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  چكيده

هاي هاي مولد بيماري سقط جنين از اولويتارايه روشي مناسب براي تشخيص سريع و دقيق باكتري

 Real Timeهدف از اين تحقيق بهينه كردن يك روش مبتني بر . وقع اين بيماري استكنترل و درمان به م

PCR كمپيلوباكتر، بروسلا، يرسينيا و سالمونلا(مهم مولد سقط جنين  به صورت همزمان براي چهار باكتري (

هاي يي كه برههانمونه از دام 85هاي سقط كرده و نمونه از دام 132(نمونه سواب واژينال  217تعداد . بود

 بروسلا وسالمونلا، يرسينيا  براي سه باكتريهاي استان زنجان گرفته شده و از گوسفند) سالم به دنيا آوردند

 .خريداري شد PTCCهاي صنعتي ايران ها و باكتريآوري قارچمركز جمعها از هاي خالص آننيز نمونه

-باكتري DNAبر روي نمونه مونلا و يرسينيا بروسلا، سال، آغازگر هاي اختصاصي DNAپس از استخراج 

به عنوان عامل سقط جنين  كمپيلوباكترهاي خريداري شده مورد بررسي قرار گرفتند و پس از مشخص شدن 

، )دام سالم 85نمونه از  29دام سقط كرده و  132نمونه مثبت از  68(هاي استان زنجان در تعدادي از نمونه

نتايج اين . نيز سنجيده شد Real Time PCRهاي مختلف با استفاده از قتدر ر كمپيلوباكتردقت آغازگر 

ها در شرايط يكسان با آغازگرهاي اختصاصي خود به صورت همزمان با بررسي نشان داد كه همه باكتري

Real Time PCR  هاي ايجاد شده حتي تا يك كپي نيز در تمام رقت كمپيلوباكترقابل تكثير بوده و آغازگر

  . وم هم قادر به تشخيص و تكثير باكتري بوده استاز ژن

  .، گوسفند افشاري، كمپيلوباكتر، سقط جنينReal Time PCR :كلمات كليدي
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  مقدمه

يكي از مسايل عمده در صنعت دامپروري كه 

هاي دامپزشكان و دامداران در رابطه با بيماري

 .باشداند، سقط جنين ميگوسفند و بز با آن مواجه

هاي كه از عوامل مهم واصلي زيان جنين سقط

- هاي گوسفند و بز به حساب مياقتصادي در گله

آيد، توسط چندين عامل عفوني و غيرعفوني ايجاد 

ها مهمترين باكتري .)Striaton, 1998( گرددمي

هاي اهلي هاي عفوني در دامعلت سقط جنين

 ,.Sadeghi et al., 2008; Agerholm et al(هستند 

ها اغلب خيص بسياري از اين باكتريتش). 2006

مبتني بر جدا سازي باكتري با استفاده از كشت 

نمونه از افراد مشكوك به بيماري و يا تعيين تيتر 

آنتي بادي ويژه مربوط به بيماري بوده است كه هر 

امروزه . هايي دارنديك مشكلات و محدوديت

هاي مبتني بر اسيدهاي نوكلئيك در استفاده از روش

. اي پيدا كرده استها جايگاه ويژهشخيص بيماريت

به دليل آنكه   PCRها با استفاده از انجام آزمايش

باكتري است و با توجه به   DNAمبتني برتشخيص

اينكه مستقيما قادر به تشخيص باكتري عامل 

گيري در مورد راه حل بيماري است، براي تصميم

اي ژهمناسب، براي مواجهه با بيماري ارجحيت وي

 Hajia et al., 2007; Ghosian Moghadam( دارد

et al., 2008; Maleknejad et al., 2007; 
Mohammadabadi et al., 2004; 

Mohammadabadi et al., 2011.(  در يك بررسي

جنين سقط  105بر روي تشخيص كمپيلوباكتر در 

شده گاو در تركيه از چهار روش 

ايمنوهيستوشيميايي، پاتولوژي، ميكروبيولوژي و 

PCR Real- Time  روشPCR Real- Time 

بهترين و دقيقترين روش با بيشترين تعداد نمونه 

ين ر اد ).Tuzcu et al., 2010(مثبت شناخته شد 

براي  Real Time PCR بهينه كردن ،مطالعه هدف

، 1كمپيلوباكترشخيص همزمان چهار باكتري ت

بود كه پس از  4و سالمونلا 3، يرسينيا2بروسلا

تشخيص كمپيلوباكتر به عنوان عامل سقط جنين در 

تست حساسيت اين باكتري نيز در استان زنجان 

هاي مثبت مورد بررسي قرار تعدادي از نمونه

  .تگرف

  

  هامواد و روش

  گيرينمونه

نمونه  132(نمونه سواب واژينال  217تعداد 

هايي كه نمونه هم از دام 85هاي سقط كرده و از دام

هاي استان از گوسفند) هاي سالم به دنيا آوردندبره

سالمونلا، ( براي سه باكتريزنجان گرفته شده و 

ز ها اهاي خالص آننيز نمونه) يرسينيا و بروسلا

هاي صنعتي ايران ها و باكتريقارچ آوريجمعمركز 

PTCC
  .خريداري شد 5

  

                                                           
1
 Campylobacter  

2
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3
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4
 Salmonella  

5
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  DNAاستخراج 

- هاي واژينال ميشاز سواب DNAاستخراج 

هاي بروسلا، هاي زنجان و همچنين باكتري

-سالمونلا و يرسينيا با استفاده از خالص سازي فنل

هاي به طور خلاصه نمونه. كلروفرم انجام گرفت

ميلي ليتري  2هاي در ميكروتيوب سواب موجود

 STDبافر  ذوب شده و يك ميلي ليتر از

)Tween20 %5/0M MgCl2.6H20,0025/0 M 

KCl,05/0 M Tris-HCl [pH 8.3],01/0(. ها به آن

 g×ها به مدت يك دقيقه در نمونه. اضافه گرديد

 200حاصل در  رسوبسانتريفيوژ شده و  16000

 10حاوي ) TE )Tris- EDTAميكروليتر از بافر 

حل ) SDS )Sodium Dodecyl Solfateدرصد 

درجه  56ها به مدت يك ساعت در نمونه. شد

ها با نمونه DNA گراد انكوبه شده و نهايتا سانتي

  .خالص سازي فنل كلروفرم استخراج شدند

  

  آغازگرطراحي 

ها، توالي هاي آغازگربراي طراحي اختصاصي 

مختلف از سايت ي گرفته شده براي باكتري ها

NCBI )www.ncbi.nlm.nih.gov( توسط نرم افزار

ClC Main Workbench گشته و  1مقايسه

 2هاي متغيرهاي پيشرو و پيرو از قسمتآغازگر

ها پس از طراحي آغازگراين . ها طراحي شدندتوالي

براي بررسي ( Fast PCRتوسط نرم افزارهاي 

                                                           
1
. alignment 

2
. variable 

)  زگرآغا 3براي بررسي تاخوردگي( Mfold، )دايمر

هاي ، تواليآغازگر آيا براي تست اينكه( Blastو 

موجود ديگر را تكثير مي كند يا  DNAمشابه يا 

ها در آغازگر. مورد بررسي قرار گرفتند)  ؟ خير

  .اندجدول زير آورده شده

  

PCR هامعمولي و الكتروفورز نمونه  

ميكروليتر  25با حجم نهايي  PCRواكنش 

ميلي مولار  KCl ،20ميلي مولار  50حاوي 

)3/8pH= (Tris-HClمولار ، دو ميليMgCl2 ،1/0 

،  dNTPميكرومولار از هر   Tween20 ،200درصد 

 Taqواحد  8/0ميكرومولار از هر آغازگر و  25/1

Enzyme سازي اوليه پس از واسرشته .انجام گرفت

سيكل به  C95 ،30˚به مدت پنج دقيقه و در دماي 

ته سازي به مدت يك براي واسرش( C95˚صورت 

براي اتصال پرايمر به مدت ( C55˚تا C52˚، ) دقيقه

براي بسط و تكثير به مدت ( C72˚و ) يك دقيقه

انجام شده و در نهايت يك بسط نهايي ) يك دقيقه

. به مدت پنج دقيقه انجام گرديد C72˚در دماي 

ها براي اطمينان از تكثير باند مربوطه بر سپس نمونه

  .الكتروفورز شدنددرصد  3/1 ژل آگارزروي 

  
PCR Real Time  

 PCR Real Timeبراي انجام واكنش هاي 

ساخت  3000مدل ( Rotor- Geneاز دستگاه 

براي . استفاده شد Corbett Research)كمپاني 

                                                           
3
. Folding or hairpain 
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تكثير هر يك جفت آغازگر، يك مخلوط اصلي 

. تهيه گرديد) DNAهمه مواد واكنش به استثناي (

. ميكروليتر تنظيم گرديد 25 حجم نهايي هر واكنش

ليست اجزاي به كار رفته در واكنش به همراه 

  . آمده است 4-2ها در جدول غلظت نهايي آن

  

  

  .خصوصيات آغازگرهاي مورد استفاده در اين پژوهش - 1جدول 
Table 1- The characteristics of used primers in this study. 

  
 تكثيرول ط  Bactery باكتري  Reference منبع

Amplicon 
Length  

   Primers هاآغازگر  Gene ژن

Trkov and 
Avgusˇtin ,2003  

Salmonella enterica  402  bp  16s rRNA  F: ACGGTAACAGGAAGMAG  
R: TATTAACCACAACACCT 

  اين پژوهش

This study 

Brucella ovis  200 bp  ompA  F: GACGCCATCCAGGAACAG 
R: GTATACGATCTGGTCCTGC  

 پژوهشاين 

This study 

Campylobacter fetus  265 bp  16s rRNA  F: TTTGTTAGGGAAGAACCATG 
R: CGCAATGGGTATTCCTGGT  

 اين پژوهش

This study 

Yersinia tuberculosis  166 bp  ompA  F: CTCTTCTACTTATGATATCGG 
R: ACATTACAGCCAGGTATACGT 

  

 .Real Time PCRاستفاده جهت واكنش  مواد مورد - 2جدول 

Table 2- Used materials for the Real Time PCR. 

  Used Amount مقدار استفاده شده  Matters name نام ماده

SYBR Grean PCR Master Mix 12.5µl  

  Primer Forward 1µl آغازگر پيشرو

  Reverse Primer 1µl آغازگر پيرو

  DNA Sample  DNA  3µlنمونه 

 RNase  RNase free water 7.5µl آب استريل بدون 

  total  25µl جمع
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  .Real Time PCRبرنامه زماني و دمايي مورد استفاده در واكنش  –3جدول
Table3- Temperature and Time Program in Real Time PCR. 

  Time زمان Temperature دما Cycle چرخه
 مرحله

Stage 
 دور1

1 Cycle  
50˚C  2 min  تيمار اوليه Hold 1  1  

 Hold 2 2 سازي اوليهفعال Cycle 95˚C 5 min 1 دور 1

 Cycle 40 دور 40

95˚C 20 sec 
 سازيواسرشت

Denaturation  
3 

52˚C 20 sec اتصال آغازگر Annealing 4 

60˚C 20 sec 
 تكثير قطعه مورد نظر

Extension 
5 

  

مربوط به باكتري  آغازگربررسي حساسيت 

 Real time PCR كمپيلوباكتر با استفاده از

هاي تشخيص آغازگرمعمولي،  PCRبه جز 

 PCR Realدهنده باكتري كمپيلوباكتر با استفاده از

time  مربوطه  آغازگرو به منظور بررسي حساسيت

به اين صورت كه . نيز مورد بررسي قرار گرفتند

تكثير شده براي اين  PCRيكي از محصولات 

ظت به توجه به غل باكتري، نانودراپ شده و با

، تعداد باكتري در هر و طول قطعه دست آمده

بافر محاسبه گرديد ) copy number(ميكروليتر 

هاي با تعداد باكتري PCRسپس از اين مخلوط 

تا يك نسخه از  10 10هاي مختلف از مشخص رقت

 Real time PCRتهيه گرديد پس از انجام باكتري 

در تعدادي از اين رقت ها مشخص گرديد كه 

هاي مورد نظر قدرت تشخيص اين باكتري زگرآغا

را در هر رقت از باكتري دارند و همه رقت هاي 

باكتري مورد نظر منحني تكثير را با توجه به 

در نهايت منحني استاندارد . شان نشان دادندغلظت

هاي مختلف و همچنين به دست براي مقايسه رقت

مشخص هاي  Ctهاي ديگر در آوردن غلظت نمونه

 .گرديدرسم 

  

تهيه منحني استاندارد به منظور برآورد كارايي 

  واكنش

استخراج ( باكتري DNA اي ازابتدا نمونه

مورد  )هاي افشاريهاي سقطي ميششده از نمونه

سپس يك سري از  و شدهتكثير  PCRنظر توسط 

محصولات (مورد نظر DNAهاي شناخته شده رقت

PCR (مقدار  براي تهيه منحني استاندارد و تخمين

زيابي كارايي مورد نظر براي ار DNAآغازين 

لگاريتم غلظت شناخته شده از . رفتكار واكنش به

  ها بر غلظت ارزش واحدxهر سري رقت محور 

Ct شدبراي آن غلظت رسم .  
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 Realحاصل از واكنش كاربرد منحني استاندارد 

time PCR  
هاي به دست آوردن غلظت نمونهجهت 

 16s rRNAژن از  ،Ctير مجهول بر حسب مقاد

كمپيلو باكتر پس از تعيين تعداد كپي ها و تهيه رقت 

منحني استاندارد به دست آمده با هاي مختلف و 

  .به بالا استفاده گرديد 85/0ين ضريب تبي

  

  هاي توالي باكتري محاسبه تعداد نسخه

نسخه هاي  دبراي به دست آوردن تعدا

ول مورد غلظت محص ،باكتري در يك ميكرو ليتر

با استفاده از  تكثير شدهنظر به همراه طول قطعه 

 calculator for determining the number لينك

of copies of tempelet 
)cels.uri.edu/gsc/cndna.html  ( شده و محاسبه

  .هاي مختلف ايجاد گرديدرقت

  

  نتايج و بحث

  معمولي PCRنتايج 

 DNAهاي براي نمونه PCRپس از انجام 

نمونه  132مورد از  68وردنظر در استان زنجان م

كرده و با بره ناقص هاي سقطگرفته شده از ميش

نمونه  85مورد از  20همچنين  و )درصد 9/51(

هاي سالم بدنيا آورده بودند داراي كه بره ييهادام

 52/23(بودند براي كمپيلوباكتر مثبت  PCRنتايج 

هاي مثبت كه يكي از اين نمونه) 1شكل ( )درصد

در بررسي اين . براي تست حساسيت استفاده گرديد

هاي سالمونلا، بروسلا و يرسينيا آغازگرها با نمونه

 DNAهيچ مورد مثبتي يافت نشد و هر يك از 

 آغازگرهاي خريداري شده به خوبي با باكتري

  ).2شكل (اختصاصي خود تكثير يافتند 

  

 يابي براي قطعه تكثير شده بانتايج توالي

  پرايمرهاي مربوط به كمپيلوباكتر

قطعه تكثير شده توسط جفت پرايمر  

 bpاختصاصي براي جنس كمپيلوباكتر يك قطعه 

كه پس از ). 1شكل (بود srRNA 16براي ژن  266

تكثير، از روي ژل آگارز استخراج و خالص سازي 

 ABI 3730XL DNA شده و با استفاده از سيستم 

Analyzer Bioneer يابي شد ي تواليكره جنوب

توالي خوانده براي ) Blast(تطابق عمل ). 3شكل (

هاي داده هاي موجود در پايگاهشده با توالي

 100انجام شد كه اين توالي NCBIبيولوژيكي 

هاي گونه s rRNA 16درصد مشابهت را با توالي ژن

سپس توالي خوانده . مختلف كمپيلوباكتر نشان داد

طراحي پرايمر از روي كه  s rRNA 16 شده با ژن

با برنامه ) Alignment(مورد مقايسه  آن انجام شد

VECTOR NTI  به طور ). 4شكل (قرار گرفت

هاي مارا براي وجود يافته ،يابينتايج تواليكلي 

  .كمپيلوباكتر تاييد نمود
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و  باكتركمپيلوهاي اختصاصي جنس آغازگرو  PCRهدف با استفاده از  DNAتكثير اختصاصي  - 1شكل 

هاي نمونه fو  d ،e، نمونه دام سالم: cكنترل منفي، : a:DNA Ladder 100 bp  ،bها به ترتيب، چاهك

، از آب مقطر DNAدر نمونه كنترل منفي به جاي (اند سقطي كه باند مربوط به كمپيلوباكتر را نشان داده

  ).استريل استفاده شد
Figure 1- Specific amplification of target DNA by PCR and specific primers for 

Campylobacter and lans respectively: a: DNA Ladder 100 bp. b: negative control. c: healthy 

samples. d, e and f: aborted samples that were positive for campylobacter (in negative 

control was used of sterile distilled water instead DNA). 
 

  
: salو  يرسينياباكتري : yer، بروسلاباكتري : bru. هاباندهاي مربوط به تكثير كنترل مثبت باكتري -2شكل 

  .سالمونلا
Figure 2- bands related to amplification of bacteria positive controls. bru: Brucella, yer: 

Yersinia and sal: Salmonella. 
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GGGGAAATAAGGAGCACATGACGTACATCACGCGCTGGCAGCGCTACAGTGTACTA
CGGAGACGTCGCAAGCGTTACTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGACGCGTAGGCGGA
TTATCAAGTCTTTTGTGAAATCTAATGGCTCAACCATTAAACTGCTTGAGAAACTGAT
AATCTAGAGTGAGGGAGAGGCAGATGGAATTGGTGGTGTAGGGGTAAAATCCGTAG
AGATCACCAGGAATACCCATTGCGA  

با خوانش از سر  كمپيلوباكترپرايمرهاي اختصاصي  PCRابي براي محصول ينتايج توالي - 3شكل 
Forward 

Figure 3- The results of sequencing for PCR product of specific primers for Campylobacter 

with the reading of the forward. 
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                 1                                               50 
    Cam 2    (1) TTTTGTTAGGGAAGAACCATGACGGTACCTAACGAATAAGCACCGGCTAA 
 CAM-NCBI    (1) TTTTCTTAGGGAAGAAATTTGACGGTACCTAAGGAATAAGCACCGGCTAA 
Consensus    (1) TTTT TTAGGGAAGAA   TGACGGTACCTAA GAATAAGCACCGGCTAA 
                 51                                             100 
    Cam 2   (51) CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAA 
 CAM-NCBI   (51) CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAA 
Consensus   (51) CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAA 
                 101                                            150 
    Cam 2  (101) TCACTGGGCGTAAAGGACGCGTAGGCGGATTATCAAGTCTTTTGTGAAAT 
 CAM-NCBI  (101) TCACTGGGCGTAAAGGACGCGTAGGCGGATTATCAAGTCTTTTGTGAAAT 
Consensus  (101) TCACTGGGCGTAAAGGACGCGTAGGCGGATTATCAAGTCTTTTGTGAAAT 
                 151                                            200 
    Cam 2  (151) CTAATGGCTCAACCATTAAACTGCTTGAGAAACTGATAATCTAGAGTGAG 
 CAM-NCBI  (151) CTAATGGCTCAACCATTAAACTGCTTGAGAAACTGATAATCTAGAGTGAG 
Consensus  (151) CTAATGGCTCAACCATTAAACTGCTTGAGAAACTGATAATCTAGAGTGAG 
                 201                                            250 
    Cam 2  (201) GGAGAGGCAGATGGAATTGGTGGTGTAGGGGTAAAATCCGTAGAGATCAC 
 CAM-NCBI  (201) 
GGAGAGGCAGATGGAATTGGTGGTGTAGGGGTAAAATCCGTAGAGATCAC 
Consensus  (201) GGAGAGGCAGATGGAATTGGTGGTGTAGGGGTAAAATCCGTAGAGATCAC 
                 251                                            300 
    Cam 2  (251) CAGGAATACCCATTGCGA 
 CAM-NCBI  (251) CAGGAATACCCATTGCGA 
Consensus  (251) CAGGAATACCCATTGCGA                                 

و توالي تكثير شده  NCBIدر سايت  rRNA s16والي موجود براي ژن ت )alignment(مقايسه  -4شكل 

  در اين پژوهش كمپيلوباكتربراي 
Figure 4- alignment for available sequence of 16s rRNA gene in NCBI and Campylobacters 

amplified sequence in this study. 

  

 Realها با استفاده از آغازگربررسي همزمان 

time PCR 

ها در شرايط مساوي و در دماي آغازگرهمه 

توانند تكثير را به طور همزمان مي C˚ 52 اتصال

انجام دهند براي بررسي درستي اين مطلب و 

ها به همچنين بررسي و بهينه سازي تكثير باكتري

اين چهار  اين روش براي  Real time PCRروش

 رديدكه داراي نمونه مثبت بودند انجام گ آغازگرتا 

 ).6و  5شكل (و نتايج به صورت زير به دست آمد 

بر ديگر روش  Real Timeاز جمله محاسن روش 

ها به سرعت و حساسيت بالا، عدم نياز به دستگاه 

و در نتيجه به حداقل ) UVزير اشعه ( 1بررسي ژل

گيري رساندن ميزان آلودگي و توانايي در اندازه

ين مطالعه با در ا. هاي ژن اشاره نمودميزان كپي

طراحي آغازگرهاي اختصاصي هر باكتري در 

ها شرايط يكسان با بقيه امكان تكثير همزمان باكتري

                                                           
1
 Gel Document 
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اي براي تشخيص عامل اسهال در مطالعه. فراهم شد

براي تشخيص همزمان  PCR Real- Timeگاوي از 

هاي كمپيلوباكتر ژژوني، شيگلا، يرسينيا و باكتري

  ).Wiemer et al., 2011(سالمونلا استفاده گرديد 

  

  
 bpبه طول  يرسينياو  bp200 با طول قطعه بروسلانمونه هاي مثبت دو باكتري  Real time PCR - 5شكل 

  .به طور همزمان 166
Figure 5- Real time PCR of positive samples of Brucella with 200 bp length and Yersinia 

with 166 bp length Simultaneously. 

  
 bp 402به طول ) دو نمونه اول(نمونه هاي مثبت دو باكتري سالمونلا  Real time PCR - 6شكل 

 .به طور همزمان bp266 با طول قطعه ) دو نمونه بعدي(وكمپيلوباكتر 

Figure 6- Real time PCR of positive samples of Salmonella (two first samples) with 402 bp 

length and Campylobacter (two other samples) with 266 bp length Simultaneously. 
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  تست حساسيت كمپيلوباكتر

- در مورد باكتري كمپيلوباكتر يكي از نمونه

و تعيين غلظت به روش  PCRهاي مثبت پس از 

مختلف تهيه گرديد و هفت تا از  هايگفته در رقت

مجددا مورد  Real Time PCRها در اين رقت

دقت بالا  ها باتمامي اين رقت. زمون قرار گرفتندآ

اختصاصي كمپيلوباكتر  آغازگرتكثير شده و 

در  .توانست تا يك كپي از ژنوم را هم تكثير كند

نيز براي ) Levett et al )2005 يك بررسي

هاي مختلف لپتوسپيرا و اختصاصي تشخيص سويه

بودن آغازگرها از اين روش استفاده كرده و 

ند كارايي آغازگرهاي طراحي شده خود را در توانست

هاي بيماري زا و غير بيماري زاي تمايز سويه

نيز در ) Fowden et al )2010. لپتوسپيرا نشان دهند

هاي كمپيلوباكتر يك بررسي بر روي تشخيص گونه

در يك سيستم امنيت غذايي،حساسيت آغازگرهاي 

 10تا  Real Time PCRاين باكتري را به وسيله 

كپي از ژنوم در هر واكنش نشان دادند در اين 

درصد  100تحقيق اختصاصي بودن آغازگرها 

  .  گزارش شده است

  

  بررسي اختصاصي بودن آغازگرها

 DNAها هر آغازگر فقط در همه نمونه

باكتري مربوط به خود را در صورت وجود باكتري 

در نمونه به طور اختصاصي تكثير نموده و هيچيك 

ها به هيچ وجه توسط آغازگرهاي ديگر ياز باكتر

  .تكثير نيافتند

  

 گيري كلينتيجه

روشي Real Time PCR در اين تحقيق نيز 

هاي مربوط دقيق و حساس براي تشخيص باكتري

آغازگرهاي طراحي شده در اين . به سقط جنين بود

بررسي دقت و كارايي لازم را براي تكثير همزمان 

كمپيلوباكتر نيز توانايي داشته و آغازگر مربوط به 

تشخيص اين باكتري را حتي در حضور يك كپي از 

  .ژنوم در هر ميكروليتر داشته است

  

  تقدير و تشكر

استان  سازمان جهاد كشاورزي بدين وسيله از

آقاي مهندس رستمخاني براي همكاريهاي : زنجان

و همچنين آقايان  هادر تمام زمينه بي دريغشان

بيگلو بخاطر هماهنگي و  مهندس موسوي و عيسي

. همكاري در نمونه برداري كمال تشكر را دارد

همچنين از نظرات و پيشنهادات سازنده داوران 

 .گرددمحترم مقاله صميمانه تشكر و قدرداني مي
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مشتق ) پاييني(در منحني ذوب .كمپيلوباكترنتايج تكثير و ذوب رقت هاي مختلف براي  - 7 شكل

  .شودنشان داده مي) هاxمحور (در مقابل دما ) هاyمحور (فلئورسانس 
Figure 7- Results for amplification and melt of different dilutions of Campylobacter. In melt 

curve the derivative of fluorescence (Y axis) vs. temperature (X axis) is shown. 
 

  
  .كمپيلوباكترهاي هاي مختلف نمونهلظترسم منحني استاندارد در غ -8 شكل

Figure 8- The standard curve for different concentrations of Campylobacter samples.  
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Abstract  
The present a method for fast and accurate detection of abortion bacterial agents is the most 

priority of control and treatment for this disease. The aim of this study was the optimization of 
Real Time PCR for simultaneous detection of four of the most important bacteria causing 
abortion (Campylobacter, Brucella, Yersinia and Salmonella). 217 vaginal swab samples (132 
samples from aborted and 85 samples from non-aborted ewes) were collected from some rural 
regions of  Zanjan province. Pure samples of Brucella, Yersinia and Salmonella were also 
purchased from Persian Type Culture Collection (PTCC).  After DNA extraction, specific 
primers of Brucella, Salmonella and Yersinia were examined on each purchased bacteria DNA 
sample. With 68 positive samples from 132 aborted ewes and 29 positive samples from 85 
healthy ewes, Campylobacter was distinguished as a main factor of abortion in rural areas of 
Zanjan. The precision of Campylobacters primer was also assessed using Real Time PCR in 
different dilutions. The results showed that all bacteria in the same condition concurrently were 
amplified with Real Time PCR using specific primers and Campylobacters primer is able to 
identify and amplifying of bacteria in all dilutions even when just one copy is available.  
Keywords: Real Time PCR, Campylobacter, abortion, Afshari sheep. 
 

 

                                                           
∗ Corresponding Author: Harkinezhad .T.             Tel: 024 33054246                   Email: Taher.harkinezhad@znu.ac.ir  


