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چكید ه 
پاراتوبرکولوزیس  گونه  تحت  ایویوم  مایکوباکتریوم  توسط  باریک  روده  گرانولوماتوزی  مزمن  بیماری  یون(  )بیماری  پاراتوبرکلوزیس 
)MAP( ایجاد می شود. در کنترل بیماری، مهم ترین اقدام تشخیص و جداسازی حیوانات آلوده می باشد لذا هدف این بررسی جداسازی 
عامل این بیماری از دام های مشکوک و در ادامه تائید جدایه ها با استفاده از تست های مولکولی بود. برای این منظور 142 نمونه مشکوک 
ارسالی از استان های اصفهان، البرز، تهران، خراسان شمالی، خوزستان، زنجان، فارس، قزوین، کرمان و گلستان پس از آلودگی زدایی بر 
روی محیط کشت هرالد اگ حاوی مایکوباکتین و بدون مایکوباکتین کشت داده شدند. پس از استخراج 16S rRNA PCR- ،DNA و 
سپس از نمونه های مثبت Nested-PCR انجام شد. در مجموع از 142 نمونه مشکوک 47 جدایه بدست آمد. در گسترش میکروسکوپی 
همه جدایه های مثبت در رنگ آمیزی زیل نلسون باسیل اسید فاست مشاهده گردید و در 83  نمونه از مجموع 142 نمونه مورد آزمایش 
حضور  نشاندهنده  که  شد  مشاهده   543   bp ناحیه  در  16s rRNA PCRباندی  جواب  در  مایکوباکتریایی  سویه های  از  همچنین  و 
مایکوباکتریوم در نمونه های فوق بود. از تمامی جدایه ها و سویه های کنترل مثبت و منفی Nested-PCR انجام پذیرفت که در مرحله اول 
باند bp 398 توسط پرایمرهای P90 و P91 و در مرحله بعد قطعه ای به طول bp 298 توسط پرایمرهای AV1 و AV2 حاصل گردید که 
نشان دهنده وجود مایکوباکتریوم پاراتوبرکولوزیس در نمونه ها بود. بر اساس این مطالعه Nested-PCR به عنوان روش مناسب تشخیص 

سریع قطعی موارد بیماری پیشنهاد می گردد.  

  16S rRNA ،Nested-PCR ،کلمات کلیدی: مایکوباکتریوم پارا توبرکولوزیس، یون، ایران
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Paratuberculosis or Johne's disease is a chronic granulomatous disease of the small intestine that is caused by Mycobacteri-
um avium subspecies paratuberculosis (MAP).The aim of this study was to determine the status of this disease in suspected 
animals and finally confirmation of isolates identity by molecular tests. For this purpose, 142 suspicious samples were 
cultured on plain and mycobactin J-supplemented Herrold's egg-yolk slants from Isfahan, Alborz, Tehran, North Khorasan, 
Khuzestan, Zanjan, Fars, Qazvin, Kerman and Golestan provinces. Forty seven isolates were obtained out of 142 suspicious 
samples. All specimens that were grown on mycobactin J-supplemented Herrold's egg-yolk slants were detected by Ziehl-
Neelsen staining as acid Fast bacilia, and in 83 samples of the total, as well as mycobacterial strains, a 543 bp fragment was 
amplified using PCR-16s rRNA. Nested PCR was done on isolates and positive and negative controls. At the first stage, a 
398 bp fragment was obtained by P90 and P91 primers, and in the next step, a 298 bp fragment was obtained using AV1 
and AV2 primers, which indicates the presence of Mycobacterium paratuberculosis in the samples. Based on this study, 
Nested-PCR is suggested as a suitable rapid diagnostic method for disease cases.

Keywords: Mycobacterium paratuberculosis, Johne's, Iran, 16s rRNA-PCR, Nested-PCR

مقدمه
 Mycobacterium avium مایکوباکتریوم ایویوم زیر گونه پاراتوبرکلوزیس
subspecies paratuberculosis (MAP) یک باکتری فرصت طلب و عامل 
اساس  بر  می باشد.  نشخوارکنندگان  در  پاراتوبرکولوزیس  شده  شناخته 
بیماری  ایجاد  اصلی  عوامل  از  یکی  مایکوباکتریوم  این  موجود  شواهد 
به  بنظر می رسد در آسیا  نیز شناخته شده است )18(.  انسان  کرون در 
ایجاد  علیرغم  پاراتوبرکولوزیس  لجستیکی٬  و  مالی  منابع  فقدان  جهت 
خسارت های گسترده اقتصادی در دامپروری به جهت کاهش تولید شیر٬ 
اینها  بر  علاوه  و  دام  پیشرس  کشتار  همچنین  و  گیری  وزن  مثل٬  تولید 
ایجاد ریسک بهداشتی برای انسان٬ به یک بیماری فراموش شده تبدیل 
شده است )2(. ایران همچون سایر کشورهای منطقه نظیر پاکستان )25( 
در طول شش دهه گذشته از هنگام شناسایی نخستین موارد بیماری در 
کشور )23( در نتیجه فقدان یک برنامه ملی کنترل شاهد حضور اندمیک 
بیماری تقریبا در تمام مناطق جغرافیایی دامپروری کشور می باشد )20(. 
جداسازی MAP از محیط بدلیل ماهیت کند رشد باکتری٬ تعداد معمولا 
امکان پذیر  ارگانیزم ها بسادگی  کم آن و همچنین فراوانی سایر میکرو 
نظیر  متنوعی  پروتکل های  اساس  همین  بر  نیست.  موفقیت آمیز  و 
فیلتراسیون٬ آلودگی زدایی و ایلوژن به منظور بازیافت باکتری از محیط 

و  شناسایی  پاراتوبرکولوزیس  کنترل  در   .)1( شده اند  معرفی  و  ابداع 
بالینی در گله که  MAP در دام های آلوده بدون تظاهرات  جداسازی 
می گردند٬  بیماری  انتشار  موجبات  مدفوع  طریق  از  باکتری  پخش  با 
بزرگی  مجموعه  میان  از   .)17( می باشد  برخوردار  زیادی  اهمیت  از 
  F57،Locus 255 نظیر    MAP اختصاصی  ژنتیکی  مارکرهای  انواع  از 
 Traditional و Real-time PCR 15(  که در پروتکل های( ISMav2 و
بهترین  از  یکی  همچنان   IS900 لوکوس  شده اند  گرفته  کار  به   PCR
تعیین هویت MAP می باشد )15(. در  ژنتیکی مرسوم در  مارکرهای 
مطالعه حاضر در جستجو بدنبال جدایه های MAP در میان نمونه های 
نمونه ها  کشت  به  اقدام  از  پس  لنفاوی  عفده  و  روده  شیر٬  مدفوع٬ 
بر  تمرکز  با   Nested-PCR فرم  پلت  از  اختصاصی  محیط های  روی  بر 

استفاده گردید.  IS900
مواد و روش  کار

نمونه گیری و جداسازی باكتری
142 نمونه مشکوک از سراسر کشور از مهر ماه سال 1394 تا فروردین ماه 
سال 1395 جمع آوری گردید که شامل 20 نمونه شیر، 119 نمونه مدفوع، 
از شیر، مدفوع  لنفاوی بود. نمونه ها  دو نمونه روده و یک نمونه عقده 
)توسط تخریش مخاط رکتوم(، مخاط روده و عقده لنفاوی مزانتریک اخذ 

جداسازی مایکوباکتریوم ایویوم زیر گونه  ...
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و پس از ثبت کد دام و دامداری و تاریخ، درظروف درپوش دار استریل 
جمع آوری گردید و در کنار یخ به آزمایشگاه مایکوباکتریولوژی موسسه 
سانتی گراد  درجه   -70 فریزر  در  کشت  زمان  تا  و  گردید  منتقل  رازی 
 MAP III&V )واکسن(  آزمایشگاهی  دو سویه  نگه داری شد. همچنین 
و 316F MAP به عنوان کنترل مثبت٬ و دو سویه مایکوباکتریوم ایویوم 
 Mycobacterium avium subspecies avium (MAA)  تحت گونه  ایویوم
D4 و AN5 مایکوباکتریوم بویس Mycobacterium bovis AN5 به عنوان 

کنترل منفی وارد مطالعه شدند )جدول 1(.

كشت مدفوع
لوله  یک  به  مدفوع  گرم  یك  مدفوع،  از 119 نمونه  آلودگی زدایی  برای 
فالكون ml 50 محتوی آب مقطر استریل انتقال و محتویات آن یکنواخت 
آزمایشگاه  شرایط  در  دقیقه   30 مدت  به  حاصل  سوسپانسیون  گردید. 
 ml 5 از مایع فوقانی توسط پیپت به لوله حاوی ml قرار گرفت و سپس
یافت.  0/75%انتقال   (HPC) كلراید  پیرینیدیوم  دسیل  هگزا  محلول   20
محیط  در  ساعت   18 مدت  به  شدن  ازمخلوط  پس  لوله  این  محتویات 
آزمایشگاه قرار داده شد و پس از آن به مدت 20 دقیقه در 3000-4000 
با  نوبت  سه  طی  سانتریفوژ  رسوبات  گردید.  سانتریفوژ  دقیقه  در  دور 
0/5 سرم   ml آخر  نوبت  در  و  گردید  استریل شستشو  فیزیولوژی  سرم 
فیزیولوژی باقیمانده همراه رسوبات در دو لوله محیط کشت هرالد اگ 

حاوی مایکوباکتین J تلقیح گردید )21(.

کشت شیر 
برای آلودگی زدایی نمونه های شیر، ml 50 از هر یک از 20 نمونه شیر در 
لوله فالکون استریل ریخته و به مدت 20 دقیقه در 4000-3000 دور در 
با  آلودگی زدایی  از  دقیقه سانتریفوژ گردید و رسوب بدست آمده پس 

HPC مانند نمونه های مدفوع کشت گردید.

کشت روده و عقده لنفاوی
ابتدا سطح مخاط روده و عقده با تیغ اسکالپل استریل تراشیده و داخل 
با  تریپسین 2/5% روی نمونه ریخته و   50 ml هاون استریل ریخته شد. 
دقیقه   30 مدت  به  شده  مایع صلایه  سپس  گردید.  هاون صلایه  دسته 
استریل  گاز  به وسیله  آید.  یکنواختی بدست  تا سوسپانسیون  شیکر شد 
فالکون  شد.  ریخته  استریل  فالکون  درون  و  گردید  سوسپانسیون صاف 
به مدت 20 دقیقه در 3000 دور در دقیقه سانتریفوژ شد و مایع رویی 
مراحل  بقیه  گردید،  اضافه   %0/75  HPC رسوب،  به  و  شد  ریخته  دور 
 DNA شبیه نمونه مدفوع انجام پذیرفت. همچنین ازباقیمانده رسوبات
 DNA و هم چنین  تهیه  نلسون  زیل  رنگ آمیزی  و لام جهت  استخراج 

برای انجام PCR  استخراج شد.
کشت،  محیط  روی  بر  رشد یافته  کلنی های  از  همچنین  و  رسوب  از 
بررسی  مورد  سپس  و  رنگ آمیزی  نلسون  زیل  روش  به  تهیه٬  گسترش 
میکروسکوپیک قرار گرفت. به منظور تامین ماده ژنتیکی مورد نیاز هر 

تعداد موارد کشت مثبتنوع نمونه )تعداد(میزبان )تعداد(شهر )تعداد دامداری/تعداد نمونه(استان

13مدفوع )24(، شیر )16(گاو )40(اصفهان )40/1(اصفهان

11مدفوع )27(گاو )27(کرج )19/2(،  سهیلیه )5/1(،  کردان )1/1(،  ماهدشت )2/1(البرز

5مدفوع )14(گاو )14(اسلامشهر)2/2(  ورامین )12/1(تهران

1مدفوع )11(، شیر )2(بز )11(  گوسفند )1(  گاو )1(بیرجند )13/1(خراسان شمالی

0روده )1(، عقده لنفاوی )1(گوسفند )2(اهواز )2/1(خوزستان

2مدفوع )3(گاو )3(ابهر)3/1(زنجان

4مدفوع )17(، شیر )2(گوسفند )17(، بز )2(خرامه )19/15(فارس

11مدفوع )18(گاو )18(قزوین )10/6(  آبیک )8/2(قزوین

0روده )1(، مدفوع )2(گوسفند )3(کرمان )3/1(کرمان

0مدفوع )3(گوزن )1(، آهو )1(، گوسفند )1(گلستان )3/1(گلستان

)142/40(جمع
گاو )103(  گوسفند )24(  بز )13(  

گوزن )1(، آهو )1( 
مدفوع )119(، شیر )20(   روده 

)2(، عقده لنفاوی )1(
47

جدول 1- اطلاعات اپیدمیولوژیک نمونه های مشکوک به آلودگی با MAP جمع آوری شده از مهرماه سال 1394 تا فروردین 1395 مورد استفاده در این تحقیق.
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با نوع خود  یک از سویه های باکتری کنترل مثبت و منفی نیز متناسب 
در دو لوله محیط کشت هرالد اگ حاوی مایکوباکتین J یا لون اشتاین 

جانسون كشت داده شدند.
 محیط های کشت طی 18 هفته در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه 
مورد  آلودگی  احنمالی  وقوع  و  رشد  نظر  از  هفتگی  بصورت  و  شده 

بررسی قرار گرفتند. 
در پایان دوره انکوباسیون از سطح محیط کشت یک لوپ کامل از توده 
رشد باکتری برداشت و به درون میکروتیوب حاوی 400 میکرولیتر بافر 
TE 1% انتقال داده شد و با استفاده از آنس یک سوسپانسیون یکنواخت 
ایجاد گردید. سپس میکروتیوب به مدت 30 دقیقه در دمای 85 درجه 
سانتی گراد در بن ماری محتوی آب در حال جوش استقرار یافت تا باکتری 
غیر فعال گردد. در مرحله بعد DNA باكتریائی به روش ایزوآمیل الکل-
16s rRNA- کلروفرم استخراج شد )12(. در ادامه برای تمامی نمونه ها

با  مثبت  نمونه های  برای   Nested-PCR سپس  و  پذیرفت  انجام   PCR
پرایمرهای P90 و P91 و AV1 و AV2 انجام شد )16(. 

 PCR تست
حجم نهایی هر کدام از واکنش های PCR بر روی μl 12/5 تنظیم گردید 
 ،)mM25( MgCl2 2/ از محلول μl ،1/25 μl به میزان PCR که شامل بافر
بر و پس  پرایمرجلو  از هر   1 μl  ،(dNTP (mM10 از مخلوط   0/25 μl
 4/5 μl 5 واحدی، و Taq DNA polymerase 0/3 μl ،)5 pmol/µl( ران
  3 μl آب مقطر استریل بود. به مخلوط هر میکروتیوب به طور جداگانه
از نمونه DNA استخراج شده )ng 200-100( اضافه گردید. از سه زوج 

پرایمر استفاده گردید که شامل:
و 16S rRNAf 5’ (ACG GTG GGT ACT AGG TGT GGG TTT C) 3’
16S rRNAr 5’ (TCT GCG ATT ACT AGC GAC TCC GAC TTC A) 3’  
 GTT CGG) ’5 معرفی شده توسط هوارد و همکاران )9( و زوج های
 GAG GTC GAT) ’5  و GGC CGT CGC TTA GG) 3’  IS900-P90
 ATG TGG TTG) ’5 و همچنین CGC CCA CGT GA) 3’ IS900-P91
 CCG CCG CAA) ’5 و CTG TGT TGG ATG G) 3’  IS900-AV1
TCA ACT CCA G) 3’ IS900-AV2 هردو معرفی شده توسط ناصر و 

همکاران )16( بودند.
در این تحقیق علاوه بر نمونه های DNA مثبت و منفی مایکوباکتریایی 
 DNA جزء  به   PCR اجزای  تمام  حاوی  مقطر  آب  میکروتیوب  یک  از 
داخل  میکروتیوب ها  سپس  گردید.  استفاده  منفی  کنترل  عنوان  به  نیز 
PCR شامل 10  دستگاه ترموسایكلر قرار گرفت. برنامه دمایی دستگاه 
دقیقه ابتدایی در دمای 95 درجه سانتی گراد و سپس 35 سیکل شامل 60 
ثانیه 95 درجه سانتی گراد، 90 ثانیه 58 درجه سانتی گراد، 90 ثانیه 72 
انتها تمامی میکروتیوب ها به مدت 10 دقیقه در دمای 72  درجه و در 
درجه سانتی گراد قرار گرفتند. سپس محصولات PCR داخل ژل آگاروز 
نهایت در  در  و  الكتروفورز گردید  و  ریخته  بروماید  اتیدیوم  1% حاوی 

دستگاه ترانس لومیناتور مورد بررسی قرار گرفت.

نتایج
بدست  مثبت  47 جدایه کشت  از 142 نمونه مشکوک،  مطالعه  این  در 

حاوی  اگ  هرالد  محیط  روی  که  نمونه هایی  تمام  در   .)1 )جدول  آمد 
باسیل اسید  با رنگ آمیزی زیل نلسون  J رشد کرده بودند  مایکوباکتین 
فاست مشاهده گردید و در 83 نمونه از مجموع 142 نمونه و همچنین 
مثبت که با تولید   PCR-16s rRNA در سویه های کنترل مثبت و منفی
بعنوان  آنها  هویت   16s rRNA-PCR در   543  bp بطول  قطعه  یك 
Nested PCR هویت  انجام  با  احراز گردید. سپس  مایكوباكتریوم  جنس 
تائید  جدایه   47 در  پاراتوبرکولوزیس  گونه  تحت  ایویوم  مایکوباکتریوم 
گردید )شکل 1(. برای این منظور توسط پرایمرهای P90 و P91 قطعه ای 
 AV1 پرایمرهای تولید  و در مرحله بعد توسط  باز  بطول 398 جفت 
نشان دهنده  که  گردید  حاصل  باز  298 جفت  بطول  قطعه ای    AV2 و 
 ,9( بود  نمونه ها  در  پاراتوبرکولوزیس  گونه  تحت  مایکوباکتریوم  وجود 
 MAP و  III&V MAP 16(. همچنین سویه های واکسینال پاراتوبرکلوز
316F، Nested PCR مثبت و سویه های D4 )وارد شده از ویبریج و ترک( 

و AN5 منفی شدند که تائید کننده موارد فوق الذکر بود.

بحث و نتیجه گیری
بخش  در  پاراتوبرکولوزیس  از  ناشی  اقتصادی  خسارت های  میزان 
دامپروری ایران گسترده اما میزان دقیق آن نامشخص می باشد به همین 
اهمیت  از  نشخوارکنندگان  گله های  در  بیماری  کنترل  و  شناسائی  دلیل 
خاصی برخوردار است. عوامل متعددی مانند مرحله عفونت در حیوانات 
یا  )سنتی  دامپروری  نحوه  همچنین  موثرند.  تشخیصی  تکنیک  نوع  در 
مکانیزه بودن  دامداری( در نوع تکنیک تشخیصی موثرند. کشت نمونه بر 
روی محیط های اختصاصی از اعتبار فراگیر در تشخیص بیماری برخوردار 
می باشد )1(. انتخاب محیط کشت بر اساس فاکتورهای متفاوت صورت 
خواهد گرفت. همچنین به دلیل زمان طولانی انکوباسیون، آلودگی زدایی 
نمونه ها برای حذف باکتری های سریع الرشد و قارچ ها قبل از کشت انجام 
می شود. راجیو و همکاران محیط هرالد اگ حاوی مایکوباکتین )1( و 
برادنر هگزادسیل پیریدینیوم کلراید را به عنوان ماده مناسب آلودگی زدا 
در محیط های هرالد  از کشت  نیز  تحقیق  این  در   .)4( پیشنهاد نمودند 
اگ حاوی مایکوباکتین J و هرولد اگ بدون مایکوباکتین )محیط کشت 
استفاده  مشکوک  نمونه های  از  مایکوباکتریوم  جداسازی  برای  کنترل( 

گردید. 
عفونت های  تایید  برای  روش  اعتمادترین  قابل  عنوان  به  کشت  اگرچه 
در  مطلوب  نتیجه  به  دستیابی  ولی  می شود،  محسوب  مایکوباکتریومی 
جریان انجام این روش ممکن است به علت دوره انکوباسیون طولانی 
باکتری تا چند ماه به طول انجامد )1(. از طرف دیگر علیرغم بهره وری 
از روش های آلودگی زدایی، امکان از دست دادن جدایه به دلیل چیرگی 
فرآیند  اهمال  جریان  در  باکتری  انهدام  حتی  یا  و  ثانویه  آلودگی های 
دوره های  جریان  در  این  بر  علاوه   .)19( دارد  وجود  آلودگی زدایی 
انکوباسیون طولانی، امکان آلودگی ثانویه و خشک شدن محیط کشت 
توجه  بگردد.  کاذب  منفی  نتایج  به  منجر  می تواند  که  دارد  وجود  نیز 
به اینکه تکنیک های مولکولی معایب اشاره شده در بالا برای کشت را 

نداشته لذا مناسب تر به نظر می رسند.
در این تحقیق برای استخراج DNA از مایکوباکتریوم ها از روش آنزیمی 
CTAB استفاده گردید. این روش برای جداسازی DNA مایکوباکتریوم ها 

جداسازی مایکوباکتریوم ایویوم زیر گونه  ...
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مناسب بوده و DNA حاصله از نظر کمی و کیفی برای انجام تکنیک های 
 PCR پایه  بر  زیادی  مولکولی  تکنیک های  می باشد.  مناسب  مولکولی 
بالایی  ویژگی  و  حساسیت  دارای  که  شده  پیشنهاد  محققین  وسیله  به 
می باشد و در زمان کوتاهی باکتری را شناسایی می نماید ولی با توجه به 
اینکه حساسیت single PCR نسبت به Nested  PCR کمتر )22( است. 
لذا در این بررسی از تکنیک Nested  PCR برای تایید جدایه ها استفاده 

گردید.
پرایمرهای   باز می باشد که  توالیIS900 قطعه ای بطول bp1451 جفت 
مختلفی از این مارکر طراحی شده است )14(. به دلیل اختصاصی بودن 
و حساسیت بالا و تعداد زیاد كپی های آن )20-15( از این توالی بصورت 

وسیع در شناسایی باكتری استفاده می شود )13(.
/AV1 10( و  جفت پرایمر( P91/P90 در مطالعه اخیر از جفت پرایمر

AV2 برای تایید جدایه ها استفاده گردید )3(.  نتایج این مطالعه بر روی 
سویه های مولد پاراتوبرکلوز مشابه نتایج بارتوس و همكاران )3( و در 
)وارد شده  ایویوم  گونه  زیر  ایویوم  مایکوباکتریوم   D4 مورد سویه های
و  تورن  نتیجه  مشابه  بویس  مایکوباکتریوم   AN5 و  ترک(  و  ویبریج  از 

همکاران می باشد )24(.

در سال های گذشته مطالعات مختلفی در این زمینه انجام پذیرفت که 
گاها حساسیت بالاتر آن نسبت به بعضی تکنیک ها گزارش شده است. 
تکنیک  این  کمک  با   )8( و همکاران  و حق خواه   )5( استفان  و  کورتی 
موارد آلوده به مایکوباکتریوم اویوم تحت گونه پاراتوبركولوزیس را در 
شیر خام شناسایی نمود. همچنین از این تکنیک برای تشخیص نمونه های 
بافت در حیوانات باغ وحش استفاده گردید )7(. در مطالعات محققان 
ایرانی از جمله جعفری )11( دوستی و مشکاتی)6( نیز این تکنیک برای 
تشخیص این باکتری استفاده گردید. در مطالعه سیدین و همکاران سه 
  Para2F، و Para1F، Para4R به نام های IS900 جفت پرایمر در توالی
Para3R و P90F ،P91R طراحی شد که ایجاد قطعه ای 210جفت بازی 
نمودند. نتایج آن ها نشان داد که تمامی موارد کشت مثبت بجز یک مورد 
با تست  Nested PCR کاملا مطابقت دارد )20(. سومیا و همكاران روش 
الایزا  و  با كشت  مقایسه  در  بالاتری  دارای حساسیت  را   Nested PCR

گزارش نمودند )22(. 
در نهایت طبق پروتکل USDA، الایزای نمونه های سرم یا شیر می تواند 
در ارزیابی وضعیت آن ها و نظارت بر پیشرفت برنامه های کنترل بیماری 
بسیار مفید باشد که به عنوان روش غربالگری یون توصیه می شود. ولی 

B : تولید یک قطعه به طول bp 543 در  .j همراه با مایکوباکتین Herrold’s egg yolk در لوله کشت محتوی محیط کشت MAP رشد پرگنه های A: -1 شکل

. D :  تولید  MAP 91 توسط جدایه های/P90-PCR-IS900 398 در آزمایش bp تولید یک قطعه به طول : C . MAP 16 توسط جدایه هایsrRNA-PCR آزمایش

یک قطعه به طول bp 298 در آزمایش AV2/AV1-PCR-IS900 توسط جدایه های MAP. چیدمان چاهک ها در C و D به ترتیب راست به چپ چاهک شماره 1 

سایز مارکر، چاهک شماره Blank 2، چاهک شماره 3 کنترل منفی، چاهک شماره 4 سویه مایکوباکتریوم ایویوم زیر گونه ایویوم و چاهک شماره 5 تا 7 سویه های 

واکسن پاراتوبرکلوز III&V MAP و 316F MAP و جدایه26883.
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این تست، می تواند نتایج مثبت و منفی کاذب داشته باشد. بنابراین برای 
از  با الایزا  شناسایی قطعی موارد بیماری پس از شناسایی موارد آلوده 
کشت یا PCR مدفوع یا بافت های حیوانی استفاده می شود. با توجه به 
طولانی بودن کشت، امکان از بین رفتن باکتری به دلیل آلودگی زدایی و 
تعداد کم باکتری، Nested PCR به عنوان تکنیک مناسب برای تشخیص 
استفاده  بیماری  موارد  شناسایی  و  نمونه  در  باکتری  ژنوم  وجود  سریع 

می شود.

پیشنهادات
بروز  از  پیشگیری  و  تشخیص سریع  برای  روش  ازاین  می شود  پیشنهاد 
خسارات مالی استفاده گردد. همچنین با انجام مطالعات تکمیلی بر روی 

مارکرهای ژنتیکی زمینه توسعه این تکنیک تشخیصی فراهم گردد.

تشکر و سپاسگزاری
پژوهشی  معاونت  مجموعه  از  را  خود  قدرشناسی  مراتب  نویسندگان 
موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی به جهت تامین کامل مالی 
و لجستیکی این مطالعه اعلام می نمایند. نویسندگان ضمن اعلام توافق 
اثر در بین خود اظهار  این  بر  بر پذیرش تساوی حقوق معنوی مترتب 
می نمایند در ارتباط با این امر هیچ گونه مناقشه ای در میان آن ها وجود 

ندارد. 
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