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 13/12/55تبریخ پذیزش:         14/10/55تبریخ دریبفت: 

 چکیذٌ
ّبی اقتصبدی سیبدی را بِ صٌعت هزغذاری خسبرتاست ٍ  سای پزًذگبىعَاهل بیوبری هْوتزیيهبیکَپلاسوب سیٌٍَیِ یکی اس 

ّبی بِ سَیِ ّبٍاکسیٌِ ضذُ ٍ ًتبج آى ّبی هزغ هبدر گَضتیِبب ّذف تطخیص احتوبلی آلَدگی گل هطبلعِایي  کٌذ،ٍارد هی
ّویي  بِ اًجبم ضذ.هزغ هبدر گَضتی ّبی ٍحطی هبیکَپلاسوب سیٌٍَیِ ٍ بزرسی کبرایی ٍاکسي ضذ هبیکَپلاسوب سیٌٍَیِ در گلِ

َضتی ٍاکسیٌِ ضذُ بز ضذ هشرعِ هزغ هبدر گ 20اس  ًوًَِ خَى 20سَاپ ًبی ٍ  20 ّز ًَبت ّفتگی 60ٍ  40 سٌیي درهٌظَر 
هبیکَپلاسوب  بِ عذم آلَدگیاس ًظز قبل اس ٍاکسیٌبسیَى هَرد آسهبیص  ّبیتوبم گلِ .گزفتِ ضذ ّبٍ ًتبج آىب سیٌٍَیِ وهبیکَپلاس

سبًتی درجِ  4هٌتقل ضذُ ٍ در دهبی  دار حبٍی هحیط اًتخببی هبیکَپلاسوبّبی درپَشًبی بِ لَلِ پسَا ًذ.تأییذ ضذُ بَد سیٌٍَیِ
 آسهبیص رٍش 2بِ هبیکَپلاسوب سیٌٍَیِ  ًذ. در آسهبیطگبُ هیشاى پبدتي ضذسبعت بِ آسهبیطگبُ ارسبل ضذ 24تز اس گزاد در کن

 High Resolution) تَسط آسهَى ًبی ّبیسَاپّبی ًوًَِگیزی ضذ. اًذاسُ رٍی لام ٍ الیشا آگلَتیٌبسیَى سزیع

Melting)HRM  صى بب استفبدُ اسvlhA، ًِتبیج .بزرسی قزار گزفتٌذّبی ٍحطی هَرد ّبی ٍاکسي ٍ سَیِبِ هٌظَر تفزیق سَی 
عیبر پبدتي هٌبسبی  ٍ ّب را اس ابتلا بِ بیوبری هحبفظتّفتگی گلِ 40ّبی هبدر بِ خَبی تَاًستِ تب سي ًطبى داد ٍاکسیٌبسیَى گلِ

ّفتگی ٍ ًتبج آى آلَدگی بِ  60( در سي %5)ی هبدر رعِ گلِایجبد ًوبیذ ٍلی بب افشایص سي هیشاى هحبفظت کبّص یبفت ٍ یک هش
بِ کبر رفتِ در ٍاکسي سًذُ را ًطبى دادًذ. ایي هطبلعِ ًطبى داد ٍاکسیٌبسیَ ى بب  هتوبیش اس هیکَپلاسوب سیٌٍَیِ هبیکَپلاسوب سیٌٍَیِ

در سٌیي ببلا ایجبد ًوبیذ ٍ احتوبل اًتقبل تَاًذ حفبظت کبهل در هبدراى گَضتی ّبی فعلی ضذ هبیکَپلاسوب سیٌٍَیِ ًویٍاکسي
 ّبی هَلکَلی کٌتزل ٍ بزرسی ضًَذ.ّبی ٍاکسیٌِ ضذُ ببیذ بِ رٍشآلَدگی بِ ًتبج ًیش ٍجَد دارد ٍ گلِ

 HRM PCR بیکَپلاسوب سیٌٍَیِ، گلِ هبدر گَضتی، آگلَتیٌبسیَى سزیع، الایشا،ه کلمات کلیذی:

 هٌصَر هیبحیًَیسٌذُ هسئَل:  ٭
 . تلفي: علَم درهبًگبّی داًطکذُ داهپشضکی داًطگبُ ضْیذ چوزاى اَّاساستبد  آدرس:

 m_mayahi@yahoo.com mansoormayahi@scu.ac.irپست الکتزًٍیک: 
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 مقذمٍ
ثبکشطی هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ، اظ خٌؽ هبیکَدلاؾوب، 

 ی ضزُزض ، Mollicutesکلاؼ  یّب گًَِیکی اظ 

mycoplasmatales ایي ثبکشطی یک ؾطٍسیخ ثبقس یه .

آى ّشطٍغًی ٍخَز زاضز ٍ  ّبی یِؾَزاضز ٍلی ثیي 

 ثبقس یهسوبیلار ثبفشی ٍ ثیوبضی ظایی آى ًیع هشفبٍر 

(. زض ایي ثیوبضی اًشمبل افمی ٍ ػوَزی ٍخَز زاضز. 16)

اًشمبل خبًجی ثِ آؾبًی ٍ اظ ططیك سوبؼ هؿشمین ضخ 

اًشمبل ػوَزی ًیع زض هبکیبًی کِ ثِ قیَُ . زّس یه

(. اٍلیي 5) زّس یهضخ  قًَس یهسدطثی ٍ ػوَزی آلَزُ 

هبیکَدلاؾوب ثبض اٍلؿشي، ؾیٌٍَیز ػفًَی هطسجط ثب 
هیعثبى  ّب ثَللوَىهبکیبى ٍ  ضا سَنیف کطز. ؾیٌٍَیِ

طجیؼی زض هبکیبى زض ؾٌیي  ػفًَز .ثبقٌس یهطجیؼی آى 

هكبّسُ قسُ اؾز ٍلی ثِ  دبییي ٍ حشی زض یک ّفشگی

 قًَس یهحبز ٌّگبهی هكبّسُ  یّب ػفًَزطَض هؼوَل 

 یّب گلِ زض ّفشِ ؾي زاقشِ ثبقٌس. 4-7کِ هبکیبى 

زضنس  75سب  2هبکیبى ثب هكکلار ثبلیٌی ؾیٌٍَیز ثیي 

. ثبقس یهزضنس  15سب  5هشغییط اؾز ٍ ثِ طَض هؼوَل 

 90-100زضگیطی سٌفؿی هؼوَلاً ثسٍى ًكبًِ اؾز اهب 

زضنس دطًسگبى هوکي اؾز آلَزُ قًَس ٍ هطگ ٍ هیط 

کِ ایي ػفًَز  یٌّگبه (.21ٍ  20اؾز )زضنس  10سب  1

ثب ثیوبضی ًیَکبؾل، ثطًٍكیز ػفًَی یب ّط زٍ سطکیت 

 زض َّایی قَز. ّبی یؿِکؾجت ضبیؼبر  سَاًس یهقَز 

ؾبیط هَالغ، زضگیطی هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ ؾیؿشویک 

یٌٍَیز ػفًَی ٍ ثیوبضی ػفًَی ٍ هٌدط ثِ ؾ قَز یه

حبز سب هعهي زض هبکیبى ٍ ثَللوَى قسُ کِ زض ایي 

نَضر اثشسا غكبّبی ؾیٌٍَیبلی هفهلی ٍ نفحبر 

ٍ زض ًْبیز هوکي اؾز ثِ  قَز یهسبًسًٍی زضگیط 

ؾیٌٍَیز اگعٍزاسیَ، سٌٍَاغیٌیز ٍ یب ثَضؾیز هٌدط 

سٌفؿی کِ زض ایي  ّبی یوبضیث(. لٌگف ٍ 9قَز )

هٌدط ثِ کبّف هیعاى  سَاًس یه، زّس یهضخ  آلَزگی

سَلیس سرن ٍ ذؿبضر الشهبزی زض قطایط  کبّف ضقس،

هبزض گَقشی  یّب گلِزض . نٌؼشی دطٍضـ هبکیبى قَز

هٌدط ثِ ػفًَز هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ زض ًبی  سَاًس یه

ّبی ًبثبضٍض ٍ هطگ خٌیٌی ضٍظُ، سرنیک یّب خَخِ

ٍ ٌّگبهی کِ  (20قَز )ضٍظ دؽ اظ سلمیح  6-21زض 

هبزض سدبضی زض طی سَلیس سرن آلَزُ قًَس ثِ  یّب گلِ

 6-4ثبلاسطیي هیعاى اًشمبل اظ ططیك سرن زض  ضؾس یهًظط 

 (.4) ثبقس یهّفشِ دؽ اظ ػفًَز 

ٍاکؿٌی اظ یک ؾَیِ ظًسُ حؿبؼ ثِ حطاضر ثِ ًبم 

MS-H  زض اؾشطالیب ثِ هٌظَض دیف خسا قسُ اظ هعضػِاظ-

هَلس ٍ خلَگیطی اظ  یّب گلِوبضی زض ثی گیطی اظ ٍلَع

گَقشی  یّب خَخِّب ٍ ًْبیشبً ؽطاًشمبل ثیوبضی ثِ سرن ه

ثی ذطط ثَزى ٍ کبضایی ایي  ( 14ٍاؾز )سْیِ قسُ 

ٍ زض قطایط هعضػِ اثجبر قسُ  ٍاکؿي زض آظهبیكگبُ

هكرم قسُ ایوٌی هحبفظز ٍ  (12 ٍ 11،10اؾز )

ٍ  آیس یهخَز ّفشِ دؽ اظ ٍاکؿیٌبؾیَى ثِ ٍ 3-4کٌٌسُ 

 ثب ایي ٍخَز، .(8ٍ  7زاضز )ّفشِ زٍام  40حسالل ثطای 

 ثِ زلیل اّویز ثبلای اًشمبل ػوَزی زض ایي ثیوبضی،

ّبی ّبی هبزض آلَزُ ثِ ؾَیِثبظضؾی ٍ حصف گلِ

گیطی زض هعاضع دطٍضـ ٍحكی ثْشطیي ضٍـ ثطای دیف

 اظ ثعضگشطیي هكکلار ٍاکؿي، یکی .ثبقس یهطیَض 

ٍاکؿیٌِ قسُ زض آظهبیكبر  یّب گلِازى هثجز ًكبى ز

 یّب گلِلصا قٌبؾبیی ٍ حصف  ،ثبقس یهغطثبلگطی 

 یّب ضٍـگطی هطؾَم ّوبًٌس غطثبل یّب ضٍـآلَزُ ثب 

ّفشِ ظهبى  2-4 یجبًسمط .ثبقس یًوؾطٍلَغی اهکبى دصیط 

 ثبقس یهزض دطًسُ ػفًَی قسُ ًیبظ  دبزسيثطای گؿشطـ 

َدلاؾوب ؾیٌٍَیِ زض هبیک DNAقٌبؾبیی هؿشمین  (10)

 DNA دطآةٍ هحیط کكز ثب اؾشفبزُ اظ  ّب ثبفز

ؾبزُ ٍ  ضٍـ ضٍـ قٌبؾبیی، یيا سَنیف قسُ اؾز.

هوکي  اهب ،ثبقس یهؾطیغ ثطای قٌبؾبیی ایي اضگبًیؿن 

 ؾبزُ، PCR ضٍـ اؾز حؿبؾیز کبفی ضا ًساقشِ ثبقس.
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 DNAحؿبؾیز ثؿیبض ثبلا ثطای قٌبؾبیی  ثب ،یغؾط

یٌٍَیِ زض ثبفز ٍ یب هحیط کكز ؾ یکَدلاؾوبهب

ّبی هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ اظ ططیك  یِخسا .ثبقس یه

زاز سوبیع  سَاى یه DNAسدعیِ ٍ سحلیل هحسٍزالاثط 

حفبظز قسُ غى  یّب لؿوزٍ سحلیل  یِ( سدع13)

VlhA  ّب یکسکٌثِ ٍؾیلِ ؾکبًؽ هؿشمین ٍ ؾبیط 

 .(6اؾز )هکطضاً ثطای قٌبؾبیی خسایِ ّب ثِ کبض ضفشِ 

ّبی ثب ّسف سكریم احشوبلی آلَزگی گلِ هطبلؼِایي 

-ثِ ؾَیِّب ٍاکؿیٌِ قسُ ٍ ًشبج آى هطؽ هبزض گَقشی

ٍ ثطضؾی کبضایی  هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِّبی ٍحكی 

هبزض ّبی زض گلِ هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیٍِاکؿي ضس 

 قس. اًدبم قسُ ٍاکؿیٌِگَقشی 

 مًاد ي ريش کار

 برداریريش ومًوٍ
گلِ هطؽ هبزضگَقشی ٍاکؿیٌِ قسُ زض کكَض  هعضػِ 20اظ 

ّب ثِ هبیکَدلاؾوب کِ لجل اظ ٍاکؿیٌبؾیَى ػسم آلَزگی آى

ّفشگی،  60ٍ 40ًَثز زض ؾٌیي  2ؾیٌٍَیِ سأییس قسُ ثَز زض 

-ًوًَِ 20ٍ ؾَاة زض لَلِ آظهبیف اؾشطیل( ) یًبؾَاة 20

ّب گطفشِ قس. ؾَاة ًبی ثِ ی ذَى اظ ّط هعضػِ ٍ ًشبج آى

 ثطاص PPLO هیلی لیشط هحیط 3 زضدَـ زاض حبٍی یّب لَلِ

 24گطاز زض کوشط اظ زضخِ ؾبًشی 4هٌشمل قسًس ٍ زض زهبی 

ثبًیِ  30 ؾبػز ثِ آظهبیكگبُ اضؾبل قسًس. ؾذؽ ثِ هسر

ّب ثِ نَضر ٍضسکؽ قسًس ٍ ؾَاة ذبضج قس. ًوًَِ

 DNAهیلی لیشطی خْز ذبلم ؾبظی  5/0ّبی الیکَر

ؾبػز  24ّبی ؾطهی زض کوشط . ًوًَِ(5قسًس )آهبزُ ؾبظی 

ؾبػز  48ثِ آظهبیكگبُ اًشمبل زازُ قسًس ٍ حساکثط طی 

 ٍ الیعا لطاضگطفشٌس. RSA هَضز آظهبیف

 سريلًشیَای ريش آزمایص
 ع سرم ريی لامیآزمًن آگلًتیىاسیًن سر

ثطای خساؾبظی ؾطم ذَى هطغبى هبزض گَقشی ٍ ًشبج 

زلیمِ  5ِ هسر ث RPM 1800زٍض ّب ثب ّب، ًوًَِآى

آٍضی قسُ ٍزض ّب خوغؾبًشطیفیَغ قسُ ٍ ؾطم

زاضی قسًس. لجل اظ هیکطٍسیَح سب ٌّگبم آظهبیف ًگِ

اًدبم آظهبیف، ؾطم ّب زض زهبی اسبق لطاض گطفشِ سب 

غى هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ ّب ثب زهبی آًشیزهبی ؾطم

ؾطم یک حدن  خْز اًدبم آظهبیفؾبى قَز. یک

ضیرشِ ٍ یک لام هیکطٍلیشط( ضٍی یک  30هؼبزل  یجبًسمط)

غى ضًگی هبیکَدلاؾوب ثِ آى اضبفِ قس. ثِ حدن اظ آًشی

ثِ قکل  لامغى ٍ ؾطم، هٌظَض هرلَط ًوَزى آًشی

هسر نَضر هثجز ثَزى زض  زٍضاًی سکبى زازُ قس زض

لجل  افشبز.زٍ سب ؾِ زلیمِ دسیسُ آگلَسیٌبؾیَى اسفبق هی

گطّبی غیط ٍاکٌفؾبظی خْز غیطفؼبل اظ آظهبیف،

هبضی زلیمِ زض ثي 30ّب ثِ هسر ؾطم یِکل ،اذشهبنی

 حهَل ثطای (.13قس )گطاز لطاض زازُ زضخِ ؾبًشی 56

 سکطاض 8/1 ضلز ثب آظهبیف کبهل، ًشیدِ اذص ٍ اطویٌبى

 گطزیس

 آزمایص الیسا

اؾشفبزُ  symbiotic اظ کیز خْز اًدبم ایي آظهبیف

سُ هطاحل آظهبیف قس ٍ طجك زؾشَضالؼول قطکز ؾبظً

 اًدبم گطزیس.

 جذاسازی ي ضىاسایی مایکًپلاسما سیىًيیٍ

ثب اؾشفبزُ اظ  HRMؾَاح ًبیی سَؾط آظهَى  یّب ًوًَِ

سَالی یک ًبحیِ هحبفظز قسُ ثب یک )vlhAPCR غى

قسًس ثطضؾی  هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ( vlhAکذی زض غى 

 اثشسا ثطای یک زٍضُ کَسبُ قف ؾبػشِ زض ّب ًوًَِ(. 8)

ٍ سوبهی  قسًسزضخِ ؾبًشیگطاز اًکَثبؾیَى  37زهبی 

حبٍی ًوًَِ سَؾط فیلشطّبی هرهَل  ّبی یطهح

 ّبثِ هحیط PH7/6-8ثطاص ثب  pplo ؾذؽ ،،فیلشطاؾیَى

زاض لطاض  CO2ّب زض اًکَثبسَض ایي هحیط ،قساضبفِ 

ٍ ثب هكبّسُ سغییط  ثَزًسضٍظ سحز ًظط  7-10ٍ گطفشٌس 

ثط  ػلاٍُ .یبفشٌسآگبض اًشمبل  pploضًگ، ًوًَِ ثِ هحیط 

 .قسثطاص اًدبم  pploآى دبؾبغ هدسز زض هحیط 
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 DNA استخراج

هَضز هطبلؼِ ثب اؾشفبزُ اظ  یّب ًوًَِ DNAاؾشرطاج 

، DNAٍ زض ؾِ هطحِ آظاز ؾبظی  کلطٍفطم -ضٍـ فٌل

 اًدبم DNA سغلیظ -حصف هَاز آلی ٍ حصف اهلاح 

اظ هحیط ثطاص  هیلی لیشط 5/0گطفز. ثطای ایي هٌظَض 

زٍض زض زلیمِ  13000زلیمِ زض  15ثوسر  حبٍی ًوًَِ

هیکطٍلیشط  100 ؾبًشطیفَغ گطزیس. ثِ ضؾَة حبنلِ

PBS (ثبفط فؿفبر ؾبلیي)  ِافعٍزُ قس. دؽ اظ آى، ث

ثبفطلایع کٌٌسُ ثِ ؾَؾذبًؿیَى حبنلِ  هیعاى ّن حدن،

اًکَثِ قس. ثؼس  C56 زض ثي هبضی ّب لَلِاضبفِ گطزیس ٍ 

اظ ثي هبضی ذبضج ٍ ّن  ّب ًوًَِؾبػز  4ظ گصقز ا

حبٍی ًوًَِ، فٌل اقجبع اضبفِ  یّب لَلِحدن هحشَیبر 

 15ٍ هرلَط حبنلِ دؽ اظ اًدبم ٍضسکؽ ثِ هسر 

زٍض زض زلیمِ ؾبًشطیفَغ گطزیس. دؽ اظ  13000زلیمِ زض 

خسیس  یّب لَلِثطزاقز قس ٍ ثِ  فبظ فَلبًی ؾبًشطیفَغ

ثِ هیعاى ّن حدن  ّب لَلِاظ  اًشمبل یبفز. ثِ ّطیک

 (1ثِ  1 ثب ًؿجز)کلطٍفطم  -هحشَیبر، هرلَط فٌل

افعٍزُ قس. ؾبًشطیفَغ هرلَط حبنلِ، دؽ اظ اًدبم 

زٍض اًدبم گطفز.  13000زلیمِ زض  15ٍضسکؽ، ثوسر 

خسیس  یّب لَلِفبظ فَلبًی ثطزاقز قس ٍ ثِ  "هدسزاً

هیعاى ّن کلطٍفطم ثِ  ّب لَلِهٌشمل گطزیس. ثِ ّطیک اظ 

حدن هحشَیبر اضبفِ قس. دؽ اظ اًدبم ٍضسکؽ، 

زلیمِ  15زٍض ثوسر  13000هرلَط حبنلِ زض 

خسیس اًشمبل یبفز  یّب لَلِؾبًشطیفَغ قس. فبظ فَلبًی ثِ 

 3ٍ ثِ هیعاى یک زّن حدن هحشَیبر، اؾشبر ؾسین 

اضبفِ قس ٍ ثرَثی هرلَط گطزیس.  ّب لَلِهَلاض ثِ 

زٍ ثطاثط حدن  ثِ هیعاى ؾذؽ اسبًَل ؾطز ٍ ذبلم

 زض زلیمِ 20ثِ هسر  ّب لَلِهحشَیبر اضبفِ گطزیس. 

C20-  زٍض زض  13000زلیمِ زض  15لطاض زازُ قس. ؾذؽ

 ّب لَلِزلیمِ ؾبًشطیفَغ گطزیس. کل هحشَیبر هبیغ زاذل 

هیکطٍلیشط الکل اسبًَل  200ثِ آضاهی سرلیِ قس. زض ازاهِ 

ٍ دؽ اظ ؾط  گطزیس اضبفِ ّب لَلِسِ  DNAثِ  زضنس 70

زٍض زض  13000زلیمِ زض  5ٍ سِ کطزى هحشَیبر، ثوسر 

سرلیِ  "کبهلاً ّب لَلِزلیمِ ؾبًشطیفَغ اًدبم گطفز. ؾذؽ 

ٍ ثِ نَضر ٍاضًٍِ لطاض زازُ قس سب خساضُ آًْب ذكک 

هیکطٍ  50اظ افعٍزى  دؽ DNA حبٍی یّب لَلِقَز. 

بیف لیشط آة همطط اؾشطیل خْز ًگْساضی سب ظهبى آظه

زض نَضر ًگْساضی طَلاًی هسر ) C4 ثِ یرچبل

 (.15قس )اًشمبل زازُ ( -C20 فطیعض

 HRMي آوالیس ومًدار  PCRآمپلیفیکاسیًن 

                یّب ًبماظ زٍ دطایوط الیگًََکلئَسیسی ثِ  
Link (5´- TACTATTAGCAGCTAGTGC-3´)  ٍ

MSCons-R (59-AGTAACCGATCCGCTTAAT- 39)  ِث 

 ´5خفز ثبظ اًشْبی  350-400آهذلیفیکبؾیَى  هٌظَض

هبیکَدلاؾوب  vlhA یّب غىحفبظز قسُ سک ضًٍَقز 

هیکطٍلیشط  20ؾیٌٍَیِ اؾشفبزُ قس. آهذلیفیکبؾیَى زض 

 X10 PCR ،1هیکطٍلیشط ثبفط  2حدن ٍاکٌكی قبهل 

 یکطٍلیشطه 2/0(، μM 25هیکطٍلیشط دطایوط هرلَط قسُ )

dNTP 10 mM،1 50س هٌیعین هیکطٍلیشط کلطی mM ،

ؾجع،  SYTO 9هیکطٍلیشط ظًدیطُ ًَکلئیک اؾیس  6/1

ٍاحس زض ّط  5دلیوطاظ سگ ) DNAهیکطٍلیشط  25/0

سوذلیز. سوبم  DNAهیکطٍلیشط  2هیکطٍلیشط( ٍ 

آهذلیفیکبؾیَى ٍ آًبلیع هٌحٌی شٍة ثب  یّب ٍاکٌف

 ,Rotor Gene (RG6000ضظٍلَقي ثبلا زض سطهَؾبیکلط 

Corbette Research اًدبم گطفز. سطکیت ٍاکٌكی )

زلیمِ اًکَثِ  2زضخِ ؾبًشی گطاز ثِ هسر  96زض زهبی 

گطاز  زضخِ ؾبًشی 96ؾیکل زض زهبی  40گطزیس، ؾذؽ 

 15گطاز ثِ هسر  زضخِ ؾبًشی 54ثبًیِ، زض  15ثِ هسر 

ثبًیِ اًدبم  20زضخِ ؾبًشی گطاز ثِ هسر  72ثبًیِ ٍ زض 

ًبًَهشط ٍ  470بء زض قس. ؾٌدف ًَضی زض کبًبل ؾجع )الم

ًبًَهشط( زض طَل هطحلِ گؿشطـ ثجز  510ضزیبثی زض 

، اطلاػبر PCRؾیکل  40گطزیس. ثؼس اظ کبهل قسى 
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گطاز زض  ؾبًشی زضخِ 99سب  70افعایف زهب اظ شٍة ثب هٌحٌی

s گطاز زضخِ ؾبًشی 2/0
ٍ ثجز فلَضؾبًؽ ثِ زؾز آهس.  1-

 Rotor-Geneافعاض  ثب اؾشفبزُ اظ ًطم HRMآًبلیع هٌحٌی 

 (.7سْیِ گطزیس ) HRMاًدبم قس ٍ الگَضیشن  1.7.27

سؼییي سَالی ٍ آًبلیع سؼییي سَالی ًَکلئَسیسی. آهذلیکَى ّب 

)کیبغى( ٍ ثِ ٍؾیلِ  PCRثب اؾشفبزُ اظ کیز ذبلم ؾبظی 

ذبلم گطزیس ٍ ؾذؽ  H2Oهیلی لیشط  30قؿشكَ زض 

 ,Big Dye (chemistryسحز سؼییي سَالی ذَزکبض )

Applied Biosystems  زض ّط زٍ خْز ٍ ثب اؾشفبزُ اظ

اؾشفبزُ قس، لطاض گطفز.  PCRّوبى دطایوط ّبیی کِ زض 

کِ اظ  ّبیی یسَالًَکلئَسیسی ثب یکسیگط ٍ ثب  ّبی یسَال

هَخَز ثَزًس، همبیؿِ گطزیس. زضذز  GenBankلجل زض 

ثب  vlhAفیلَغًشیکی ثط اؾبؼ سَالی ًَکلئَسیسی غى 

ثب ضٍـ اسهبل هدبٍض )سؼساز  MEGA 6ح اؾشفبزُ اظ دکی

ضًٍَقز ذَزضاُ اًساظ سطؾین گطزیس  1000( ٍ سب ّب سفبٍر

ی هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ زض ایي هطبلؼِ اظ ؾَیِ (.22ٍ  16)

خْز ( AF464936.1)ٍاکؿي سْیِ قسُ اظ غى ثبًک 

 همبیؿِ اؾشفبزُ قس.

 وتایج

ّااااابی ؾاااااطٍلَغی ٍ قٌبؾااااابیی  آظهااااابیفًشااااابیح 

ّااابی هاااطؽ هااابزض گَقاااشی زض    اظ گلاااِ هبیکَدلاؾاااوب

ّااااب زض خااااساٍل ّفشگاااای ٍ ًشاااابج آى 60ٍ  30ؾااااٌیي 

ّاااابی ؾااااطیغ ؾااااطم  آظهاااابیف آهااااسُ اؾااااز. 2ٍ  1

ّااااابی هااااابزض زض گلاااااِ ٍ آظهااااابیف الیاااااعا ضٍی لام

-زّاااس سوااابم گلاااِّفشگااای ًكااابى هااای 60ٍ  40ؾاااٌیي 

ّاااب اظ ًظاااط ػیااابض دااابزسي ضاااس هبیکَدلاؾاااوب هثجاااز     

هااابزض زض ؾاااٌیي  ّااابیّااابی گلاااِثَزًاااس. کلیاااِ ًوًَاااِ

ّفشگاااااااای اظ ًظااااااااط آلااااااااَزگی ثااااااااِ   60ٍ  30

)ثاااِ اؾاااشثٌبی گلاااِ    PCR هبیکَدلاؾاااوب ثاااب آظهااابیف  

هٌفااااای  ّفشگااااای( 60زض ؾاااااي  17هااااابزض ضزیاااااف 

ٍ  ّااااابی ؾاااااطیغ ؾاااااطم ضٍی لامثَزًاااااس. آظهااااابیف

 30ّااابی هااابزض زض ؾاااٌیي گلاااِ آظهااابیف الیاااعای ًشااابج

داااابزسي ضااااس  ّفشگاااای ًكاااابى زٌّااااسُ ح ااااَض 60ٍ 

ذاااااَى ًشااااابج زض ّاااااط زٍ  هبیکَدلاؾاااااوب زض ؾاااااطم 

 ثبقس.آظهبیف هی

 َا َفتگی ي وتاج آن 43مادردر سه  یَا گلٍاز  َای سريلًشی ي ضىاسایی مًلکًلی مایکًپلاسما. وتایج آزمایص1جذيل 
گلاااِ  ) یااافضز

 هبزض(

RSA هبزضّبی گلِالیعا هیبًگیي آظهبیف  هبزض PCR 
 هبزض

RSA ًشبج PCR 
 ًشبج 

 ی ًشبجالیعاهیبًگیي آظهبیف 

+ -  + - + - + - 

1 20 0 4188 0 20 15 5 0 20 2973 

2 19 1 3839 0 20 14 6 0 20 2917 

3 20 0 2850 0 20 19 1 0 20 2280 

4 16 4 3900 0 20 20 0 0 20 2925 

5 20 0 4356 0 20 19 1 0 20 3179 

6 20 0 4980 0 20 18 2 0 20 3486 

7 20 0 3050 0 20 19 1 0 20 2165 

8 13 7 4252 0 20 16 4 0 20 3231 

9 20 0 2890 0 20 20 0 0 20 2254 

10 20 0 3888 0 20 20 0 0 20 3149 

11 19 1 4010 0 20 18 2 0 20 3127 

12 20 0 1368 0 20 19 1 0 20 1094 

13 20 0 3576 0 20 19 1 0 20 2789 

14 18 2 3365 0 20 16 4 0 20 2759 

15 19 1 2988 0 20 18 2 0 20 2122 

16 18 2 2990 0 20 13 7 0 20 2272 

17 17 3 3358 0 20 16 4 0 20 2484 

18 20 0 3620 0 20 20 0 0 20 3004 

19 20 0 3325 0 20 16 4 0 20 2527 

20 20 0 3110 0 20 19 1 0 20 2643 
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 حثب

هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ زض ایدبز  زلیل اّویز ثیوبضی ثِ

ّبی ّبی سٌفؿی ٍ هفهلی، اؾشفبزُ اظ ضٍـثیوبضی

ثطای سكریم ایي ثبکشطی اظ  DNAهجشٌی ثط قٌبؾبیی 

-ّی ضطٍضی ثِ ًظط هیّبی آظهبیكگبّب ٍ خسایِثبفز

هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ زاضای  (.1386ضؾس )حؿیٌی،

اؾز کِ سَؾط  (vlhA) ط ّوبگلَسیٌیيیلیذَدطٍسئیي هشغ

قَز، نَضر یک دطٍسئیي هٌفطز ثیبى هی ثِ vlhAغى 

لیذَدطسئیٌی ؾطحی ثب ًَاحی هشغیط ٍ ثبثز،  vlhA غى

دؽ اظ ّوبًٌسؾبظی  vlhA (. دطٍسئیي25کٌس )سَلیس هی

 ، لیذَدطٍسئیيقَز یهثِ زٍ دطٍسئیي هدعا قکؿشِ 

MSPB ِیلطؼ N-terminal ٍ MSPAِی، لطؼ C-

terminal  َِض هؿشمین زض اسهبل زذبلز زاضز. طکِ ث

سظبّط ایي لیذَدطٍسئیي هوکي اؾز ثب ّوبٌّگی ّن 

قبهل یک  MSPB (. دطٍسئیي25, 2نَضر گیطز )

لیٌبؼ سکِ ی دكز ؾطّن ٍ غٌی اظ دطٍسَالی سکطاض قسُ

ی خبلت ایي اؾز کِ کٌس. ًکشِکس هی ضا PRR یًبحیِ

هبیکَدلاؾوب  ّبی یِؾَ، زض هیبى PRR یطَل ًبحیِ

ّبی کلًَی ؾیٌٍَیِ هشفبٍر اؾز. ػلاٍُ ثط ایي خوؼیز

ّبی هشغیطی هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ لبزضًس اًساظُ

هطبلؼبر ًكبى  (.5ٍ  2کٌٌس )ضا ؾٌشع  MSPB ئیياظدطٍس

غى  ثط اؾبؼ ّبثٌسی آىٍ زؾشِ ّبسؼییي ؾَیِ زٌّسهی

vlhA اثشسایی هَضز اؾشفبزُ لطاض  ثبیس ثِ ػٌَاى ضٍـ

ّبی ایي هطبلؼِ ثِ هٌظَض سفطیك ؾَیِ (.15ٍ  3) یطًسگ

ّبی ٍحكی زض ٍاکؿي هَضز اؾشفبزُ زضکكَض ٍ ؾَیِ

ّبی . ًوًَِهعاضع هطؽ هبزض ٍ گَقشی اًدبم گطفز

 َىؾَاة اذص قسُ سَؾط آظه

 ضزیف

)گلاااااِ 

 هبزض(

RSA هیبًگیي آظهبیف  هبزض

 هبزضّبی گلِالیعا 

PCR 
 هبزض

RSA ًشبج PCR 
 ًشبج 

هیبًگیي آظهبیف 

 ی ًشبجالیعا

+ - + - + - + - 

1 20 0 3988 0 20 20 0 0 20 2831 

2 20 0 3239 0 20 20 0 0 20 2429 

3 20 0 2576 0 20 20 0 0 20 2035 

4 20 0 3463 0 20 20 0 0 20 2527 

5 20 0 4149 0 20 20 0 0 20 3061 

6 20 0 4750 0 20 20 0 0 20 3610 

7 20 0 2175 0 20 20 0 0 20 1718 

8 20 0 4059 0 20 20 0 0 20 2814 

9 20 0 2380 0 20 20 0 0 20 1666 

10 20 0 3658 0 20 20 0 0 20 2597 

11 18 2 3520 0 20 20 0 0 20 2886 

12 19 1 1025 0 20 20 0 0 20 7170 

13 20 20 2982 0 20 20 0 0 20 2175 

14 19 1 2870 0 20 20 0 0 20 2238 

15 20 0 2750 0 20 20 0 0 20 2282 

16 18 2 2450 0 20 20 0 0 20 2082 

17 20 0 4175 20 18 20 0 5 15 3548 

18 20 0 2965 0 20 20 0 0 20 2342 

19 20 0 3010 0 20 20 0 0 20 2558 

20 20 0 2985 0 20 20 0 0 20 2277 
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 (High Resolution Melting)HRM  غى ثب اؾشفبزُ اظ

vlhA، ِّبی ّبی ٍاکؿي ٍ ؾَیِثِ هٌظَض سفطیك ؾَی

ًكبى زاز  ثطضؾی ًشبیح .ثطضؾی لطاض گطفشٌسٍحكی هَضز 

 40ّبی هبزض ثِ ذَثی سَاًؿشِ سب ؾي ٍاکؿیٌبؾیَى گلِ

ّب ضا اظ اثشلا ثِ ثیوبضی هحبفظز ٍ ػیبض ّفشگی گلِ

جی ایدبز ًوبیس ٍلی ثب افعایف ؾي هیعاى دبزسي هٌبؾ

کِ زض  17ضزیف  ی هبزضیبثس ٍ گلِهحبفظز کبّف هی

ّفشگی هٌفی ثَز زض آظهبیف  40آظهبیف هَلکَلی زض 

ّفشگی  60ّب زض ی هبزض گَقشی ٍ ًشبج آىهدسز گلِ

هثجز قسًس. زض هَضز قٌبؾبیی هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ 

ّبی ًبقی اظ ٍاکؿيخسا قسُ اظ هعاضع ٍ هبیکَدلاؾوب 

ّبی هرشلفی اظ خولِ ظًسُ ثِ کبض ضفشِ زض هعاضع ضٍـ

ٍخَز  PFGE ٍ PCR-RFLP، ضٍـ vlhA سَالی غى

اؾشفبزُ  vlhA سَالی غى زاضز کِ زض ایي هطبلؼِ اظ ضٍـ

ثب  HRM(High Resolution Melting) آظهَىقس 

هبیکَدلاؾوبّبی  ًكبى زاز ،vlhAغى اؾشفبزُ اظ 

شفبٍر اظ هبیکَدلاؾوبی ثِ کبض ضفشِ زض قٌبؾبیی قسُ ه

زّس ثب افعایف ؾي ٍاکؿي ظًسُ ثَز. ایي اهط ًكبى هی

ٍ لاظم اؾز هطالجز  یبثس یههحبفظز ٍاکؿي کبّف 

سحمیمبر  ّب زض ؾٌیي ثبلاسط اػوبل قَز.ثیكشطی اظ گلِ

نَضر  هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِظیبزی زضثبضُ سكریم 

 HI ،SPA ،ELISAّبی هرشلفی ّوچَى گطفشِ ٍ ضٍـ

 ٍPCR ّبی ثطضؾی قسُ ٍ زض ایي هیبى ضٍـPCR  ضا

 Ricardo andکطزًس )سط ٍ ثْشط هؼطفی ؾطیغ

Silveria1996.) Yang Hong ( 2004ٍ ّوکبضاى) 

ي اؾز یٌیگلَسوبضا کِ کس کٌٌسُ ّ vIhAغى  Nاًشْبی 

زض ًظط  هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِضا ثِ ػٌَاى لؿوز هشغیط 

سؼییي ػٌَاى سكریم ٍ قطٍػی ثطای گطفشٌس ٍ اظ آى ثِ 

زض طیَض سدبضی  هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیًِوًَِ فیلسی  ًَع

( ثب اؾشفبزُ 2007ٍ ّوکبضاى ) Jefferyاؾشفبزُ ًوَزًس.

ٍ ّوچٌیي ثب  vIhAض ّبی اذشهبنی غى اظ دطایوط

خسایِ هرشلف  35زض هیبى  SSCPاؾشفبزُ اظ آظهَى 

 10ّب ضا زض ایِهبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ سَاًؿشٌس ایي خس

لطاض زٌّس کِ ثبًس حبنل اظ ایي دطایوطّب  Jسب  Aدطٍفبیل 

سب  Aّبی اؾشطالیب زض دطٍفبیل ٍ خسایِ خفز ثبظ ثَز 400

D ّبی آهطیکب زض کِ خسایِلطاض گطفشٌس زض نَضسی

لطاض گطفشٌس.  I، H، G ،F، E ٍ Jّبی یکی اظ دطٍفبیل

ًس ٍ اظْبض اؾشفبزُ ًوَز HRMّب اظ ضٍـ آًبلیعی آى

غى  HRMیب  SSCPثط دبیِ  PCRزاقشٌس اؾشفبزُ اظ 

VIhA ّبیّب ضا زض هیبى خسایِثیكشطیي خْف 

کٌس. طجك ًظط ایكبى هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ هكرم هی

سَاى زض ثط اؾز کِ هیؤضٍقی ؾطیغ ٍ ه HRMآًبلیع 

 15، 1،2،3زاز )ػطو کوشط اظ یک ؾبػز آى ضا اًدبم 

هبیکَدلاؾوب ( گًَِ 1388بضاى )اًهبضی ٍ ّوک .(16ٍ 
ّبی ثبلیٌی ثب اؾشفبزُ اظ ضٍـ ضا زض ًوًَِؾیٌٍَیِ 

vlhA-PCR ّبی اذشهبنی غى ثب اؾشفبزُ اظ دطایوط

vIhA ّب ثیبى زاقشٌس ایي ضٍـ ثب اًدبم زازًس. آى

سَاًس زض سكریم لطؼی ػفًَز حؿبؾیز ثؿیبض ثبلا هی

 کبض ثطزُ قَز.زض آظهبیكگبُ ثِ  هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِثب 

( ػَاهل هؿشؼس کٌٌسُ ٍ ایدبزکٌٌسُ 2013نیفی )

ػفًَز هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ هبًٌس ؾي، اًساظُ گلِ، 

ّبی فهل ٍ ؾَیِ دطًسُ ٍ هیعاى قیَع ؾطهی ضا زض گلِ

-زض اؾشبى هبظًسضاى هطبلؼِ ًوَزى ٍ ضاثطِ هبزض گَقشی

ای ثیي ؾَیِ هبزض گَقشی ٍ ًػاز ٍ اًساظُ گلِ ثب ػفًَز 

ایي هطبلؼِ  (.19ًکطزًس )هكبّسُ  هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ

ّبی فؼلی ضس ًكبى زاز ٍاکؿیٌبؾیَ ى ثب ٍاکؿي

سَاًس حفبظز کبهل زض ًوی هبیکَدلاؾوب ؾیٌٍَیِ

هبزضاى گَقشی ایدبز ًوبیس ٍ احشوبل اًشمبل آلَزگی ثِ 

ّبی ٍاکؿیٌِ قسُ ثبیس ثِ ًشبج ًیع ٍخَز زاضز ٍ گلِ

 شطل ٍ ثطضؾی قًَس.ّبی هَلکَلی کٌضٍـ
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 سپاسگساری

اظ هؼبًٍاااز  زاًٌاااس یهاااًَیؿاااٌسگبى ٍظیفاااِ ذاااَز   

هحشاااطم دػٍّكااای زاًكاااگبُ قاااْیس چواااطاى اّاااَاظ    

کااااِ دااااػٍّف فااااَق ضا حوبیااااز هاااابلی ًوَزًااااس، 

 سكکط ٍ لسضزاًی ًوبیٌس.

 مىابع
اًهااااااااابضی، ح.، داااااااااَضثرف، ؼ.ع.، قااااااااایری، ى.،  -1

( 1388فاااااااااطز، م.ح.، اقاااااااااشطی، ع. ) ثعضگوْاااااااااطی

ِ سكااااریم گًَااااِ   -زض ًوًَااااِ هبیکَدلاؾااااوب ؾاااایٌٍَی

. vlhA-PCRض ّااااابی ثااااابلیٌی ثاااااب اؾاااااشفبزُ اظ ضٍـ   

هدلاااااِ زاهذعقاااااکی زاًكاااااگبُ آظاز اؾااااالاهی ٍاحاااااس   
 .681-673، 4، قوبضُ 3، زٍضُ سجطیع

(: سؼیااااااایي َّیاااااااز هَلکاااااااَلی   1386حؿااااااایٌی، ا. )-2

 ِ ّااابی خاااسا قاااسُ اظ هطغاااساضی   هبیکَدلاؾاااوب ؾااایٌٍَی

ای سرههااای ناااٌؼشی اؾاااشبى هبظًاااسضاى، ضؾااابلِ زکشاااط    

ّاااابی طیااااَض، زاًكااااکسُ زاهذعقااااکی زاًكااااگبُ ثیواااابضی
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Abstract: Mycoplasma Synoviae is a major poultry pathogen which causes significant 
economic losses to the poultry industry. The aim of study was detection Mycoplasma synoviae 
infections in vaccinated broiler breeder flocks and their progeny. For this purpose, from 20 
broiler breeder farms and their progeny 2 times in 40 and 60 weeks of age 20 tracheal swab 
and 20 blood samples from each broiler farm were collected. All 20 broiler breeder farms 
before vaccination against Myc.oplasma Synoviae were confirmed free from Mycoplasma 
synoviae infections. Tracheal swab transfered to cap tubes containing PPLO broth media and 
kept at 4°C less than 24 hrs send to laboratory for further proceeding. Antibody against 
Mycoplasma Synoviae was measured by rapid serum agglutination (RSA) and Elias tests. 
Tracheal swabs were examined by high resolution melting PCR(HRM PCR) for detection 
Mycoplasma Synoviae field isolate.. The results showed that vaccination broiler farm against 
Mycoplasma Synoviae upto 40 weeks could protect all broiler breeder farms from 
Mycoplasma Synoviae field infection and produce good antibody titers. With increasing age 
and at age 60 weeks one farms and its progeny was positive for Mycoplasma Synoviae which 
was differ from Mycoplasma Synoviae included in live vaccine. This study showed 
vaccination by present vaccine against Mycoplasma Synoviae in broiler breeder farms could 
not protect older broiler breeder farms in older ages and probably Mycoplasma Synoviae 
infection transferred to progeny. Therefore vaccinated farms should be monitor by molecular 
methods. 
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