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^ßýlû
uBGÛú ôølÙ:||üõó üà GýíBoÿ ìrìò oôkû Aÿ koðzhõAoÞññlâBó Aøéþ ôôczþ ìþ GByl Þú ÎBìê AüXBk @ó ìBüßõGBÞPpüõï

KBoAOõGpÞýéõuýwAuQ. Aüò GBÞPpÿ ÎBìê GýíBoürAÿ ìzPpá Gýò AðvBó ôkAï AuQ Þú âvPp} WùBðþ kAok ôðýBqìñl oôyþ ìÇíEò GpAÿ
Kýzãýpÿ ôÞñPpë ìþ|GByl. ølÙ AqAüò Ktôø{ AoADú oôyþ upüÐ ôkÚýÜ GpAuBx |RCP detseN| GpAÿ OzhýÀ ìBüßõGBÞPpüõï
KBoAOõGpÞýéõuýwkoìlÖõÑ âBôìþ|GByl. ||

ìõAk ôoô} øB:||AqOÏlAk 021 ðíõðú ìlÖõÑ âBôøBÿ ìzßõá Gú GýíBoÿ üõó, AuPhpAZ |AND| ¾õoR âpÖQ. uLw GB AuP×Bkû AqKpAüípøBÿ
AgP¿B¾þ só |009SI|ôAÞñ{ |RCP detseN| OñËýî ôAðXBï yl. ìd¿õæR |RCP| GluQ @ìlû oôÿ së @âBoqAèßPpôÖõoqâpkül. ||

üBÖPú øB:||AqìXíõÑ 021 ðíõðú ìõok Gpouþ, 22 ìõok (33/81 ko¾l) Gú ìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýw@èõkû Gõkðl Þú ko@qìõó |RCP| ìTHQ
OzhýÀ kAkû ylðl.

ðPýXú âýpÿ:||Oßñýà |RCP detseN| üßþ Aqoô}|øBÿ upüÐ, ìÇíEò ôÞî ørüñú GpAÿ OzhýÀ ìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýw
ìdvõJ ìþ|yõk.
ôAsâBó Þéýlÿ:||ìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýw, |RCP-detseN|, üõó, âBôyýpÿ
koüBÖQ ìÛBèú:qìvPBó 78Knüp} GpAÿ ̂BN:GùBo88

ìÛlìú
ìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýw|ÎBìê GýíBoÿ üõó üà

GBÞPpÿ AuýlÖvQ ìþ|GByl (1ô2). Aüò GBÞPpÿ ìõWI AüXBk
ÂhBìQ ô^ýò gõokâþ ìhBÉ oôkû ðzhõAoÞññlâBó ìþ|âpkk
(3). ârAoyBOþ ìHñþ GpAoOHBÉ Aüò GBÞPpÿ GB GýíBoÿ Þpôó koAðvBó
ôWõk kAok ôâvPp} WùBðþ Aüò GBÞPpÿ ðByþ Aq¾BkoAR kAï Aq
ÞzõoøBÿ AoôKBüþ Gú uBüpðÛBÉ WùBó OzhýÀ kAkû ylû AuQ
(1, 2ô4). oAû AðPÛBë GBÞPpÿ AqÆpüÜ yýpôìlÖõÑ cýõAó @èõkû
ìþ|GByl ôGùPpüò GpðBìú|ÿ ÞñPpë Aüò GýíBoÿ, cnÙ kAï @èõkû AuQ

(3ô4). øp̂ñl Þú gvBoAR ðByþ Aqìpå ôìýpkoâéú øBÿ koâýp
^ñlAó qüBk ðývQ (clôk 1% koÞê âéú) AìB Gú kèýê ÞBø{ Oõèýl,
ørüñú øBÿ ârAÖþ GpAÚP¿Bk WBìÏú Odíýê ìþ yõk (1). kÖÐ
ìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýw||AqÆpüÜ yýpâBôOõuÈ |rolyaT|
ôøíßBoAó kouBë 1891 ârAo} yl (6). |nesraL| ôøíßBoAó ko
uBë 1891 Aüò GBÞPpÿ oA AqAðlï øBÿ OñBuéþ ôìñþ âBôøBÿ ðpWlA
uBqÿ ðíõkðl (7). koOdÛýÜ küãp|gierG| ôøíßBoAó kouBë
7991 koAußBOéñl ìzhÀ ðíõkðl Þú 76 ko¾l gpâõ} øB @èõkû
Gú Aüò GBÞPpÿ ìþ GByñl (8). |yeneewS| ôøíßBoAó Aôèýò
KtôøzãpAðþ Gõkðl Þú kouBë 4991 ìõÖÜ ylðl GB Oßñýà |AæürA
ðvHQ Gú oküBGþ ôOzhýÀ Aüò ÎBìê Î×õðþ AÚlAï Þññl. AüzBó
ìýrAó @èõkâþ ðíõðú øBÿ yýpkAìùBÿ OdQ Gpouþ oA OB 51 ko¾l
AÎçï ðíõkðl (9). kouBë 4002 |tnarG| ôøíßBoAó Aqoô} ÞzQ

|*|)@kox GpAÿ ìßBOHú: yùpÞpk, kAðzãBû @qAk Auçìþ ôAcl yùpÞpk, ìpÞrOdÛýÛBR
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Gú ìñËõoOzhýÀ ìBüßõGBÞPpüõïAuP×Bkû Þpkðl (01). GB OõWú Gú
ìzßçR ìpGõÉ Gú oô} ÞzQ ôWlAuBqÿ GBÞPpÿ AqìlÖõÑ ô
Îlï kÚQ ÞBÖþ oô} øBÿ upôèõsüßþ Gú ôütû AæürA, AuP×Bkû Aq
oô} øBÿ ìõèßõèþ GpAÿ OzhýÀ Aüò GBÞPpÿ AøíýQ qüBkÿ
kAok. ølÙ AqAðXBï Aüò Ktôø{ OzhýÀ GýíBoÿ üõó AqÆpüÜ
oküBGþ ìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýw||Gú ôuýéú |RCP detseN|
ìþ GByl.

ìõAk ôoô} øB ||
Aüò Ktôø{ Gú ¾õoR Oõ¾ý×þ–ìÛÇÏþ Gpoôÿ 021 ðíõðú

ìlÖõÑ âBôøBÿ ìzßõá Gú GýíBoÿ üõó (ôAWl Îçüî Þéýñýßþ),
koyùpuPBó yùpÞpk AðXBï yl. Gú ìñËõoAuPhpAZ |AND| AqÞýQ
AuPhpAZ |AND| uBgQ ypÞQ uýñBsó |)noitacifiruP AND

TIK MTPND(| AuP×Bkû yl. |AND| øBÿ AuPhpAZ ylû OB qìBó
AðXBï |RCP| koÖpüro02– koWú uBðPýãpAk ðãùlAoÿ ylðl. AèHPú GB
OõWú Gú ÒéËQ GBæÿ ÎõAìê GBqkAoðlû ÿ |RCP| koìlÖõÑ, ÚHê Aq
AuPhpAZ |AND|, ðíõðú øB Gú ðvHQ  1 Gú 05 oÚýÜ uBqÿ ylðl.
@qìBü{ |RCP-detseN| AqqôZ KpAüípøBÿ ÆpAcþ ylû GpAÿ
yñBuBüþ só |009SI| Aqoôyþ Þú Gú ôuýéú, |ihgeneM eD| kouBë
5002 AuP×Bkû yl (3). koOíBìþ @qìBüzBR |RCP| AqyBøl ìTHQ
ôìñ×þ AuP×Bkû yl. Gú ÎñõAó ÞñPpë ìTHQ Aq|AND| uõüú AuPBðlAok
GBÞPpÿ ìnÞõoAuP×Bkû ylû AuQ ôÞñPpë ìñ×þ kAoAÿ Þéýú
ôAÞñzãpøBÿ |RCP| GXr|AND| Aèãõìþ GByl Þú øî cXî @ó @J
ìÛÇpAÂBÖú ìþ âpkk.

|RCP| ìpcéú Aôë: GpAÿ AðXBï ìpcéú Aôë |RCP| AqKpAüípøBÿ
3-GGATTCGCTGCCGGGGCTTG-5 :F1-oSI| ô
3-AGTGCACCCGCTAGCTGGAG-5 :R1-oSI|

AuP×Bkû yl. ôAÞñ{ âpøBÿ ìpGõÉ Gú |RCP| ìpcéú Aôë kocXî
ðùBüþ 52 ìýßpôèýPpGB øî ìhéõÉ âpkülðl. Aüò ìhéõÉ yBìê 5/2
ìýßpôèýPpAq|AND| ÿ Aèãõ, 2/0 ìýßpôìõë AqøpKpAüíp, 002
ìýßpôìõë |xiM PTNd|, 5/1 ìýßpôìõë |

2
lCgM| ô5/2 ìýßpôèýPp

GBÖp|RCP| ô5/2 ôAcl Aq@ðrüî |esaremyloP AND qaT| Þú
øíãþ AqypÞQ uýñBsó AüpAó Oùýú ylû Aðl, ìþ|GByl. uLw 02
ìýßpôèýPpoôÒò ìÏlðþ AuPpüê GpAÿ Wéõâýpÿ Aq@èõkâþ ôOHhýp,
Gú ìhéõÉ ôAÞñ{ |RCP| AÂBÖú âpkül. ôAÞñ{ âpøBÿ |RCP| oôÿ
üi GB øî ìhéõÉ yl ôGçÖB¾éú ðíõðú øB kokuPãBû OpìõuBüßép
|)ynamreG ,frodneppE ,tneidarG relcycretsaM(| ÚpAo
kAkû ylðl ôGpðBìú ÿ cpAoOþ ìõok AuP×Bkû yBìê: 59 koWú uBðPþ
âpAk 5 kÚýÛú, uLw 03 ̂pgú kìBüþ Gú OpOýI 49 koWú uBðPþ âpAk
1 kÚýÛú, 85 koWú uBðPþ âpAk 1 kÚýÛú ô27 koWú uBðPþ âpAk 1
kÚýÛú ôüà ìpcéú ðùBüþ 27 koWú uBðPþ âpAk 5 kÚýÛú OñËýî
âpkül. ||

|RCP| ìpcéú kôï:GpAÿ AðXBï ìpcéú kôï |RCP| AqKpAüípøBÿ |
3-GGTTAGCGTAGAGAGTTAATCGCC-5 :F2-iSI|
ô|3-GCTCCGGCGCGACGACCTCAACTAA-5 :R2-iSI|
AuP×Bkû yl. koAüò ìpcéú øíú ypAüÈ ìBðñl ìhéõÉ ôAÞñ{ âpøBÿ
|RCP| ôGpðBìú qìBðþ ôkìBüþ ìÇBGÜ ìpcéú Aôë Gõk GB Aüò O×BôR Þú
|AND| Aèãõÿ ìõok AuP×Bkû yBìê 5/2 ìýßpôèýPpAqìd¿õë
|RCP| ìpcéú Aôë ìþ GByl Þú Gú ðvHQ 1 Gú 001 oÚýÜ ìþ âpkk ôGú
ìhéõÉ ôAÞñ{ AÂBÖú ìþ yõk. uLw ìd¿õæR |RCP| GB së
@âBoq5/1 ko¾l AèßPpôÖõoqâpkül ôOõuÈ AOýlüõï GpìBül oðä
@ìýrÿ yl ôGB AuP×Bkû Aqðõo|VU| ìõok AoqüBGþ ÚpAoâpÖQ.

ðPBüY
Þý×ýQ |AND| øBÿ AuPhpAZ ylû Kw AqAèßPpôÖõoqoôÿ së

@âBoq, ìzBølû ôìõok OBüýl ÚpAoâpÖQ ôGpAÿ AðXBï |RCP-detseN|
ìñBuI OzhýÀ kAkû yl. Aq021 ðíõðú ìõok ìÇBèÏú GB oô} RCP|,
ko22| ðíõðú (33/81%) GBðl 032 W×Q GBqÿ ìzBølû yl (yßê
1). GB OõWú Gú AuP×Bkû AqÞñPpë ìTHQ ôìñ×þ koOíBìþ ìpAcê
@qìõó|øBÿ AðXBï ylû ènA ðíõðú|øBüþ Þú Gú Aüò oô}, AqèdBÍ
cÃõoìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýwìTHQ ârAo} ylðl, Aq
kÚQ ÞBÖþ GB Aoq} Ozhý¿þ ôÞBoGpkÿ GpgõokAoðl.
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yßê 1– ðPBüY cB¾ê Aq|RCP detseN| GpAÿ OzhýÀ ìBüßõGBÞPpüõï
KBoAOõGpÞýéõuýw. M| uBürìBoÞp|(pb(|001, yíBoû|øBÿ 1ô2 ðíõðú|øBÿ @èõkû ô
yíBoû|øBÿ 3ô4 ðíõðú øBÿ ìñ×þ ìþ|GByñl. yíBoû 5 ô6 Gú OpOýI ÞñPpë ìTHQ ôìñ×þ
ìþ|GByl.



GdU
ìõÖÛýQ GpðBìú øBÿ ÞñPpë GýíBoÿ üõó Gú ôWõk üà oô}

Ozhý¿þ upüÐ ôkÚýÜ ðýBqkAok Þú Gõuýéú @ó GPõAó cýõAðBR ðBÚê
Aüò ÎBìê Î×õðþ oA OzhýÀ ôÞñPpë ðíõk. GB ôWõk AGlAÑ
oô}|øBÿ âõðBâõó OzhýÀ ìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýw|,
kocýõAðBR, AìB GßBoâýpÿ GvýBoÿ AqAüò Oßñýà øB ìvPérï ¾pÙ
ôÚQ ôørüñú øBÿ ârAÖþ ìþ|GByl. GB ÞzØ ôAÞñ{ qðXýpû|Aÿ
KéýípAqìdÛÛBó ðvHQ Gú GßBoâýpÿ Aüò oô} Aoqyíñl ko
OzhýÀ ÎõAìê Î×õðþ, Gú ôütû ìýßpôAoâBðývî|øBÿ ÒýpÚBGê
ÞzQ ôüB küpoyl OzõüÜ ylðl. ìBüßõGBÞPpüõï
KBoAOõGpÞýéõuýw||Þú ÎBìê GýíBoÿ üõó kokAï øB ìþ|GByl,  Gú
ÎéQ GýíBoürAüþ ìzPpá Gýò AðvBó ôcýõAó ôgvBoAR ðByþ Aq
ÞBø{ Oõèýl koâéú øBÿ koâýpAqAøíýQ qüBkÿ GpgõokAo
ìþ|GByl.

|aibbeN| ôøíßBoAó kouBë 6002 GB AuP×Bkû AqOßñýà
|RCP-detseN| AÚlAï Gú OzhýÀ ìõèßõèþ ìBüßõGBÞPpüõïko
yýpâõu×ñl ôGrðíõkðl. ðPBüY OdÛýÛBR Aüò ìdÛÛBó ðzBó kAk,
Þú kokAï øBÿ @èõkû ôkAoAÿ GBÞPpÿ (upï ìTHQ) ko9 oAx Aq51
oAx kAï GB oô} |RCP| @èõkû OzhýÀ kAkû ylðl ôkokAï|øBüþ Þú
ðvHQ Gú Aüò ÎBìê Î×õðþ upï ìñ×þ Gõkðl, 4 ìõok AqGýò 41 ìõok
ìTHQ OzhýÀ kAkû ylðl (3). øí̀ñýò oô} Wlül |RCP|
OõuÈ ìdÛÛýò küãpÿ GB oô} oðä @ìýrÿ Æç ôðÛpû ìõok ìÛBüvú
ÚpAoâpÖQ ôðPBüY @ó ðzBó køñlû cvBuýQ ÞíPpoô} oðä
@ìýrÿ Æç ôðÛpû ðvHQ Gú oô} |RCP| koOzhýÀ ÎBìê GýíBoÿ
üõó Gõk (11). ||

Gpgþ AqKtôø{ øBÿ ¾õoR âpÖPú kouBë øBÿ AgýpðzBó
kAkû AuQ Þú oô} |RCP| uBkû ôüà ìpcéú Aÿ koGpgþ AqìõAok
ÚBkoGú OzhýÀ kÚýÜ ÎBìê Î×õðþ ìBüßõGBÞPpüõï
KBoAOõGpÞýéõuýw||Gú ôütû koypAüÈ ìÛlAoÞî |AND| AèãõðývQ.
Gú øíýò kèýê GpAÿ OzhýÀ Aüò ÎBìê Î×õðþ koAüò OdÛýÜ Aq
oô} ìÇíEò OpôcvBx|Op|RCP-detseN| Gú kèýê OõAðBüþ
WvPXõôOßTýpìÛBküpGvýBoAðlá |AND|, AuP×Bkû yl. AqÆpÖþ
OzhýÀ ìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýw||koìlÖõÑ AqAøíýQ
ôütû|Aÿ GpgõokAoAuQ. qüpA ìùíPpüò oAû AðPzBoAüò GBÞPpÿ, Kh{
ìlÖõÑ cýõAðBR @èõkû koìdýÈ ìþ GByl. üßþ AqìrAüBÿ oô}
GßBooÖPú koAüò ìÇBèÏú Aüò AuQ Þú, Gú ¾õoR ìvPÛýî ôGlôó
ðýBqGú ÞzQ ôüB AÆçÑ AqôÂÏýQ GBèýñþ ôÞéýñýßþ kAï ìþ|OõAó Gú

Gpouþ ðíõðú øBÿ ìlÖõÎþ âpÖPú ylû AqkAï KpkAgQ ôGB AÆíýñBó
qüBkÿ uçìQ ôüB @èõkâþ kAï ìpGõÆú oA ðvHQ Gú ìBüßõGBÞPpüõï
KBoAOõGpÞýéõuýw||ârAo} ðíõk. GB OõWú Gú Aüñßú cýõAó @èõkû
ÎçDî GBèýñþ gB¾þ Aqgõk Gpôqðíþ|køl ôGú kèýê GÛBÿ
ìBüßõGBÞPpüõï KBoAOõGpÞýéõuýw||koÆõë KBuPõoürAuýõó (5),
ènA OzhýÀ upüÐ ôkÚýÜ Aüò GBÞPpÿ GB AuP×Bkû Aqoô}
|RCP-detseN| AøíýQ qüBkÿ kAok.

ðPýXú|âýpÿ 
ðPBüY OdÛýÜ cBÂpðíBüBðãpOõAðBüþ ôkÚQ @qìBü{ ÆpAcþ

ylû GpAÿ OzhýÀ ôOßTýpìñBuI só |009SI| koìhéõÉ
ôAÞñ{ ìþ GByl. Gú kèýê @ó Þú sðõïìBüßõGBÞPpüõï
KBoAOõGpÞýéõuýw kAoAÿ 01 ÞLþ Aqsó |009SI|ìþ GByl ènA OßTýp
só ìnÞõoGB |RCP| OõAó OzhýÀ GýíBoÿ üõó oA cPþ koìpAcê
Aôèýú GýíBoÿ Þú OÏlAk ìýßpôAoâBðývî øB ðB̂ýrAuQ kAoA ìþ GByl.
||

OzßpôÚlokAðþ
ðõüvñlâBó Aüò ìÛBèú Aqcõqû ìÏBôðQ Ktôøzþ kAðzãBû @qAk

Auçìþ ôAcl yùpÞpk Gú kèýê cíBüQ|øBÿ ìBèþ ôAWpAüþ ÞíBë
AìPñBó oA kAoðl.
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Detection of Mycobacterium paratuberculosis by Nested
PCR in dairy cattles suspected to john's disease

Abbas Doosti1, Saadat Moshkelani1

1Biotechnology Research Center, Islamic Azad University, Shahrekord Branch, Shahrekord, Iran

Abstract
Backgorund and Objectives: Johne's disease is a chronic intestinal disease of domestic and

wild ruminants that is caused by Mycobacterium paratuberculosis. So that Mycobacterium
paratuberculosis is a widespread zoonotic disease. It is necessary to prevent it and the elimi-
nation of its agent needs the attention of corresponding managers. The aim of this study is
based on the use of Nested PCR as an accurate and rapid method to detection of
Mycobacterium paratuberculosis bovine feces.

Material and Methods: Fecal samples from 120 dairy cattle were collected and DNA
extraction was performed from the samples. Then, samples were evaluated with specific
primers for the Mycobacterium paratuberculosis-specific IS900 gene by Nested-PCR assay.
Finally, PCR products were electrophoresis on agarose gel. 

Results: In total, from 120 samples were enrolled in this study, 22 specimen (18.33%) were
found positive on the basis of Nested-PCR analysis.

Conclusion: Nested PCR technique is considered as a fast, reliable and affordable assay to
detect Mycobacterium paratuberculosis.
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