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در گاوهای شیری استان کرمان  (Map) پاراتوبرکلوزیسزیرگونه  مایکوباکتریوم آویومشناسایی 

 nested PCRو  PCRهای کشت میکروبی،  با استفاده از روش
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 چکیده

ػبهل ثیوبسی یَى یب پبساتَثشکلَصیغ اػت کِ ثب اػْبل غیشقبثل دسهبى، کبّؾ ٍصى ٍ کبّؾ  (Map) پبساتَثشکلَصیغصیشگًَِ  هبیکَثبکتشیَم آٍیَم
 Mapکٌذ. احتوبل داسد  خؼبسات صیبدی سا ثِ كٌبیغ هشتجظ ثب داهپشٍسی ٍاسد هی Mapّبی گبٍ ؿیشی،  ؿَد. ثِ ػجت ؿیَع ثبلا دس گلِ تَلیذ هـخق هی
س اًؼبى ًیض ًقؾ داؿتِ ثبؿذ. اٍلیي گبم دس کٌتشل ثیوبسی یَى، ؿٌبػبیی حیَاًبت ثیوبس تحتت ثتبلیٌی اػتت.    ّب هبًٌذ ثیوبسی کشٍى د دس ثشخی اص ثیوبسی

ّبی هذفَع اػتتابدُ ؿتذ. ػتَیِ     سٍی ًوًَِ PCR  ٍnested PCRدس اػتبى کشهبى، اص ػِ سٍؽ کـت، ٍاکٌؾ  Mapثشای اسصیبثی ٍضؼیت آلَدگی 
ّبی گبٍ ؿیشی دس جٌَة ؿشق ایشاى اػتت.   دس گلِ Mapدیذ. ایي هغبلؼِ اٍلیي گضاسؽ دس هَسد ؿٌبػبیی ًیض تؼییي گش Mapّبی ؿٌبػبیی ؿذُ  جذایِ

ّبی ؿٌبػبیی ؿذُ  تَاى ثبلاتشی داسد. توبهی جذایِ Mapثشای ؿٌبػبیی  Nested PCRّبی اػتابدُ ؿذُ دس ایي هغبلؼِ ًـبى داد سٍؽ  هقبیؼِ سٍؽ
اص عشیق ؿیش حیَاًبت آلَدُ ثِ اًؼبى، ثبیؼتی هؼیبسّتبی ثؼتیبس دقیتق ثتشای      Mapًذ. ثب تَجِ ثِ اهکبى اًتقبل دس ایي هغبلؼِ هشثَط ثِ ػَیِ گبٍی ثَد

ذُ اػتت،  کٌتشل ثیوبسی یَى دس ًظش گشفتِ ؿَد تب احتوبل اًتقبل آلَدگی ثِ اًؼبى ثِ حذاقل ثشػذ. ثش خلاف ػل گبٍی، ثِ ثیوبسی یَى تَجِ کوتشی ؿ
سػتذ. اص   ػتبًذاسدّبی ؿذیذتش ثشای هقبثلِ ثب هـکلات احتوبلی اقتلبدی ٍ ثْذاؿتی حبكل اص ایي ثیوبسی ضشٍسی ثتِ ًظتش هتی   ثٌبثشایي دس ًظش گشفتي ا
 اػتابدُ کشد. Mapسیضی تحقیقبت آیٌذُ ٍ اتخبر تلویوبت هذیشیتی هٌبػت دس هَضَع  تَاى ثشای عشح ًتبیج هغبلؼِ حبضش هی

 
 PCR، nested PCR ،پبساتَثشکلَصیغصیشگًَِ  هبیکَثبکتشیَم آٍیَم ،کشهبى ،شٍثیکـت هیک ،ثیوبسی یَى کلیدی: های واشه

 

 مقدمه
1
   

یک ثبکتشی  (Map) پبساتَثشکلَصیغصیشگًَِ  هبیکَثبکتشیَم آٍیَم
سؿذ اػت کتِ دػتتهبُ گتَاسؽ سا دسگیتش کتشدُ ٍ هَجتت        ثؼیبس کٌذ

 سًٍتذُ دس  ؿَد. ایي ثیوبسی یک التْبة هؼتشی پتیؾ   ثیوبسی یَى هی
سٍدُ کَچک ًـخَاسکٌٌذگبى اػت کِ هـخلِ آى اػتْبل غیشقبثتل   

تَاى ثقب دس ؿشایظ ػخت هبًٌتذ کلشصًتی    ایي ثبکتشیثبؿذ.  دسهبى هی
آة ٍ پبػتَسیضُ کشدى ؿیش سا داسد کِ احتوبل اًتقبل آى اص هؼتیشّبی  

ثب دس ًظش گشفتي . (21)دّذ  هختلف ثِ حیَاًبت غیشهجتلا سا افضایؾ هی
ّبی هختلف اًتقبل ٍ ًقؾ دس ایجبد یب تَػؼِ ثشخی  هقبٍهت راتی، ساُ

ِ  Mapّبی اًؼبًی هبًٌتذ ثیوتبسی کتشٍى،     ثیوبسی ػٌتَاى یکتی اص    ثت
هْوتشیي ػَاهل ایجبدکٌٌذُ ثیوبسی هـتشک ثیي اًؼتبى ٍ دام هغتشح   

                                                           
گتشٍُ ثیَتکٌَلتَطی، پظٍّـتکذُ ػلتَم هحیغتی، پظٍّـتهبُ ػلتَم ٍ        اػتبدیبس  -1
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 .(24)ؿذُ اػت 

اگشچِ ؿٌبػبیی ػشیغ ٍ اختلبكی ثیوبسی هجٌبی اكلی ّش عتشح  
، دیَاسُ ػلَلی ػتخت،  Mapکٌتشل آلَدگی اػت، عجیؼت ػختهیشاًِ 

دٍسُ ًْاتهی عَلاًی، اًتـبس ًبهحؼَع ثبکتشی ثتِ هتذت عتَلاًی،    
ّبی ثتبلیٌی هتجْن دس هشاحتل اٍلیتِ ثیوتبسی ٍ ًیتض ًَػتبى دس         ًـبًِ
ثتِ   Mapُ تب ؿٌبػبیی صٍدٌّهتبم  ّبی ایوٌی هیضثبى هَجت ؿذ پبػخ

ثتِ جذاػتبصی    Mapؿٌبػتبیی   .(25)ثشاًهیض هجذل گشدد  اهشی چبلؾ
اسگبًیؼن صًذُ )کـت(، پیهیشی اثتشات آى دس ػیؼتتن ایوٌتی هیضثتبى     

(ELISA   یب تکثیتش طًتَم ٍ )Map (PCR)    ثؼتتهی داسد. هذتْبػتت
 Mapػٌَاى سٍؽ اػتبًذاسد علایتی ثتشای ؿٌبػتبیی     کـت هذفَع ثِ

، Mapهؼشفی ؿذُ اػت اهب هَاًؼی هبًٌتذ ػتشػت سؿتذ ثؼتیبس کٌتذ      
َجَد دس حزف آلَدگی ٍ ًیض ّضیٌِ ثبلای ایي سٍؽ ثبػت   هـکلات ه

ّتبیی جتبیهضیي ثتشای آى ثبؿتٌذ.      ؿذُ تب هحققیي دس پی یبفتي سٍؽ
 PCRگیتتشی اص هضایتتبی  ثتتشای ثْتتشُ PCRساّکبسّتتبی هجتٌتتی ثتتش 

هتَسد   Map)حؼبػیت، اختلبكیت ٍ ػتشػت ثتبلا( ثتشای ؿٌبػتبیی     
 .(6)اًذ  اػتابدُ قشاس گشفتِ

صا دس هغبلؼبت اپیذهیَلَطی ثؼیبس اّویت داسد.  تؼییي ػَیِ ثیوبسی
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ب ٍ ّ اص ثبفت (S)ّبی گَػاٌذی  ، کـت ػَیِ(C)ثشخلاف ًَع گبٍی 
اًجتبم   .(30)تتش اػتت    ثؼتیبس هـتکل   Mapهذفَع حیَاًبت آلَدُ ثتِ  

RFLP  900سٍی تَالی دسٍى جبیهیش (IS900) گیش اػتت   ثؼیبس ٍقت
ِ    DNAٍ ًیبص ثِ حجن  ػٌتَاى یتک    صیبدی داسد، لزا ثتشای اػتتابدُ ثت

. دس هقبثل، کـتف  (27)سٍؽ هؼوَل ثشای تؼییي ػَیِ هٌبػت ًیؼت 
  ِ ثتتِ  (IS1311) 1311ای دس تتتَالی دسٍى جتبیهیش   پتٌج جْتتؾ ًقغت

 Restriction endonuclease)تَػؼِ یک سٍؽ ّضتن اًتذًٍَکلئبص   

assay: REA) ِّتبی   ثشای توبیض ػشیغ ثیي ػَیMap    ُکوتک کتشد
 .(29)اػت 

دسكتذ اص هؼتبحت    11اػتبى کشهبى دس جٌَة ؿشق ایشاى تقشیجتب   
ایشاى سا ثِ خَد اختلبف دادُ اػت کِ ثِ ػجت اقلین گشم ٍ خـتک،  

تش اص هیبًهیي کـتَسی اػتت. اص    هیبًهیي ثبسؽ ػبلاًِ آى ثؼیبس پبییي
دس  Mapای اص ٍضتؼیت آلتَدگی ثتِ     آًجب کِ ّیچ گضاسؽ هٌتـش ؿذُ

 Mapَد ًذاسد، ّذف هغبلؼِ حبضش ثشسػی ٍضؼیت حضتَس  کشهبى ٍج
سٍؽ تـخیلتی هختلتف )کـتت     3دس گبٍّبی ؿیشی ثب اػتتابدُ اص  

ثب اػتابدُ  Mapًیض تؼییي ػَیِ  ( PCR  ٍNested PCRٍهیکشٍثی، 
 ثَد. IS1311 PCR-REAاص سٍؽ 
 

 ها مواد و روش

 آوری نمونه جمع

بٍ ؿیشی قشاس گشفتِ هضسػِ پشٍسؽ گ 4ًوًَِ هذفَع اص  212تؼذاد 
ِ  دس اػتبى کشهبى جوغ ّتب ثتب اػتتابدُ اص دػتتکؾ      آٍسی ؿذًذ. ًوًَت

کٌٌذُ اص سکتَم تْیِ  پلاػتیکی یک ثبس هلشف ٍ ثذٍى اػتابدُ اص سٍاى
گشهی تقؼین ؿتذُ ٍ   1گشم ًوًَِ هذفَع ثِ دٍ ثخؾ  2ؿذًذ. تقشیجب  

ِ ثِ ظشٍف پلاػتیکی اػتشیل ٍ غیشقبثل ًـت هٌتقل ؿذًذ. ًوَ ّتب   ًت
گتزاسی، سٍی یتخ ًهْتذاسی ؿتذُ ٍ ثتِ ػتشػت ثتِ         ثؼذ اص ثشچؼتت 

ٍ کـتت   PCRّبی هَسد اػتابدُ ثشای  آصهبیـهبُ اًتقبل یبفتٌذ. ًوًَِ
ّتبی احتوتبلی    ػبصی ؿذًذ تب اص ایجبد آلتَدگی  كَست جذاگبًِ آهبدُ ثِ

 جلَگیشی ؿَد.
 

 کشت

دقیقتِ   30گشم( ثب اػتابدُ اص ؿیکش افقی ثِ هذت  1ًوًَِ هذفَع )
لیتش آة هقغش اػتشیل هخلَط ؿذ. ثؼذ اص ػبکي ًهِ داؿتي  هیلی 30ثب 

لیتتتش  هیلتی  25لیتتش اص هتبیغ سٍیتی ثتِ      هیلتی  5دقیقتِ،   30ثتِ هتذت   
 ,Merck)دسكتتذ  75/0 (HPC) ذیتتکلشا َمیٌیذیتتشیپ لیّهضادػتت

Germany)   افضٍدُ ؿذ ٍ دس عی ػِ سٍص ثب تکبى دادى آسام دس دهتبی
 15ثتِ هتذت    g 2000ؿتذ. ثؼتذ اص ػتبًتشیاَط دس    صدایتی   اتبق آلَدگی

لیتتش   هیلتی  1دقیقِ، هبیغ سٍیی دٍس سیختِ ؿذ ٍ پلتت ثتبقی هبًتذُ دس    
PBS ِ300ػٌَاى هبیغ تلقیح اػتابدُ ؿذ. ثشای ّش ًوًَِ،  حل ؿذ ٍ ث 

ثتِ   HEYMهیکشٍلیتش اص هبیغ تلقیح سٍی یتک لَلتِ حتبٍی هحتیظ     

گتشم دس لیتتش    هیلی 2ُ ثب ّوشا HEYMتٌْبیی ٍ دٍ لَلِ حبٍی هحیظ 
 4ّبی کـت دادُ ؿتذُ ثتشای    کـت دادُ ؿذًذ. ًوًَِ Jهبیکَثبکتیي 
ِ     C 37°هبُ دس دهتبی   ای هتَسد   اًکَثتِ ؿتذًذ ٍ دس فَاكتل دٍ ّاتت

 ثشسػی قشاس گشفتٌذ.
 

 DNAاستخراج 

ػتیلیکب طل   –اص یک کیت تجبسی ثش پبیتِ گَاًیتذیي تیَػتیبًبت    
(Diatom DNA prep 100, Gordiz, Russia)     ثتشای اػتتخشا

DNA ًَِگشم  هیلی 500عَس خلاكِ،  ّبی هذفَع اػتابدُ ؿذ. ثِ اص ًو
ًوًَِ هذفَع ثِ دٍ ثخؾ تقؼین ؿذُ ٍ ّش ثخؾ دس یک هیکشٍتیَة 

لیتتش   ٍ یک هیلی Kهیکشٍلیتش پشٍتئیٌبص  20لیتشی ثب  هیلی 5/1اپٌذٍسف 
lysis reagent  10هخلَط ؿذًذ ٍ ثشای    ٍ ستکتغ  دقیقتِ ثتِ ؿتذت 

 C 65°ػتبػت دس دهتبی    1ّب ثتِ هتذت    گشدیذًذ. ػپغ هیکشٍتیَة
دقیقِ یک ثبس ٍستکغ ؿذًذ.  5اًکَثِ ؿذًذ ٍ دس عَل اًکَثبػیَى ّش 

دقیقتِ، فتبص هتبیغ سٍیتی دٍ      20ثِ هذت  g 5000ثؼذ اص ػبًتشیاَط دس 
هیکشٍلیتش  200هیکشٍتیَة ثِ یک هیکشٍتیَة جذیذ هٌتقل ؿذًذ ٍ ثب 

lysis reagent   دقیقتِ دس دهتبی    5هخلَط ؿذًذ. تیَة ثِ هتذت°C 
هیکشٍلیتتش   30ّتب ٍستکتغ ؿتذًذ ٍ     اًکَثِ گشدیذ، ػتپغ تیتَة   65

دقیقتِ دس   10ّب افضٍدُ ؿتذ ٍ ثتشای    ػیلیکبطل )ػبهل جبرة( ثِ تیَة
ثبًیتِ   20دهبی اتبق ثِ آساهی هخلَط ؿذًذ. ثؼذ اص ػبًتشیاَط ثِ هذت 

 lysisهیکشٍلیتتتش  200ذ ٍ ، هتتبیغ سٍیتتی دٍس سیختتتِ ؿتتg 5000دس 

reagent    هیکشٍلیتتش ثتبفش    400ثِ پلت افضٍدُ ٍ ٍستکغ ؿتذ. ػتپغ
ّبی ّوهي ؿذُ افضٍدُ ؿذ ٍ ثِ آساهی هخلَط گشدیذ.  ًوکی ثِ تیَة

، هبیغ سٍیی دٍس سیختتِ  g 5000ثبًیِ دس  20ثؼذ اص ػبًتشیاَط ثِ هذت 
تکتغ ؿتذ.   ثِ پلت افضٍدُ ٍ ٍس lysis reagentهیکشٍلیتش  500ؿذ ٍ 

پغ اص ػبًتشیاَط ٍ دٍس سیختي هتبیغ سٍیتی، جْتت افتضایؾ کیایتت      
DNA   خبس  ؿذى هَاد ًبهغلَة ثبقیوبًذُ، هشحلِ ؿؼتـَ یک ثتبس ٍ

اًکَثتِ   C 65°دقیقِ دس دهبی  5ّب ثشای  دیهش تکشاس ؿذ. ػپغ تیَة
هیکشٍلیتتش   75ؿذًذ تب پلت ثبقیوبًتذُ خـتک ؿتَد. ػتپغ پلتت دس      

 C 65°دقیقتِ دس دهتبی    10ل ؿتذ ٍ ثتشای   ح Extra Geneهحلَل 
 gدقیقتِ دس   2ّتب ٍستکتغ ؿتذًذ ٍ ثتشای      اًکَثِ ؿذًذ. ػپغ تیَة

ثتِ یتک    DNAػبًتشیاَط ؿذًذ. دس ًْبیت هبیغ سٍیی حبٍی  10000
اػتخشا  ؿذُ ثتب   DNAهیکشٍتیَة جذیذ هٌتقل ؿذُ ٍ کیایت ًوًَِ 

 ND1000 (Thermoػٌجی ثب ًبًَدساح  اػتابدُ اص الکتشٍفَسص ٍ عیف

Fisher Scientific, USA) ًَِّبی  ثشسػی ؿذ. ًوDNA    تتب صهتبى
 ًهْذاسی ؿذًذ. -C 20°اػتابدُ دس دهبی 

 
IS900 PCR 

 گتضاسؽ  1دس جتذٍل   PCRآغبصگشّبی هَسد اػتتابدُ ٍ ؿتشایظ   
 اًذ.  ؿذُ
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 PCRّبی  تَالی آغبصگشّب ٍ ؿشایظ دهبیی ٍاکٌؾ -1جدول 

Table 1- Primers’ sequences and PCR thermal conditions 

 مرجع

Reference 

طول محصول 
(bp) 

Product 

length (bp) 

 شرایط دمایی واکنش

Thermal condition 

 توالی
Sequence 

 نام آغازگر
Primer 

name 

 توالی هدف
Target 

(13) 413 

94 °C- 5 min; 
40x: 94 °C- 40 sec, 62 °C- 

30 sec, 72 °C- 1 min; 
72 °C- 5 min 

GAAGGGTGTTCGGGGCCGTCGCTTAGG P90 

IS900 
GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGTGAC P91 

(2) 298 

94 °C- 5 min; 
40x: 94 °C- 1 min, 58 °C- 

1 min, 72 °C- 3 min; 
72 °C- 7 min 

ATGTGGTTGCTGTGTTGGATGG AV1 
IS900 

(nested) CCGCCGCAATCAACTCCAG AV2 

(12) 608 

94 °C- 3 min; 
40x: 94 °C- 35 sec, 62 °C- 

25 sec, 72 °C- 1 min; 
72 °C- 5 min 

GCGTGAGGCTCTGTGGTGAA M56 

IS1311 
ATGACGACCGCTTGGGAGAC M119 

 
 HCl 10-هیکشٍلیتتش ؿتبهل تتشیغ    25دس حجن  PCRٍاکٌؾ 

 5/1هتتَلاس، کلشیتتذ هٌیتتضین   هیلتتی 50هتتَلاس، کلشیتتذ پتبػتتین   هیلتتی
پیکبهَل اص ّش آغبصگش،  dNTP ،200هَل اص ّش  هیلی 200هَلاس،  هیلی
الهَ اًجتبم   DNAًبًَگشم  100هشاص ٍ  پلی Taq DNAٍاحذ آًضین  1

ثجتت ٍ هٌاتی اػتتابدُ ؿتذ.     ؿذ. دس ّتش ػتشی ٍاکتٌؾ اص کٌتتشل ه    
دسكذ ثشسػی ؿذًذ ٍ ًتبیج  2هحلَلات ثب الکتشٍفَسص سٍی طل آگبسص 

 UVidoc Gel Documentation Systemثتب اػتتابدُ اص دػتتهبُ    

(UVitec, UK)   جاتت   413ثجت ؿذًذ. دسكَست ٍجَد ثبًذ ثب عتَل
ثبص ًوًَِ هثجت دس ًظش گشفتتِ ؿتذ. ثتشای جلتَگیشی اص ًتتبیج هثجتت       

. (3)اػتتابدُ ؿتذ    AlwIثتب اػتتابدُ اص آًتضین     REAاص سٍؽ  کبرة،
 QIAquick gelثتتب اػتتتابدُ اص کیتتت   PCRّتتبی هثجتتت  ًوًَتتِ

extraction kit (Qiagen, Germany)  ٍ اص طل اػتتتخشا  ؿتتذًذ
 ثشای تأییذ قغؼِ تکثیشؿذُ تؼییي تَالی ؿذًذ.

 
IS900 nested PCR 

. (2)ٍاکٌؾ هغبثق سٍؽ ؿشح دادُ ؿذُ پیؾ اص ایي اًجتبم ؿتذ   
ػٌتَاى الهتَ دس ایتي     ثِ IS900 PCRٍسدُ تکتیش آػِ هیکشٍلیتش اص فش

ٍاکٌؾ هَسد اػتابدُ قشاس گشفت. آغبصگشّبی هَسد اػتتابدُ ٍ ؿتشایظ   
اًتذ. هحلتَلات هغتبثق سٍؽ     آٍسدُ ؿتذُ  1دهبیی ٍاکٌؾ دس جذٍل 

 گاتِ ؿذُ دس ثبلا ثشسػی ؿذًذ.
 

 (Limit of detection)حد تشخیص 

اػتتخشا    PCR ،DNAّتبی   یق ٍاکتٌؾ ثشای تؼییي حذ تـخ
ػتٌج   کـت ؿذُ ٍ تأییذ ؿذُ ثب اػتتابدُ اص عیتف   Mapؿذُ اص ػَیِ 

گیشی ؿذُ ٍ سقت ػشیبلی اص آى تْیِ گشدیذ  اًذاصُ ND1000ًبًَدساح 
 PCR  ٍnestedفوتَگشم( ٍ حذاقل حذ تـتخیق   1هیکشٍگشم تب  1)

PCR  (8)ثجت ؿذ. 

 تعیین سویه

اًجتبم   IS1311 PCR-REAتؼیتیي ػتَیِ ثتب اػتتابدُ اص سٍؽ     
آٍسدُ  1. تَالی آغبصگشّب ٍ ؿشایظ دهبیی ٍاکٌؾ دس جذٍل (29)گشفت 
 Tris-HCl 10اًتتذ. هخلتتَط ٍاکتتٌؾ ؿتتبهل غلظتتت ًْتتبیی    ؿتتذُ
 25/1هتتَلاس، کلشیتتذ هٌیتتضین  هیلتتی 50هتتَلاس، کلشیتتذ پتبػتتین  هیلتتی
 پیکتبهَل اص ّشیتک اص   dNTP ،200هَل اص ّش  هیلی 200هَلاس،  هیلی

 DNAًتبًَگشم اص   20هشاص ٍ  پلی Taq DNAٍاحذ آًضین  1آغبصگشّب، 
هبًٌتذ قجتل    PCRهیکشٍلیتش ثَد. هحلَلات  25الهَ دس حجن ًْبیی 

ِ   608ثشسػی ؿذًذ ٍ حضَس ثبًذ  ػٌتَاى ًوًَتِ هثجتت     جات ثتبصی ثت
 تاؼیش ؿذ.

 IS1311هیکشٍلیتتش اص هحلتَل    10ثتب افتضٍدى    REAٍاکٌؾ 

PCR ،2 ّبی هحتذٍدالاثش   هیکشٍلیتش اص ّشیک آًضینHinfI  ٍMseI 
(Thermo Fisher Scientific, USA) ،2  10هیکشٍلیتتتش ثتتبفشX 

هیکشٍلیتش تْیِ ؿتذ. هخلتَط    20)ّوشاُ ثب آًضین( ٍ آة هقغش تب حجن 
اًکَثتِ گشدیتذ ٍ هحلتَل     C 37°ػبػت دس دهتبی   2ّضن ثِ هذت 

دسكتذ ٍ ثتِ کوتک دػتتهبُ      4ّضن ثتب الکتشٍفتَسص سٍی طل آگتبسص    
UVidoc Gel Documentation System (UVitec, UK)  ثشسػی

 ؿذ.
 

 نتایج و بحث

 4تتب   3دس هحیظ کـتت ثتیي    Mapّبی هثجت  ظبّش ؿذى کلٌی
 1/15ًوًَتِ )  212ًوًَتِ اص   32هبُ ثِ عَل اًجبهیتذ. دس ًْبیتت، دس   

ّتبی   هـبّذُ ؿذ ٍ َّیت ّوِ کلٌتی  Mapدسكذ( هَسد ثشسػی سؿذ 
Map  ظبّش ؿذُ دس هحیظ کـت ثب اػتتابدُ اص سٍؽ IS900 PCR  ٍ

یتتک اص  (. ّتتیچ1تأییتتذ ؿتتذ )ؿتتکل  AlwIثتتب آًتتضین  REAٍاکتتٌؾ 
سؿذ ًکشدًتذ.   Jسٍی هحیظ کـت فبقذ هبیکَثبکتیي  Mapّبی  جذایِ
دسكتذPCR (7/20   ،)ّبی هَسد ثشسػی ثب سٍؽ  ًوًَِ اص ًوًَِ 44دس 
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(. 2هـتبّذُ ؿتذ )ؿتکل     IS900جاتت ثتبصی طى    413تکثیش قغؼِ 
 IS900ًیتض ثتب    PCRػتبیی ؿتذُ تَػتظ    ّبی ؿٌب َّیت ّوِ ػَیِ

PCR REA  تأییتتذ ؿتتذ. ثتتب اػتتتابدُ اص سٍؽnested PCR  تؼتتذاد
(. هغتبثق  3دسكذ( سػتیذ )ؿتکل    5/24هَسد ) 52ّبی هثجت ثِ  ًوًَِ

هؼوتتَلی حؼبػتتیت  PCRًؼتتجت ثتتِ  nested PCRاًتظتتبس، سٍؽ 
هؼوَلی ًیض ثتبلاتش اص سٍؽ   PCRثبلاتشی سا ًـبى داد. تَاى تـخیق 

 PCR  ٍnestedّتبی کـتت،    ثَد. ثِ ّش حبل، هقبیؼتِ سٍؽ کـت 

PCR   ِ ػٌتَاى یتک سٍؽ آػتبى ٍ     دس هغبلؼِ حبضش ًـبى داد کتِ ثت
 Mapتَاى ثْتشی دس ؿٌبػبیی آلَدگی ثِ  nested PCRاسصاى، سٍؽ 

یٌذّبی تـخیلتی هتَسد   آتَاًذ دس فش ّبی هذفَع داسد کِ هی دس ًوًَِ
 اػتابدُ قشاس گیشد.

ٍیظُ دس هشاحتل   ِ دس ؿٌبػبیی ثیوبسی یَى )ثِهـکلات قبثل تَج
ؿتَد کتِ    ًبؿی هی Mapگیش الهَی سؿذ  اٍلیِ( غبلجب  اص هبّیت ػخت

هٌجش ثِ افضایؾ صهبى ًْاتهی، ًَػبى دس فبص سؿتذ لهتبسیتوی تکثیتش    
. (11)ّبی ًبؿی اص ثیوبسی هی ؿَد  ثبکتشی ٍ گؼتشدگی پیچیذُ آػیت

ػٌَاى اػتبًذاسد علایتی ثتشای تـتخیق یتَى      گشچِ کـت هذفَع ثِ
ِ (9)هغشح ؿذُ اػت  ػٌتَاى یتک سٍؽ تـخیلتی     ، اػتابدُ اص آى ثت

ّتبی   ّتبی صیتبدی هَاجتِ اػتت، ثٌتبثشایي سٍؽ      هؼوَل ثب هحذٍدیت
؛ کِ ًؼجت ثتِ کـتت حؼبػتیت ثیـتتشی     PCRتـخیلی هجتٌی ثش 

اًذ. ایي ٍاقؼیت دس ًتبیج ایي هغبلؼتِ   داسًذ؛ جبیهضیي سٍؽ کـت ؿذُ
هبًٌتذ  ًیض هٌؼکغ ؿذُ اػت. حؼبػیت کوتش کـت حبكل چٌذ ػبهل 

ًیبص ثِ هحیظ کـت ثؼیبس اًتخبثی، اػتابدُ اص سٍؽ کـت ًؼجتب  غیتش  
هتبًی   صدایی ؿیویبیی ؿذیذ )کِ هَجت کبّؾ صًتذُ  حؼبع ٍ آلَدگی

ؿَد( اػت کِ دس ًْبیت ثِ افضایؾ صیبد حذ تـخیق سٍؽ  ػلَل هی
ّوچٌیي کـت یک ٍیظگتی ٍاثؼتتهی ثتِ     .(10)ؿَد  کـت هٌجش هی

دٍص داسد ثِ ایي هؼٌب کِ ّشچِ تؼذاد ثبکتشی دس هبیغ تلقیح کوتش ثبؿتذ  
اص عتشف  . (28)ؿتَد   احتوبل سؿذ ثبکتشی دس هحیظ کـت کوتتش هتی  

صًذُ قبثلیت اسصیبثی ثب کـتت سا داسًتذ دس    Mapّبی  دیهش، تٌْب ػلَل
سا ؿٌبػتبیی کتشدُ ٍ ثتب     Mapکتل   DNAتَاًتذ   هی PCRحبلی کِ 

ثب . (10)ػشػت ثیـتش تؼذاد ثیـتشی اص حیَاًبت آلَدُ سا تـخیق دّذ 
ایي حبل، ثبیؼتی ثِ خبعش داؿت کِ هیتضاى ًتیجتِ هثجتت دس کـتت     

Map هتبًی   دٌّذُ حذاقل هیتضاى آلتَدگی اػتت چتشا کتِ صًتذُ       ًـبى
صدایی ؿیویبیی ثؼیبس  دس اثش تأثیشات ًبهغلَة آلَدگی Mapّبی  ػلَل

 .(5)یبثذ  کبّؾ هی

 PCRّبی تـخیلی هجتٌتی ثتش    هؼألِ اكلی کِ اػتابدُ اص سٍؽ
ًبهٌبػتت   دّتذ کیایتت   سا هحذٍد کشدُ ٍ حؼبػیت آًْب سا کبّؾ هی

DNA    ٍ اػتخشا  ؿذُ دس اثش هقبٍهت دیَاسُ ػتلَلی هبیکَثبکتشیتبیی
ثٌتبثشایي ثْیٌتِ    (16)اػتت   PCRّبی هتؼذد  کٌٌذُ ًیض حضَس هوبًؼت

ایتي هؼتیش اّویتت فشاٍاًتی      دس DNAیٌتذّبی اػتتخشا    آکشدى فش
ِ   یبثذ. ثِ ایي هٌظَس، آهبدُ هی دػتت آٍسدى   ػبصی اٍلیِ ًوًَِ ثتشای ثت

DNA  دس هغبلؼِ حبضش، اص یک . (25)ثب کیایت هٌبػت ضشٍسی اػت

ّب اػتتابدُ   اص ًوًَِ DNAسٍؽ ػشیغ، آػبى ٍ کبسآهذ ثشای اػتخشا  
کی ثِ ؿکؼتي دیَاسُ . ّوچٌیي تجضیِ آًضیوی ٍ فـبس هکبًی(23)ؿذ 

کتِ   کوک کشد. چٌبى DNAٍ افضایؾ ساًذهبى اػتخشا   Mapػلَلی 
ػٌَاى یتک سٍؽ   تَاى ًتیجِ گشفت کِ ثِ دس ًتبیج هـخق اػت، هی

 PCRػشیغ ٍ اسصاى کِ ثبصدّی خَثی داسد ٍ هَجت افضایؾ حؼبػیت 
 ٍnested PCR ػٌَاى یک سٍیِ هؼوتَل   تَاى اص آى ثِ ؿذُ اػت، هی

 ّبی کٌتشل یَى اػتابدُ کشد. ّبی تـخیلی ثشای ثشًبهِ یـهبُدس آصهب
ًؼخِ داسد کِ ایي اهش  20تب  14ثیي  Mapدس طًَم  IS900تَالی 

ثبػ  ؿذُ ایي تَالی ثِ یک ّتذف هٌبػتت ٍ ثؼتیبس حؼتبع ثتشای      
. ثِ ّش حبل، ثب ؿٌبػبیی چٌتذ جبیهتبُ   (7)تجذیل ؿَد  Mapتـخیق 
سٍ ِ ثب تشدیذ سٍث Mapدس  IS900، هٌحلش ثِ فشد ثَدى IS900هـبثِ 

ثتب ّتذف    REAثتب سٍؽ   IS900 PCRؿذُ اػت، لزا ّوشاُ کتشدى  
اًجتبم   Mapفشاّن کشدى حؼبػیت ٍ اختلبكیت ثبلا ثشای تـخیق 

 .(3)ؿذُ اػت 

عَس راتی دس تکثیش هقتبدیش ثؼتیبس    ثِ IS900 nested PCRسٍؽ 
اًذک الهَی آغبصیي ًیض هَفق اػت. اص عشف دیهش، احتوتبل افتضایؾ   

    ِ ّتب هْوتتشیي ػیتت سٍؽ     ًتبیج هثجت کتبرة دس اثتش آلتَدگی ًوًَت
nested PCR  لزا ثشای پیـتهیشی اص هـتکلات احتوتبلی    (19)اػت ،

ثیـتشیي احتیبط سا دس ًظش داؿت. ثِ ّتش حتبل، ایتي اهتش دس هغبلؼتِ      
 حبضش هـکلی ایجبد ًکشد.

( 2010ًتبیج هغبلؼِ حبضش ثب هغبلؼِ تَحیذی هقتذم ٍ ّوکتبساى )  
دس  Mapثتشای ؿٌبػتبیی    PCR  ٍnested PCRّبی  کِ تَاى سٍؽ

. دس (26)قبیؼِ کشدًتذ ّوختَاًی داؿتت    ّبی ؿیش ٍ هذفَع سا ه ًوًَِ
ّتبی هجتٌتی ثتش     ؼِ آًْب، فبكلِ کوتش ثتیي ًتتبیج سٍؽ  هقبیؼِ ثب هغبل

PCR ّبی اػتخشا   تَاى ثِ ساًذهبى ثْتش سٍؽ دس هغبلؼِ حبضش سا هی
DNA  ًؼجت داد. ثِ ّش حبل، تـخیق هؼتقینMap ًَِّتبی   دس ًو

ِ  سا هی nested PCRهذفَع ٍ ؿیش ثب اػتابدُ اص سٍؽ  ػٌتَاى   تَاى ثت
اًبت آلَدُ ٍ ثشآٍسد ؿیَع آلتَدگی  آصهًَی اسصؿوٌذ ثشای ؿٌبػبیی حیَ

 کبس ثشد. دس ػغح گلِ ثِ
دس  Mapاگشچِ ایي هغبلؼِ اٍلیي تلاؽ ثشای اسصیبثی ٍضؼیت آلَدگی 

اػتبى کشهبى ثَد، هغبلؼبت ثؼیبسی دس دیهش ًقبط ایشاى اًجتبم گشفتتِ   
ّتبی   تَاى اص آًْب جْت هقبیؼِ ًتبیج ثْشُ ثشد. ثب ثشسػی ًوًَِ کِ هی

ّتبی هشکتضی    دس دیهش ًَاحی ٍ اػتبى Mapوَع ؿیَع هذفَع، دس هج
تتب   1/14ایشاى هبًٌذ اكاْبى، فتبسع ٍ چْبسهحتبل ٍ ثختیتبسی ثتیي     

اًذ. ثتب دس ًظتش گتشفتي     ّبی هَسد ثشسػی ثَدُ دسكذ دس جوؼیت 8/31
ایٌکِ ثیـتش هقبدیش گضاسؽ ؿتذُ حبكتل ثشسػتی ؿتیَع ثیوتبسی دس      

ِ حیَاًبت آلَدُ یب هـکَک ثِ آلَدگی ثَدُ  دػتت   اػت، ثشآٍسدّبی ثت
دس  Mapدّتذ احتوتبل داسد ؿتیَع     آهذُ دس هغبلؼِ حبضش ًـتبى هتی  

ّبی ایشاى هشکتضی ثبؿتذ اهتب     اػتبى کشهبى حتی ثبلاتش اص دیهش ثخؾ
دس اػتبى  Mapٍضؼیت آلَدگی ثِ  تش اص ثشای دػتیبثی ثِ ًوبیی ٍاقؼی

 کشهبى ًیبص ثِ هغلؼبت ثیـتشی اػت.



 378     ...پاراتوبرکلوزیسزیرگونه  مایکوباکتریوم آویومشناسایی 

 

ّبی هثجت کـت،  اػتخشا  ؿذُ اص ًوًَِ DNAّبی  ًوًَِ C3تب  C1ّبی  )لایي IS900 PCR  ٍIS900 PCR-REAّبی  هثجت کـت ثب سٍؽتأییذ ًتبیج  –1شکل 

 (PCRسٍی ًتبیج هثجت  REA: 6تب  4ّبی  سٍی ًتبیج هثجت کـت، لایي REA: 3تب  1ّبی  : کٌتشل هثجت، لایي+Cلایي 

Figure 1- Confirmation of positive culture results using IS900 PCR and IS900 PCR-REA (C1 to C3: culture positive 

IS900 PCR; C+: positive control; 1 to 3: REA on culture positive results; 4 to 7: REA on PCR positive results) 

 

 : کٌتشل هثجت(+C: کٌتشل هٌای، -Cجات ثبصی،  50: ًـبًهش ٍصًی M50) IS900 PCRالکتشٍفَسص هحلَلات  –2شکل 

Figure 2- Electrophoresis of IS900 PCR results (M50: 50 bp size marker, C-: negative control, C+: positive control) 
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 : کٌتشل هثجت(+C: کٌتشل هٌای، -Cجات ثبصی،  50: ًـبًهش ٍصًی M50) IS900 nested PCRالکتشٍفَسص هحلَلات  –3شکل 

Figure 3- Electrophoresis of IS900 nested PCR results (M50: 50 bp size marker, C-: negative control, C+: positive 

control) 

 

 5ثب دس ًظش گشفتي ایي ٍاقؼیت کتِ یتک ًؼتخِ اص طًتَم هؼتبدل      
، ثشسػتی حؼبػتیت ثتب    (18)دس ًظش گشفتِ ؿذُ اػت  DNAفوتَگشم 

ًـبى داد کِ حتذاقل ػتغح تـتخیق     DNAاػتابدُ اص ػشیبل سقت 
ِ  PCR  ٍnested PCRّبی  ثشای سٍؽ  200پیکتَگشم )  1تشتیتت   ثت
 PCR(. حؼبػتیت سٍؽ  4طًَم( ثَد )ؿتکل   2فوتَگشم ) 10طًَم( ٍ 

( ثتَد اهتب   1999هـبثِ هقبدیش گضاسؽ ؿذُ تَػظ اًهلًَذ ٍ ّوکبساى )
فوتتَگشم(   2/1دس هغبلؼِ آًْب ثتبلاتش )  nested PCRحؼبػیت سٍؽ 

( ًیتض هقتبدیش حؼبػتیت    2004. ایکًََهَپَلتَع ٍ ّوکتبساى )  (4)ثَد 
گضاسؽ کشدًتذ دس   PCR  ٍnested PCRّبی  هـبثْی سا ثشای سٍؽ

طًتَم(   1400پیکتَگشم )  7هقتذاس   (15)حبلی کِ دس یک هغبلؼِ دیهش 
گضاسؽ ؿذُ اػت. ثش اػبع ًتتبیج   nested PCRػٌَاى حؼبػیت  ثِ
اص حؼبػیت  nested PCRهؼوَلی دس هقبیؼِ ثب  PCRدػت آهذُ،  ثِ

ای ثشختَسداس   ّبی هضسػِ ّبی تـخیلی سٍی ًوًَِ کبفی ثشای آصهَى
هغبلؼِ  کبس سفتِ دس ایي ثِ DNAًیؼت. اص آًجب کِ دس سٍؽ اػتخشا  

حذاقل دػتَسصی ًؼجت ثِ ًوًَِ اػوبل ؿذ، خغش ایجتبد آلتَدگی ثتِ    
اػتخشا  ؿتذُ اص طل ًـتبى داد کتِ     IS900حذاقل سػیذ. ثشسػی طى 

ّتبی هٌتـتش    قغؼِ تکثیش ؿذُ دس ایي هغبلؼِ ّوخَاًی کبهل ثب تَالی
 داؿت. IS900ؿذُ 

 S، ػتَیِ  Cپیؾ اص ایي تلَس ثش ایي ثَد کتِ ثتش ختلاف ػتَیِ     
، (27)جبعی ثب ایجبد ثیوبسی دس حیَاًبت ثتِ غیتش اص گَػتاٌذ ًتذاسد     است

ثٌبثشایي ثشخی اص ساّکبسّبی کٌتشل ثیوتبسی، چتشای گبٍّتب دس هشاتتغ     
هَسد اػتابدُ گَػاٌذاى ٍ ًیض پشٍسؽ گبٍّب ٍ گَػاٌذاى دس کٌبس ّتن  

( ثتب  2001اًذ. اص عشف دیهش، ٍیتیٌهتتَى ٍ ّوکتبساى )   سا هجبص داًؼتِ
دس ایؼتلٌذ، خغتش اًتقتبل     Mapدس گبٍّبی آلَدُ ثِ  Sؿٌبػبیی ػَیِ 

ثتِ ّتش حتبل، اکٌتَى     . (29)ص گَػاٌذ ثِ گبٍ سا اثجبت ًوَدًذ آلَدگی ا
    ِ ّتیچ ًتَع اختلبكتیت     Mapّتبی   هـخق ؿتذُ اػتت کتِ ػتَی

ِ    ػَیِ اص گتبٍ یتب    Sیتب   Cّتبی   ای ًذاسًذ لزا اهکتبى جذاػتبصی ػتَی
ة ّتتبی هغلتتَ . ثتتب ثْتتشُ ثتتشدى اص ٍیظگتتی(17)گَػتتاٌذ ٍجتتَد داسد 

ِ PCRّبی هجتٌی ثش  سٍؽ ، Mapّتبی   ، اهکبى توبیض ػشیغ ثیي ػتَی
ّتتبی  ّتتبی اًتقتتبل ثیوتتبسی، اثتتذاع سٍؽ پیهیتتشی هٌـتتأ آلتتَدگی، ساُ

ّبی کبسآهذ، هغبلؼبت اپیتذهیَلَطیک   تـخیلی جذیذ، عشاحی ٍاکؼي
ّبی کٌتشل آى ٍجَد داسد  کٌی ثیوبسی یَى ٍ ػیبػت ٍ کوک ثِ سیـِ

(24). 
 IS1311 PCR-REAیٌتذ  آحضَس چْبس ثبًذ هـتخق ثؼتذ اص فش  

دػت آهذُ دس ایي تحقیتق، ًـتبى داد ّوتِ     ّبی ثِ ثشای توبهی جذایِ
ِ  5تؼلق داسًذ )ؿکل  Cآًْب ثِ ػَیِ  دػتت آهتذُ جبیهتبُ     (. تتَالی ثت

IS1311 ّبی هٌتـش ؿذُ ثشای ػَیِ  دس ایي هغبلؼِ کبهلا  ثب تَالیC 
هـتبّذُ ًهشدیتذ کتِ ثتب      Sبضتش ػتَیِ   هغبثقت داؿت. دس هغبلؼِ ح

ٍ  14)هغبلؼبت اًجبم گشفتِ دس اػتبى خشاػبى سضَی هغبثقت داؿتت  
دس ایي هغبلؼِ ػجیت ًجَد چشا کِ پتشاکٌؾ   Sیبفت ًـذى ػَیِ  (22

ّبی گبٍ ثؼتیبس هحتذٍد اػتت. ّوچٌتیي اص آًجتب کتِ        آى دس جوؼیت
گشفتتِ  دس ایتشاى اًجتبم    Mapهغبلؼبت اًذکی دس هَسد تؼیتیي ػتَیِ   

دس جوؼیتت گبٍّتبی ایتشاى دس كتَست      Sاػت، احتوبل یبفتي ػتَیِ  
 تش ٍجَد داسد. اًجبم تحقیقبت گؼتشدُ
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تشتیت ثب هقذاس ِ ث 20تب  11ٍ  10تب  1ّبی  : کٌتشل هٌای، لایي-Cجات ثبصی،  100: ًـبًهش ٍصًی PCR  ٍnested PCR (M100ّبی  حذ تـخیق ٍاکٌؾ –4شکل 

DNA  فوتَگشم( 1فوتَگشم،  10فوتَگشم،  100پیکَگشم،  1پیکَگشم،  10پیکَگشم،  100ًبًَگشم،  1ًبًَگشم،  10ًبًَگشم،  100م، هیکشٍگش 1الهَی 

Figure 4- Limit of detection of PCR and nested PCR reactions (M100: 100 bp size marker, C-: negative control, 1 to 10 

and 11 to 20: 1 µg, 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg and 1 fg DNA template, respectively)  

: D3تب  D1ّبی  ، لایيIS1311: تکثیش تَالی 7تب  1ّبی  جات ثبصی، لایي 100: ًـبًهش ٍصًی IS1311 PCR-REA (M100ثِ سٍؽ  Mapتؼییي ػَیِ  –5شکل 

 ًتبیج ّضن اًذًٍَکلئبص(
Figure 5- Map strain typing using IS1311 PCR-REA (M100: 100 bp size marker, 1 to 7: IS1311 PCR results, D1 to D3: 

IS1311 PCR REA results) 
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ّبی داخلتی   جبلت تَجِ اػت کِ ًظادّبی ثَهی ًؼجت ثِ ػاًَت

. پتشاکٌؾ آلتَدگی ثتِ    (1)هبًٌذ پبساتَثَکلَصیغ هقبٍهت ًؼجی داسًتذ  
Map ِّبی هتشاکن َّلـتتبیي   دس ػغح کـَسی ثب گؼتشؽ ػشیغ گل
سٍد کتِ دس ایتشاى    فشیضیي دس ایتشاى هتشتجظ اػتت لتزا اًتظتبس هتی       –

. ایي فشضیِ ثتشای اثجتبت ًیتبص ثتِ     (20)ّبی یکؼبًی یبفت ؿَد  ػَیِ
ّتبی پتشٍسؽ كتٌؼتی     دس ػیؼتتن  Mapتحقیق ثیـتشی داسد. ؿیَع 

هتشاکن ثبلاتش ثَد کِ هوکي اػت ثِ ػجت تجوغ تؼذاد صیبدی حیتَاى  
تَػتتظ حیَاًتتبت آلتتَدُ ٍ  Mapای هحتتذٍد، اداهتتِ اًتـتتبس  دس هٌغقتتِ
 .(7)ًؼجت ثِ ؿشایظ ًبهؼبػذ هحیغی ثبؿذ  Mapهقبٍهت 

اگشچِ ثیوبسی یَى دس ػغح جْبًی کوتش هَسد تَجِ قتشاس گشفتتِ   
اػت اهب ٍضؼیت دس کـَسّبی دس حبل تَػؼِ هبًٌذ ایشاى ثتِ هشاتتت   

اص عشیتق   Mapثذتش اػت. اص آًجب کِ ثبثت ؿذُ اػت اهکتبى اًتقتبل   
ؿیش خَساکی ثِ اًؼبى ٍجَد داسد، کٌتشل ٍ پیـهیشی ثیوتبسی اص هجتذ    

َسداس اػت. ثشخلاف ػل گبٍی، ثِ ػجت فقذاى اص ثیـتشیي اّویت ثشخ
ّبی گبٍ ؿیشی  ثشًبهِ هلی ثشای کٌتشل آلَدگی پبساتَثشکلَصیغ دس گلِ

سیتضی ساّکبسّتبی هت ثش     دس ایشاى، اعلاػبت قبثل اػتوبدی ثشای عشح
ثشای هحذٍد کشدى ثیوبسی دس دػتشع ًیؼت. هتأػابًِ، ثیوبسی یتَى  

ّبی اقتلبدی فشاٍاًی  خؼبست خغشات ثؼیبسی ثشای ػلاهت دام ٍ ًیض
سفتِ، ثب دس ًظتش   ّن شٍسی دس پی داسد. سٍیهپسا ثشای كٌبیغ هشتجظ ثب دا

گشفتي ّـذاسّبی رکتش ؿتذُ، دس ًظتش گتشفتي اػتتبًذاسدّبی ثتبلای       
ثْذاؿتتتی ثتتشای ثتتِ حتتذاقل سػتتبًذى احتوتتبل اًتقتتبل آلتتَدگی ثتتِ   

ٍ  جوؼیت ًیتض   ّبی غیشآلَدُ ٍ کبّؾ هـکلات هشتجظ ثب ػتلاهت دام 
 ضشٍست داسد. Mapخؼبسات اقتلبدی حبكل اص دسگیشی ثب 
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Introduction Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) is a very slow growing bacterium that 
solely infect the digestive tract and leads to Johne’s disease (JD) that is characterized by immedicable diarrhea. 
Considering innate resistance and different transmission modes of Map and its possible role in development or 
progression of some human diseases (mainly Crohn’s disease), strong zoonotic potential has been proposed for 
Map. Diagnosis of JD depends on isolation of viable Map (culture), tracking of its consequences on host immune 
system (ELISA) or amplification of Map genome (PCR). Fecal culture considered as gold standard for Map 
detection but obstacles like very slow growth rate of Map, decontamination issues and its high expenses led to 
development of alternatives like PCR based approaches to gain PCR advantages like high sensitivity, specificity 
and rapidity for diagnosis of Map. Since no published report was found on Map infection status in Kerman, the 
current study aimed to investigate the presence of Map in bovine feces samples using 3 different detection 
methods including culture, IS900 PCR and IS900 nested PCR. Also IS1311 PCR-REA was used for strain typing 
of Map isolates. 

Materials and Methods 212 fecal samples were taken from 4 dairy cattle farms located in Kerman province, 
southeast Iran. The fecal fractions for culture and PCR were prepared separately to inhibit potential cross-
contaminations. Per each sample, 300 µl of prepared inoculum was cultured on slope of Herrold’s egg yolk 
medium (HEYM) alone, and two HEYM + 2.0 mg/L of mycobactin J slopes. Inoculated slopes were incubated at 
37 °C for 4 months and monitored at biweekly intervals. After extraction of DNA from fecal samples, PCR 
reaction performed in 25 µl volume and products were analyzed by electrophoresis on 2% agarose gels. The 
samples were considered as positive if 413 bp amplified band was present. To avoid false positive results, a REA 
approach using AlwI restriction enzyme was adopted. For IS900 nested PCR reaction, 3 ml from IS900 PCR 
products were used as template. Resultant products were screened as before. To evaluate the limit of detection of 
PCR reactions, the DNA extracted from confirmed MAP field strain culture was 10 fold serially diluted (1 µg – 1 
fg) and the minimum detection level of PCR and nested PCR were observed. Strain typing of Map isolates was 
based on IS1311 PCR-REA. 

Results and Discussion It takes 3-4 months of incubation for appearance of MAP positive colonies. Map was 
detected in 32/212 (15.1%) of cultured samples. All colonies were verified as MAP using IS900 PCR and REA 
with AlwI. 44 positive samples were detected by IS900 PCR (20.7%) while nested PCR was able to find 52 
infected samples (24.5%). All isolates detected by PCR based methods were also verified as MAP by IS900 
PCR-REA. According to expectations, nPCR offered higher sensitivity than conventional PCR. However, 
comparing the methods used in the present study showed that as a simple and cheap assay, nested PCR is 
inherently successful in amplification even with rare amount of starting template and has the better ability to 
detect the Map infection in fecal samples and can be used as a routine method in diagnostic processes. Although 
this study was the first attempt to access the Map infection status in Kerman province, as summarized in table 3, 
many studies were conducted all around Iran that can be compared with. Altogether, Map incidence in other 
central Iran provinces (Isfahan, Fars and Chaharmahal and Bakhtiari) were between 14.1 to 31.8 percent of 
tested populations based on examination of fecal samples. Considering that most of reported values came from 
clinically infected or suspected animals, the estimates obtained in this study showed the possibility that the Map 
incidence in Kerman province may be higher than other parts of central Iran, but it more investigations needed to 
create a realistic scheme of Map infection status in Kerman province. Remembering that a copy of genome was 
considered as equivalent to 5 fg of DNA, sensitivity analysis using serially diluted DNA preparations revealed 
that the minimum detection level were 1 pg (200 genomes) and 10 fg (2 genomes) for PCR and nested PCR, 
respectively. According to results, compared to nested PCR, conventional PCR is not sensitive enough for 
diagnostic tests on field samples. Analysis of fragments produced after IS1311 REA showed the presence of 
explicit patterns of four bands for all obtained isolates that is the indication of MAP C type. Obtained DNA 
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sequences from the amplified IS1311 locus was exactly consistent with previously published sequence for MAP 
C type. S type was not detected in current study that was consistent with results of researches performed in 
Razavi Khorasan province. Failure to find S Map strain was not surprising, since its global prevalence in cow 
population is very low and hard to find. Also, there are few papers dealing with Map strain typing in Iran, so it is 
conceivable to find S Map type in Iran’s cattle population if more research conducted in this respect. 

Conclusion Although paratuberculosis is a global neglected disease, the situation is worse in developing 
countries like Iran. Contrary to bovine tuberculosis, due to absence of a national program to control 
paratuberculosis infection in Iran’s dairy herds, no reliable data is available for arrangement of tools for efficient 
restriction of disease which leads to inadequate attention to JD and eventually receive the least priority to 
control. Unfortunately, paratuberculosis as an overlooked disease, is a severe hazard for cows’ health and also 
for economic activities related to dairy cattle industry. On the other hand, Map is still considered as an important 
suspicious zoonotic agent which cause serious health problems for humans. Meanwhile, considering 
aforementioned warnings, enactment of crucial health standards is vital to minimize the chance of infection 
transmission to non-infected populations and alleviating health problems and economic losses due to Map 
infection. 
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