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shahhosseiny@yahoo.com : Email 

  استفبده بب نئوفورمنس پتوکوکوسيکر يمولکول صيتشخ نمودن نهيبه

  داخلي کنترل از
 6 ٍ 3 يلْط هحوس ،5 ٍ 3 يهؿلو الْبم ،4 بتيث هٌصَض ،3 ٍ 2 يثگلط قكَفِ ،*1 يٌيحؿ قبُ هحوسحؿي

 

 تْطاى اؾلاهي آظاز زاًكگبُ لسؼ، قْط ٍاحس هيكطٍثيَلَغي، گطٍُ 1
  تْطاى اؾلاهي آظاز زاًكگبُ تحميمبت، ٍ معلَ ٍاحس قٌبؾي، ظيؿت گطٍُ 2

 تْطاى (،IGF) فٌبٍض غى بىيطاًيا ؾؿِؤه 3
 تْطاى تحميمبت ٍ علَم ٍاحس اؾلاهي آظاز زاًكگبُ زاهپعقكي، ترصصي علَم زاًككسُ زاهپعقكي، علَم گطٍُ 4

 تْطاى ياؾلاه آظاز زاًكگبُ ،قطق تْطاى ٍاحس ي،قٌبؾ ؿتيظ گطٍُ 5
 تْطاى ييحؿ اهبم زاًكگبُ ،پبيِ علَم زاًككسُ ي،قٌبؾ ؿتيظ گطٍُ 6

 

 (16/12/91 همبلِ: پصيطـ -15/10/91 همبلِ: )زضيبفت
 

 

 زكيسُ
ىٛ :ظهيٌِ تٌطل ج٘ ٌِ زض گطفتِ اًدبم بّي پػٍّف زض زاذلي ک زٍيتي يصيتكر يبّ PCR ظهي ن هحس ي بّي تكيٌک کبضگيطي ثِ .گطزز هي هحؿَة هْ  آظهبيكگبّ

کََظيکط صيتكر زض PCR ّوسَى اذتصبصي ٍ حؿبؼ کَ ع يبّ ضٍـ .اؾت يضطٍض ؽ،يپت زَ ظا يوبضيث لبضذ ييا صيتكر يثطا يهتٌَ  يطَضکل ثِ .زاضز ٍخ

س يييپب تيحؿبؾ ثب طيگ لٍت يبّ کيتكٌ کكت، ثط يهجتٌ يبّ ضٍـ سيً ٍ ّؿتٌ  يبّ ضٍـ ييّوسٌ ٍ ثبقٌس يه حيتًب طيتفؿ يثطا يکبف تدطثِ ٍ اهكببًت بظهٌ

لَ يبّ ضٍـ دِيتً زض .ًساضًس ضا لاظم تيعحؿبؾيً يعيآه ضًگ لَك بٌؾت يبّ کيتكٌ ،PCR خولِ اظ يه س ييقبٌؾب يثطا يتط ه  ٍ يططاح هطبلعِ ييا ّسف .ّؿتٌ

تٌطل ؾبذت ٌٌسُ هوبعًت ييقبٌؾب خْت (IAC) يسيپلاؾو يطيتكث زاذلي ک کََؼيکط PCR آظهبيف زض بّ ک کَ ؽ پت ضهٌ فََ بّ ٍ (C.neo) ئً  زض يآت يکبضثطز

بّلاثطات تٍ ياَض زَُ يصيتكر ييض   اؾت. ث

اَز تٌطل ؾبذت يثطا ثطضؾي ييا زض :ّب ضٍـ ٍ ه بّيپطا اثتسا ،زاذلي ک بٌ ثط ،PCR آظهبيف ػُيٍ يوط لَ صيتكر خْت 16S rRNA يغً ّسف يهج لَك  ،يه

بّيپطا قس. هكرص يػگيٍ ٍ تيحؿبؾ ؾپؽ ٍ ٌِيثْ ى ؾپؽ ٍ طيتكث ،يططاح عيً IAC-C.neo يثطا (Composite Primer) هطکت يوط -IAC س.يگطز کلَ

C.neo سيپلاؾو زض قسُ طيتكث pTZ57R يکل بيكياقط يثبکتط زض ٍ الحبق JM107 ضم ى ٍ تطاًؿفَ  ثب PCR اٍکٌف ّط زض IC حسالل زساتع س.يگطز کلَ

ضز IC ثب ّوطاُ PCR پبؾد فيط ّوسيٌي ٍ يؾبظ كيضل  گطفت لطاض يثطضؾ هَ

بّيپطا ثب C.neo يصيتكر هحصَل اًساظُ :بّ يبفتِ زَ، ثبظ خفت 661 ثب ثطاثط IAC-C.neo هحصَل ٍ bp 415 ثب ثطاثط آى ياذتصبص يوط ُ، ًظط اظ کِ ث  اًساظ

ة اذتلاف  IC ثب ّوطاُ PCR آظهبيف تيحؿبؾ حساکثط ٍ حسالل قس. يييتع عسز 1000 اٍکٌف ّط زض IC حسالل زساتع زاضًس. ّن ثب ضا ثبظ( خفت 246) هطلَ

کََيکط DNA يثطا کَ ضهٌؽ ؼپت فََ کََؼيکط عسز 100 تب َىيليه 3 ييث ئً کَ اَهل ثب يػگيٍ آظهبيف زض س.يگطز هكرص پت اَؾتِ هحصَل ريّ هرتلف ع  يا بًذ

سُ  ًكس. هكبّ

فٌ بّي يبفتِ ،PCR کيتكٌ يثبلا زلت ٍ ؾطعت طغنيعل :گيطي تًيدِ ٌّس يه ضخ هرتلف ليزلا ثِ کِ کبشة هثجت ٍ يه ن هككلات اظ ز  خصاة کيتكٌ ييا هْ

اًٌَس يه کِ ثبقس يه ف ضا آى ييکبضا ت ٌّس. کبّ تٌطل کي اظ اؾتفبزُ ز لَ صيتكر زض زاذلي ک لَك کََؼيکط يه کَ ؽ، پت ضهٌ فََ بّ ييا ئً   .ًوبيس هي ييقبٌؾب ضا ذطب

تٌطل :کليسي اٍغگبى کََؼيکط ،يطيتكث زاذلي ک کَ ؽ، پت ضهٌ فََ  PCR ئً
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 همسهِ

 لارٔمب ٕٙبٍ ىٍ ا٘فؼبٍی افِاي٘ يه ٘ٛى ىٞٝ اُ دٔ

 ٘ٛوّئیه إیي سىظیَ ٞبی سىٙیه ُٔیٙٝ ىٍ ٙيٜ ؿبح

 ُا ثیٕبٍی ػٛأُ ٙٙبٕبيی ىٍ PCR ٍٚٗ هٞٛٝبً

 ايٗ ثب إز. ىاىٜ ٍم ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ ٔب٘ٙي

 ٞبی ىٕشٍبٜ آُٔبيٍٚبٜ، ٘ٛع ٔب٘ٙي ٔشغیَٞبيی ،ٚػٛى

 ٍٔٛى دّیَٕاُ DNA ثبُىٜ ٚ ٘ٛع إشفبىٜ، ٍٔٛى

 ك٢ٍٛ ٞب، ٟٔبٍر ٚ ٗآُٔٛ ٦ٕق ٚ دَُٕٙ إشفبىٜ،

 ٍٔٛى ػبُٔ ىٍ ٔشفبٚر یّ٘ یٞب ٞيف ٞب، وٙٙيٜ ٕٔب٘ؼز

 ىٍ ٞب ٟٔبٍر ثٝ سٛػٝ ثب ادشیٕبٕیٖٛ ٦ٕق ٙٙبٕبيی،

  یهبٍ٘ PCR ٞبی ٍٚٗ ٞب، آُٔبيٍٚبٜ

(in house PCR) ٚ ىٍ ٙيٜ ٕجت ىيٍَ، دبٍأشَٞبی 

 ٌِاٍٗ سىَاٍ لبثُ ٚ ٝلیق ٞبی ػٛاة ٔٛاٍى ثَهی

 ىٍ ٙيٜ ؿبح ٞبی دَٚسىُ اُ ثَهی فم٤ ٚ إز ٘ٚيٜ

 ٞبی آُٔبيٍٚبٜ يب آُٔبيٍٚبٜ ىٍ ػّٕی ٥ٍٛ ثٝ ٔمبلار

 (.1-7) إز ٙيٜ سىَاٍ ىيٍَ

 افَاى ىٍ وٝ إز یٔوَٕ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ

 ُ٘يٜ یٞب یيیوٛ٘ ثٝ آِٛىٜ غجبٍ ٚ ٌَى إشٙٚبق ثب ٕبِٓ

 افَاى ٍا ٕبٍاٖیث ثیٚشَ أب ،ٕ٘بيي ٔی یٕبٍیث ؼبىيا لبٍؽ،

 ٍاٜ اُ ػفٛ٘ز ىٞي. یٔ ُیسٚى یٕٙيا ٙيٜ ٛةَٕو

 ثيٖٚ ثیٕبٍی ٔٛاٍى ثیٚشَ ٙٛى. یٔ وٖت إشٙٚبق

 زئْٙٙ ػفٛ٘ز، یٙیثبِ سظبَٞ ٗيسَ غيٙب ٚ ثٛىٜ ػلأز

 .ىاٍى ٚػٛى ِی٘ ٔٙشَٚ ػفٛ٘ز ثَُٚ اكشٕبَ إز،

 ٗيا ،یٕٙيا ٘مٜ یٞب یٕبٍیث ٍٙي ثٝ ٍٚ ٘يافِا ثب

 ی٘ٛػ ثٝ .إز ٚشٌٝ ثَهٍٛىاٍ یا ْٜيٚ زیإٞ اُ لبٍؽ

 َیٚٔ َٔي ػبُٔ ٗیؿٟبٍٔ ٔيذشٛوٛوُٛيوَ یٕبٍیث وٝ

 اِجشٝ ٚ إز ٙيٜ ٌِاٍٗ يُيا ثٝ ٔجشلا ٕبٍاٖیث ىٍ

 ٍهياى آٔبٍ ٔيذشٛوٛوُٛيوَ یػٟب٘ كّٕٝ ثب ِٕٞٔبٖ

 .(8) إز بفشٝي ٘يافِا ثَاثَ ؿٙي ِی٘ یٕبٍیث ٗيا

 ،یٙٙبٕ لبٍؽ ٞبی ٚيٌْی إبٓ ثَ ٔوَٕ ٗيا

 شٝيٚاٍ 2 ثٝ یِّٛٛیئیاد ٚ یِّٛٛاو ،يیبیٕیٛٙیث

(variety) ٍٔٙٔٛٙٛى. یٔ ثٙيی ٥جمٝ یٌبس ٚ ٘ئٛف 

 خیَٕٚس 5 ثٝ یوذِٖٛ یٞب ّٖ یآ٘ش ثَإبٓ ٗیٕٞـٙ

A ،B ،C ،D ،AD ٖ٘ئٛفٍٛٔٙٔ شٝيٚاٍ ٙٛى. یٔ ٓیسم 

 یٞب خیَٕٚس یٌبس شٝيٚاٍ ٚ A ،D ،AD یٞب خیَٕٚس

B ،C یٞب خیَٕٚس َاًیاه ىٞٙي. یٔ ُیسٚى ٍا A ٚ D 

 اُ ػيا شٝيٚاٍ ىٚ ػٙٛاٖٝ ث ،یىیّ٘ش اهشلافبر إبٓ ثَ

 ذشٛوٛوٛٓيوَ وٝ  ای ٌٛ٘ٝ ٝث ا٘ي، ٙيٜ ٦َٔف ٞٓ

 ٚ D خیَٕٚس ػٙٛاٖٝ ث ٘ئٛفٍٛٔٙٔ شٝيٚاٍ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ

 ػٙٛاٖٝ ث یٌَٚث شٝيٚاٍ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ

 .(8) ٙٛى یٔ ٌَفشٝ ٘ظَ ىٍ A خیَٕٚس

 ٘بٔؼّْٛ AD خیَٕٚس زی١ٚؼ كبِز ٗيا ىٍ ؿٙي َٞ

 ٘ئٛفٍٛٔٙٔ لايييّٛثبُیف ثٙبْ لبٍؽ یػٖٙ َٔكّٝ إز.

 یدَاوٙيٌ ٘ظَ اُ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ شٝيٚاٍ ىٚ .ٙٛى یٔ ٙٙبهشٝ

 ىاٍ٘ي. ٍَيىيي ثب یاهشلافبس یؼی٥ج ٖشٍبٜيُ ٚ يیبیػغَاف

 B ٞبی خی)َٕٚس یٌبس شٝيٚاٍ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ

ٚ C) ُٙيٜ یُػيإب ذشٛٓیاوبِ ىٍهشبٖ يٜیدٕٛ یبيثمب ا  

 یدَاوٙيٌ ثب یٌبس شٝيٚاٍ یاٖ٘ب٘ ػفٛ٘ز ا٘شٚبٍ .إز

 ذشٛوٛوٛٓيوَ .ىاٍى ٦ٔبثمز ذشٛٓیاوبِ ىٍهشبٖ

 (A ٚ D ٞبی خی)َٕٚس ٘ئٛفٍٛٔٙٔ شٝيٚاٍ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ

ىٜ هبن اُ غبِجبً  دَ٘يٌبٖ، َيٕب ٚ وجٛسَ ف٢ٛلار ثٝ آِٛ

  ٙٛى. یٔ یػيإبُ

 ٞب بٖٕبهشٕ ىٍ وٝ دَ٘يٌبٖ هٚه ف٢ٛلار اُ ٖٓیاٌٍب٘

 سبُٜ ف٢ٛلار ىٍ یِٚ إز، یػيإبُ لبثُ ٙيٜ ا٘جبٙشٝ

 ِلب٧ اُ ٙيٜ بىي یٞب خیَٕٚس ٙٛى. یٕ٘ بفزي دَ٘يٌبٖ

 ىاٍ٘ي، ٍَيىيي ثب یاهشلافبس يیبیػغَاف یدَاوٙيٌ

 وٝ یكبِ ىٍ ىاٍى یػٟب٘ ا٘شٚبٍ A خیَٕٚس وٝ ی٥ٍٛٝ ث

 ٕٙبَ ػّٕٝ اُ یهبٝ يیبیػغَاف ٔٙب٥ك ىٍ D خیَٕٚس

 .(9-13) إز سَ غيٙب اٍٚدب

 زئْٙٙ ٚيْٜ ثٝ ٔ،يذشٛوٛوُٛيوَ غيَٕ ٚ قیٝل ىٍٔبٖ

 ٜیسٚو إز. یبسیك ٕبٍیث یثَا ،یذشٛوٛوٕٛيوَ

 یثَا فبوشٍٛ ٗيسَ ٟٔٓ ،یٕبٍیث ػبُٔ ٔٛلغ ثٝ ٚ قیٝل
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 آ٘ؼب اُ ثبٙي. یٔ ٕبٍیث ثٝ ٔٛلغ ثٝ ٚ ٔٙبٕت یىاٍٚ ِيسؼٛ

 بٍیثٖ ٔ(يذشٛوٛوُٛي)ٍ٘ٛٚوَ یذشٛوٛوٕٛيوَ زئْٙٙ وٝ

ىٜ وٚٙيٜ  ثَُٚ یٕٙيا ٘مٜ ىؿبٍ افَاى ىٍ ٔؼٕٛلاً ٚ ثٛ

 بٍیثٖ فَٝز یٕبٍیث ٗيا ىٍٔبٖ ٚ ٜیسٚو یثَا وٙي، یٔ

 ىٍ ه٦ب بي وٛسبٞی یا٘يو یكش وٝ ثبٙي یٔ ىٕز ىٍ یوٕ

 هٛاٞي ٕبٍیث َٔي ثبػض ىاٍٚ، ِيسؼٛ ىٍ بي آٖ ٜیسٚو

 یثَا یوبٍثَى ٍٝٛر ثٝ وٝ یؼيٍا یٞب ٍٚٗ ٙي.

 یِیآٔ ًٍ٘ ٙبُٔ ٙٛ٘ي یٔ شفبىٜإ ػبُٔ ٗيا ٜیسٚو

Indian ink، یٞب ٍٚٗ ٚ وٚز ّ  یِٔٛىِٛ ٚ هيَِٕٚٛ

(PCR base) ٔثبلا یه٦ب ُیىِ ثٝ ٙىٝ،يا قیس١ٛ ثبٙٙي. ی 

ىٖ َكٖبٓیغ ٚ  ػٙٛاٖ ثٝ سٛاٖ یٕ٘ ،یِیآٔ ًٍ٘ ٍٚٗ ثٛ

 یٔجشٙ یٞب ٍٚٗ ٗیٕٞـٙ وَى. ٝیسى آٖ ثٝ ٦ٕٔئٗ یٍٚٙ

 یٞب َّٕٛ وٝ ٍٞٙبٔی ٞٓ ٚ ثٛىٜ َیٌ ٚلز ٞٓ وٚز ثَ

 وٛسبٞی ػّٕٝ اُ ٔوشّف ُيىلا ثٝ ثبِیٙی ٕ٘ٛ٘ٝ ىٍ یٔوَٕ

 یٔٙف ثبٙٙي، َٔىٜ ٍٚبٜيآُٔب ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ ا٘شمبَ ىٍ

  .(8) ٙٛ٘ي یٔ

 سَ كٖبٓ ٗیٚید ٍٚٗ ىٚ اُ هيَِّٕٚٛ یٞب ٍٚٗ

 غي٘شب ىٍ وٝ یوبًث یٔٙف ٚ وبًة ٔظجز ٞبی يبفشٝ أب .إز

 ىؿبٍ ٍا ٜیسٚو أَ ي،يآ یٔ ىٕز ثٝ ٞب آٖ اُ كبُٝ

 ٙيٜ بىي ٍٚٗ ٕٝ َٞ ىٍ ٗ،يا ثَ ػلاٜٚ وٙي. یٔ ٔٚىُ

 ٗيا وٝ ثبٙي یٔ غي٘شب َیسفٖ یثَا ثبلا ٟٔبٍر ثٝ بُی٘

  ٘يافِا ٍا اٙشجبٜ ٜیسٚو اكشٕبَ هٛى ٖٔئّٝ

  .(8) ىٞي یٔ

 ز،یكٖبٕ ،یٕٙش یٞب ٍٚٗ ٗيا اُ وياْ ؾیٞ ٍٚٗ يا اُ

 اُ ٖسٛا یٕ٘ ٚ ٘ياٍ٘ي ٍا یلجِٛ لبثُ َٕػز ٚ ٚيٌْیا

 ٜیسٚو ىٍ كیىل ٚ غيَٕ ٦ٕٔئٗ، یٍٚٙ ػٙٛاٖ ثٝ ٞب آٖ

 یفٍٛ ٚ قیٝل ىٍٔبٖ ثٝ بُی٘ وٝ یا وٚٙيٜ یٕبٍیث ٗیؿٙ

 ىٍ إشفبىٜ ٍٔٛى یِٔٛىِٛ ٍٚٗ وَى. إشفبىٜ ىاٍى

 یٍٚٙ وٝ إز PCR ٜ،یسٚو ٟزػ َیاه یٞب ٕبَ

 یىاٍا أب إز یبٍیثٖ یبئِا یىاٍاٚ كٖبٓ ،غيَٕ

 اُ یبٍیثٖ ٘جٛىٖ إشب٘ياٍى ئب٘ٙ ِی٘ يیٞب زئليٚى

 ىٍ PCR ٙيٜ( optimize) ِيٕبیادش یٞب آُٔبي٘

 (.14-16) ثبٙي یٔ ،وبٍثَىا ٍٔٛى ٔوشّف ٞبی آُٔبيٍٚبٜ

 ذشٛوٛوٛٓيوَ ٜیسٚو ٙٝیُٔ ىٍ یبٍیثٖ ٞبی دْٚٞ٘

 ثٝ ٞب آٖ اُ یثَه ىٍ وٝ إز ٌَفشٝ ٍٝٛر ٘ئٛفٍٛٔٙٔ

 ٙٛاٖػ ثٝ إز. ٙيٜ دَىاهشٝ یٞیسٚو ٍٚٗ ؿٙي ٖٝئمب

 ٍٚٗ ٕٝ ٕٞىبٍاٖ ٚ (Rappelli) ٍادّی س٤ٕٛ ٔظبَ

ّ وٚز،  ٥جك ي.يٌَى ٖٝئمب ٞٓ ثب PCR ٚ یَِٕٚٛ

 ٜیسٚو ىٍ ٕٞىبٍاٖ، ٚ ٍادّی ٦ٔبِؼٝ اُ كبُٝ غي٘شب

 وٚز یٞب ٍٚٗ زیكٖبٕ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ

ّ ،ىٍٝي 67  ىٍٝي PCR 98 ٚ ىٍٝي 89 یَِٕٚٛ

  (.17) آٔي ىٕزٝ ث

 ذشٛوٛوٛٓيوَ يیٙٙبٕب ػٟز یٔشفبٚس یّ٘ یٞب ٞيف

 یّ٘ یٞب سبٌٍز ٗيا ٗيسَ ػٕيٜ أب ،إز ٙيٜ إشفبىٜ

 ّٖ 16S rRNA (18،) ّٖ ٔٚشَن یٞب ثو٘ اُ: ػجبٍسٙي

 ٓيآِ٘ ّٖ ٔب٘ٙي ٍَيى یٞب ٞيف بي ٚ (19) وذَٖٛ

 ىٍ PCR ىلز ٚ زیكٖبٕ ِاٖیٔ (.20) ذبُیفٖفِٛ

 ذشٛوٛوٛٓيوَ ّْ٘ٛ هبٛ ل٦ؼبر یثَه يیٙٙبٕب

 ّٖ ،DNA إشوَاع ٍٚٗ ثٝ یبىيُ كي سب ٘ئٛفٍٛٔٙٔ

 يیٙٙبٕب ٍٚٗ ٚ ٙيٜ ی٥َاك یَٕٞبيدَا ٞيف،

 ٔشفبٚر ٔوشّف مبریسلم ىٍ وٝ ىاٍى یثٖشٍ ٔلَٞٛ

 ىٍ ٔٛػٛى طبثز ٙير ثٝ یٞب ثو٘ ٚػٛى، ٗيا ثب إز.

 ٘ظَ اُ ٍا آٖ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ rRNA ّٖ یسٛاِ

 إز ٕ٘ٛىٜ ػٌاة ٌٛ٘ٝ، ٔوٞٛٛ َٕيدَا ی٥َاك

(26-21).  

 ا٘ؼبْ ٞبی ثٍَٕی ثیٚشَ ٞبی ٔليٚىيز سَيٗ ٟٔٓ اُ

 ٥ّت فَٝز ٔوَٕ ٗيا PCR ٜیسٚو ُٔیٙٝ ىٍ ٙيٜ

 وٙشََ ثَهلاف إز. ىاهّی وٙشََ ٘ياٙشٗ ،وٖٙٛ سب

 غیَ DNA ٕىب٘ٔ يه ػٕٛٔبً ىاهّی وٙشََ ٔظجز،

 ٕىب٘ٔ ثب ِٕٞٔبٖ ٥ٍٛ ثٝ وٝ إز ٕ٘ٛ٘ٝ ىٍ كب١َ ٞيف

 ثيٖٚ PCR يه ىٍ ٌَىى. ٔی )سىظیَ( آٔذیّیفیٝ ٞيف

 ٞيف ٕىب٘ٔ ايٙىٝ يؼٙی ٔٙفی دبٕن يه ،ىاهّی وٙشََ
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 ايٗ ٔؼٙبی ثٝ كبَ ػیٗ ىٍ سٛا٘ي ٔی آٖ أب، ٘ياٍى. ك٢ٍٛ

 ىٕشٍبٜ ىٍ اهشلاَ ٔب٘ٙي ىلايّی ثٝ ٚاوٙ٘ وٝ ثبٙي

 DNA آِ٘يٓ فؼبِیز غ٤ّ، PCR ٔو٣ّٛ سَٕٔٛبيىَّ،

 بسَيىٔٔ ىٍ ثبُىاٍ٘يٜ ٔٛاى ك٢ٍٛ كيالُ يب ٚ دّیَٕاُ

 يه ىٍ ػىٔ، ثَ ٥ٍٛ ثٝ إز. ٙيٜ ٕٔب٘ؼز ٕ٘ٛ٘ٝ،

PCR ثب IAC، ٌَىى ٔی سِٛیي ٕٞیٚٝ وٙشََ ٕیٍٙبَ يه 

 كشی ىاهّی وٙشََ ايٗ ثبٙي. ٔی ىاهّی وٙشََ سىظیَ وٝ

 اٌَ ٚ ٌَىى ٔی سىظیَ أُبي٘ ٍٔٛى ٞيف ٕىب٘ٔ ٘جٛى ىٍ

 ٔشفبٚر( ىلايُ )ثٝ سىظیَ ىٍ اٙىبِی يؼٙی ٘ٚٛى سىظیَ

  (.7 ٚ 5 ،1) ٍىىا ٚػٛى

 ىاهّی وٙشََ ٕبهز ٚ ی٥َاك ،وٙٛ٘ی ثٍَٕی ٞيف

 ذشٛوٛوٛٓيوَ یٞیسٚو PCR آُٔبي٘ یَیسىظ

 ٚ PCR-Cloning ثب ٚ یٍلبثش ٍٚٗ ثٝ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ

 آُٔبي٘ زیكٖبٕ ثیٚیٙٝ ٚ وٕیٙٝ ٗییسؼ ٥ٍٛٗ یٕٞ

  إز. ثٛىٜ

 

 ّبضٍـ ٍ هَاز

ٚٞ٘ٗ يا ؼبْ 1391 یاِ 1390 یٞب بَٕ ٗیث دْ ز ٙيٜ ا٘  .إ
 

 ًئَفَضهؽ پتَکَکَؼيکط اؾتبًساضز ؾَـ ِيتْ

 ٕبُٔبٖ یثبوشَ ٚ لبٍؽ ٔؼٕٛػٝ َٔوِ اُ إشب٘ياٍى ٕٛٗ

 ِٜیٛفّیِ ٍٝٛرٝ ث َاٖيا یٝٙؼش ٚ یػّٕ یٞب دْٚٞ٘

(13690: ATCC number) ٚ ٍٚٚبٜيآُٔب اُ ٝيٕٛ ى 

 ثٝ آٖ ا٘شمبَ اُ دٔ ي.يٌَى بفزيىٍ سَٟاٖ ٍٕبِز

 یشیٌ فَاٍٚ وٛٙب َوزٙ ٛةیٛسيوَا زیو اُ ٍٚبٜيآُٔب

(KFG) ؼبىيا ٚ یوبٍ ٕٛٗ ٚ ٔبىٍ ٕٛٗ ٝیسٟ ػٟز 

 ا٘ؼٕبى بَيٚ ٕٝ ِٜیٛفّیِ ٕٛٗ اُ ي.يٌَى إشفبىٜ ثب٘ه

 یٍٟ٘ياٍ ىٍػٝ -20 ىٍ ٔوشّف ٔىبٖ ٕٝ ىٍ ٚ ٝیسٟ ٔبىٍ

 ٔىٍَ ا٘ؼٕبى ٚ ٙيٖ ًٚة اُ یَیػٌّٛ ػٟز ٙي.

 ا٘ؼٕبى یٞب بَيٚ ىٍ یوٛؿى یيٞبیث اُ ٔبىٍ ٕٛٗ

 سٟٙب ثبٍ َٞ یوبٍ ٕٛٗ ٝیسٟ ٔٙظٍٛ ثٝ وٝ ثٛى ٙيٜ إشفبىٜ

 اُ ٔٙظٍٛٗ يثي ٙي، یٔ بیاك ٚ هبٍع بَيٚ اُ يٞبیث اُ یىي

 ىاهُ (Merck )ٕبهز yeast malt agar وٚز ٤یٔل

ِٝ  400 ِاٖیٔ ثٝ ٍٕب(ی)ٕ ىُیوَّأفٙ افِٚىٖ اُ دٔ ِٛ

 غّشب٘يٖ اُ دٔ ٚ ٝیسٟ إّٙز ٥ٍٛٝ ث شَ(یِ ىٍ ٌَْ یّی)ٔ

 ٦ٕق یٍٚ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ قیسّم ٚ يیث

ٍٚ وٚز ٤یٔل ثب آٖ یٍٚ جياٍ،یٙ  ثَاص ىوٖشَُٚ ٕبثٛ

ِٝ ٙي، (Merck) دٛٙب٘يٜ  یاِ ٕبػز 72 ٔير ثٝ ٞب ِٛ

 ٌَاى یٕب٘ش ىٍػٝ 34-37 یىٔب ىٍ ٞفشٝ هي

 ٚ جياٍیٙ ٦ٕق یٍٚ ی٘ٛوّ ؼبىيا ٚ ٙي یٌٌاٍ هب٘ٝ ٌَْ

 ثٛى. ٔٙبٕت ٍٙي ٘ٚب٘ٝ غئب ثو٘ ىٍ ويٍٚر
 

 يعيآه ضًگ ٍ اؾتبًساضز ؾَـ کكت

 وٚز َٔكّٝ هي ،یوبٍ ٕٛٗ وٚز اُ ٙبٖیا٥ٕ ػٟز

 اُ ٔٙظٍٛٗ يا یثَا ي.يٌَى ا٘ؼبْ ِی٘ یه٦ ٖٛیِٚلإيا

 وٚز ز،یدّ ىاهُ Niger seed agar وٚز ٤یٔل

 ًٍ٘ ثٝ ٕٞٝ ٞب ی٘ٛوّ ٕبػز 72 اُ دٔ ٙي. ٝیسٟ ِِٚٝيا

ى٘ي ٍٚٙٗ یا لٟٜٛ  ْػي ٚ ثٛىٖ هبِٜ ىٞٙيٜ ٘ٚبٖ وٝ ثٛ

ىٌ  سٟیٝ ثَای ثٛى. ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ وٚز یآِٛ

 وٝ ٔىُٕ اُ ِیشَ ٔیّی 50 اثشيا َٔوت، ٔلی٤ ايٗ

 س٤ٕٛ ٚ وَىٜ ُٖٚ ٍا ثبٙي ٔی ای ىا٘ٝ ٍٝٛر ثٝ

 1000 ٕذٔ .آٔيىٍ دٛىٍ ٍٝٛر ثٝ ثَلی وٗ ٔو٣ّٛ

 30 ٔير ثٝ ٚ ا١بفٝ آٖ ثٝ إشَيُ ٔم٦َ آة ِیشَ ٔیّی

 اُ ٚٙي َٕى اسبق ٔبیى سب ٕذٔ .يٙ ػٛٙب٘يٜ ىلیمٝ

 ثٝ ٔم٦َ آة ثب كؼٓ آٍ٘بٜ ٙي. ىاىٜ ػجٍٛ ٝبفی وبغٌ

 دبيٝ ٔلی٤ اٌَُْ  18 آٖ ثٝ ٚ ٙي ٍٕب٘يٜ ِیشَ ٔیّی 1000

 .ٙي اسُٛولاٚ ٕذٔ ٚ ٌَىيي ا١بفٝ إز آٌبٍ كبٚی وٝ

 ٌَىيي. هٙه 48 ىٔبی سب كيٚىاً اسُٛولاٚ، اسٕبْ اُ دٔ

 ثیٛسیه آ٘شی ٤یٔل اُ شَیِ هي ىٍ ٌَْ یّیٔ 400

 ٤یٔل ثٝ ٞب، ثبوشَی ٍٙي اُ ٕٔب٘ؼز ٔٙظٍٛ ثٝ وَّأفٙیىُ

 َٔكّٝ، آهَيٗ ىٍ ٙي. ُىٜ ٞٓ آٍأی ثٝ ٚ ٌَىيي ا١بفٝ

 هي كيٚى سب ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ ٕ٘ٛىيٓ. دو٘ دّیز ىٍ ٍا ٔلی٤

 ٞبی وّٙی ٔؼٕٛلاً ٌَىيي. ا٘ىٛثٝ ىٍػٝ 37 ىٍ ٞفشٝ

  ٍُٚ ٕٝ ػَٟ ىٍ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

8-
24

 ]
 

                             4 / 14

http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-550-fa.html


 هَلكَلي کطيپتَکَکَؼ ًئَفَضهٌؽ / ثْيٌِ ًوَزى تكريص                      حؿيٌي ٍ ّوكبضاى                                      قبُ
 

http://bpums.ac.ir 

 ٍلز اُ إشفبىٜ ثب یٔٙف یِیآٔ ًٍ٘ ي.ٙٛ٘ یٔ بٖيٕ٘ب

 ٚ Indian ink بٜیٕ َٔوت بي ٗيٍَُ٘ٚ ًٍ٘ اُ یٔٙبٕج

  ٙي. ا٘ؼبْ ٚلأُ لاْ ثب ٔب٘ز ٚر ٍٝٛرٝ ث ٥ٍٛٗ یٕٞ
 

 ًئَفَضهٌؽ پتَکَکَؼيکط اظ DNA اؾترطاج

 DNA إشوَاع زیو اُ وٚز، اُ DNA إشوَاع یثَا

 ٖ(ٙبوّٛی)ٕ DNG-Kit ثٙبْ ٙبوّٖٛیٕ َٙوز يیسِٛ

ى ػجبٍر هلاٝٝ ٥ٍٛٝ ث یوبٍ َٔاكُ ٙي. إشفبىٜ  اُ: ثٛ

 سىبٖ آٍاْ ٚ ىٍػٝ 37 ىٍ DNG Plus ٔلَّٛ ىاىٖ لَاٍ

 ىٙٛاهزي ٚ ىٔب ٞٓ ٔلَّٛ هي ٍٝٛرٝ ث سب آٖ، ىاىٖ

 400 ثب ٍا ٖٛیٕٕٛذبٖ٘ أُیىَِٚیشَ  100 ٕذٔ ي.يىٍآ

 ٔير ثٝ ٚ ٕ٘ٛىٜ ٔو٣ّٛ DNG Plus ٔلَّٛٔیىَِٚیشَ 

 ي.يٌَى سىٍٔٚ ٝیطب٘ 20-15

 ٍٝٛر ثٝ وبُٔ ٥ٍٛ ثٝ ييثب َٔكّٝ ٗيا ىٍ ٕ٘ٛٝ٘

ىٜ بي ٚ سؼٕغ ٌٛٝ٘ َٞ ٚ ييىٍآ ٖٛیٕٕٛذبٖ٘  تيسوَ ،یا سٛ

َيأیىَِٚیشَ  300 ٕذٔ ٍٚى. ٗیث اُ ٚ ٙيٜ  ِٚدَٚدبٛ٘

ٚٝ٘ َٔسجٝ 10 وَىٜ، ا١بفٝ ٍا )َٔن(  ٔشؼبلت ٚ ٕ٘ٛىٜ ٚاٍ

ِٛٝ آٖ، اٍَ مٝیىل 20 ٔير ثٝ ٍِيفَ ىٍ اٍ ٞب ِ  ٚ ٙي ٜىاى ل

اىٍٚ ىٍ ىلیمٝ  12000 ىٍ دٔ  مٝیىل10 ٔير یثَ

 ٛةیس ٚ ٙي یهبِ یآٍأ ثٝ يیٍٚ غئب ي.يٌَى ّٛیفيٕب٘شَ

اٍَ یوبغٌ ىٕشٕبَ یٍٚ ثَ اٌّٖٚٛ ٥ٍٛ ثٝ  1 ٙي. ىاىٜ ل

َ ِیشَ ٔیّی  ٌَىيي ا١بفٝ ٍٕٛة ثٝ اٍ ىٍٝي 75 َٕى اسبٛ٘

 ىٍٚ 12000 ىٍٚ ىٍ ٕذٔ ٚ ٍٚسىٔ ٝیطب٘ 3-5 ٔير ثٝ ٚ

ا یمٝىل ىٍ َ .ٙي ّٛیفيٕب٘شَ مٝیىل 5 ٔير یثَ  وبٔلاً اسبٛ٘

 ٍٕٛة وَىٜ، هٚه ىٍػٝ 65 ىٍ ٍا ٍٕٛة ٚ ٙي یهبِ

ِٚیشَ  µl 50 ىٍ إز DNA یٔلشٛ وٝ اَٜ آةٔیىَ ٕٞ 

اٍْ ىاىٖ سىبٖ ثب  كُ هٛة ىٍػٝ 65 ىٍ ىاىٖ لَاٍ ٚ آ

شَدشٛوٛوٛٓ اُ ي.يٌَى  ىٙٔ،یآِج يايوب٘ي ٝ،یدٙٛٔٛ٘ إ

اَسب، يايوب٘ي ٔ،یىبِیسَٚد يايوب٘ي  ،یوَُٚئ يايوب٘ي ٌلاث

 ٗیٕٞ ثٝ ِی٘ یاٖ٘ب٘ یٞب َّٕٛ ٗیٕٞـٙ ٚ َیوف يايوب٘ي

اَع DNA تیسَس ٍٕ ىٍ ٚ إشو  آُٔبي٘ یٌْيٚ یٞب یثَ

PCR، ٌَفشٙي. لَاٍ إشفبىٜ ٍٔٛى 
 

 PCR طيقطا ٍ وطّبيپطا

 ٜیسٚو یثَا PCR آُٔبي٘ ٕ٘ٛىٖ ٙٝیثٟ

 يیاػِا غّظز ٕ٘ٛىٖ ٙٝیثٟ ثب ٘ئٛفٍٛٔٙٔ، ذشٛوٛوٛٓيوَ

 ٚ ی٥َاك ٗیٕٞـٙ ٚ ٍٚ٘ي یٔ وبٍ ثٝ PCR ٚاوٙ٘ ىٍ وٝ

 ىَّيسَٕٔٛب ىٕشٍبٜ ىٍ ٔٙبٕت یكَاٍس ثَ٘بٔٝ ا٘شوبة

(Major Cycler) ْي.يٌَى ا٘ؼب  

 یَٕٞبيدَا ،ثٍَٕی ٗيا ىٍ إشفبىٜ ٍٔٛى یَٕٞبيدَا

 ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ S rRNA 16 ّٖ ٔوٞٛٛ

يشِ ٤ٕٛس ٌَفشٝ ا٘ؼبْ ٦ٔبِؼبر اُ وٝ إز ِٛ (Lewitz) 

 ٕبَ ىٍ (Kwon-Chung) ؿبً٘-وٖٛ ٚ 1991 ٕبَ ىٍ

 آٔيٜ 1 ػيَٚ ىٍ ٞب آٖ یسٛاِ وٝ ا٘ي، آٔيٜ ىٕزٝ ث 1992

  (.28 ٚ 27) إز

ؼبْ یثَا شفبىٜ ثب PCR ٚاوٙ٘ ا٘ ِٝ اُ إ  200 یٞب ِٛ

 َيُ تیسَس ثٝ شَیىَِٚیٔ 25 ٚاوٙ٘ كؼٓ ثب ٚ یشَیىَِٚیٔ

 ثب ٙيٜ إشوَاع DNA اُ شَیىَِٚیٔ 5 ي:يٌَى ػُٕ

ا اُ إشفبىٜ  ّٖ ٔوٞٛٛ یػمج ٚ يیػّٛ یَٕٞبيدَ

S rRNA16 هي) َٔٛ یّیٔ 4/0 يیٟ٘ب غّظز ثب 

 اُ شَیىَِٚیٔ 5/2 ٔٛلاٍ(، یّیٔ ىٜ غّظز اُ شَیىَِٚیٔ

X PCR Buffer10 ٕييوَّ شَیىَِٚیٔ 75/0 ،وّٖٛ ٙبی 

 ٔٛلاٍ(، یّیٔ 50 غّظز )اُ ٙبوّٖٛیٕ (2MgCl) ٓيِیٔٙ

 ٚ فَٔٙشبٓ ٔٛلاٍ( یّی10ٔ) dNTP ٔو٣ّٛ شَیَِٚىیٔ 5/0

ِٚیٔ 3/0  Taq DNA Polymerase ٓيآِ٘ شَیىَ

 بفز.ي َیسىظ شَیىَِٚیٔ 25 يیٟ٘ب كؼٓ ىٍ ٛفّٛؤ(،ی)ث

س یٞب ؿَهٝ اٍَ  ىٍػٝ 94 یا مٝیىل 6 ىُیٕ هي ٙبُٔ یك

اِٛ ىُیٕ 40ٌَاى، یٕب٘ش  ٌَاى یٕب٘ش ىٍػٝ 94 )ٙبُٔ یٔش

 ىٍػٝ 72 ٚ ٝیطب٘ 30 اَىٌ یٕب٘ش ىٍػٝ 62 ٝ،یطب٘ 30

 72 يیٟ٘ب ٖٛیِإيَٕیدّ ىُیٕ هي ٚ مٝ(یىل 1 ٌَاى یٕب٘ش

ى. مٝیىل 10 ٔير ثٝ ٌَاى یٕب٘ش ىٍػٝ  بٖيدب ثٝ اُ دٔ ثٛ

س یٞب ىُیٕ يٖیٍٕ اَ ،یكَاٍ  َیسىظ DNA ٔٚبٞيٜ یث

 PCR ٔلَٞٛ ٙي. إشفبىٜ اِىشَٚفٍُٛ هیسىٙ اُ ٙيٜ

 ،یٔٙف ٚ ٔظجز ََوٙش ٚ ٔبٍوَ ِيٕب وٙبٍ ىٍ ثبُ( ػفز 415)
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 ٚ ٗيجٌََيٕب اُ إشفبىٜ ثب ٚ ىٍٝي 5/1 آٌبٍُٚ َّ یٍٚ ثَ

ٍٛ٘ UV َي.يٌَى یثٍَٕ ٚٗ،یىاوٛٔٙش َّ ىٕشٍبٜ یٍٚ ث  
 

 يػگيٍ ٍ تيحؿبؾ

 إشفبىٜ ٍٔٛى یَٕٞبيدَا ػفز زیكٖبٕ یثٍَٕ ػٟز

 ذشٛوٛوٛٓيوَ ٖٛیٕٕٛذبٖ٘ اُ يیٞب ٍلز ٦ٔبِؼٝ، ٗيا ىٍ

 ٙي ٝیسٟ (،CFU) ٔٚوٜ ٕبُ یوّٙ ٚاكي ثب ٘ئٛفٍٛٔٙٔ

 DNG-Plus ٍٚٗ ثٝ ٞب ٍلز ٗيا اُ DNA إشوَاع ٚ

 یٍٚ ثَ PCR آُٖٔٛ ٕذٔ ٚ ا٘ؼبْ ٙبوّٖٛ(ی)ٕ

 ثب ٞٓ یٌْيٚ آُٖٔٛ ٌَفز. ا٘ؼبْ ٙيٜ ٝیسٟ یٞب ٍلز

 ٌلاثَاسب، يايوب٘ي ىٙٔ،یآِج يايوب٘ي یٞب ٕٛٗ اُ إشفبىٜ

 َ،یوف يايوب٘ي ،یوَُٚئ يايوب٘ي ٔ،یىبِیسَٚد يايوب٘ي

 ،یاٖ٘ب٘ یٞب َّٕٛ ٗیٕٞـٙ ٚ ٝیدٙٛٔٛ٘ إشَدشٛوٛوٛٓ

 ٌَفشٙي. لَاٍ یبثياٍُ ٚ ٘يآُٔب ٍٔٛى
 

 (IC) زاذلي کٌتطل ؾبذت

  ٍٚٗ ثٝ یٍلبثش ىاهّی وٙشََ ٕبهز ػٟز

PCR-Cloning، یػمج ٚ يیػّٛ یَٕٞبيدَا PCR 

 ٙشٛدلإزیو ّٖ یَٕٞبيدَا 5' ثو٘ ىٍ ٍا ذشٛوٛوٛٓيوَ

 ثبُ، ػفز 620 ٔلَٞٛ اُٜا٘ي ثب (30 ٚ 29) بیٕٚب٘یِ

  (.1 )ػيَٚ ٌَىيي ٕٙشِ ٚ ی٥َاك (Tail) ىْ ٍٝٛرٝ ث
 

 DNA تكريص خْت اؾتفبزُ هَضز پطايوطّبي تَالي (1 خسٍل

 .زاذلي کٌتطل تكثيط ٍ ًئَفَضهٌؽ کطيپتَکَکَؼ

 (´5      ´3) پطايوط تطازف پطايوط ًبم

ITS1 5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3' 

CN4 5' ATCACCTTCCCACTAACACATT3' 

Forward-IC 
5' TCC GTA GGT GAA CCT GCG G - 

TCg CAg AAC gCC CCT ACC 3’ 

Reverse-IC 
5' ATC ACC TTC CCA CTA ACA CAT T - 

AGG GGT TGG TGT AAA ATA GGC 3' 
 

 وٙشََ ل٦ؼٝ َیسىظ ػٟز PCR ٚاوٙ٘ ا٘ؼبْ یثَا

 ثب بیٕٚب٘یِ ٙيٜ إشوَاع DNA اُ شَیىَِٚیٔ 5 ،ىاهّی

 يیٟ٘ب غّظز ثب IC یػمج ٚ يیػّٛ یَٕٞبيدَا اُ ٕشفبىٜا

 X PCR Buffer10 اُ شَیىَِٚیٔ 5/2 ىََٚٔٛ،یٔ 4/0

 )اُ (2MgCl) ٓيِیٔٙ ييوَّ شَیىَِٚیٔ 75/0 ،ٙبوّٖٛ(ی)ٕ

 5/0 (،وّٖٛ ٙبیٕ ٕبهز ٚ ٔٛلاٍ یّیٔ 50 غّظز

 ٕبهز ٚ ٔٛلاٍ یّیٔ dNTP (10 ٔو٣ّٛ شَیىَِٚیٔ

 ٓيآِ٘ َشیىَِٚیٔ 3/0 ٚ (فَٔٙشبٓ

Taq DNA Polymerase يیٟ٘ب كؼٓ ىٍ ،ٛفلاؤ(ی)ث 

 35 ٙبُٔ، یكَاٍس یٞب ؿَهٝ بفز.ي َیسىظ شَیىَِٚیٔ 25

 60 ٝ،یطب٘ 30 ٌَاى یٕب٘ش ىٍػٝ 94 )ٙبُٔ یٔشٛاِ ىُیٕ

 1 ٌَاى یٕب٘ش ىٍػٝ 72 ٚ ٝیطب٘ 30 ٌَاى یٕب٘ش ىٍػٝ

 ىٍػٝ 72 يیٟ٘ب ٖٛیِإيَٕیدّ ىُیٕ هي ٚ مٝ(یىل

ى. مٝیىل 25 ٔيرٝ ث ٌَاى یٕب٘ش  يٖیٍٕ بٖيدب ثٝ اُ دٔ ثٛ

 اُ ٙيٜ َیسىظ DNA ٔٚبٞيٜ یثَا ،یكَاٍس یٞب ىُیٕ

 يیدلإٕ ثب كبُٝ ل٦ؼٝ ٙي. إشفبىٜ اِىشَٚفٍُٛ هیسىٙ

pTZ57R ٘22 ىٍ ٕبػز 1 ٔير ثٝ فَٔٙشبٓ یوٕذب 

 یبوّیٚياَٙ یثبوشَ ىٍ ٕذٔ ٚ زیٍيلا ٌَاى یٕب٘ش ىٍػٝ

JM107 ٍْٛثب كبُٝ وبٖ٘شَاوز ٚ سَاٖ٘ف 

Blue/White Screening ٍٗیّیٕ یآٔذ یكبٚ ٤یٔل ى 

 ي.يٌَى ا٘شوبة )فَٔٙشبٓ( X-GAL ٚ IPTG ،ٍٕب(ی)ٕ

 زیو ثب يیدلإٕ إشوَاع كي٥َ اُ ٔٙبٕت یٞب وّٖٛ

  ي٘ي.يٌَى يیسبئ ،PCR آُٔبي٘ ٚ يیدلإٕ إشوَاع
 

 زاذلي کٌتطل ٍ PCR هحصَل ٌگيکلًَ

 اُ إشفبىٜ ثب ،PCR ٚ IC ٔلَٞٛ یٕبُ هبِٜ اُ دٔ

 َٞ Thermo scientific یوٕذب٘ T/A cloning زیو

  ي.يٌَى وّٖٛ pTZ57/R ٚوشٍٛ ىٍ ىٖٛیآٔذّ ىٚ

 ثب كبُٝ ىٖٛیآٔذّ یكبٚ یيٞبیدلإٕ

(0502K) GeneJET Plasmid Miniprep Kit 

 ثب ٕذٔ ي.يٌَى إشوَاع Thermo Scentific یوٕذب٘

ٍٗٚ PCR، ٕٕٔلَٞٛ یكبٚ یيٞبیدلا PCR ٚ IC 

  ي.يٌَى يیسبئ یٞیسٚو یَٕٞبيدَا اُ إشفبىٜ ثب
 

 IC آل سُيا غلظت يييتع

 ،PCR یثَا IC آَ يٜيا DNA غّظز فيسؼَ اُ ٞيف
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 ٗيوٕشَ سبٌٍز، ثب وٝ إز IC ٕبَیادش غّظز يیئأس

 آٍٚىٖ ىٕزٝ ث ػٟز ىٞي ا٘ؼبْ ٍا َیسىظ ىٍ ٍلبثز

 ٚ IC یكبٚ يیدلإٕ ٔشفبٚر یٞب غّظز ٕٓ،یادش غّظز

DNA ٍٔٛى إشب٘ياٍى ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ ی 

 ذشٛوٛوٛٓيوَ DNA غّظز ي.يٌَى ٚالغ ٘يآُٔب

 IC ٗیٕٞـٙ ٚ آُٔبي٘ ىٍ إشفبىٜ ٍٔٛى ٘ئٛفٍٛٔٙٔ

 یٞب ٍلز ٙي. ٗییسؼ A260 ىٍ إذىشَٚفشٛٔشَ ّٝیٕٚٝ ث

 100 -ىٌَْٛید 1 -ىٌَْٛید 10 -ىٌَْٛید 100 یكبٚ

ِٝ ثٝ فٛوٌَْٛ 1 ٚ 5 ،10 -فٛوٌَْٛ  یبٚك یٞب ِٛ

DNAآُٔبي٘ ٚ ا١بفٝ إشب٘ياٍى، ذشٛوٛوٛٓيوَ ی 

 یDNA اُ شَیىَِٚیٔ PCR، 5 یثَا ي.يٌَى

 ىٔیٔ ىٍ ٚ ٔو٣ّٛ IC اُ شَیىَِٚیٔ 1 ثب ذشٛوٛوٛٓيوَ

PCR ٜي.يٌَى إشفبى 
 

 يبثي يتَال

 هشٓ ٍٚٗ اُ إشفبىٜ ثب ػٟز ىٚ ىٍ DNA یسٛاِ ٗییسؼ

 ّٝیٕٚٝ ث ٚ (Dideoxy Chain Termination) َٜیُ٘ؼ

 ي.يٌَى ا٘ؼبْ وَٜ ٔبوَّٖٚ یوٕذب٘ ٔلَٞٛ
 

 ّب يبفتِ
 ٕٛٗ اُ ٙيٜ إشوَاع DNA یٍٚ ثَ PCRآُٔبي٘

 یٍٚ ثَ ٙيٜ ىاىٜ )وٚز ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ

 ٔلَٞٛ سَاىف (.1 )ٙىُ ييٌَى ِيٕبیادش وٚز(، ٤یٔل

 ي.يٌَى يیئأس َٜیُ٘ؼ هشٓ ٍٚٗ كي٥َ اُ ٙيٜ َیسىظ
 

 
 

شب٘ياٍىوَيذشٛوٛوٛٓ ٕٛٗ ٍٚی ثَ PCRٙيٜ ادشیٕبيِ آُٔبي٘ (1 ٙىُ ٔ. إ  :M لايٗ ٘ئٛفٍٛٔٙ

  PCR آُٔبي٘ :4 ٚ 1 لايٗ ،(bp DNA Ladder Thermo scientific 100) ٔبٍوَ ٕبيِ

 bp 415 ٔلَٞٛ ثب ٔظجز PCR آُٔبي٘ :3 ٚ 2 لايٗ ٔٙفی،

 DNA ثب یا هٛإشٝ ٘ب ٔلَٞٛ ؾیٞ ،یٌْيٚ آُٖٔٛ ىٍ

 يايوب٘ي ىٙٔ،یآِج يايوب٘ي یٞب ٕٛٗ ٔوشّف یٞب ٌٛ٘ٝ

 يايوب٘ي ،یوَُٚئ يايوب٘ي ٔ،یىبِیسَٚد يايوب٘ي ٌلاثَاسب،

 اٖ٘بٖ DNA ٥ٍٛٗ یٕٞ ٚ ٝیدٙٛٔٛ٘ إشَدشٛوٛوٛٓ َ،یوف

 ٚ ٔوَٕ، ٗيا اُوٚز یَٕ یٞب ٍلز ٝیسٟ ثب ٘ٚي. يٜيى

 ٜیسٚو كي ،PCR آُٔبي٘ ٚ DNA إشوَاع ا٘ؼبْ

 ٘يآُٔب ٍٔٛى ی ٕ٘ٛ٘ٝ ىٍ یوذ 10 كي ىٍ ز(ی)كٖبٕ

  (.2 )ٙىُ آٔي ىٕز ثٝ
 

 
 

شفبىٜ ثب PCR كٖبٕیز آُٔبي٘ (2 ٙىُ ٛٝ٘ اُ إ  ٔٚوٜ یDNA سؼياى كبٚی ٞبی ٕ٘

يَذشٛوٛوٛٓ  100bp DNA Ladder) ٔبٍوَ ٕبيِ :1 لايٗ ٔٚوٜ(. CFU) ٘ئٛفٍٛٔٔٙ و

Thermo scientific،) ٗ2 لاي: ٘ٝٛ ٛٝ٘ كبٚی :3-9 ٞبی لايٗ ٔظجز، وٙشََ ٕ٘  ٚ ٔٚوٜ ٞبی ٕ٘

سَیت ثٝ ُٙ س  4: ( CFU100000،) 5: ( CFU10000،) 6: ( CFU1000،) (،CFU1000000) :3بٔ

7: (CFU100) ، 8(:CFU10،)9(:CFU1،) 10: ٘ٝٛ  ٔٙفی. وٙشََ ٕ٘
 

 س٤ٕٛ ٚ وّٖٛ ،ٖٛیىبٕیفیآٔذّ اُ ثؼي ىاهّی وٙشََ ل٦ؼٝ

ٍٗٚ PCR ٙيٜ َیسىظ ٔلَٞٛ 3 ٙىُ ىٍ ي.يٌَى يیئأس 

 ٔبٍوَ ِيٕب بٍوٙ ىٍ bp 661 ا٘ياُٜ ثب ىاهّی وٙشََ

bp DNA Ladder100 ٚ ٙػفز 415 ىٖٛیآٔذّ ٗیٕٞـ 

  ٌَىى. یٔ ٔٚبٞيٜ ،یثبُ
 

 
 

َٜ ٚاو٘ٙ س٤ٕٛ ٙيٜ سىظیَ ٚ وّٖٛ ىاهّی وٙشََ (3 ٙىُ . ای ُ٘ؼی َاُ  دّیٕ

يَذشٛوٛوٛٓ ٕٛٗ ٍٚی ثَ bp 415 ٔلَٞٛ ثب سٚویٞی آُٔبي٘ :5 ٚ 1 لايٗ  إشب٘ياٍىو

.ٔ  ٔبٍوَ ٕبيِ :4 لايٗ ٙيٜ سىظیَ ىاهّی وٙشََ :3 يٗلا ٔٙفی. وٙشََ :2 لايٗ ٘ئٛفٍٛٔٙ

(100 bp DNA Ladder Thermo scientific)  
 

 ثب آٖ آُٔبي٘ ٚ ىاهّی وٙشََ PCR غي٘شب 4 ٙىُ ىٍ
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 اُ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ ی DNA ٔشفبٚر َئمبى

  ٙٛى. یٔ ٔٚبٞيٜ لبٍؽ ػيى ٖٛیّیٔ 3 سب ػيى 100

 ىٍ fg5 ٔمياٍ ،PCR آُٔبي٘ ػٟز IC اَ يٜيا غّظز

 ثب آُٔبي٘ یثَا غّظز ٗيا آٔي. ىٕزٝ ث ٚاوٙ٘ َٞ

 ي.يٌَى إشفبىٜ ی١َٔ یٞب ٕ٘ٛ٘ٝ
 

 
 

 ٘ئٛفٍٛٔٙٔ وَيذشٛوٛوٛٓ DNA ٔٚوٜ سؼياى ثب PCR ٘شبيغ اِىشَٚفٍُٛ (4 ٙىُ

وَ ٕبيِ .1 ی ٔظجز وٙشََ :bp DNA Ladder100. 2 (Thermo Scientific) ٔبٍ  وٙشََ )كبٚ

يَذشٛ DNA ٚ ىاهّی ُ. اُ ٔیّیٖٛ 3 سؼياى DNA:3 .وٛوٛٓ(و ٖ. 2 سؼياى :4 ػبٔ  يه سؼياى :5 ٔیّیٛ

.ٖ ٍ. ٝي سؼياى :6 ٔیّیٛ ٍ. سؼياى :8 ِٞاٍ ىٜ سؼياى :7 ِٞا ی ٔٙفی وٙشََ :10 ػيى. ٝي سؼياى :9 ِٞا  )كبٚ

 (ىاهّی وٙشََ َٝفب
 

 ثحث
 ای ٖٔئّٝ ثٝ َیاه ٕبَ ؿٙي ىٍ ٔيذشٛوٛوُٛيوَ یٕبٍیث

 یلبٍؿ ػفٛ٘ز ػٙٛاٖ ثٝ اوٖٙٛ ٚ إز ٙيٜ ُيسجي ٟٔٓ

 ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ ٙٛى. یٔ فَٟ ٙيٜيآ یٞب ٕبَ

ىٜ ٥ّت فَٝز ٚ ىاٍ وذَٖٛ یٔوَٕ  شٝ،يٚاٍ 3 یىاٍا ٚ ثٛ

  إز. یِٔٛىِٛ خیس 8 ٚ خیَٕٚس 5

 وٚٙيٜ بٍیثٖ یٕبٍیث یذشٛوٛوٕٛيوَ زئْٙٙ وٝ آ٘ؼب اُ

 یػيإبُ ىاٍى، قیٝل ٚ یفٍٛ ىٍٔبٖ ثٝ بُی٘ ٚ إز

 كبئِ ی٘وبػ یٔغِ غئب اُ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ

 افَاى ىٍ ٔوَٕ ٗيا ٔٛلغ ثٝ ٜیسٚو ثٙبثَايٗإز. زیإٞ

 وبٞ٘ ىٍ یٟٕٔ ٘م٘ ٔيذشٛوٛوُٛيٍ٘ٛٚوَ ثٝ ٔجشلا

 ػٟز ىاٍى. یٕبٍیث ٗيا اُ ی٘بٙ َیٚٔ َٔي ِاٖیٔ

 یٞب ٍٚٗ سبوٖٙٛ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ ٜیسٚو

 یجئؼب ٚ بئِا وياْ َٞ وٝ إز ٙيٜ اٍائٝ یٔوشّف

  .(9ٚ  8) ا٘ي ىاٙشٝ

 ُٞٙٛ یٔٛاٍى ىٍ ٌَؿٝ وٚز ثَ یٔجشٙ یٕٙش یٞب ٍٚٗ

 ػٕٛٔبً یِٚ إز ٦َٔف يی٥لا إشب٘ياٍى ػٙٛاٖ ثٝ

 غيَٕ يیٙٙبٕب ىٍ ٦ّٔٛة ٍٚٗ هي یٞب یٌْيٚ

 ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ ػّٕٝ اُ ٚ ٞب ٖٓیىَٚاٌٍب٘یٔ

 ٚ وٚز یٞب ٍٚٗ ىٍ وٝ ٖٔئّٝ ٗيا ٘ياٍ٘ي. ٍا

 ُیىِ ثٝ ٞٓ ىٞي یٔ ٍم وبًة یٔٙف غي٘شب یِیآٔ ًٍ٘

 إز ٕٔىٗ ِی٘ یٌبٞ ٚ ٞب، آُٔبي٘ ٗيا وٓ زیكٖبٕ

 ٗيا ىٍ وٝ ثبٙي ٍٚبٜيآُٔب ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ يٖیٍٕ َيى ُیىِ ثٝ

 ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ یٞب َّٕٛ إز ٕٔىٗ كبِز

 بُی٘ یِیآٔ ًٍ٘ ٚ وٚز یٞب ٍٚٗ ىٍ ثبٙٙي. ٍفشٝ ٗیث اُ

َ ٚ إز، ُ٘يٜ یٞب َّٕٛ ثٝ  یٔوشّف ُيىلا ثٝ ٞب َّٕٛ اٌ

 ثبٙٙي، َٔىٜ ٍٚبٜيآُٔب ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ ا٘شمبَ ىٍ وٛسبٞی ػّٕٝ اُ

 سٟٙب ؿٖٛ ،PCR ٚاوٙ٘ ىٍ أب ىٞي. یٔ ٍم وبًة یٔٙف

 ٍٝٛر ىٍ یكش إز، بُی٘ ٘ظَ ٍٔٛى ػبُٔ ّْ٘ٛ ثٝ

 ٙي هٛاٞي ٔظجز آُٔبي٘ ؼٝی٘ش َٔىٜ، یٞب َّٕٛ ٚػٛى

(18-16).  

 یبىيُ كي سب ٍا PCR آُٔبي٘ زیكٖبٕ ٖٔئّٝ، ٗيا

 ٗيا ثٛىٖ ٔٙبٕت یثَا ٍَيى یّیىِ ٚ إز ىاىٜ ٘يافِا

 إز ٦ٕٔئٗ ثبِیٙی ٜیسٚو ٍٚٗ هي ػٙٛاٖ ثٝ ٍٚٗ

 یٕبٍیث یذشٛوٛوٕٛيوَ زئْٙٙ وٝ آ٘ؼب اُ (.17 ٚ 14)

 ىاٍى، قیٝل ٚ یفٍٛ ىٍٔبٖ ثٝ بُی٘ ٚ إز وٚٙيٜ بٍیثٖ

 یٔغِ غئب اُ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ یػيإبُ

 ٗيا ٔٛلغ ثٝ ٜیسٚو ثٙبثَايٗإز. زیإٞ ٍاىا ی٘وبػ

 ٘م٘ ٔيذشٛوٛوُٛيٍ٘ٛٚوَ ثٝ ٔجشلا افَاى ىٍ ٔوَٕ

 یٕبٍیث ٗيا اُ ی٘بٙ َیٚٔ َٔي ِاٖیٔ وبٞ٘ ىٍ یٟٕٔ

 ذشٛوٛوٛٓيوَ یػيإبُ ِاٖیٔ ثٛىٖ ٗيیدب ىاٍى.

 ٍَ،يى یوٍٚٛٞب ثب ٖٝئمب ىٍ َاٖيا ىٍ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ

 ٗيا اُ ی٘بٙ یٞب ػفٛ٘ز ٛعیٙ ِاٖیٔ ثٛىٖ ٗيیدب بٍَ٘یث

 اهشلاف ثٝ َٔث٣ٛ اهشلاف ٗيا ثّىٝ ثبٙي، یٕ٘ ٔوَٕ

 وٝ ىاىٜ ٘ٚبٖ مبریسلم ٚ ثبٙي یٔ يیٙٙبٕب یٞب ٍٚٗ

 ثبٙٙي، سَ كٖبٓ ٚ سَ كیىل يیٙٙبٕب یٞب ٍٚٗ ليٍ َٞ

 يیٙٙبٕب ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ اُ یثبلاسَ ٖ٘جز

 .(16-18) ٌَىى یٔ
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 یلاىیٔ 2001 ٕبَ ىٍ ٕٞىبٍاٖ ٚ (Velegraki) یٍَِٚاو

 ّٖ یثَا ٙيٜ ی٥َاك PCR هیسىٙ ٕ٘ٛى٘ي ٟٚٙبىید

ura5 ٚ ٝهیسىٙ ا٘ؼبْ آٖ ى٘جبَ ثRFLP، ْیإشَاس 

 ذشٛوٛوٛٓيوَ خیَٕٚس 5 غيَٕ يیٙٙبٕب ػٟز یٔٙبٕج

  (.31) ثبٙي

ّ یٞب ٍٚٗ ٖٝئمب ثٝ ٞب آٖ ىٍ وٝ ٞبيی ثٍَٕی  یىيَِٕٚٛ

ِٛ یٞب ٍٚٗ ثب ِٛى و یاثَ PCR ٕٞـٖٛ یٔ  ٜیسٚ

ي، دَىاهشٝ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ ذشٛوٛوٛٓيوَ  وٝ أَ ٗيا ا٘

ِٛ یٞب ٍٚٗ ا PCR ٕٞـٖٛ یِٔٛى  ٚ زیكٖبٕ یىاٍ

 (.32) إز ٙيٜ ىاىٜ ٘ٚبٖ َٚٙٙیثٟ إز یٚشَیث ٚيٌْی

ىٌ ه٦َ وٝ يیآ٘ؼب اُ  یٍٚبٞيآُٔب ٤يَٙا سلز یآِٛ

 ػٟز ىٍ ييثب ٞب سلاٗ إز، َي٘بدٌ اػشٙبة ٔؼَٕٛ،

 إز ٕٔىٗ َیسىظ یٞب دَٕٚٝ ٍْٞٙب وٝ يیه٦َٞب وبٞ٘

 ٞب دَٚسىُ زیسظج ىٍ ليْ ٗيسَ یإبٕ ثبٙي. ىٞي، ٍم

ىٌ كٌف ف،یا٦ِ غیٕٚ یٞبDNA َیسىظ ػٟز  ٞب یآِٛ

ىٌ. إز  اػٕبَ ٞب، ٕ٘ٛ٘ٝ ٔب٘ٙي یٔٙجؼ َٞ اُ سٛا٘ي یٔ یآِٛ

  (.33) ٌَىى ؼبىيا ٤يَٙا َيٕب ٚ یٍٚبٞيآُٔب

اِْ هي ٞب وٙشََ  ثٝ PCR یٞب آُٔبي٘ ىٍ ٟٔٓ بٍیثٖ اِ

 ٗيسَ ٕبىٜ یكبٚ )وٝ یٔٙف وٙشََ ْٜيٚ ثٝ ي،يآ یٔ كٖبة

َ ثبٙي( یٔ آة یؼٙي ػَٙٞ  َٔكّٝ َٞ ىٍ ،یٔٙف وٙشََ اٌ

ىٌ یٔؼٙ ثٝ ،ٌَىى ٔظجز اٍَ ييثب آُٔبي٘ وُ ٚ إز یآِٛ  سى

َ ٙٛى. اٍَ ٖٔئّٝ ٗيا اٌ بٖ ٙٛى سى ىٌ ىٞٙيٜ ٚ٘  یػٕٛٔ یآِٛ

 ييثب ٌَٞب ٚاوٙ٘ سٕبْ ٍٝٛر ٗيا ىٍ إز. ٍٚبٜيآُٔب ىٍ

ٛ٘ي ٠يسؼٛ ٛ٘ي ِیسٕ وبٔلاً ييثب ٞب اسبق ٚ ٞب ىٕشٍبٜ ٚ ٙ ٙ 

ؼبْ  اُ يیٍٞب یثَا اَيُ إز آٍٚ ٔلاَ یوبٍ ػُٕ، ٗيا ا٘

 هييٍٚوَّیٞ ٔظُ یلٛ يیبیٕیٙ ٔٛاى اُ ييثب هی٘ٛوّئ يیإ

  (.33) ٙٛى إشفبىٜ وٙٙيٜ يیٕف بي يیإ

 وبًة یٔٙف ػٛاة آٔيٖ ييدي یثَا ِی٘ اكشٕبَ ٗيؿٙي

 ،یاٖ٘ب٘ یه٦بٞب ػّٕٝ اُ ىاٍى ٚػٛى PCR ٍٚٗ ٍى

 ی ٕ٘ٛ٘ٝ هي ىٍ ٞيف DNA وٓ غّظز ،فٙی ٔٚىلار

 َ٘ي.ي٘بدٌ اػشٙبة یاٖ٘ب٘ یه٦بٞب ٗیث ٗيا ىٍ وٝ یاٖ٘ب٘

 یكش ٙيٜ ٙٙبهشٝ PCR ٞبی ٍٚٗ یإبٕ ٔٚىُ

 وٙشََ هي ٘ياٙشٗ ٙٛى، یٔ إشفبىٜ أَُٜٚ وٝ يیٞب آٖ

 وٙشََ ،یٍػهب ٔظجز وٙشََ ثَهلاف إز. یىاهّ

 ىٍ ٔٛػٛى DNA اُ ٞيف ٕىب٘ٔ اُ یسٛاِ هي یىاهّ

ِٝ  ىٍ ٙٛى. یٔ َیسىظ ٞيف یسٛاِ ثب ِٕٞٔبٖ وٝ إز ِٛ

 ثب٘ي )ثيٖٚ یٔٙف یدبٕو ،یىاهّ وٙشََ ثيٖٚ PCR هي

 ٚاوٙ٘ ىٍ ٞيف یسٛاِ ٘جٛى یٔؼٙب ثٝ سٛا٘ي یٔ ٍٙبَ(یٕ بي

 ٙيٖ ىاٙشٝ ثبُ یٔؼٙ ثٝ إز ٕٔىٗ ٗیٕٞـٙ أب ثبٙي،

 ٘ب ىٔیٔ ىَّ،يسَٕٔٛب قیٝل ٘ب ػّٕىَى اُ ی٘بٙ ٘،ٚاوٙ

 بي ٚ َٕاُیدّ DNA فی١ؼ زیفؼبِ ،PCR قیٝل

 وٝ PCR هي ىٍ ثبٙي. ٕ٘ٛ٘ٝ ىٍ ىاٍ٘يٜ ثبُ ٔٛاى ك٢ٍٛ

 ،signal control هي ٚٝیٕٞ إز، یىاهّ وٙشََ یىاٍا

 ٙٛى، یٔ يیسِٛ ٘ياٍى ٚػٛى ٞيف یسٛاِ وٝ  یٍٞٙبٔ یكش

 (.34) وٙي بٖيٕ٘ب ٍا PCR زیمٔٛف ػيْ سٛا٘ي یٔ أَ ٗيا

 ؼٝی٘ش PCR یٞب آُٔبي٘ ىٍ ىاهّی وٙشََ یَیوبٌٍ ثٝ ثب

 وٝ يیٞب ٕ٘ٛ٘ٝ :ٙٛى ٔی َیسفٖ ٍٝٛر ٗيا ثٝ ٍا آُٔبي٘

 وٙشََ ؼٝی٘ش ثٝ سٛػٝ ثيٖٚ ٖٞشٙي، ٞيف ٍٙبَیٕ یىاٍا

 ٍٙبَیٕ فبلي وٝ يیٞب ٕ٘ٛ٘ٝ ٙٛى. یٔ َیسفٖ ٔظجز ،ىاهّی

 وٙشََ ٍٙبَیٕ ؿٙي َٞ ٙيٜ، یسّم یٔٙف ٖٞشٙي، ٞيف

 َٞ یثَا وٝ يیٞب ٕ٘ٛ٘ٝ ٘جبٙي. یبثيٍى لبثُ ٞب آٖ ىاهّی

 ػٙٛاٖ ثٝ ٖٞشٙي یٔٙف ىاهّی وٙشََ ٚ ٞيف ٍٙبَیٕ ىٚ

 (.35) ٙٛ٘ي یٔ َیسفٖ ٙيٜ( )ٟٔبٍ ٔويٚٗ یٞب ٕ٘ٛ٘ٝ

  ىاٍى: ٚػٛى IC ٕبهز ثَای وّی إشَاسْی ىٚ

 (Competition IAC) ٍلبثشی ىاهّی وٙشََ ٕبهز -1

  ٍلبثشی غیَ ىاهّی وٙشََ ٕبهز -2

(IAC Non-competition) دَايَٕ سىٙیه اُ إشفبىٜ ثب 

 ىٍ دَايَٕ، ػفز يه ثب ىاهّی وٙشََ ٚ ٞيف َٔوت،

ِٝ ٕٞبٖ ىٍ ٚ يىٖبٖ( )َٙاي٤ َٙاي٤ ٕٞبٖ  يه )ىٍ ِٛ

)ِٝ  ٙٛ٘ي. ٔی سىظیَ ِٛ

 ٚ ٞيف DNA ثیٗ ٍلبثز ٕٞیٚٝ إشَاسْی، ايٗ ىٍ

 ىاهّی وٙشََ ٔیِاٖ ثٙبثَايٗ ىاٍى، ٚػٛى ىاهّی وٙشََ
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 ٘ىشٝ يه (Detection limit) ٙٙبٕبيی كي ػٟز

 سىظیَ ٔیِاٖ وٝ ىاٙز سٛػٝ ثبيي ثبٙي. ٔی ٟٔٓ ٚ كٖبٓ

 دَايَٕ ػفز يه ٕٚیّٝ ثٝ ٔشفبٚر ٞبیDNA ل٦ؼٝ ىٚ

 ىٚ اُ يىی سىظیَ سٚييي يب ٕٔب٘ؼز ثٝ ٔٙشغ سٛا٘ي ٔی

  ٔٛلاٍ ٔیِاٖ (1 ثٝ أَ ايٗ ٌَىى. ٔلَٞٛ

(Molar Ration) 2) َٛ3 سىظیَی ٔلٞٛلار ٥) 

 دبٍأشَٞبی ٚ DNA ل٦ؼبر طب٘ٛيٝ ٕبهشبٍ ٚ سَاىف

  .(1) إز ٚاثٖشٝ ىيٍَ

 وٓ ٚ سىظیَ وبٞ٘ ٔٛػت سٛا٘ي ٔی ىاهّی وٙشََ ٍلبثز

 كي وبٞ٘ آٖ دیَٚ ٚ PCR ٔلَٞٛ ثبُىٜ ٙيٖ

 وٝ دبٍأشَٞبيی سَيٗ ٟٔٓ اُ يىی ثٙبثَايٗ، ٌَىى. يیٙٙبٕب

 يه ىٍ ىاهّی وٙشََ غّظز ٙٛى، ٌَفشٝ َ٘ظ ىٍ ثبيٖشی

 وٙشََ یDNA ُيبىی وٝ ؿَا إز PCR آُٔبي٘

 ثب آٖ ٍلبثز ٔٛػت PCR آُٔبي٘ يه ىٍ ىاهّی

DNAايٗ ٚ ٌَىى ٔی ٞيف ٔلَٞٛ وبٞ٘ ٚ ٞيف ی 

 ٗيا ىٍ ٌَىى. وبًة ٔٙفی ٘شبيغ ٔٛػت سٛا٘ي ٔی هٛى

 ي.يٌَى ٗییسؼ يیٙٙبٕب كي ٕٞٛٙٙيا٘ٝ ٥ٍٛٝ ث ٦ٔبِؼٝ

َ ٜٚ،ػلا ثٝ  ٌَىى ا٘شوبة ىاهّی وٙشََ ثبلای غّظز اٌ

 ٔٙفی ٘شبيغ ٔٛػت وٝ آُٔبي٘ ىٍ وٙٙيٜ ٕٔب٘ؼز ػٛأُ

 یDNA غّظز وٝ ُٔب٘ی ىٍ ٚيْٜ ثٝ ٙٛ٘ي ٔی وبًة

 ىٚٔیٗ ٌَى٘ي. ٕ٘ی ٚالغ ٙٙبٕبيی ٍٔٛى إز وٓ ٞيف

 يه ٕبيِ افِاي٘ إز. ىاهّی وٙشََ ا٘ياُٜ ٟٔٓ، دبٍأشَ

 ٚاوٙ٘ سٕبيُ ٔٛػت ٍی،سئٛ ىٍ ىيٍَی ثٝ ٖ٘جز ٞيف

 ايٗ ثب ٌَىى. ٔی سَ وٛؿه ٞيف PCR ٔلَٞٛ ٕٕز ثٝ

 وٙشََ ٕبيِ ثٝ سٛػٝ ثيٖٚ دٍَْٚٞٚاٖ اُ ثٖیبٍی ،ٚػٛى

 وٙشََ ثب PCR ىٍ ٞيف ٕىب٘ٔ ٍلبثز ػٕٛٔبً ،ىاهّی

  .(5ٚ  1) ا٘ي ىاىٜ لَاٍ سٛػٝ ٍٔٛى وّی ٥ٍٛ ثٝ ٍا ىاهّی

 ػجيإِٛػٛى ٚ (36) (Brightwell) َٚ زيثَا

(Abdulmawjood) (37) ٍٗوٙشََ ٕبيِ وٝ ا٘ي وَىٜ ٌِا 

 كٖبٕیز ٍٚی ثَ طیَیأس ،bp500 اُ سَ وٛؿه ىاهّی

PCR .ٔلَٞٛ اُ سَ ثٍِي ايٙشَ٘بَ ،كبَ ايٗ ثب ٘ياٍى 

PCR ،ٗيا اِجشٝ ٌَىى. ٔی ٍلبثز ٔٛػت وٓ وٓ ٞيف 

 یٍٚ ثَ َیطأس ٗيوٕشَ ٚ یثٍَٕ ٦ٔبِؼٝ ٗيا ىٍ ١ٛٔٛع

  ي.يٌَى ٔٚبٞيٜ آُٔبي٘

 فَٟ ٍَ٘ىى، سىظیَ IC أب ٙٛى سىظیَ ٞيف DNA اٌَ

 ثیٚشَ ثٖیبٍ ثٖیبٍ ٞيف یDNA ٔیِاٖ وٝ إز ايٗ ثَ

 َٙاي٤، ايٗ ىٍ ثٙبثَايٗ إز. ىاهّی وٙشََ یDNA اُ

 وٙشََ سىظیَ ُيَا إز ٔؼشجَ ٙٛى ٔٚبٞيٜ ٔظجز ٘شبيغ اٌَ

َ إز. غی١ٍََٚی ىاهّی  ٞٓ ٚ ٞيف یDNA ٞٓ اٌ

IC َٕٔب٘ؼز ػبُٔ وٝ إز ايٗ ثَ فَٟ ٘ٚٛ٘ي سىظی 

 ثَای آُٔبي٘ آٖ ٚ إز ٙيٜ سىظیَ ػيْ ٔٛػت ای وٙٙيٜ

 ايٗ ىٍ ،سَسیت ايٗ ثٝ ٘یٖز. (Valid) ٔؼشجَ ٕ٘ٛ٘ٝ،

 وٙشََ ٍلبثز اُ ٘بٙی وبٞ٘، كي سَيٗ ٟٔٓ َٙاي٤

  .(5) ثبٙي ٔی ىاهّی

 وٙشََ ٚ ٞيف دَايَٕٞبی ،یٍلبثش َیغ یإشَاسْ ىٍ

 PCR آُٔبي٘ يه ٘یبُٔٙي َاسْیإش ايٗ ٔشفبٚسٙي. ىاهّی

 ثبيٖشی ِٕٞٔبٖ ٥ٍٛ ثٝ وٝ إز ٔشفبٚر ٚاوٙ٘ ىٚ ثب

 سىظیَ ٍٚٗ ايٗ ىٍ IC ٚ ٞيف ىٚ َٞ ٚلشی ٍٚ٘ي. ػّٛ

 ثب ٍلبثز ٕٚیّٝ ثٝ ٚاوٙ٘ ىٚ َٞ إز. ٔؼشجَ ٘شبيغ ٙٛ٘ي

 ٌیَ٘ي. ٕ٘ی لَاٍ طیَأس سلز ىيٍَ ٚاوٙ٘ دَايَٕٞبی

 ػٕٛٔبً ْی،إشَاس ايٗ ىٍ ىاهّی وٙشََ دَايَٕٞبی

DNAٔب٘ٙي ٕٙششیه ٞبی( DNA ،)ٞبی ّٖ يب دلإٕیيی 

 ٔیىَٚاٌٍب٘یٖٓ َٞ ىٍ وٝ ىٞٙي، ٔی لَاٍ ٞيف ٍا ىيٍَ

 ٖٞشٙي. ثبلايی ٘بٔجَ وذی ىاٍای ٞٓ ػٕٛٔبً ٚ ىاٍ٘ي ك٢ٍٛ

 غّظز يه ٕٚیّٝ ثٝ ثبيٖشی IC سىظیَ إشَاسْی، ايٗ ىٍ

 ٔليٚى ، ىاهّی وٙشََ ٔوٞٛٛ دَايَٕٞبی ٙيٜ وٙشََ

 ٚ اِیٍٛ٘ٛوّئٛسیيٞب ػٟز IC ٚ ٞيف ٍلبثز سب ٛىٙ

DNA ُسىظیَ ٍٚٗ ٔؼبيت اُ ثَٕي. كيالُ ثٝ دّیَٕا 

 ىلیك ٥ٍٛ ثٝ ٘ٛػبً ٔشي ايٗ وٝ إز ٘ىشٝ ايٗ ٍلبثشی غیَ

 ٍا دَايَٕٞب سَاىف ىٍ سفبٚر اُ ٘بٙی اِٚیٝ سبٌٍز سىظیَ

  .(1) ٕ٘بيي ٕ٘ی ٔٙؼىٔ
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 ثبيٖشی ىلز ثٝ IC ٕبيِ ٚ ٘ٛوّئٛسیي سَویت ثٙبثَايٗ

 وٝ إز ١ٛٔٛع ايٗ ىْٚ، ػیت ٌیَى. لَاٍ سٛػٝ ٍٔٛى

 ٚ PCR ىٚ سٕٛؼٝ ٘یبُٔٙي ٍلبثشی غیَ فَْ ىٍ IC وبٍثَى

 وٝ إز PCR َٙاي٤ يه ىٍ ٞب آٖ وَىٖ ادشیٕبيِ

 ٚ ٞيف ىٚ َٞ يب ٚ سىظیَ يه وبٍ وبٞ٘ ثبػض سٛا٘ي ٔی

IC .وَىٖ ادشیٕبيِ ٔٚىُ، ايٗ ثَ غّجٝ ثَای ٍاٜ يه ٌَىى 

 وَىٖ دیَٚی ثٝ ىاىٖ اػبُٜ ٚ سبٌٍز، ثَای فم٤ ؼٕ٘ٙ

 سِٛیي وَىٖ ٔليٚى ػلاٜٚٝ ث إز. آٖ اُ IC ٚاوٙ٘

 آٖ دَايَٕٞبی غّظز ىلیك ٥َاكی ٕٚیّٝ ثٝ IC آٔذّیىٖٛ

  .(5ٚ  1) إز لاُْ ٚ إبٕی ٣َٙ ٔیٙیٕٓ كي ىٍ

 آُٔبيٍٚبٜ يه ىٍ وٝ إز ايٗ ٍٚٗ ايٗ ِٔايبی اُ

 إشفبىٜ ٔشفبٚر ٞبی ٕٙؼ٘ ی سٟیٝ ثَای آٖ اُ سٛاٖ ٔی

 ٥َاكی ٍٚٗ ايٗ ىٍ ػٕٛٔی ٌَاي٘ ُيَا ٕ٘ٛى.

 RNA ٍيجُٛٚٔبَ S16 ٚ S23 ػٟز IC دَايَٕٞبی

  (.1) إز

 ٥ٍٛ ثٝ ٍا ٞب آٖ وٝ إز ايٗ IC ٍٟ٘ياٍی ثَای ٍاٜ ثٟشَيٗ

 یٞب ِثبٖیٔ ىٍٖٚ ٚ دلإٕیي يه ىاهُ ىٍ ٙيٜ وّٖٛ

 يب ٚ َييٌیٖی كبٚی وٚز ٔلی٦ی ىٍٖٚ ىٍ وٝ يیبيثبوشَ

 ايٗ ثٝ ٕ٘ٛى. كف٨ ،ٙٛ٘ي ٔی ٍٟ٘ياٍی ِیٛفیّیِٜ ٥ٍٛ ثٝ

 ٍا IC سٛاٖ ٔی ٌَىى. ٔی ا٥لاق ٔیىَٚثب٘ه اٝٛلاً كبِز

 ثبفَ ٔب٘ٙي لّیبيی ثبفَ يه ىٍ ثبلا غّظز ثب ٚ آُاى ٥ٍٛ ثٝ

TE ٝدبيياٍی ثبػض و DNA ٕ٘ٛى. ٍٟ٘ياٍی ٙٛى ٔی 

IC ٌَٙٛى ٍٟ٘ياٍی دبيیٗ ٞبی غّظز يب ٚ آة ىٍ ا 

 ٕیٍٙبَ وبٞ٘ ٚ افز ثبػض وٝ إز ىاىٜ ٘ٚبٖ سؼَثیبر

 .(1) ٌَىى ٔی

 وَىٖ ویّیز ػٟز EDTA وَىٖ ا١بفٝ ثٙبثَايٗ

(Chelating) ٖٛٞبی آِ٘يٓ ٚاوٙ٘ ٔٛػت وٝ ٞبيی ي 

 ا١بفٝ إز. ٟٔٓ أَی ٌَى٘ي ٔی DNA وٙٙيٜ سؼِيٝ

 ٔٛػتٍٟ٘ياٍ٘يٜ  يه ػٙٛاٖ ثٝ ٘ٛوّئیه إیيٞبی وَىٖ

 ٌَىى. ٔی IC ثیٚشَ دبيياٍی

ِٝ ىٍ DNA ٍٟ٘ياٍی ىيٍَ ٘ىشٝ  إز. دلإشیىی ٞبی ِٛ

 ٚ ٔشُٞ ّٗیدَٚد دّی ٞبی سیٛح ثٝ DNA ٔؼّْٛ لَاٍ اُ

 سلَيه ٔٛػت ٚاوٙ٘ ٚ اسٞبَ ايٗ ىٞي. ٔی ٚاوٙ٘

 سىظیَ وبٍآيی ٍٚی ثَ وٝ ٙيٜ DNA ىٍ یف٢بي سغییَار

  ٌٌاٍى. ٔی اطَ Detection limit ٔیِاٖ ٟ٘بيشبً ٚ ىلز ٚ

 ِٔٛىِٛی سٚویٜ ىٍ ىاهّی وٙشََ يه اُ ٜإشفبى

 ،ىاهّی وٙشََ ػٙٛاٖ ثٝ ٘ئٛفٍٛٔٙٔ وَيذشٛوٛوٛٓ

 وٙي. ٙٙبٕبيی ٍا ه٦بٞب سٛا٘ي ٔی
 

 يلسضزاً ٍ ؾپبؼ
 وٝ ليٓ َٟٙ ٚاكي یإلأ آُاى ىاٍ٘ٚبٜ اُ ّٝیٕٚٗ ييث

  ،ٕ٘ٛى٘ي فَاٞٓ ٍا دْٚٞ٘ ٗيا ا٘ؼبْ ٙٝيِٞ

 ٌَىى. ٔی سٚىَ
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Abstract 

Background: Lacking of internal control in majority of the PCR realated searchesis one of the most 

important items yet. Using sensitive and specialized laboratory techniques such as PCR is necessary to 

cryptococosis diagnosis. Different methods to detect this pathogen exist. Generally, culturing based 

methods are time consuming and have low sensitivity and need enough experience and equipments to data 

analyzing. Further painting based methods have no sufficient sensitivity as well. As a result, molecular 

techniques such as PCR are more appropriate to diagnosis purposes, but different data gathered from non 

standard tests supposed to be one of the deficiencies of this powerful molecular technique. 

This aim of this study was to design and produce the plasmid amplification internal control (IAC) to 

identify the restrictors in Cryptococcus neoformans PCR test and its future applications in the routine 

diagnostic laboratories. 

Materials and methods: In this study to produce internal control, first the special PCR primers based on 

Gene target 16SrRNA for optimized molecular detection and then sensitivity and character were 

identified. Then, the composite primers for IAC C. neoformans was designed, replicated and clonized as 

well. The replicated IAC C. neoformans was attached to pTZ57R and transformed and colonized in E.coli 

JM107. The minimum IC number of each PCR reaction was studied using dilution and PCR reaction 

spectrum with IC. 

Results: The size of C. neoformans diagnostic product with its special primers was 415 bp and IAC C. 

neoformans amplicon is 661 bp, which have desired deference in the size (246 bp). The minimum IC 

number was identified 1000 in each reaction. The min/max sensitivity of PCR test with IC for C. 

neoformans DNA was identified between 100 particle to 3 million yeasts. There was no unwanted product 

in the character test with different agents. 

Conclusion: In spite of high rate and exclusivity of PCR technique, one of the main difficulties of this 

exacting method is the false positive and negative results which occur because of different reasons which 

may led to decrease its performance. Using an internal control for molecular diagnosis of Cryptococcus 

neoformans as inside controlling systemcan detect these errors. 
 

 

Key words: Amplification internal control, Cryptococcus neoformans, PCR 
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