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 کیدهچ

لیال.گسل لل ولولول للتوثرلاللهلهیلللللاو ل عهتبلگسل،سبوینلگستهسدگایلما لبعلههلآس هتشگه لیال ت هوتلستهتجلباوسل:مقدمه
لگسلهلد لل.سلدگایللوجلویلل(IC)لتوثرلایللکمتا لاسه تگتملل،م وس لموگ للPCRلتشخرصلس رمعلیالشد لچهپل قهلاتلبرشتا

لههیلآس هتشگه لیاللPCRلللآس ونلکمتا لگتمتاسه لسهخ لللللللباگیل،ساتعلولسهی لاو لتکلتوسععلولطاگح ل،پژوهشلحهضا
 لل.گس لتشخرص ل

لاقلهبت للکمتلا للگتمتاسله للسلهخ للبلاگیلل،پلژوهشلحهضلالللیال:ها  روش و میاد -PCRلاو لول اکلبللپاگت اهلهیللگس،

Cloningتشلخرصللاوت لولمقبل للجلپاگت اههیلکعلتاتربلبدتن.لللشدلگست هی لPCRلل(وتلاوسلهاهترل للل(HBV،وتلاوسللل
لکاتاتوکوکللوسللل،(Mpn)ل هتووپلاسلل هلپمو وسرللعللل،(MTB) هتووبللهکتاتو لتوباکاللوستسلل،((HSVلهللاپسلسللر ااوسل

پاگت اهللهیلژنلل1'بخللشللاگلیا(لM. sp)ولجللمسل هتووپلاسلل هللل(Sal. sp)جللمسلسللهل وسلاللللل،(Cne)لسئوفللوا مسل
لگل لهقلولیاللpTZ57Rپلاسل ردلللهلهیلتوثرلایلبلهللللگتمتاسه لکمتا .لشدی لطاگح لولسمت للللشولعلکرمتوپلاس للرش هسره،لب

طلوالللوله لرنلللللسلهسیلللگسلطاتقلاقرلقللPCRلیالهالوگکمشلICحدگقلللیدگتع.لللتاگس  وا لشدلJM107لکا گشاتشرهبهکتایل
للل.لللللللللبااس لشدلICه اگ لبهللPCRطرفلپهسدل

-272bpلباگبلالبلهللبلعلتاترلبلللهلهیلگختصهصل للللبلهلپاگت لالللM. spولل–HBV–HSV–MTB–MPN–Cne–Sal. spل:نتایج

284bp-415bp-345bp-245bp-454bp-262bpلگتمتاسللللللله لکمتلللللللا لهللللللل لبلللللللعلتاترلللللللبلللول  صلللللللو ل
672bp-668bp-661bp-669bp-660bp-662bp-660bpلبرنل  صو لگختلا ل طاوبل،کعلگسلسظالگسدگس ل،بویج  لبهسلل 

PCRوللICحدگقلللیدگتع.لوجویلیگایلولبعلآسهس لیالژ لقهبللت ورکلگس لICلتعرلرنلشلدللمدیلل5777ل،یالهالوگکمشل.
لوتژن لللآس ونلیا.لآ دلیس لبعل طاوب لحدلیاله علموگ للباگیلICه اگ لبهللPCRلللح هسر لآس ونحدگقللولحدگکثال

للل.سشدل شههد لگیللسهخوگستعل  صو لهرچ،له ل ختافلموگ للبه

ل شلولاتللگسلیهلدلل ل للاخلPCRللللاو لیال ختالفلللللههیلما لبعلکعلکهذبل ثب لول م  لستهتجل:گیری نتیجه و بحث
لگتلنللتوگسدلل  ل،یگخا لکمتا لمموگنلعبل ولوول لتشخرصلیالکمتا لگتمتاسه لتکلگسلگست هی ل.لللگس لج گبللللاو لگتنل ه 

للل.کمدلشمهسهت لاگلخطههه

 PCR-Cloningل،کمتا لگتمتاسه ل،PCRل:کلیدی های واژه
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 .مقدمه

للللللللللشمهسل للست  لولبروتومولوژیلشگا لههیلپرشاف 

لهلهیللاو لتغررلالل وجلبللن شتعلههیلسه لیال ولوول 

لکشل للپهتلعللبالههیلاو لگسل، رواوب لموگ للتشخرص 

لههیلگسردلتوثرالگسهسلبالبرشتالول ولوول لههیلاو لبع

ل ولولول للهلهیللاو لکلهابایلل(.5)لگس ل للشدلسوکائرک

لهلهیللگسلردلل قلدگاللتعرلرنللولشمهسلهت للللللللباگیلPCRلپهتعلبا

لتلالللللن لتای للاوسلبعلاوسل،یا هنلوللللللللللپژوهشلیالسوکائرک

لتعلدگیللیالگس جلهایللگفل گتشللتلکلل37لیهلعللگسل.للشلویللل  

لگسللردلتوثرللالهللهیللللللللللاو لس رمللعلیالشللد لچللهپل قللهلات

لموگ للللشمهسللهت لیالPCRلاو للللللللللوتللژ لبللعلسوکائرللک

ل،گسلل لذکللالشللهتهنل.گسلل لگفتللهی لگت للهقلسگلبر للهای

ل لوایللهلهیللیسلتگه لل،آس هتشلگه للسلو لل:للل هسمدل تغراههت 

ل،گسللت هی ل للوایلپار للاگسلDNAلبللهسی لولسللو ل،گسللت هی 

ل  هسعل للحضوال،ههلللل ههاتلولآ وس لسطحلولکهاکمهن

ل للوایلمه للللیال ت للهوتلژسلل لهللهیللهللد ل،هللهلکممللد 

لهلهلل ههاتلبعلتوجعلبهلللآس ونلللللسهسیلبهرمعلسطحل،شمهسهت 

لول5لخللللهسگ لPCRهللللهیلاو ل،هللللهلآس هتشللللگه لیا

ل لوگایللباخل للیاللکلعللشلد للبهمل لل،یتگلاللهلهیللشهخص

لفقل للولسشلد للنل گا للتواگالقهبللولص رحلههیلجوگب

لطلواللبلعلل قلهلاتللیالشلد للچلهپللههیلپاوتوللگسلباخ 

لل(.6ل-7)لشویلتواگالههلآس هتشگه لیالم ا 
لسر لا ت  هلول وگسعل،PCRلیالبهلالح هسر لوجویلبه

لتلکللمملوگنللبلعللکعلیگایلوجویلDNAلقطعهتلتوثرالیا

لکلهذبلل م ل للهلهیلللجلوگبللگتجلهیللولتوثرلاللگسل لهسعلل،سد

ل اضل للهلهیلللس وسلعللیالبهسیگاسلد لل وگیلحضوال.للشویلل  

لخلونلل،1لخال لل،9لسخلهم لل/ غ یل هتعل،7لپاوال هتعل هسمد

ل-3)لللشلویللل ل للتوثرلاللگسل لهسعللههلس وسعلیتگالول،1ل  رط 

ل لوگیللحضلواللبلاللسظلهاتللللللللباگیل تعدییلههیلاو ل(.55

ل(51ل-57)لگسل للشلد للن گا لPCRلیالکممد ل  هسع 

لتلکللیالکمتا لگتمتاسه لکهانرایلعبلههلآنلتاتنل ه لکع

لل.لللگس لPCRلللآس ون

لتشللخرصلس رمللعلیالشللد لچللهپل قللهلاتلبرشللتالیا

PCRل8لتوثرلایللکمتلا للاسه تگتملل،م وس لموگ لل(IAC)ل

لکمتلا للگتمتاسله لل، ثبل للکمتلا للخللا للبال.سدگایلوجوی

لس وسلعللیالحهضلاللهلد للغرلاللDNAلللتلوگل للتلکللبرشتا

ل.للشلویلل  لتوثرالهد لللتوگل لبهلس هنله لطوالبعلکعلگس 

لکعلگتنلتعم ل م  لپهسدلتکل،IACلبدونلPCRلتکلیا

لملرنللیالتوگسلدلل ل للآنل،گ لهلل.سلدگایللحضوالهد لللتوگل 

ل: هسملدللماتل للبلعللوگکلمشللکلعللبهشلدللگتلنلل عملهیللبعلحه 

ل،غال للPCRل خالو لل،تا وسلهتوااللیسلتگه للیالگختلا 

ل لوگیللحضلواللحلدگقلللتلهلل،پار لاگسللDNAلآس ت لفعهلر 

لبلعلل.گسل للشلد لل  هسعل لل،س وسعل هتاتوسلیالبهسیگاسد 

لسلرگمه للتلکلل،IACلبلهللPCRلتلکللیال،مولسللبالطوا

لکمتلا للگتمتاسله للتوثرلاللکلعللللشویل  لتولردله رشعلکمتا 

لتلوگل للحضلواللملد للیالحتل للیگخال للکمتا لگتنل.گس 

لسشلویللتوثرلاللگنالولللشویل  لتوثرالس هتشآل وایلهد 

لوجلویلل( ت لهوتللهلهیللمال للبع)لتوثرالیالگشوهل لتعم 

لل(.6ل-8لول7)لیگای

لولسلاتعللگسلتاگتژیلل عاف ل،حهضالپژوهشلگسلهد 

لللآس لونللکمتلا للگتمتاسله للسلهخ للولطاگحل للللللللبلاگیللسهی 

PCRلهاهتر لوتاوسل هسمدلموگ ا لباگیل،تشخرص لB 

(HBV)ل7لول5لسلر ااوسللهاپسلوتاوسل–ل(HSV)ل–ل

ل–ل(MTB)لتوباکاللللللللللوستسل هتووبللللللللللهکتاتو 

لسلهل وسلاللجلمسلل–ل(Cne)لسئوفوا مسلکاتاتوکوکوس

(Sal. sp)ل هتووپلاسل هللجلمسللول–ل(M. sp)لاو لبلعلل

لتعرلرنللطلوالله رنلول،PCR-Cloningلطاتقلگسلولاقهبت 

لحللدلجهلل لبللعلللآس للونلح هسللر لحللدگکثالولحللدگقل

لل.گس ل2لLODلتشخرص

ل
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 .ها روش و میاد  

لهلهیللنوسعلپژوهشلگتنلیا :استاندارد های  سیش تهیه

لPCRلللآس للونلللللللبلاگیللافتلعللکلهاللعبللل ولرولوتسللبلعلل تعالقل

لمبللهاتل3 هتووپلاسلل هلجللمسلول6پمو وسرللعل هتووپلاسلل ه

للل،(NCTC 10119)لپمو وسرلللعل هتووپلاسللل هل:گسلبویسلللد

ل هتووپلاسل هلللل،(5911لاگسی)ل57نهلر اتروو ل هتووپلاس ه
ل هتووپلاسلللللل هل،(5918لول5917لاگسی)ل55نهلرمللللللهاو 
ل59آنهلاکترللهل هتووپلاسلل هل،(5981لاگسی)ل57گوتهپمو وسرللع

لاگسی)ل51آلرتروللللو لگوا لآپلاسلللل هلگوا ل،(5919لاگسی)

ل هتووپلاسللللل هل،51آاجرمرمللللل ل هتووپلاسللللل هل(5983

ل هتووپلاسللللل هل،52گاگ ل هتووپلاسللللل هل،58هرلللللواتمرس
لگس ترتولگسلشد لتهرع)ل53لردلاویلپلاس هلگکو لول56سرمووتع

لگسل77سئوفلوا مسللکاتاتوکوکوسگستهسدگایلسو ل.(اگسی

لهلهیللپلژوهشللسلهس هنللبلهکتایللولقلها للکاو رونل اک 

 ATCC)للرللوفار  لشللوللعبلللگتللاگنلصللمعت لولما لل 

number: 13690)لکشل لل  ر لویالتهرعلyeast malt 

agarلیالنللا لللللللللللللل رالل )ل177ل رلل گنلبللعلکااگ  مروللللحللهویل

ل  لر للبلهللآنلاویل،سلاسللولکشل للگسلام للللطوالبعل(لرتا

لبلعللهلهلللوللعلل.شلدللپوشلهسد للبلاگ للیک تاوسلسهبواولکش 

لیاجلعلل92لتلهلل91لی لهیللیاله تلعللتکلتهلسهم ل27ل دت

لاویللللللللللکاللوس لگتجللهیل.شللدلنلل گایللللنا خهسللعللللللللللللنللاگیلسللهست 

لاشللدلسشللهسعل للهتعلبخللشلیالکللدواتلولشللربدگالسللطح

لل.بویل مهسب

گسلآس هتشلللگه لل75سلللو لگسلللتهسدگایلبهسلللرللسللللللل

.ل هتووبهکتاتولوژیلبر هاستهنل  رحلیگسشلوایلتهرلعلشلدللل

 هتووبلهکتاتو للچملدتنلنوسلعل ختالفلللللللDNAطوالله رن

للنوایوسللعللآوتللو لللل هتووبللهکتاتو لچاللوس ل هسمللدل

سرلل لگسلیکتللالجللر للن سللوپ وللسلل ولگهیللگتمتاگسللاولاا

یلهلهللواسگانلولیکتالسرونلههفمالگسلگس ترتولکمتا لبر های

 ATCC واتلو للتر ل للسهل وسلال.تهرعلشدل77م وس لسوئد

لطللواله للرنلولیتگللالسللهل وسلایلسللو لچمللدتنلول14028

لسر لIIلولIلسر ااوسلهاپسلوتاوسلولBلهاهتر لوتاوس

لل.شدلتهرعلگتاگنلپهستوالگس ترتولشمهس لوتاوسلبخشلگس

لگسلDNAلگسلللللتخاگ لبلللللاگیل:DNA اسرررررتخرا 

لگسللتخاگ لکرلل لگسلل، طهلعللعل للوایلهللهیل رواوگانهسر لل 

DNAلبملله لسللرمهکاونلشللاک لتولرللدلDNGلشلل ها لبللهل

لبلعللکلهایلل اگحلللل.شلدللگست هی ل(DN8118C)لکهتهلوگ

 DNGل  الو للیگینلقلاگالل:گسلبلویللمبلهاتللخلاصلعللللطوا

Plusلللشللوللبللعلتللهل،آنلیگینلتوللهنلآاگ لولیاجللعل92لیال

ل577ل،سلاسلل.آتلدللیالتوموگخل للولی لهللهل لل  او لتک

ل  الو ل رواولرتال177لبهلمه للسوساهس رونلگسل رواولرتا

DNG Plusلواتولسللثهسرلعلل77لتلهلل51ل دتلبعلولل خاو ل

لشلولللبلعللکه للللطلواللبلعللبهتلدلل احالعللگتنلیالس وسعل.للشد

ل،گیللللتللوی لتللهلولتج للعلنوسللعلهللالولیاآتللدلسوساهس للرون

ل رواولرتللالل977ل،سللاسلل.اویلبللرنللگسلولشللد للتخاتللبل

ل،آنل تعهقلبللولوگاوسعل اتبعل57ل، شدلگضهفعلگت وپاوپهسو 

لسلاس،لل.شلدللیگی لقاگالیقرقعل77ل دتلبعلفات الیالههللولع

ل هتعل.للشدلسهستات روژلیقرقعل57ل دتلباگیلrpm57777لیا

لاویلبلاللوگژنلونللللطلواللبلعللتروبلوللخهل لآاگ  لبعلاوت 

ل21لسلایللگتهسو للرتالللللللللللللل را ل5ل.شدلیگی لقاگالکهغ یلیست ه 

لولواتولسللثهسرلعلل1لتهل9ل دتلبعل،گضهفعلاسوبلبعللیاصد

لیقرقللللعل1ل للللدتلبللللاگیل57777لrpmلیوالیال،سللللاس

لیاجعل81لیاللاسوبلولخهل لکه لاًللگتهسو ل.شدلسهستات روژ

ل17لیالگسلل لDNAل  تللویلکللعلاسللوبل.شللدلخشللک

لیالیگینلقلاگاللولآاگ لیگینلتولهنللبلهلله اگ لآب رواولرتا

لل.للشدلحللخوبلیاجعل81

لPCRلللبهرملعلس لوینلآس لونللل :PCR شرایط و پرایمرها

 .HBV–HSV–MTB–MPN–Cne–Salبلاگیلتشلخرصلل

sp–وللM. spلگسلطاتقلبهرمعلس وینلغاظل لگج گتل لکلعلللل،

لولطاگحل لل،ه چملرنللواوسلدللللبعلکهال  لPCRیالوگکمشل
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لتا وسلهتوااللیسلتگه للیال مهسبلحاگات لباسه علگستخهب

لیالگسلت هی لل لوایللههیلپاگت ال(.7لول5لجدو )لللشدلگسجه 

ل طهلعللهتلگسل،سئوفللوا مسلکاتاتوکوکللوسلتشللخرص

لچهسگلوونلول5335لسه لیال79لوتت لتوس لنافتعلگسجه 
لیالهلهللآنلتلوگل للکعل،گسدللللآ د لیس لبعل5337لسه لیال71

ل للوایلهللهیلپاگت للال(.56ل-51)لگسلل لآ للد ل5لجللدو 

لهلهیللپاگت لالل،Bلهاهترل للوتلاوسللتشلخرصللیالگست هی 

للللگسل للHBSوتلاوسللگتنلسط  لژنلآست لژنل خصوص

-DNAلژنلگسلHSVلتشللللللخرصلللللللبللللللاگیل(.75ل-53)

Polymeraseل(.77)لللشللدلطاگحلل لپاگت اهللهلولگسللت هی ل

لیالول،(72ل-79)لIS6110لهلد للژنلMTBلیاتشخرص

لجللمسلیال،(76)للP1 adhesinلپمو وسرللعل هتووپلاسلل ه

لجللللمسلیالول(97ل-73)ل16S rRNAلللللللللل هتووپلاسلللل ه
ل.شدلسظانافتعلیال(95)لinvAلژنلسهل وسلا

ل رواولرتلالل1ل:للشلدللگسجه لستال قهیتالبهلPCRلوگکمش

لجاوت لههیلپاگت الگسلگست هی لبهلشد لگستخاگ لDNAلگس

ل رواولرتلاللتلکل)ل و لللللللللل را ل1/7لسههت لغاظ لبهلمقب لو

لPCRلبلهفاللگسل رواولرتلالل1/7لل،( ولاالللللللللل را ل57لغاظ لگس

(X57للل)،ل مرلل ت لکااتللدل رواولرتللال21/7لل(7MgCl)لگس)للللل

لdNTPل خالو لل رواولرتال1/7لل،( ولاالللللللللل را ل17لغاظ 

 Taq DNAلآسلل ت لوگحللدل1/5لول( للولاالللللللللللللل رالل ل57)

Polymeraseل71لسهللللهت لحجلللل لیال،(بروفاللللوکس)ل

لیالللآس لونللهلاللحاگاتل للپاوفهتلللل.شدلتوثرال رواولرتا

لههیلسروللاسردنلپهتهنلبعلگسلپسل.گس لآ د ل7لجدو 

للللاو لگسلشللد لتوثرللالDNAل شللههد لبللاگیلحاگاتلل ،

لکمللهالیالPCRلت  صللولال.شللدلگسللت هی لگلوتاوفللواس

لبلهللولیاصدل1/5لآنهاوسلژ لیال،ههلکمتا لول هاکالسهت 

لژ لیسلللتگه لیالUVلسلللوالولسلللهتباناتنلگسلگسلللت هی 

لل.للشدلبااس لیگکو مترشن

ل

لج ل للح هسلر للبااسل للللللللبلاگیل :ویژگی و حساسیت

لسوساهس للرونلگسلهللهت لاقلل لگسللت هی ،ل للوایلپاگت اهللهی

لگسلDNAلگسلتخاگ للولشلدللتهرلعلل شلخصللتعدگیلبهلموگ ل

لولگسجله لل(سلرمهکاونل)لDNG-Plusلاو لبلعللهلهللاقل للگتن

ل.شلدللگسجه لشد لتهرعلههیلاق لباگیلPCRلآس ونل،ساس

ل ختاللفلهللهیلنوسللعلگسلگسللت هی لبللهلهلل لوتژنلل لآس للون

لل.شدسدلگاستهب لولآس هتش

لگتمتاسله للسلهخ للللللللبلاگیل :   (IC) کنترل اینترنال ساخت

لپاگت اهللهیل،PCR-Cloningلاو لبللعلاقللهبت لکمتللا 

لژنلپاگت اهللهیل1'لبخللشلیالمه للللهللالمقبلل لولجاللوت 

ل877ل  صلو للگسلدگس للبلهلل(99ل-97)للرشل هسرهللکرمتوپلاس 

لجدو )لشدلسمت لولطاگح ل(Tail)لی لللشوللبعلبهس،لج  

ل(.5

توثرلالقطعلعلگتمتاسله لللللللللللبلاگیللPCRباگیلگسجه لوگکمشل

گسلتخاگ لشلد للرشل هسرهلبلهللللللDNA رواولرتالگسلل1کمتا ،ل

لبهلغاظ لسهلهت للICگست هی لگسلپاگت اههیلجاوت لولمقب ل

ل21/7،ل57X PCR رواولرتالگسلبهفالل1/7 رواو و ،لل1/7

ل17گسلغاظللل ل)لل(7MgCl) رواولرتلللالکااتلللدل مرللل ت لل

ل57)لdNTP رواولرتلللال خالللو للل7/ل1،ل( لللولاالللللللللل راللل 

 Taq DNAآسللل ت لوگحلللدلل1/5لو(ل لللولاالللللللللللللل راللل 

Polymeraseلشلدل رواولرتاتوثرلاللل71،لیالحج لسهلهت لل.

ل31:لشله لل)سلرولل تلوگل لللل91ههیلحاگات لشه لللچاخع

ثهسرلعلل97للللللللللللنلاگیللت یاجعلسهسل87ثهسرع،لل97للللللللللللناگیلیاجعلسهست 

ولتلللکلسلللروللل(لیقرقلللع5للللللللللللنلللاگیلیاجلللعلسلللهست لل27ول

ل71بلعل لدتلللللللللللللللنلاگیللیاجلعلسلهست للل27پار ات گسرونلسههت ل

هلهیلحاگاتل ،للللپسلگسلبعلپهتهنلاسلردنلسلروللل.لیقرقعلبوی

گلوتاوفللواسلللللتوثرللالشللد لگسلاو لDNAبللاگیل شللههد ل

ک الهس لللpTZ57Rپلاسل ردلللقطععلحهصللبلهل.لگست هی لشد

لنللاگیلیاجللعلسللهست ل77یالیقرقللعلل87فا متللهسلبللعل للدتل

لJM107لگشاتشللرهلکالل لیالبللهکتایلل،لاتگرلل لولسللاسل
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نلایلللغابله للتاگس  وا لولکهس لتاگک لحهصلللگسلطاتلقللل

وللX-GALسلرارن،لللیال  ر لحلهویلآ ال للل71آب ل/لس رد

IPTGههیل مهسبلگسلطاتقلگسلتخاگ لللکاون.لللگستخهبلشدل

لپلاسلللللل ردلبللللللهلکرلللللل لگسللللللتخاگ لپلاسلللللل ردلل

،لتأترلللدلPCRلللولآس لللونللل(لللل.Thermo scientific Inc)للل

 .سدللشد

گسللپر  : و اینترنال کنتررل  PCRکلینینگ محصیل 

ل5ههلکلعلیالجلدو للللICوللPCRتل  صولالللللسهسیلخهلص

ک الهس لللT/A cloning،لبلهلگسلت هی لگسلکرل للللآ د لگسل ل

Thermo scientificل  صلللولاتل،PCRیالوکتلللوالل

pTZ57/Rصلولاتللههیلحهویللپلاس رد.لسدللکاونلشدل  

PCRحهصلللبلهللللGeneJET Plasmid Miniprep Kit 

(K0502ل)ک اهس لThermo Scientificلللگسلتخاگ لشلدللل.

هللللهیلحللللهویلللپلاسلللل رد،لPCRبللللهلاو لل،سللللاس

هللهیللبللهلگسللت هی لگسلپاگت للاللهللهلICوللPCRت  صللولا

ل.لسدللتشخرص لتأتردلشد

هلد لگسلتعاتلفلغاظل للللل:ICلتعیین غلظت ایده آل

DNAلآ لگتللد لICبللاگیللPCRبهرمللعل،لتأترللدلغاظلل لICل

تاتنلاقهب لیالتوثرلالاگلگسجله لللل،لک ژنلهد گس لکعلبهل

هلهیلللل،لغاظ بهرمعبعلیس لآواینلغاظ للللللللباگی(.ل3)لیهد

گسللتهسدگایلهللهیللDNAوللIC ت للهوتلپلاسلل ردلحللهویلل

 للوایلگسللت هی لیالموگ لللللDNAغاظلل ل.لللآس للهتشلشللد

طلو لللوسلراعلگسلاوتاوفتو تالیاللعلب،لICوله چمرنللللآس ون

 قللهیتاللحللهویلهللهیلاقلل .لتعررنلشللدسللهسو تال787 للو 

DNAهلهیلللل ت هوتلموگ لل رواوب لکعلگسلطاتلقلاقل للل

.لللشلدلللل،لآس لونلICتهرعلشد لبویلبلهل قلهیتالثهبل للللل78سایل

ل5بلهللل مه للل رواوبلللللDNA رواولرتلالگسللل1،لPCRباگیل

للل.للگست هی لشدلPCR خاو لولیال روسللIC رواولرتالگسل

جهل لبلهللللیالیوهلهللDNAتلوگل لللتعرلرنل :یرابی  تیالی

وسللراعلک اللهس لعلولبللل72لگسللت هی لگسلاو لخللت لسسجرللا ل

للل.لل هکاوژنلکا لگسجه لشد

للکمتا لگتمتاسه لتوثرالولموگ للDNAلتشخرصلللللللباگیلگست هی ل وایلههیلپاگت التوگل ل-5لجدو 

لهد لژن (´3..………´5)لتوگل لآغهسنا مه ل
ل  صو لسهت 

لل(بهسلج  )ل

لکاتاتوکوکوس
 سئوفا مس

ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 
Internal 

transcribed 

spacer (ITS) 

regions 

151 
CN4 ATC ACC TTC CCA CTA ACA CAT T 

ICFCneo TCC GTA GGT GAA CCT GCG GTCgCAgAACgCCCCTACC 
885 

ICRCneo ATC ACC TTC CCA CTA ACA CAT 

TAGGGGTTGGTGTAAAATAGGC  

لهاهتر لوتاوس
B 

HBVF CAA ggT ATg TTg CCC gTT Tg 

HBS 

787 
HBVR AAA gCC CTg CgA ACC ACT gA 

ICFHBV CAA ggT ATg TTg CCC gTT TgT CgC AgA ACg CCC CTA CC 
887 

ICRHBV AAA gCC CTg CgA ACC ACT gAA ggg gTT ggT gTA AAA TAg gC 

لهاپس
لسر ااوس
 وتاوس

HSV-F  ACC TAC Cgg CAT ACA AgC TCA 

DNA 
polymerase 

111 
HSV-R  AAg Tgg CTC Tgg CCT ATg TCC 

ICFHSV  ACC TAC Cgg CAT ACA AgC TCATCg CAg AAC gCC CCT ACC 
887 

ICRHSV  AAg Tgg CTC Tgg CCT ATg TCCAgg ggT Tgg TgT AAA ATA ggC 

ل هتووبهکتاتو 
 توباکاوستس

MTBF  CgT gAg ggC ATC gAg gTg gC 

IS61110 

711 
MTBR gCg TAg gCg TCg gTg ACA AA 

ICFMTB  CgT gAg ggC ATC gAg gTg gCT CgC AgA ACg CCC CTA CC 
887 

IICRMTB gCg TAg gCg TCg gTg ACA AAA ggg gTT ggT gTA AAA TAg gC 

ل
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للکمتا لگتمتاسه لتوثرالولموگ للDNAلتشخرصلللللللباگیلگست هی ل وایههیللپاگت التوگل ل-5لجدو گیگ عل

ل هتووپلاس ه
 پمو وسرع

MPNF Agg CTC Agg TCA ATC Tgg CgT ggA 

P1 adhesin 

911 
MPNR ggA TCA AAC AgA TCg gTg ACT ggg T 

ICFMPN 
Agg CTC Agg TCA ATC Tgg CgT ggA TCg CAg AAC gCC CCT 

ACC 883 
ICRMPN 

ggA TCA AAC AgA TCg gTg ACT ggg TAg ggg TTg gTg TAA AAT 
Agg C 

لجمس
  هتووپلاس ه

MspF ggg AgC AAA CAg gAT TAg ATA CCC T 

16 S rRNA 

727 
MspR TgC ACC ATC TgT CAC TCT gTT AAC CTC 

ICFMsp 
ggg AgC AAA CAg gAT TAg ATA CCC TTC gCA gAA CgC CCC 

TAC C 827 
ICRMsp 

TgC ACC ATC TgT CAC TCT gTT AAC CTC Agg ggT Tgg TgT 
AAA ATA ggC 

 سهل وسلالجمس

SalspF gTg AAA TTA TCg CCA CgT TCg ggC AA 

invA 

761 
SalspR TCA TCg CAC CgT CAA Agg AAC C 

ICFSal 
gTg AAA TTA TCg CCA CgT TCg ggC AAT CgC AgA ACg CCC 

CTA CC 886 
ICRSal 

TCA TCg CAC CgT CAA Agg AAC CAg ggg TTg gTg TAA AAT 
Agg C 

ل

لتوثرالگسلبعدل  صولاتلسهت لولحاگات لپاوفهتلل-7لجدو 

لل(ج تبهس)ل   صو تسه حاگات لپاوفهتل مه ل

 سئوفا مسلکاتاتوکوکوس

Pre-Denaturationناگیلسهست لیاجعل31لیقرقع،ل8للللللللللللل 

Denaturationناگیلسهست لیاجعل31ل،ثهسرعل97لللللللللل 

Annealingلچاخعل17ل،ناگیلسهست لیاجعل87ل،ثهسرعل97لللللللللل
Extensionناگیلسهست لیاجعل27لیقرقع،ل5للللللللللللل 

Final Extensionلناگیلسهست لیاجعل27لیقرقع،ل57لللللللللل

151 

Bلهاهتر لوتاوسل
Denaturationناگیلسهست لیاجعل31ل،ثهسرعل17للللللللللللل 

Annealingچاخعل17ل،ناگیلسهست لیاجعل87ل،ثهسرعل17لللللللللل 

Extensionناگیلسهست لیاجعل27ل،ثهسرعل17للللللللللللل 

787 

 توباکاوستسل هتووبهکتاتو 

Pre-Denaturationناگیلسهست لیاجعل31لیقرقع،ل1للللللللللللل 

Denaturationناگیلسهست لیاجعل31ل،ثهسرعل11لللللللللل 

Anneal. & Exten.چاخعل17ل،ناگیلسهست لیاجعل27لیقرقع،ل5للللللللللللل 

711 

 پمو وسرعل هتووپلاس ه

Pre-Denaturationناگیلسهست لیاجعل31لیقرقع،ل7للللللللللللل 

Denaturationناگیلسهست لیاجعل31لثهسرع،ل97للللللللللللل 

Annealingچاخعل17لناگی،لسهست لیاجعل81لثهسرع،ل97لللللللللل 

Extensionناگیلسهست لیاجعل27لثهسرع،ل97لللللللللل 

Final Extensionناگیلسهست لیاجعل27لیقرقع،ل2للللللللللللل 

911 

  هتووپلاس هلجمس

Pre-Denaturationناگیلسهست لیاجعل31لیقرقع،ل7لللللللللل 

Denaturationناگیلسهست لیاجعل31ل،ثهسرعل97لللللللللل 

Annealingچاخعل17ل،ناگیلسهست لیاجعل27ل،ثهسرعل77لللللللللل 

Extensionناگیلسهست لیاجعل27ل،ثهسرعل77للللللللللللل 

Final Extensionناگیلسهست لیاجعل27لیقرقع،ل2لل 

727 

 سهل وسلالجمس

Pre-Denaturationناگیلسهست لیاجعل31ل،یقرقعل5لللللللللل 

Denaturationناگیلسهست لیاجعل31ل،ثهسرعل97لل 

Annealingچاخعل91ل،ناگیلسهست لیاجعل87ل،ثهسرعل97لللللللللل 

Extensionناگیلسهست لیاجعل27ل،ثهسرعل97ل 

Final Extensionناگیلسهست لیاجعل27لیقرقع،ل1لل 

761 
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 .نتایج   

گسللتخاگ لشللد لگسللDNAبللالاویللPCRهللهیللللآس للون

،لهللاپسلسللر ااوسلBموگ لللل رواوبلل لوتللاوسلهاهترلل ل

 هتووپلاسللل هلل، هتووبلللهکتاتو لتوباکالللوستسلوتلللاوس،

ول هتووپلاسل هللجمسلل،کاتاتوکوکوسلسئوفوا مس،پمو وسرع

للل  صللو لآس للونل5لشللولیال.لللشللدلبهرمللعلسللهل وسلاجللمسل

تلاگی للل.لللشلویلللموگ للتهیلشد ،ل شلههد ل ل لللPCRتشخرصل

،لگسلطاتللقلاو لPCRللل  صللولاتلتوثرللالشللد لهاآس للونل

ل.لللخت لسسجرا لتأتردلشد

لDNAلبلهلللگیلخوگستعلسهل  صو لهرچلوتژن ،لآس ونلیا

لتعلدگیلل(.7لشلولل)لسشدلیتد لللآس ونل وایل ختافلههیللنوسع

DNAلطاتللقلگسلح هسللر لللللللبللاگیلس وسللعلگولرللعللOptical 

Densityلکال للللفا لو للگسلگست هی لبهلولسهسو تال787للیال تعلدگی

لگسلسلایللهلهیلللاقل للتهرعلطاتقلسگلول  هسبعل76(لGCN)ژسو 

DNAلللآس لونللگسجله للول،للآس لونلل لوایللههیل رواوگانهسر  ل

PCR،لکال لل57لحلدگقلللحلدللیال(ح هسلر ل)لتشخرصلحدل

لل.آ دلیس لبعلآس هتشل وایلیلللههلس وسعلیا

کالونلولتوسل لللتوثرلا،للگتمتاسه لکمتا لبعلدلگسللههیلللقطعع

  صللو لتوثرللالشللد لل9یالشللولل.لللتأترللدلشللدلPCRاو ل

ل887لbpبلهلگسلدگس للللوتاوسلهاپسلسر ااوسلگتمتاسه لکمتا 

ولل5559فا متلهسلبلهلکهتلهلوگلشل ها للللللیالکمهالسهت ل هاکا

 شلههد لل،لبهسیج  لل111لبهلگسدگس لPCR  صو لل،ه چمرن

 .لللشویلل  

آنلبلهلللللگتمتاسله لکمتلا لولآس لونللللPCRستهتجلل1یالشولل

گ لللللغاظ لگتلد ل.لشویلل شههد ل  لمه للDNA قهیتال ت هوتل

ICلللآس ونلللللللباگیلPCRل1 قلدگالللههیل ختافلیال وایلس وسع،ل

گتلنلغاظل لبلاگیلللل.لیالهالوگکمشلبلعلیسل لآ لدلللف تونا ل

بلاگیلگسلتهسدگایللل.لللاضل لگسلت هی لشلدلللفهلهیلللبهلس وسلعللللآس ون

،لغاظ لبعلکهالافتعلآنلگه ر لب رهالبلهلات لیگای،للICکاینل

،ل وجللبلاقهبلل لبللهلگلگللویلICستلاگلحضللوال قللهیتالبللهلایلل

DNAلشلویلللسترجعل م  لکلهذبلگتجلهیل ل لللللژسو رکلشد لول.

 رواولرتلالگسللل1بهللICف تونا لگسلل1بمهباگتن،لکهاب  لغاظ ل

DNAاضلل لگسللتخاگ لشللد ل وجللبلگثللاگتللهللهیلفلس وسللعلل

ل.لللشویلاقهبت لس  

بلعلوسلراعللللICهلهیلللللولتلوگل للPCRاقهب لبلرنل  صلو للل

ستهتجلسشلهنلل.لللشدللههیل ت هوتلبااس لکوآ اار روهسرونلاق 

کمتلا ل ثبل لولللللDNA رواولرتلاللل1یگیلکعلگست هی لگسلحج ل

 مهسلبلل(لهلهیل اضل للللس وسلعل)هلهیل لوایلآس لهتشللللللتهلس وسع

گضللهفعلکللاینلحجلل لبرشللتالگسلکمتللا ل ثبلل لولتللهللللل.لللگسلل 

.لللشلویللل ل للIC،ل وجلبلاقهبل لبلهللللللهلهیل لوایلآس لونلللللس وسع

 شلخصللللگیلیالس وسلعللDNAبمهباگتن،لگناله لگسلقبللغاظ ل

لPCR رواولرتالحج ل مهسلبلبلاگیلتشلخرصلیاللللل1سبهشد،ل

ل.لللگس 

ل
لگستهسدگایلههیلسو لباگیلPCRلشد لگپتر هت لللآس ونل-5لشول

لهلللاپسلوتلللاوسل:7ل.711لbpللتوباکالللوستسل هتووبلللهکتاتو ل:5

ل.787لB bpلهاهترلللللل لوتللللللاوسل:9ل.111لbpلسللللللر ااوس

لbpلسللهل وسلالجللمسل:1ل.151لbpلسئوفللوا مسلکاتاتوکوکللوسل:1للل

لفا متهسل هاکالسهت :لMللاتنل.727لbpل هتووپلاس هلجمسل:8ل.761

ل1777ل-7777ل-617ل-177ل-577لبلهلاللبلعللپلهترنللگسلقطعلهتللسلهت للبه

لل(.cat no. 1113)لبهسلج  
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لهلهیلل لالتپاگگسلگسلت هی للبلهللPCRللآس ونل رگختصهصلنررتعل-7لشول

لل.ستتوباکاوسلو تووبهکتات هل گختصهص
لل:5لاتللللنل.ل100bp DNA ladderلسللللهت ل للللهاکا:لMلاتللللنل

M. tuberculosisل7لاتلنلل:M. chelonaeل9لاتلنللل:M. fortuitumلل

للM. szulgai:8لاتللنللM. kansasii.ل1لاتللنللM. xenopi:ل1لاتللنل

لM. gordonae:3لاتنللM. avium:ل6لاتنللM. intracellulare:ل2لاتنل

ل

ل
لوگکللمشلتوسلل لشللد لتوثرللالولنکاللولکمتللا لگتمتاسلله ل-9لشللول

ل.پار اگسلگیلسسجرا 

لهلاپسللوتلاوسللPCRل  صلو لل:7للاتنل. م  لکمتا ل:1لول5للاتنل

ل887لHSVلکمتلا للگتمتاسله لل  صو ل:9للاتنل(.bpل111)لسر ااوس

bpللاتنللMلفا متهسل هاکالسهت :ل(cat no. 1113.)لل

ل
لDNAل شلللخصلتعلللدگیلبلللهلPCRلستلللهتجلگلوتاوفلللواسل-1لشلللول

 ل.پمو وسرعل هتووپلاس ه

:ل5.لKb DNA Ladder (Thermo Scientific) 1سلهت ل لهاکاللل:ل5

مدیلپلاس ردلحلهویلگتمتاسله لکمتلا لوللللل5777حهویل)کمتا ل ثب ل

گسللDNA رارللونل57تعللدگی:ل7(.ل هتووپلاسلل هلپمو وسرللعلDNAل5777

:ل8.لتعلدگیلی لهل گالل:ل1ل.لتعدگیلصدله گا:ل1ل.ل رارونل5تعدگیل:ل9.لمه ل

:ل6.لهلپمو وسرلعل هتووپلاسل للDNAملدیللل577تعلدگیلل:ل2.لتعدگیلهل گال

DNAلکمتا ل م  :ل3.ل هتووپلاس هلپمو وسرعمدیل57تعدگیلل

ل

 .گیری  نتیجه و بحث

لیهلعللهلهیلللللاو ل،PCRله چلونللتوثرایلههیلاو 

لیالمط ل للسقطلعللمملوگنللبلعللکلعلله تمدل رلاییل37لول67

لبلعللتوثرلایللهلهیللاو لولمله لل  هلو للبلعللشمهس لست  

لگسلب لرهایللگسهسل لل شولل.گسدللللشد ل طاحلخهصل  هو 

لگ لاوس للکلعللههت لآنلحت لشد لشمهختعلPCRههیلاو 

لبلالل.گسل للیگخال للکمتلا للتکلسدگشتنل،شویلل  لگست هی 

لتلوگل للتکلیگخا لکمتا ل،خهاج ل ثب لکمتا لخلا 

لبلعللکلعللگسل لللوللعللیال وجلویللDNAلگسلهد لللتوگل لگس

لتلکللیال.شلویللل ل للتوثرلاللهلد للتوگل لبهلس هنله لطوا

PCRلبهسلدللبدون)ل م  لپهسدلتکل،یگخا لکمتا لبدونل

لیالهلد للتلوگل للسبلویلل عملهیللبلعللتوگسلدللل ل لل(سرگمه لته

لبلهسلل عمل للبلعللگسل لل  ولنلله چملرنللگ لهلل،بهشدلوگکمش
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ل89لوسراعلگتمتاسه لکمتا لتوثرایللعتشخرص لبلPCRگستهسدگایلکاینل

 

 

لصلل رحلسللهلم اوللایلگسلسهشلل ل،وگکللمشلشللدنلیگشللتع

لضلعرفللفعهلرل لل،PCRلصل رحللهسل خاو ل،تا وسهتواا

DNAلس وسلعللیالیگاسلد للبلهسلل لوگیللحضلواللتلهللولپار اگسل

لیگخال للکمتلا للیگاگیلکعلPCRلتکلیالوسملابل.بهشد

لکلعللهمگله  للحت ل،Signal controlلتکله رشعل،گس 

لگ للالگتللنل،شللویلل لل لتولرللدلسللدگایلوجللویلهللد لتللوگل 

لل(.91)لکمدلس هتهنلاگلPCRل وفقر لمد لتوگسدلل  

لPCRلهلهیلللللآس ونلیالکمتا لگتمتاسه لکهانرایلبعلبه

لکعلههت لس وسعل:شویل  لت  رالشوللگتنلبعلآس ونلسترجع

لسترجللعلبللعلتوجللعلبللدونل،ه للتمدلهللد لسللرگمه لیگاگی

لفهقدلکعلههت لس وسعل.شویلل  لت  رال ثب ل،کمتا لگتمتاسه 

لسلرگمه للهاچمدل،شد لتاق ل م  ل،ه تمدلهد لسرگمه 

لکلعللهلهت للس وسعل.سبهشدلایتهب لقهبللههلآنلکمتا لگتمتاسه 

له تمدل م  لکمتا لگتمتاسه لولهد لسرگمه لیولهالباگی

لت  للرال(شللد ل هللها)ل خللدو لهللهیللس وسللعلممللوگنلبللع

لل(.91)لشوسدلل  

لول7)لیگایلوجویلICلسهخ لباگیلکا لگستاگتژیلیو

لسللهخ ل-7ل73لاقللهبت لکمتللا لگتمتاسلله لسللهخ ل-5ل:للل(8

لپاگت لالللللللللللاو لگسلگست هی لبهل.97لاقهبت لغرالکمتا لگتمتاسه 

ل،پاگت لاللج ل للتلکللبلهللکمتا لگتمتاسه لولهد ل، اکب

لیا)للوللعللیاه لهنللول(تو لهنللشلاگت ل)لشلاگت للیاه هن

له رشلعلل،گسلتاگتژیللیاگتلنلل.شلوسدلل ل للتوثرلالل(لولعلتک

ل.یگایلوجلویللکمتلا للگتمتاسله للولهد لDNAلبرنلاقهب 

لتلکللشمهسلهت للحلدللللللللباگیلکمتا لگتمتاسه ل ر گنلبمهباگتن،

ل رل گنللکلعللیگشل للتوجلعللبهتدل.گس ل ه لولح هسلسوتع

لج لل لتللکلوسللراعلبلعلل ت للهوتللDNAلقطعللعلیولتوثرلال

لگسلتو لتوثرالتشدتدلتهل  هسع لبعل متجلتوگسدل  لپاگت ا

لطلو لل(7ل95ل ولاال ر گنل(5لبعلگ الگتنل.للشویل  صو لیو

لثهسوتللعلسللهختهالولتللاگی ل(9لولتوثرللایل  صللولات

لاقهب ل.گس لوگب تعلیتگالههیلشهخصلولDNAلقطعهت

لکل للولتوثرلاللکلههشلل وجلبللتوگسلدلل ل للکمتا لگتمتاسه 

لحلدللکلههشللآنل تعهقلبللولPCRل  صلو للبلهسی للشدن

لهلهت للشهخصلتاتنل ه لگسلتو ل،بمهباگتنل.للشویلشمهسهت 

لیالکمتلا للگتمتاسله للغاظل للل،شویلنافتعلسظالیالدبهتلکع

لگتمتاسله لللDNAلستلهییللستلاگلل،گسل للPCRللآس لونللتک

لDNAلبهلآنلاقهب ل وجبلPCRللآس ونلتکلیالکمتا 

لخلویللگتلنللولللشلویلل ل للهلد لل  صلو للکههشلولهد 

پلژوهشلللیال.للشلویللکلهذبلل م ل للستهتجل وجبلتوگسدل  

ل2له لعللبلاگیللشمهسلهت للحلدللهوشل مدگسعللللطوالبعل،حهضا

ل.للشلدللتعرلرنلل،شلد للسهختعلههیللICلبهله اگ لPCRللآس ون

لگستخلهبللکمتلا للگتمتاسه لبهلایلغاظ لگنال،گف ونلبالگتن

لستلهتجلل وجبلکعللآس ونلیالکممد ل  هسع لموگ للللشوی

لغاظل للکلعللس لهس للیاللللللللللوتلژ للبلعلل؛شلوسدلل  لکهذبل م  

DNAلیو لرنلل.دشلوسللس ل لللشمهسلهت لل،گسل للکل للهد ل

لسلهت للگفل گتشلل.گسل للکمتا لگتمتاسه لسهت ل، ه للشهخص

لت هتلللل وجلبلل،تئوایلیالیتگایلبعلس ب لهد لتک

لتللالکوچللکلهللد لPCRل  صللو لسلل  لبللعلوگکللمش

لسلهت للبلعللتوجلعللبلدونللپژوهشلگاگنللگسلب رهایل.للشویل  

لبلهللPCRلیالهلد للللتلوگل للاقهبل للبرشتال،کمتا لگتمتاسه 

لگسلدللیگی لقلاگاللتوجعل وایلکا لطوالبعلاگلکمتا لگتمتاسه 

لل.(93ل-98)

لنلل گا ل(15)ل99لمبللدگل وجویلول(17)ل97لو لباگتلل 

ل،177لbpلگسلکلوچوتاللکمتلا للگتمتاسله للسهت لکعلگسدلکای 

لگتمتاسله لل،بملهباگتنلل.سدگایلPCRلح هسر لاویلبالتهثرای

لاقهبل لل وجلبللک لک ل،هد لPCRل  صو لگسلب انتا

لاویگلبتلللعلگتلللنل وضلللو لیالگتلللنل طهلعلللعلل.للشلللویل للل 

لM. spولل–HBV–HSV–MTB–MPN–Cne–Sal. spل

ل.لل شههد لشدلههللثرالبالاویلآس ونأتاتنلتلبااس لولک 

ل،للشلویلسلتوثرلاللICلگ لهللشلویللتوثرلاللهلد للDNAلگنا

لگسلبرشلتالللب لرهاللهد للDNAل ر گنلکعلگس لگتنلبالفاض
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DNAلگنلاللشلاگت للگتنلیال،بمهباگتنل.گس لکمتا لگتمتاسه لل

لگتمتاسله للتوثرلاللستاگل،گس ل عتبالشویل شههد ل ثب لستهتج

لICله لولهد للDNAله لگنال.گس لضاوایلغرالکمتا 

ل  هسعلل لمه للللکللعلگسلل لگتللنلبللالفللاضلسشللوسدلتوثرللا

لباگیللآس ونلآنلولگس لشد لتوثرالمد ل وجبلگیللللکممد 

لتلاتنللللل هل للشلاگت للگتنلیال،بمهباگتنل.سر  ل91ل عتبال،س وسع

لل.گس لکمتا لگتمتاسه لاقهب لگسلسهش ل،کههشلحدل

لگتمتاسله للولهلد للههیلپاگت ال،غرااقهبت لگستاگتژیلیا

لتلکلل  لتا  للگسلتاگتژیللگتنل(.2ل-8لول7)ل ت هوتمدلکمتا 

لطلواللبلعللکلعللگسل لل ت لهوتللوگکلمشللیولبهلPCRللآس ون

لگتلنللیالICلولهلد للیولهالوقت ل.اوسدلجاولتدبهله   هن

لبلعللوگکلمشللیولهلالل.گسل لل عتبلاللستهتجلشوسدلتوثرالاو 

لقلاگاللثراأتلت  لیتگالوگکمشلپاگت اههیلبهلاقهب لوسراع

ل،گسلتاگتژیللگتلنللیالکمتا لگتمتاسه لپاگت اههیل.نراسدلس  

لتلهلل،(پلاسل ردیللDNAل هسملدل)لسمتترکلههیلDNAلبرشتا

لهللالیالکللعل،یهمللدل لل لقللاگالهللد لیتگللااگلهللهیلژن

لتعلدگیللیگاگیلهل للبرشلتاللولیگاسلدللحضوال رواوگانهسر  

لبلعللتلدلبهلICلتوثرلالل،گسلتاگتژیللگتنلیال.ه تمدلبهلات لکا 

ل خصلوصللهلهیللپاگت لاللشلد للکمتلا للغاظل للتکلوسراع

لللللللبلاگیللICلولهلد للاقهب لتهلشویل  دویل،کمتا لگتمتاسه 

لگسل.باسللدلحللدگقللبلعللپار للاگسلDNAلولگلرگوسوکائوترلدههل

لگتلنللکلعللگسل للسوتلعللگتلنللاقهبت لغرالتوثرالاو ل عهتب

لیالت هوتلگسلسهش لگولرعلتهان لتوثرالیقرقلطوالبعلاو 

لتاکرلبلل،بملهباگتنلل.کملدللس ل لل معوسلاگلپاگت اههلتاگی 

ل.نرلایللقاگالتوجعل وایلیق لبعلدبهتلICلسهت لولسوکائوترد

لشلولللیالICلکلهابایللکلعللگسل لل وضلو للگتنل،یو لمرب

لههلآنلکاینلگپتر هت لولPCRلیولتوسععلسرهس مدلاقهبت لغرا

لکلههشللبهمل للتوگسلدلل ل للکعلگس لPCRلشاگت لتکلیا

لاگ لتلکلل.للشلویللICلولهلد للیولهلاللتلهللولتوثرالتکلکها

لفقل للسلمجشللکلاینللگپتر لهت لل، شلولللگتلنللبالغابعلباگی

لICلوگکلمشللکاینلپراویلبعلیگینلگجهس لول،تهان لباگی

لICلآ اارولونللتولرلدللکاینل  دویلملاو لعبل.گس لآنلگس

لحللدلیالآنلپاگت اهللهیلغاظلل لیقرلقللطاگحلل لوسللراعلبلعل

لاو لگتلنلل  گتلهیللگسل.گسل لللاس لولگسهسل للشا ل رمر  

لآنلگسلتلوگنلل ل لللاباگتلواللتلکللیالکلعللگس ل وضو لگتن

لستللاگل.کللایلگسللت هی ل ت للهوتلهللهیلسللمجشلتهرللعلبللاگی

لICلپاگت اهللهیلطاگحلل لاو لگتللنلیالم للو  لنللاگتش

لل(.7)لگس لRNAاتبوسو ه لS23لولS16لللللللباگی

لاگلهلهللآنلکلعللگس لگتنلICلسگهدگایلباگیلاگ لبهتاتن

لیاونلولپلاسلل ردلتللکلیگخللللیالشللد لکاللونلطللوالبللع

لحلهویللکشل لل  لر للیاونلیالکلعللبهکتاتلهت للگیل ر بهسع

لح ظل،شوسدل  لسگهدگایللروفرار  لطوالبعلتهلولنر راتان

لICلتوگنل  ل.شویل  لن تعل رواوبهسکلحهل لگتنلبعل.یکا

ل هسملدللقارلهت للبلهفاللتکلیالبهلالغاظ لبهلولآسگیلطوالبعلاگ

لسگهلدگایللشلویلل ل للDNAلپهتلدگایللبهمل للکلعللTEلبهفا

لسگهلدگایللپلهترنللهلهیللغاظل للتلهللولآبلیالگنالICل.کای

ل،بملهباگتنلل.شلویلل ل للسلرگمه للکلههشللولگفل للبهمل للشوی

لکلعللهلهت للتلونللکلاینللکرار لباگیلEDTAلکاینلگضهفع

لسدشلولل  لDNAلکممد لتج تعلههیلآس ت لوگکمشل وجب

لبلعللسوکائرلکللگسلردههیللکلاینللگضلهفعلل.گسل لل ه لگ ای

ل.یشلولل ل للICلبرشلتاللپهتلدگایلل وجلبللکلهاتاللتکلمموگن

ل.گس لپلاسترو لههیللولعلیالDNAلسگهدگایلیتگالسوتع

لول تصللللپلاوپرانللپال للههیلتروپلبعلDNAل عاو لقاگالگس

لت اتلکلل وجلبللوگکلمشللولگتصه لگتنل.یهدل  لوگکمش

لکللهاآت لاویلبللالکللعلشللد لDNAلیالفضللهت لتغررللاگت

لگثلالل،91لتشلخرصللحلدلل رل گنلل،سههتل للیالولیق لولتوثرا

لل(.17)لن گایل  

لسلهخ للبلاگیللژس لگسلشدلکوششلپژوهشلحهضالیا

ICلژنلبللهل مهسللب لگسللدگس لگخللتلا لگسلکللعلشللویلگسللت هی ل

لمتوپلاسل لرکلژنلگسلعع طهللنتگلیال.بهشدلباخوایگالهد 

لاقلهبت للاو لبعلICلسهخ لولطاگح لباگیلهرش هسرللگسگل
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لbpلبللهلباگبللاللگیلگسللدگس لکعدشلللگسللت هی لPCR-Cloningلو

لکرمتوپلاسلل لژنلنرایکللهالبللعل.یگشلل ل827لbpلتللهل887

ل طهلعلعللگتلنللیالکمتا لگتمتاسه لسهخ لباگیللرش هسرهلگسگل

له للاگ لبلعللاگل  تلل لگتلنلل،هوشل مدگسعللگسللتاگتژیلتلکللبلهل

لیالتوثرلاللقهبارل لل،شلد للسلهختعللکمتا لگتمتاسه لکعلیگش 

له رنلگسهسلبال.یگایلاگلهد لژنلباگیلبهرمعلی هت لطرف

لگتمتاسلله لسللهخ لبللاگیلگسللتاگتژیلولژنلگتللنلگسل،قهبارلل 

لگسلت هی للمه لللله ل للباگیلPCRلتشخرصللآس ونلکمتا 

لل.یشولس هتهنل،ساتعلولسهی لاو لگتنلههیلتوگسهت لتهلشد
  قدردانی و تشکر

لگسلا  لآسگیلیگسشگه لپژوهش ل عهوس لگسلسگهاسدنهن

پللژوهشلله تمللعلس للوینلفللاگه لبللاگیلقللدسلشللهالوگحللد

لژنلگتاگسرلهنللبمرلهنللیگسلشلل وس عل  تا لکهاکمهنل،حهضا

لن گشلتنللگخترلهاللیالولما ل للهلهیلله ولهایللبلاگیللفمهوا

لجلللر لیکتلللالگسل،ه چملللرنلولآس هتشلللگهه لگ وهسلللهت

-nonلتهرللللعلبللللاگیل92هللللهفمالسللللرونلول98واسگللللان

Mycobacterial speciesل.کممدل  لقدایگس لولتشوال

ل
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Abstract 

Introduction: Different data resulting from non-standard molecular techniques in laboratories 

were considered as one of the deficiencies about amplification techniques. One of the most 

important aspects about the articles published in PCR detection until now, is absence of internal 

control (IC) in majority of them. The aim of this study is to design and develop a simple and 

rapid method to produce internal control for PCR test and its future application in the routine 

recognition laboratories. 

Materials and methods: To produce competitive internal control in this study, composite 

primers and PCR-Cloning method were used. We designed and synthesized the forward and 

reverse primers of PCR diagnostic test of Hepatitis B virus(HBV), Herpes simplex virus(HSV), 

Mycobacterium tuberculosis(MTB), Mycoplasma pneumonia(Mpn), Cryptococcus 

neoformans(Cne), Salmonella spp (Sal.sp) and Mycoplasma spp (M.sp) in the 5’ primers of 

Leishmania Kintoplast gene in the tail form. The amplified internal controls were attached to 

pTZ57R and transformed in E.coli JM107 bacteria. The minimum IC number was studied using 

dilution technique and also PCR response spectrum with IC. 

Results: The size of HBV, HSV, MTB, MPN, C.ne, Sal.sp, M.sp diagnostic product with 

specific primers were 262, 454, 245, 345, 415, 284, 272 bp and corresponding internal control 

also were 660, 662, 660, 669, 661, 668, 672 bp respectively, and desirable difference observed 

between PCR, IC regarding the size was easy to separate in the gel. The minimum IC was 

identified to 1000 in each reaction and maximum PCR test sensitivity with IC was provided for 

entire agents appropriately. Further, in specific test using different agents any unwanted product 

was not observed too. 

Discussion and conclusion: The negative and positive false results in PCR tests are one of the 

difficulties of this exacting technique which may lead to decrease its performance. Using an 

internal control in molecular detection method as an internal controlling system, could identify 

these errors. 
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