدلیمِ ػبًتشیفَط  10ثِ هذت  g×12000 دٍس دس آصهبیؾ

ٍ ثِ یه لَلِ  ُآٍسی ؿذخوغ حبكلِ فبص آثیػپغ ؿذ. 
 ػشداػتفبدُ اص اتبًَل هغلك ثب  DNA دس اداهِ خذیذ هٌتمل ٍ

 30دس دػت آهذُ ِ ث DNAؿذ. هی( سػَة دادُ -ºC20) ؿذُ
، ػیٌبطى ؿشوت) یًَولئبص ّبیفبلذ آًضین هیىشٍلیتش آة همغش

اػتخشاج ؿذُ  DNAدس ًْبیت هیضاىؿذ. هیحل تْشاى، ایشاى( 
 Nano Dropاػپىتشٍفتَهتش ) دػتگبُثب اػتفبدُ اص

Technologies, Wilmington, DE, USAُهیگیشی ( اًذاص 
 A260ًؼجت خزة  ثذیي هٌظَس اصلاصم ثِ روش اػت وِ  .ؿذ

/ A280  ثب  احتوبلی آلَدگی شدىوهـخقثشایDNA 
 تـخیق تَالیثِ هٌظَس  (.23) ذگشدیهیاػتفبدُ  ،ًبخَاػتِ

ثب  ّبًوًَِ اػتخشاج ؿذُ اص ّبی DNA دس IS900اختلبكی 
 ؿذ: ػتفبدُا صیش ّبیآغبصگش اص PCRاػتفبدُ اص 

 
F-90: 5

׳
-GTT  CGG   GGC  CGT  CGC  TTA   GG-3

׳
  

R-91: 5
׳
-GAG  GTC   GAT  CGC CCA  CGT  GA -3

  ׳
 

 400 اًذاصُ ثِهحلَلی  خفت پشایوش ثبلا PCR وِ عی سًٍذ
 ٍ  وٌٌذتَلیذ هی خفت ثبص

FP-25: 5׳-CCA  GGG   ACG  TCG  GGT  ATG  GC -3׳  
RP-26: 5׳- GGT  CGG   CCT  TAC  CGG  CGT  CC-3׳  

 
 228 اًذاصُ ثِخفت پشایوش ثبلا هحلَلی  PCR وِ عی سًٍذ

 اػتفبدُ ؿذُ دس ٍاوٌؾ هخلَط (.2) وٌٌذیذ هیتَل خفت ثبص
PCR هیىغ  هؼتش هیىشٍلیتش اص 5/12، ؿبهلX2، 60 

)ؿشوت  ّبی روش ؿذُ دس ثبلاّش یه اص آغبصگش پیىَهَل اص
الگَ )اػتخشاج  DNAًبًَگشم اص  25 ٍػیٌبطى، تْشاى، ایشاى( 

ثب اضبفِ  ثَد وِ ؿیش پبػتَسیضُ( ّبی ًوًَِ یه اصؿذُ اص ّش
)ؿشوت ػیٌبطى،  یًَولئبص ّبیفبلذ آًضینآة همغش  وشدى

هیىشٍلیتش  25 هخلَط هزوَس سا ثِحدن ًْبیی تْشاى، ایشاى( 
)ؿشوت  هؼذًیسٍغي  هیىشٍلیتش 5ثب  سا پغ آىػٍ  سػبًذُ

ّوچٌیي دس ایي  .وشدینهیهخلَط ػیٌبطى، تْشاى، ایشاى( 
 ,M.a.p (DSM 44133 ّبی اػتبًذاسدیىی اص ػَیِآصهبیؾ 

Braunschweig-Germany)  ٍ ة ًیض آثِ ػٌَاى وٌتشل هثجت
ثِ ػٌَاى وٌتشل هٌفی اػتفبدُ  DNA ٍRNA همغش ػبسی اص

 ٍ F90ثب اػتفبدُ اص خفت آغبصگشّبی  PCRثشًبهِ  ؿذ.هی
F91 94دًبتَساػیَى اٍلیِ دس ؿذ: هی تحت ؿشایظ صیش اًدبم 

 اسیتىش چشخِ 35 ػپغدلیمِ ٍ  5گشاد ثِ هذت دسخِ ػبًتی
 )دًبتَسُ ؿذى ثبًیِ 40ثِ هذتگشاد دسخِ ػبًتی 94 ؿشایظ دس

خْت اتلبل  دلیم1ِگشاد ثشای دسخِ ػبًتی 65(، اكلی
خْت دلیمِ  1گشاد ثِ هذت دسخِ ػبًتی 72ٍ آغبصگشّب 

 دلیمِ 7 ثِ هذتگشاد دسخِ ػبًتی 72ٍ دس ًْبیت تَػؼِ اٍلیِ 
. (بصخفت ث 400ثب اًذاصُ ) هحلَل ًْبیی تَػؼِخْت 

ّن تحت  FP25  ٍRP26ثب آغبصگشّبی  PCRّوچٌیي ثشًبهِ 
 دسخِ ػبًتی 94دًبتَساػیَى اٍلیِ دس ؿشایظ صیش اًدبم ؿذ: 

 ؿشایظتىشاسی دسچشخِ  35 ػپغ دلیمِ ٍ 4گشاد ثِ هذت 
(، اكلی )دًبتَسُ ؿذى ثبًیِ 30ثِ هذت گشاد دسخِ ػبًتی 94
 بل آغبصگشّبثبًیِ خْت اتل 30ثِ هذت گشاد دسخِ ػبًتی 70
ٍ  ثبًیِ خْت تَػؼِ اٍلیِ 40 ثِ هذتگشاد دسخِ ػبًتی 72ٍ 

خْت تَػؼِ  دلیمِ 7 ثِ هذتگشاد دسخِ ػبًتی 72دس ًْبیت 
ّبی ًوًَِ ّوچٌیي .(خفت ثبص 228)ثب اًذاصُ ًْبیی هحلَل

 (وٌتشل هٌفی)الگَ  DNA اػتفبدُ اص ؿیش ثِ عَس ّوضهبى ثذٍى
دس  گشفتٌذ.هیآصهبیؾ لشاس سد هَ ّن PCRوٌتشل فشآیٌذ ثب ٍ 

هشثَط ثِ  PCRهحلَل  هیىشٍلیتش اص 5ثب اػتفبدُ اص ًْبیت 
 %1طل آگبسص  سٍی ثش F-90 ٍ R-91 خفت آغبصگشّبی

(Invitrogen, California, USAٍ )  ًیض ّوبى همذاس اص
 FP-25 ٍ RP-26هشثَط ثِ خفت آغبصگشّبی PCRهحلَل 

 (Invitrogen, California, USA)% 2/1 سٍی طل آگبسص ثش
ػپغ  .گشدیذهیػول ثبسگزاسی هحلَلات روش ؿذُ اًدبم 

آهیضی لیتش( ثشای سًگ/ هیلیهیىشٍگشم1اتیذیَم ثشٍهبیذ )
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DNA  لاصم ثِ . گشفتهیهَسد اػتفبدُ لشاس اػتخشاخی
ثبصی خفت  100ػبیض هبسوش DNA دٍ ًَعیبدآٍسی اػت وِ 

تؼییي ثِ هٌظَس  وَسّبی هزّن دس طلفشهٌتبص، آلوبى( ؿشوت )
 ّوبًغَس وِ دس) ؿذهیاػتفبدُ  PCR تاًذاصُ لغؼِ هحلَلا

ّب ّن ثشداسی اص طلثشای تلَیش (.ؿَددیذُ هی 1 ؿىل ؿوبسُ
)ؿشوت ػیٌظى  Box™ gel documentationاصدػتگبُ  

  (.8ٍ6ٍ2) ؿذهیاػتفبدُ ووجشیح، اًگلؼتبى( 
 

 هایافته
 DNA ،آصهبیؾ ؿذُ ًوًَِ ؿیش پبػتَسیضُ 330 هدوَع اص

هَسد  22دس  هبیىَثبوتشیَم اٍیَم پبساتَثشولَصیغ ثبوتشی
 F90 خفت آغبصگشّبی اص ثب اػتفبدُ ّبًوًَِ اص %66/6یؼٌی دس

 ٍF91، خفت ( ثب اػتفبدُ اصّباص ًوًَِ% 10) هَسد 33 دس
 %33/3)ًوًَِ  11 فمظ دس هَسد ٍ FP25  ٍRP26 آغبصگشّبی

خذٍل )ؿٌبػبیی ؿذ  آغبصگش خفت ٍثب ّش د ّوضهبى (ّبًوًَِ
 (.1ٍ ؿىل  1
 
 

ثب آصهبیؾ ؿذُ پبػتَسیضُ  ّبیؿیش ّبی هثجتتؼذاد ٍ دسكذ ًوًَِ :1جذيل
  PCRاػتفبدُ اص دٍ سٍؽ 

دس اًدبم گشفتِ  ًتبیح آصهبیـبت 
ثش هجٌبی  ّبی هَسد آصهبیؾًوًَِ

 IS900حضَس تَالی اختلبكی 

 

  DNAهـخق ؿذى 
ثب اػتفبدُ اص خفت 

 F90, F91بصگشّبی آغ

ثب اػتفبدُ   DNAهـخق ؿذى 
 ,FP25اص خفت آغبصگشّبی 

RP26 

دسكذ  ٍ تؼذاد
ٍ  هَاسد هثجت

 هٌفی
+ - 22 (66/6%)   
- + 33   (10)% 
+ + 11 (33/3%  ) 

 
 

25  24  23 22  21  20  19  18  17  16  15 14  13  12 11 10  9  8  7 6  5  4 3 2  1  
 

 
 

خفت  228 ای از وتايج مثبت در شل الکتريفًرز شذٌ محصًلاتومًوٍ :1شکل
مربًط بٍ ( 18ٍ20)چبّه ّبی خفت ثبصی 400ي  (12تب  2ّبی )چبّه ثبصی

جفت بازی  100َا ) سايس مارکراوجام گرفتٍ بر ريی ومًوٍ  PCRآزمايشات 
در  2ت بازی وًع جف 100ي ویس سايس مارکر 1ٍ17در چاَک َای  1وًع 

َای مىفی جًاب 14ٍ19-13َای باشذ. چاَکمشخص می 15ٍ25چاَک َای 
 دَىذ(.کىترل مىفی را وشان می 16ٍ21کىترل مثبت ي  24تب  22َای ي ویس چاَک

 بحث
ّبی تـخیق هَلىَلی اص خولِ تىٌیه ثب پیـشفت سٍؽ

PCR ّب اّویت ٍ اسصؽ اػتفبدُ اص آى دس تـخیق ثیوبسی
سٍص ثیـتش ؿذُ اػت وِ ایي اهش دس استجبط ثب تـخیق سٍص ثِ 

عَسیىِ دس هغبلؼبت ِ ثیوبسی یَى ًیض ثِ اثجبت سػیذُ اػت، ث
ّب دس همبیؼِ ثب ػبیش سٍؽ PCRهتؼذد اػتفبدُ اص آصهبیؾ 

ّبی هثجت ثیـتشی سا ًـبى دادُ ٍ ًیض حؼبػیت تؼذاد خَاة
 M.a.pثبلا ٍ ٍیظگی هٌبػت ایي تىٌیه سا دس تـخیق 

دس ٌّذ،  2007دس ػبل  یدس پظٍّـ (.7) تَكیف وشدُ اػت
ای  همبیؼِؿىل ِ ث PCRػِ آصهبیؾ تـخیلی الایضا، وـت ٍ 

ثش سٍی ؿیش گبٍّبی ثَهی اًدبم گشفتِ وِ دس هیبى آًْب سٍؽ 
PCR پظٍّؾ (24) ؿیش ثْتشیي ًتبیح سا ًـبى دادُ اػت .

سای ّبی آثی وِ دادیگشی وِ دس ٌّذٍػتبى ثش سٍی گبٍهیؾ
اًذ اًدبم گشفتِ ًـبى دادُ وِ اص ػلائن ثبلیٌی ثیوبسی یَى ثَدُ

ًوًَِ  14تؼذاد  ،ی هشثَط ثِ داهْبی هزوَسًوًَِ 20هدوَع
ًوًَِ ثِ وـت  6ٍ فمظ  PCR ثِ آصهبیؾ تـخیلی

اهب دس پظٍّـی وِ دس  (.25) اًذاختلبكی خَاة هثجت دادُ
 آصهبیؾ ِ اػت، اثتذا گَػفٌذاى ثبایتبلیب اًدبم گشفت

ّبی ػشٍلَطیىی هَسد هغبلؼِ لشاس گشفتِ ٍ دس اداهِ ًوًَِ
ؿیش آصهبیؾ  PCRهثجت ٍ هٌفی اص ًظش ػشٍلَطیىی، اص عشیك 

دام  15ًوًَِ هشثَط ثِ  9ؿذًذ وِ ًتیدِ ایي ثَدُ وِ تؼذاد 
دام ػشم هٌفی ثِ  14ًوًَِ اص  4ػشم هثجت ٍ ًیض تؼذاد 

دس هغبلؼِ  (.26) اًذؿیش خَاة هثجت دادُ PCRآصهبیؾ 
تَاى سا هی M.a.pحبضش ّن، هـخق گشدیذ وِ ثبوتشی 

تش ٍ ثب حؼبػیت ثبلاتش ثب اػتفبدُ اص دٍ سٍؽ ػشیغ
IS900PCR  ؿٌبػبیی وشد. ثش ایي اػبع، سٍؽ هجتٌی ثشPCR 

ًؼجت ثِ سٍؽ هجتٌی ثش  FP25 ٍ RP26ثب خفت آغبصگشّبی 
PCR  ثب خفت آغبصگشّبیF90 ٍ F91  ؿیَع ثبلاتشی اص

ّب ثب تفبٍت ّبی هـبّذُ ثبوتشی هزوَس سا ًـبى داد. ایي یبفتِ
ًتبیح ثذػت آهذُ تَػظ  ؿذُ دسؿیَع ثبوتشی فَق دس

Ellingson  2005ٍ ّوىبساى دس ػبل  ٍDonaghy  ّوىبساى ٍ
الجتِ ثِ ًظش هی سػذ  (.27ٍ17) بؿذثهغبثك هی 2008دس ػبل 

ؿَد ًیض بصگشی وِ اػتفبدُ هیوِ دس ایي هَسد خبف ؛ ًَع آغ
ثب تَخِ ثِ  ّوچٌیي هْن ثَدُ ٍ داسای ًمـی اختلبكی اػت.

ؿَد ًتبیح ثشخی اص تحمیمبت روش ؿذُ دس ایٌىِ هـبّذُ هی
ثبؿذ ثب ًتبیح تحمیك ؿیش هی PCRثبلا وِ هشثَط ثِ ًتبیح 

سػذ وِ یىی اص ًظش هیِ ثبؿذ لزا ثهمذاسی هتفبٍت هی حبضش
ّبی ّبئی ؿجیِ یَىًذ هشثَط ثِ ٍخَد هتبثَلیتتَاػلل آى هی

 PCRّبی ؿیش ثبؿذ وِ هوىي اػت ٍاوٌؾ ولؼین دس ًوًَِ
اص عشف دیگش  .سا هْبس وشدُ ٍ لزا ًتبیح هتفبٍت حبكل ؿَد

سػذ وِ یىی دیگش اص دلایل ػذم ّوخَاًی ًتبیح ظش هیِ ًث
پظٍّؾ حبضش ثب ًتبیح حبكلِ دس ثشخی اص تحمیمبت هـبثِ 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 61/  خاکی و  انسابی                                           IS900بر اظاض جعتجوی توالی شنی   PCRبه روغ تشخیص مایکوباکتریوم اویوم پاراتوبرکلوزیط در شیر پاظتوریسه 

دلیل تفبٍت دس پشٍتىل ِ تَاًذ ثِ آًْب اؿبسُ ؿذ، هیوِ ث
ػت هَضَع ا ثبؿذ. چشا وِ ػمیذُ ثش ایي DNAاػتخشاج 

الگَی  DNAدلیل ػذم تْیِ ِ ؿَد وِ ثهزوَس ثبػث هی
اص عشف  (.28) تغییش یبثذ PCRحؼبػیت آصهبیؾ  هٌبػت،
تحمیمبت هختلفی دس استجبط ثب تؼییي غیش فؼبل ؿذى دیگش 
دس ؿیش پبػتَسیضُ اًدبم ؿذُ اػت وِ ایي  M.a.p ثبوتشی

عَس  ثِهزوَس ّب ثِ عَس ولی ًـبى دادُ اػت وِ ثبوتشی یبفتِ
 15عی هذت  ºC72وبهل دس ػول پبػتَسیضاػیَى ؿیش دس دهبی

ّبی یبفتِ ّوچٌیي (.18ٍ5ٍ3) ؿَدثبًیِ غیش فؼبل ًوی
هٌدش ثِ ایي ؿذ وِ كٌبیغ  1998هغبلؼبت هختلف دس ػبل 

ثشیتبًیب هجبدست ثِ افضایؾ صهبى پبػتَسیضاػیَى ؿیشّبی لجٌی 
( ثِ هٌظَس ºC72ثبًیِ دس دهبی  15ثبًیِ ثِ خبی  25تدبسی )

 وـٌذگی ػول پبػتَسیضاػیَى ًوبیٌذافضایؾ هیضاى لذست
 567دس یه ثشسػی هلی دس اًگلؼتبى، اص هدوَع  (.29ٍ3)

ًوًَِ ؿیش پبػتَسیضُ تدبسی آصهبیؾ ؿذُ وِ ثِ هٌظَس 
ثبوتشی  DNAدس  اختلبكیثشسػی حضَس خبیگبُ طًی 

M.a.p ّب( خبیگبُ طًی ًوًَِ% 7/11هَسد ) 67اًدبم گشفت، دس
ؿٌبػبئی  Immunomagnetic PCRهزوَس تَػظ سٍؽ

ایي  M.a.pتبییذ وشدًذ وِ  ی ایي پظٍّؾّبیبفتِ ُ ٍگشدیذ
تَاًبئی سا داسد وِ دس فشآیٌذ پبػتَسیضاػیَى تدبسی ثش اػبع 

(، حتی گبّی دس HTST) بدُ اص دهبی ثبلا دس صهبى وَتبُاػتف
ثبًیِ ّن افضایؾ  25هَاسدی وِ هذت صهبى اػوبل حشاست ثِ 

یبفتِ اػت، صًذُ ثوبًذ. الجتِ ًگبسًذگبى یبفتِ هزوَس ًتَاًؼتٌذ 
وـتِ ؿذُ ٍ صًذُ هبًذُ ثب لبثلیت  ّبیثبوتشیتفبٍت ثیي 

 غنالشػلی ضشدس پظٍّؾ حب (.30ٍ3) سٍیـی سا هـخق وٌٌذ
دس ؿیشّبی پبػتَسیضُ  M.a.pاثجبت ؿیَع ثبلای ٍخَد ثبوتشی 
 ّبی آصهبیؾدلیل ٍیظگیِ ػشضِ ؿذُ ثِ ثبصاس هلشف، ث

PCRّبی وـتِ ؿذُ ٍ صًذُ هبًذُ ثب ، تفبٍت ثیي ثبوتشی
  لبثلیت سٍیـی هـخق ًگشدیذ.

 
 گیرینتیجه

ِ اص آلَدگی ث ییؿیَع ثبلاًتبیح حبكل اص ایي هغبلؼِ  
هجتٌی ثش خفت  PCRثب اػتفبدُ اص  دسكذ M.a.p(10  ثبوتشی

 PCRتَػظ ثشًبهِ  دسكذ FP25 ٍ RP26  ٍ66/6آغبصگشّبی 
ًـبى  دس ؿیش پبػتَسیضُ سا (F90 ٍ F91ّبی ثب خفت آغبصگش

-ثِ ًظش هی ثب تَخِ ثِ ؿشایظ داهذاسی دس وـَس هبلزا . ددا

سٍؽ  ثِ غبلجب ثبوتشی هزوَس دس ؿیش، سػذ وِ ثبلا ثَدى تؼذاد
. ثِ ّبی ػٌتی استجبط داسدگبٍداسیدػت دس ثب  ؿیش دٍؿؾ

دس هضاسع ػٌتی  ّبدام ْبوِ دس آً یػجبست دیگش، دس هٌبعم
 ثِ خبی دس آًْب ٍ یبفتِ پشٍسؽكٌؼتی  هشاوضوَچه ثِ خبی 

 اًدبم هی دٍؿیثب دػت ؿیش ،دػتگبُ ؿیشدٍؽ اػتفبدُ اص
ثب تَخِ ثِ ایي ًىتِ  .ثبؿذهیثبلاتش  M.a.pٍلَع  هیضاى، شدیگ

 یَى وِ اػْبل هضهي ٍ همبٍم ثِ دسهبى اص ػلائن ثبسص ثیوبسی
تَاًذ هَخت آلَدگی ؿیش ٍ هحیظ ایي هؼئلِ هی ثبؿذ لزاهی

ثش ّویي اػبع هغبلؼبت اًدبم یبفتِ دس ایي . ّب گشددداهذاسی
هَسد حبوی اص افضایؾ احتوبل آلَدگی ثبًَیِ ؿیش ثِ ٌّگبم 

 ّبیثٌبثشایي پبیجٌذی ثِ سٍؽ (.23) ثبؿذدػتی هیؿیش دٍؿی 
ضدى ثِ ؿیش ًدٍؿی ٍ دػت ثْذاؿتی هٌبػت دس حیي ؿیش

 سٍؽ اص گیشی. ػلاٍُ ثش ایي ثب تَخِ ثِ ثْشُثبؿذضشٍسی هی
ؿیشّبی هَسد هلشف اًؼبى  ثش سٍی HTSTپبػتَسیضاػیَى 

ثب هذت صهبى وبفی ٍ  ایي ػول دس تبویذ ثش اًدبم، دس ایشاى
 M.a.pثشای غیشفؼبل وشدى هٌبػت ذت ػولیبت حشاستی ؿ

اص عشف دیگش ثب تَخِ ثِ ًمؾ  سػذ.ثِ ًظش هی ضشٍسی
M.a.p  ػلت احتوبلی دس تَػؼِ ثیوبسی وشٍى، ایي ثِ ػٌَاى

تَاًذ ثِ ػٌَاى یه ًگشاًی خذی ثشای ػلاهت ّب هییبفتِ
 ػوَهی دس ًظش گشفتِ ؿَد. 

 
 تقذیر و تشکر

ؿجىِ داهپضؿىی  هؼئَلیي ٍ پشػٌل هحتشم ٍِػیلِ اص ولیثذیي
طی آصهبیـگبُ وبسؿٌبػبى  ًیض اػتبى اسدثیل ٍ گشٍُ ثیَتىٌَلَ

داًـگبُ آصاد اػلاهی ٍاحذ تجشیض ثِ خبعش ثْذاؿت هَاد غزائی 
 .ینّبی لاصم ووبل تـىش سا داسّوىبسی
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