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 61S rRNAوسیله هب سپتیكوممایكوپلاسما گاليتشخیص گونه 

PCR هاي بالینيبا پرایمرهاي اختصاصي در نمونه 
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 چكیده
خسارات اقتصادي  هاي پرندگان،ترین پاتوژنبه عنوان یكي از اصلي سپتیكومایكوپلاسما گاليم 

مایكوپلاسما كند. هدف اصلي این مطالعه شناسایي گونه واني را به صنعت مرغداري وارد ميفرا

باشد. براي بررسي مي81S rRNA PCR هاي بالیني با استفاده از روش در نمونه سپتیكومگالي

 RSAT (Rapidفارم مادر گوشتي انتخاب و تست  1گذار تجارتي و فارم تخم 81تر سرمي، تی

Serum Agglutination Test) برداري برايانجام گردید. جهت نمونه  PCR (Polymerase Chain 

Reaction) فارمي كه در تست 81، از RSAT  ،سوآپ  811فارم انتخاب و  81مثبت شده بودند

كامي، ناي، كیسه هوایي و ریه از هر فارم تهیه گردید. سه سوآپ از سه  از شكاف استریل

انداخته شد و به آزمایشگاه منتقل  PBS لیترمیلیپرنده داخل یك لوله آزمایش حاوي یك 

این مطالعه، پرایمرهاي اختصاصي  مورد استفاده قرار گیرد. در PCRگردید تا براي انجام 

اختصاصي  كاملاا  81S  rRNAپرایمرهاي مورد استفاده براي ژناستفاده شد.  81S rRNAبراي ژن 

هاي موجود در ناي ها و دیگر باكتريباشد و با تمام مایكوپلاسمامي سپتیكوممایكوپلاسما گالي

مثبت شدند.  RSATفارم در تست سرمي  81فارم مورد آزمایش،  21از . طیور قابل تفریق است

درصد در  2/42نمونه معادل  41فارم،  81در اختصاصي،  تولیدي توسط پرایمرهاي  PCRمحصول

PCR ،  هاي فیلدي بر روي ژل الكتروفورز تشكیل جفت بازي را براي همه سویه 031باند

-مایكوپلاسما گاليتواند در تشخیص قطعي عفونت با با حساسیت بالا مي  81S rRNA PCRداد.
 در آزمایشگاه به كار برده شود.  سپتیكوم
 .493-116  ،2، شماره 3، دوره 6388تبريز، واحد مپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي مجله دا

 PCRهاي باليني، ، نمونهسپتيكوممايكوپلاسما گالي کلمات کلیدی:

 
 

 مقدمه
با توجه به اهميت بيماري      

از جنبه  سپتيكوممايكوپلاسما گالي

اقتصادي و با توجه به ايجاد 

با در  ( وCRDبيماري مزمن تنفسي )

هاي درماني نظر گرفتن تحميل هزينه

دهي مناسب و عدم زياد و عدم پاسخ

بروز حداكثر عملكرد پرندگان 

آلوده به اين باكتري، استفاده از 

هاي تشخيصي مطمئن و سريع كه روش

بتواند در شرايط خاص در حداقل 

زمان ممكن و با درصد احتمال 

بسيار بالا اين عامل را تشخيص 

رسد. ر ضروري به نظر ميدهد، بسيا

وقع مايكوپلاسما هم از تشخيص به م

مادر، هم  مرغ دهندگانجهت پرورش

 دهندگان پرورش

هاي تجارتي و هم از نظر جوجه

-سازمان دامپزشكي حائز اهميت مي
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(. مايكوپلاسماها 61) باشد

هاي بسيار كوچكي هستند پروكاريوت

وده و به كه فاقد ديواره سلولي ب

-بيوتيكدر مقابل آنتياين دليل 
هايي كه روي سنتز ديواره سلولي 

باشند. شكل مقاوم مي ،كننداثر مي

 مرغ پخته ها مثل تخمكلوني

(fried eggيا دكمه )باشد. اي شكل مي

همچنين نسبت به احتياجات پيچيدة 

غذايي در صورت كمبودشان مقاوم 

فقط  هاهستند. بعضي از مايكوپلاسما

 كنند آلوده مي يك نوع حيوان را

(host specificولي بعضي ) ها قادرند در

چندين حيوان مختلف ايجاد بيماري 

ايكوپلاسماها در گياهان، نمايند. م

انسان و حشرات ايجاد جانوران، 

 ،طور عموميكنند. بهبيماري مي

مايكوپلاسماها در سطح مخاطي 

شوند و اكثراً غيرمهاجم كلونيزه مي

ها مثل ههستند ولي بعضي گون

قادر به  سپتيكوممايكوپلاسما گالي

ها هستند. سوراخ كردن سلول

طور اوليه به همايكوپلاسماها ب

غشاي مخاطي دستگاه تنفس و يا 

ادراري تناسلي، چشم و مفاصل 

 تمايل دارند. بسياري از آنها 

هاي سطحي شناخته عنوان انگلهب

ها را مورد ندرت بافتهشوند و بمي

دهند. البته انتشار مي تهاجم قرار

هاي مختلف، بيانگر آنها به اندام

حداقل يك عفونت عمومي زودگذر 

 است. 

هاي مايكوپلاسما و طور كلي، گونههب

هاي خاصي تمايل احتمالًا سويه

ها يا بيشتري به بعضي از بافت

ها دارند هر چند اين تمايل اندام

الزاماً به معني حذف كامل از ساير 

 (.61) نيستها اندام

با استناد به آناليز توالي ژن 

61S rRNA شود كه تصور مي

ميليون  111مايكوپلاسماها حدود 

هاي سال قبل با از دست دادن قسمت

-غيرضروري از ژنوم خود از جمله ژن
هاي سنتنز ديواره سلولي از 

 هاي گرم مثبت و مشخصاً باكتري

 اند.مشتق شده هاكلستريديوم 

مختلف مايكوپلاسما  گونه 23تاكنون 

از پرندگان جدا شده كه ماكيان و 

گونه از آنها  61بوقلمون ميزبان 

باشند. در اين ميان تنها چهار مي

زا هستند گونه براي طيور بيماري

، سپتيكوممايكوپلاسما گاليكه شامل 

مايكوپلاسما ، مايكوپلاسما سينوويه

 مايكوپلاسما آيواو  مله آگريديس

يل اهميت نقش به دل .باشدمي

زايي مايكوپلاسماهاي طيور، بيماري

 ها قبل برنامه از سال

هاي مولد به اجرا كني از گلهريشه

درآمده است. با اين وجود 

هاي طيور مايكوپلاسماها در گله

حضور داشته و عفونت مايكوپلاسمايي 

همچنان يك معضل بزرگ صنعت طيور 

محسوب شده و در صورت آلوده شدن 

مولد با ارزش، ممكن است هاي گله

كشتار شده و يا اينكه نتاج آنها 

ارزش صادرات و فروش خود را از 

دست بدهند. مايكوپلاسماها از كلاس 

Mollicutes شاخه ،I  يعني

Mycoplasmatales  و جنسI  يعني

mycoplasma  611هستند و بيش از 

ده و وب DNAداراي  .گونه دارند

د. براي رشد به كلسترول نياز دار

 31 اپتيمم براي رشد درجه حرارت

است. با آناليز ژن گراد سانتیدرجه

توان ارتباط يم 61srRNAم ريبوزو

مايكوپلاسماها را  ژنتيكي بين

 بررسي كرد.

روش كشت مايكوپلاسما پرزحمت، كند، 

گران و نيازمند شرايط استريل 

مراز روش اي پلياست. واكنش زنجيره

راي كشت جايگزين سريع و اختصاصي ب

هاي روش 6991باشد. در دهه مي

مولكولي براي شناسائي 

مايكوپلاسماي پرندگان توصيف شد. 

اساس تمام آنها مبتني بر تكثير 

يا شناسائي يك قطعه خاص از ژنوم 

 61S rRNAباشد. در اين بين ژن مي

به دليل ثبات قابل توجه در 

ها و حتي در ميان جنس مورد گونه

رفته و با توجه بيشتر قرار گ

تكثير، تعيين توالي و يا استفاده 
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امكان شناسائي ارگانيسم  ،از پروب

 (.61و  61، 61) شودفراهم مي

 كارمواد و روش

 RSATنمونه برداري و انجام  -

فارم  21نمونه سرمي از  312     

 68فارم مادر گوشتي و  8شامل 

گذار تجارتي اخذ گرديد و فارم تخم

به آزمايشگاه  RSATجهت انجام تست 

سرولوژي انتقال يافت. براي انجام 

RSAT  :مراحل زير انجام شد 

يك حجم از سرم )تقريباً معادل 

30 ) اشي سفيد ريخته روي يك كرا

ژن رنگي و يك حجم از آنتي

 مايكوپلاسما 

 به آن اضافه گرديد. سپتيكومگالي

به منظور مخلوط نمودن آنتي ژن و 

شكل دوراني تكان هكاشي ب سرم،

بادي در صورت وجود آنتي داده شد.

 سپتيكوممايكوپلاسما گاليعليه 

پديدة آگلوتيناسيون اتفاق 

افتاد كه با گرد هم آمدن ذرات مي

معلق در مايع مشخص گرديد )سرم 

دقيقه و سرم  2مرغ حداكثر در مدت 

دقيقه با آنتي  3بوقلمون در مدت 

در خصوص  شود(.ژن آگلوتينه مي

-گالي مايكوپلاسماييد تشخيص أت
 كليه  سپتيكوم

 31هاي مثبت مرحله قبل به مدت سرم

-درجه سانتي 11دقيقه در بن ماري 

گراد قرار داده شد و آزمايش 

)جهت غير فعال سازي  تكرار گرديد

هاي واكنشگرهاي غير اختصاصي(. سرم

رقيق  PBSمثبت مرحله قبل را با 

ر شد در نموده و آزمايش تكرا

ها در رقت يك هشتم با كه سرمصورتي

 سپتيكوممايكوپلاسما گاليآنتي ژن 

آگلوتينه شوند از نظر تست سريع 

مثبت و در صورت عدم آگلوتيناسيون 

شدند. جهت تسريع و منفي قلمداد مي

را  1و  4توان مراحل سهولت كار مي

ادغام نمود. يعني ابتدا رقت 
8

1
 

دقيقه  31مدت هب يه نمود و سپسته

گراد درجه سانتي 11در بن ماري 

قرار داد و بعد آزماش را تكرار 

نمود. نتيجه اين آزمايش به صورت 

( گزارش شد -مثبت )+( يا منفي )

(1.) 

سازي محیط كشت و بررسي آماده

 :هاي كشتعملكرد محیط

هاي متعددي جهت كشت محيط

از مايكوپلاسما وجود دارد. يكي 

هايي كه تقريباً تمامي محيط

نيازهاي مايكوپلاسماي طيور در آن 

اي در طور گستردههكاررفته و بهب

شود محيط ايالات متحده استفاده مي

است. محيط ديگري كه براي  Freyكشت 

رود محيط كار ميهكشت مايكوپلاسما ب

بر محيط باشد. علاوهمي PPLOكشت 

بايد سازي محيط كشت پايه، جهت غني

مواد ديگري نيز به آن اضافه شود. 

اين مطالعه  دو محيط در هر

-يكي از مهم (.6استفاده شده است )

هاي كشت مايكوپلاسماها ترين جنبه

ويژه مايكوپلاسماهاي پرندگان هب

بررسي محيط كشت جهت اطمينان از 

توانايي آن در حمايت از رشد 

باشد و ممكن است مايكوپلاسما مي

به دليل عدم كارآيي  مايكوپلاسما

محيط توانايي رشد در آن محيط را 

نداشته باشد. لذا حتي پس از 

تغيير در يكي از اجزاء حتماً بايد 

محيط كشت مورد آزمايش قرار گيرد. 

ترين اجزائي كه ممكن است در مهم

نارسائي محيط كشت دخيل باشند 

شامل عصاره مخمر، سرم و آگار 

صاره اين ميان ع باشند. كه درمي

هاي تجارتي ويژه عصارههمخمر ب

مورد توجه ويژه بايد قرار گيرند. 

لذا توصيه بر استفاده از عصاره 

مخمر تازه تهيه شده در آزمايشگاه 

هاي كشت باشد. پس از تهيه محيطمي

فوق توانايي آنها در حمايت از 

رشد مايكوپلاسما با استفاده از 

    مايكوپلاسما سويه كم پاساژ 

ييد قرار أمورد ت سپتيكومگالي

گرفت. همچنين از تمام اجزاء محيط 

كشت و محيط كشت نهايي جهت 

اطمينان از عاري بودن از آلودگي 

عمل هميكروبي كشت ميكروبي ب

 (.6آمد)
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 :برداري جهت كشتنمونه

هاي مادر گوشتي و ها از گلهنمونه

 گذار تجارتي اخذ گرديد. درتخم

سازي از اين مطالعه جهت كشت و جدا

برداري صورت گرفت هائي نمونهگله

دست هنتايج مثبت ب RSATكه قبلاً در 

 161آمده بود. در اين مطالعه 

فارم مادر گوشتي و  61نمونه از 

 تخم گذار تجارتي اخذ گرديد. 

 :برداري از پرندگان زندهنمونه

نمونه در پرنده زنده از شكاف 

( اخذ گرديد. با Chonal cleftكامي )

كتاني استريل از  بفاده از سوآاست

ناي يا شكاف كامي نمونه تهيه شد 

و پس از تلقيح در لوله آزمايش 

 بحاوي محيط كشت مايكوپلاسما سوآ

دور انداخته شد و سپس درب لوله 

-هها بآزمايش محكم بسته شد. نمونه
دقت به منظور  صورت انفرادي و با

آوري جلوگيري از آلوده شدن جمع

پس از اخذ، سريعاً  شد. هر نمونه

هاي يخ در داخل فلاسك حاوي بسته

ها در داخل فلاسك قرار گرفت. نمونه

سريعاً به آزمايشگاه منتقل گرديد 

درجه قرار  31و در انكوباتور 

 (.6گرفت )

 
 

 :برداري از پرندگان تلف شدهنمونه

ها از پرندگان كالبدگشايي نمونه

شده از ناي، يا كيسه هوايي و ريه 

كتاني اخذ شد. بقيه  بمك سوآبا ك

برداري از مراحل همانند نمونه

 پرندگان زنده بود.

 :كشت و جداسازي

ها در پس از قراردادن نمونه

هاي كشت، روزانه انكوباتور، محيط

گرفت. تغيير مورد بررسي قرار مي

ساعت اول ناشي از  24رنگ در 

آلودگي باكتريايي يا رشد 

مداد مايكوپلاسماهاي ساپروفيت قل

ها از انكوباتور شده و اين نمونه

گرديدند. در روزهاي بعد هر حذف مي

تغيير رنگي از قرمز به زرد و كدر 

شدن محيط سريعاً پاساژ داده شده و 

طور همزمان به محيط كشت مايع و هب

شد. جامد انتقال داده مي

هايي كه تا ده روز هيچ نمونه

تغيير رنگي نداشتند نيز در روز 

ساژ داده و به محيط مايع و دهم پا

هرحال هشدند. بجامد منتقل مي

هاي اصلي تا يك ماه در نمونه

انكوباتور حفظ شده و درصورتي كه 

شواهدي از رشد در آنها با ساب 

عنوان هشد بكالچر آنها مشاهده نمي

گرديدند. نمونه منفي حذف مي

هاي كشت جامد در انكوباتور محيط

بسيار  با اتمسفر 2CO %1حاوي 

مرطوب قرار گرفته و هر روز جهت 

شناسايي پرگنه مايكوپلاسمايي توسط 

ميكروسكوپ مورد بررسي قرار 

 (.6) گرفتمي

  :PCRبرداري جهت نمونه

هدف اصلي اين مطالعه شناسايي 

 مايكوپلاسما گونه 

 با استفاده از روش  سپتيكومگالي

61S rRNA PCRباشد.مي 

 61، از PCRبرداري براي جهت نمونه

مثبت شده  RSATفارمي كه در تست 

 619فارم انتخاب و  61بودند، 

شكاف كامي، ناي،  ازسوآپ استريل 

كيسه هوايي و ريه از هر فارم 

تهيه گرديد. سه سوآپ از سه پرنده 

آزمايش حاوي يك  داخل يك لوله

انداخته و به  PBS ليترميلی

آزمايشگاه منتقل شد تا براي 

تفاده قرار مورد اس PCRانجام 

 (.  6گيرد )

 
 

 

به روش فنل  DNAمراحل استخراج 

 :كلروفورم

ميكروليتر از  111ابتدا مقدار      

نمونه مورد نظر بعد از قرار دادن 

 1/6در شيكر به درون ميكروتيوپ 

انتقال داده شد و جهت  ليتریميلی

دقيقه  61گيري به مدت رسوب

دور سانتريفوژ گرديد  63111در

 ندبزرگ بود ذراتحاوي  ها)نمونه

 3111دقيقه در  1كه ابتدا به مدت 
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و محلول رويي  نددور سانتريفوژ شد

به تيوپ جديد منتقل گرديد و تيوپ 

نشين شده دور حاوي مواد ته

انداخته شد. سپس مراحل بعدي روي 

محلول رويي انجام گرديد(. پس از 

كننده اضافه بافر ليزسانتريفوژ، 

مخلوط گرديده  گرديد. سپس به خوبي

در شيكر، تكان داده شد و در  و

 گراد به مدتدرجه سانتي 11ماري بن
ساعت قرار داده شد.  4-1/3

تركيبات تشكيل دهنده بافر 

ليزكننده در زير آمده است. به 

ليتر از محلول ميلي 211ازاء هر

 Kليتر پروتئيناز ميلي 21بالا، 
 اضافه گرديد.

  

Lysis Buffer  

11 Mm (pH=8) Tris-Hcl 

61 SDS 

611 Mm NaCl 

11 Mm EDTA 

6ml (2mg/µl) Proteinase K 

 

 8برابر  pHدر اين مرحله تريس با 

به عنوان  EDTAنقش بافر، 

 DNAase ،SDSهاي مهاركننده آنزيم

 عنوان به

هاي موجود در غشاء كننده چربيحل

به  Kسلول و نمونه و پروتئيناز 

ها و ينعنوان هضم كننده پروتئ

كند. در اتصالات بين سلولي عمل مي

آزاد  DNAها حاوي اين مرحله نمونه

-شده از مولكول پروتئين و چربي مي

باشند. اما هنوز مخلوطي از مواد 

اضافه موجود است كه به آن شيره 

 ( crude lysateخام )

 گويند. مي

ها خارج شدند ساعت نمونه 4بعد از 

ر نمونه ليتميكرو 611حجم آن )و هم

ليز كننده  ميكروليتر بافر 611+ 

كروليتر( فنل اشباع مي  211 جمعاً 

ها اضافه گرديد تا شده به نمونه

DNA ده از ااز شيره خام با استف

اي غير قطبي استخراج گردد. هحلال

ها خوب تكان داد شد و به نمونه

دور  63111دقيقه در  61مدت 

سانتريفوژ از ) سانتريفوژ گرديد

ميزي معمولي بدون يخچال با نوع رو

اي اتاق بود(. دماي نزديك به دم

ها دو فاز تشكيل دادند كه نمونه

به آرامي با سمپلر فاز رويي 

كشيده شد و به تيوپ جديد انتقال 

آن به همراه تيوپ  يافت و فاز زير

دور انداخته شد. هم حجم با فاز 

رويي كه توسط سمپلر كشيده شده 

ليتر(، به ميكرو 611بود )در حد 

كلروفورم )كه  -تيوپ، مخلوط فنل

از قبل به نسبت مساوي با هم 

ها اند( اضافه شد. تيوپمخلوط شده

به خوبي تكان داده شد و به مدت 

دور سانتريفوژ  63111دقيقه در  61

 گرديد.

ها دو فاز تشكيل دادند كه نمونه

به آرامي با سمپلر فاز رويي 

ل كشيده شد و به تيوپ جديد انتقا

آن به همراه تيوپ  يافت و فاز زير

دور انداخته شد. هم حجم با فاز 

رويي كه توسط سمپلر كشيده شده 

ميكروليتر(، به  611بود )در حد 

ها تيوپ، كلروفورم اضافه شد. تيوپ

به خوبي تكان داده شد و به مدت 

يفوژ دور سانتر 63111دقيقه در  61

ميزي گرديد )سانتريفوژ از نوع رو

بدون يخچال با دماي نزديك معمولي 

به دماي اتاق بود(. محلول رويي 

هاي با سمپلر كشيده شد و به تيوپ

جديد انتقال يافت. يك دهم حجم آن 

مولار جهت تغليظ و  3تات سديم اس

اضافه شد )محلول  DNAنشين كردن ته

 DNAاستات سديم باعث يونيزه شدن 

دهد( گشته و حل شدن آن را كاهش مي

خلوط گرديد و دو ي مو به آرام

-611، الكل مطلق برابر حجم نمونه

سرد اضافه شد. به مدت  درجه 91

 21ها در فريزر دقيقه نمونه61 -21

گراد زير صفر قرار درجه سانتي

ها از فريزر خارج داده شد. نمونه

دقيقه در  61گرديد و به مدت 

 دور سانتريفوژ شد 63111
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ميزي معمولي )سانتريفوژ از نوع رو

دون يخچال با دماي نزديك به ب

دماي اتاق بود(. مايع رويي تيوپ 

تخليه شد و بعد از تكان دادن، 

جهت خشك شدن الكل موجود در تيوپ، 

زير هود قرار داده شد )بايد دقت 

گردد تا نمونه موجود در تيوپ بيش 

از حد خشك نگردد چون باعث شكسته 

گردد كه براي انجام مي DNAشدن 

 11باشد(. نميمطالعه مطلوب 

ميكروليتر آب مقطر استريل به 

ه شد و به يخچال ( اضافDNAنمونه )

كه فاصله صورتيانتقال يافت )در

ها زماني آزمايش طولاني باشد نمونه

-درجه سانتي -21بايد در فريزر 
 ،1، 1، 2) گراد قرار داده شوند(

 (.61و  63 ،9

PCR  و تشخیص گونه مایكوپلاسما

 :سپتیكومگالي

ها از روش يد نمونهأيبه منظور ت    

مراز استفاده اي پليواكنش زنجيره

پرايمرهاي استفاده شده  شد.

در  61S rRNAاختصاصي ژن 

بودند و  سپتيكوممايكوپلاسما گالي

در  MGاين پرايمرها جهت شناسائي 

كشت خالص و يا نمونه باليني 

 (.66و  61، 9، 3) انداستفاده شده

 رها عبارت بودند از:پرايم

 
نام  توالي نوكلئوتیدي

 پرایمر

1’-AACACCAGAGGCGAAGGCGAGG3’ MG-81F 

1’-ACGGATTTGCAACTGTTTGTATTGG-3’ MG-88R 

 

ميكروليتر  21در حجم  PCRواكنش 

انجام شد و در تمامي موارد 

هاي مثبت و منفي همزمان كنترل

شد و اجزاء آن عبارت  هاستفاد

 بودند از:

Water                     64.44µl 

PCR Buffer (61X)        0.41 µl 

dNTP (61mM)                    

1.44 µl 

F primer (01 pmole/ µl)       1.64 µl 

R primer (01 pmole/ µl)       1.64 µl 

Taq DNA polymerase (4U/ µl)      1.61 µl 

MgC60 (41mM)                  0.11 µl 

Template DNA                  6.93 µl 

 

 

 

 

 

 
در ترموسايكر  هاواکنشتمامي 

Gradient Mastercycler (Eppendroff، 

آلمان( انجام گرفت و برنامه آن 

 صورت زير هب

 بود:

 DNA 14C 0minجداشدن اولیه 

سیكل شامل جداشدن،  31

 DNAشدن و طویل شدن جفت

94C 

18C 

12C 

31sec 

11sec 

31sec 

 12C 61min ل شدن انتهائيطوی

 :الكتروفورز

 قالب ژل آگاروز

هاي اي، شانه و تيغهصفحات شيشه     

كناري با استفاده از يك ماده 

شوينده كاملاً تميز شد )ضخامت شانه 

و تيغه كناري بايد يكسان باشد( و 

با استفاده از آب مقطر ديونيزه 

اي با صفحات شيشه .آبكشي گرديد

كاملاً درجه  91نول استفاده از اتا

 آبگيري و در مجاورت هوا خشك شد.
قالب ژل از طريق قرار دادن 

هاي كناري در سطح داخلي صفحه تيغه

پشتي و سپس قرار دادن صفحة رويي 

طوريكه هها بسته شد. ببر روي تيغه

تر از لبه ها كمي خارجتيغه

-هاي قرار داده شد بهاي شيشهپليت
ن صفحة كه پس از قرار دادطوري

ها به آرامي ي تيغهياي روشيشه

فشار داده شد تا در جاي خود بين 

اطراف و زير  دو صفحه قرار گيرند.

قالب با استفاده از يك نوار چسب 

بندي شد. نشت با كيفيت خوب آب

ها پس از افزودن نكردن نوار چسب

 (.6) ژل آگاروز بسيار اهميت دارد
 :آماده كردن مخلوط ژل آگاروز
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 PCRجهت شناسائي و رويت محصول      

فرانسه(  ،Apelexاز الكتروفورز )

و  %6ها در روي ژل آگاروز نمونه

استفاده شد. براي  TAE %6بافر 

  TAE %21از  TAE %6 تهيه

(Tris base , Acetic acid and ETDA )

 استفاده شد 

از اين  ليترميلی 21طوريكه هب

ب مقطر آ ليترميلی 481محلول با 

ط گرديد. براي آماده كردن ژل  مخلو

ز وگرم از ژل آگار 31/1ابتدا 

(Roche،Agarose MP در )ليتر ميلي 31

در يك ارلن ريخته  TAE %6از بافر 

جوش شد و با استفاده از حمام آب

حرارت دادن تا حل  .حرارت داده شد

ادامه يافت. پس  روزشدن كامل آگا

 11از سردشدن دماي آن به حدود 

لاندا اتيديوم برومايد  6.1درجه ، 

(ETBrبه آن اضافه شد ) اين نسبت(-

گودي  61ها براي يك كست حاوي ژل 

باشد(. سپس محلول با دقت كافي مي

بدون ايجاد حباب  وو به آرامي 

هوا در قالب ژل ريخته شد. براي 

هاي كننده حباباين منظور از حذف

 هوا 

(Air bubble remover) .از  استفاده گرديد

سنج جهت يكنواخت پخش شدن ژل ازتر

در تمام سطوح تانك الكتروفورز 

استفاده گرديد. سپس در ژل و در 

محل خود قرار داده شد و تا 

جامدشدن كامل، ژل در دماي اتاق 

قرار گرفت. پس از آن شانه خارج و 

ژل در دستگاه الكتروفورز قرار 

تا پوشاندن  TAE %6گرفت و محلول 

 µlريخته شد. كامل سطح ژل در تانك 

با دو ميكروليتر  PCRاز محصول  61

( Loading bufferاز بافر بارگذاري )

هاي ( و در گودهx6مخلوط )محلول 

ژل قرار داده شد. پس از اتمام 

ها، الكترودها به بارگذاري نمونه

منبع تغذيه متصل شده، ژل در 

 41ولت به مدت  611جريان ثابت 

ه دقيقه قرار گرفت. ژل روي دستگا

UV  

(BioRAD, Bio-Rad Lab.- California, USA )

 قرار گرفته و از آن عكس تهيه شد

(63.) 

 نتایج

 : RSATنتایج حاصل از تست 

نمونه سرمي اخذ شده  312از      

 RSATفارم در تست  61فارم،  21از 

 3فارم شامل  61مثبت شدند. اين 

فارم تخم  64تي و فارم مادر گوش

طوركلي از ه. ببودگذار تجارتي 

نمونه در  631نمونه اخذ شده،  312

نمونه منفي و  212مثبت،  RSATتست 

 61نمونه سرمي مشكوك،  33از 

نمونه در رقت يك هشتم مثبت اعلام 

 گرديدند. 

 :نتایج حاصل از كشت

 61نمونه جمع آوري شده از  161از 

نمونه از هر  31فارم با تعداد 

نمونه مثبت معادل  214فارم، 

-گالي      مايكوپلاسما 8/49%
 61جداسازي گرديد. از  سپتيكوم

مايكوپلاسما فارم باكتري  3فارم، 

جداسازي نگرديد.  سپتيكومگالي

هاي رشد و اولين نشانه معمولاً 

تغيير رنگ در محيط مايع حدود روز 

شد. اگر چه در پنجم مشاهده مي

ها برخي موارد شواهد رشد در نمونه

يز رويت نشد. تا روز بيست و دوم ن

-در مجموع محدوده زماني كه نمونه
اصلي شواهد تغيير رنگ و رشد  یها

دادند بين روزهاي پنجم را نشان مي

-تا بيست و پنجم بعد از نمونه
هايي كه تا برداري ثبت شد و نمونه

روز بيست و پنجم مثبت نشده بودند 

در ادامه انكوباسيون نيز تغيير 

ل تغيير دنباهرنگي نشان ندادند. ب

رنگ محيط كشت از قرمز به زرد كه 

 PHناشي از تخمير گلوكز و كاهش 

عنوان مثبت هبود، نمونه بمحيط مي

ييد و أفرض شده و مراحل زير جهت ت

پاساژ  .(6سازي انجام گرفت )خالص

نمونه مثبت به محيط مايع جديد و 

با  سازيذخيره( 2محيط جامد )

در فريزر  %1استفاده از گليسرول 

( 3گراد زير صفر )درجه سانتي 11

در محيط كشت مايع.  MGبررسي حضور 
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در محيط  MGييد حضور أدر صورت ت

آبگوشت، محيط جامد در انكوباتور 

CO2 گرفت و با رطوبت بالا قرار مي

تا رويت پرگنه انجام گيرد. پس از 

رويت پرگنه مايكوپلاسما، يك پرگنه 

انتخاب و به محيط مايع منتقل و 

ز رشد و تغيير رنگ محيط، پس ا

ييد أت PCRجدايه با استفاده از 

 شد. مي

و  81S rRNA PCRتایج حاصل از ن

-مایكوپلاسما گاليتشخیص گونه 
  :سپتیكوم

ها از روش ييد نمونهأبه منظور ت     

PCR  استفاده گرديد. پرايمرهاي

اختصاصي گونه  استفاده شده كاملاً 

 بودند سپتيكوممايكوپلاسما گالي

كه محصول طوريه( ب66و  61، 9، 3)

PCR ها و توليد شده در تمام نمونه

 131قطعه ، يك ts-66سويه استاندارد 

داد كه مشخص جفت بازي را تشكيل مي

 مايكوپلاسما گالي سپتيكومكننده 

 61نمونه اخذ شده از  619از  بود.

درصد  2/42نمونه معادل  41فارم، 

بر جفت بازي را  131باند  PCRدر 

روي ژل آگاروز نشان دادند. 

 پرايمرهاي استفاده شده كاملاً 

-مايكوپلاسما گالياختصاصي گونه 
كه طوريهب (61بودند ) سپتيكوم

توليد شده در تمام  PCRمحصول 

، ts-66ها و سويه استاندارد نمونه

جفت بازي را تشكيل  131يك قطعه 

اختصاصيت اين تست با توجه   .داد

 باشدحققين میقبلی مبه مطالعه 

  (.66و  61، 9، 3( )6)نگاره 

 
 .MG-66Rو  -61F MGبا استفاده از پرايمرهاي  61S rRNAژن  PCRمحصول  -8نگاره

M: Gene Ruler 611bp plus DNA Ladder. Lane 6: ts-66   كنترل منفي:Lane 2 :واكسن، 

 Lane 3-62 : هاي فيلديجدايه 

 

 گیريبحث و نتیجه

وجه به اهميت بيماري با ت     

از جنبه  سپتيكوممايكوپلاسما گالي

اقتصادي و با توجه به ايجاد 

( و با در CRDبيماري مزمن تنفسي )

هاي درماني نظر گرفتن تحميل هزينه

دهي مناسب و دو چندان و عدم پاسخ

عدم بروز حداكثر عملكرد پرندگان 

آلوده به اين باكتري، استفاده از 

 DNAشناسايي  هاي مبتني برروش

طور مستقيم از هب MGبراي تشخيص 

يشگاهي هاي آزمابافت يا جدايه

(. اگرچه 6) رسدضروري به نظر مي

 MGتوان از پروب براي شناسائي مي

M  6  0  4   3    4  4  4  4   9  61  66 60 

441 
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 اما روش  ،استفاده نمود

بسيار معمول، تكثير قطعه اختصاصي 

از ژنوم باكتري است. براي اين 

هاي تجاري نيز در دسترس منظور كيت

ي براي تشخيص يها(. روش6) ندهست

همزمان انواع مايكوپلاسما در 

هاي باليني ابداع شده است نمونه

 PCRتوان به كه از آن جمله مي

اشاره كرد.  PCR-RLFPچندگانه و 

ظرف يك تا دو روز مشخص  PCRنتايج 

كه براي كشت و در حالي ،شودمي

تعيين هويت ارگانيسم يك تا سه 

 PCRهمچنين  هفته زمان نياز است.

قادر است نتايج دقيقي در حضور 

هاي مخلوط با چندين عفونت

هاي مايكوپلاسما، آلودگي با عفونت

هاي باكتريايي ثانويه، مهاركننده

رشد مايكوپلاسما مثل آنتي بادي، 

آنتي بيوتيك، يا ساير عوامل 

-ه(. ب61 و 6) ميزباني ارائه دهد
ويژه رشد مايكوپلاسماهاي ساپروفيت 

رشد سريعتري در محيط غني شده كه 

 سپتيكوممايكوپلاسما گالينسبت به 

ترين مشكلات كشت دارند از مهم

هاي ارگانيسم DNAباشد. شناسائي مي

غير زنده مثلًا پس از درمان با 

 راست. د PCRبيوتيك از معايب آنتي

  يدأيت اين مطالعه، به منظور 

  ايواكنش زنجيره  روش از   هانمونه

 پرايمرهاي شد.  استفاده  مرازپلي

 61S rRNAژن  اختصاصي استفاده شده

بودند  سپتيكوممايكوپلاسما گاليدر 

 MGو اين پرايمرها جهت شناسائي 

در كشت خالص و يا نمونه باليني 

اند. با استفاده از استفاده شده

هاي اين پرايمرها تمام سويه

جفت باز را  PCR  131فيلدي، محصول 

 PCR(. محصول 61) دتشكيل دادن

توليد شده توسط پرايمرهاي 

تنها با  61F/66Rاختصاصي 

واكنش  سپتيكوممايكوپلاسما گالي

گونه  22داده و با هيچكدام از 

 مختلف مايكوپلاسما واكنش نمي دهد

(61 .) 

جهت تشخيص  61S rRNA-PCRآزمون 

با  سپتيكوممايكوپلاسما گاليگونه 

 و MG-61F پرايمرهاي اختصاصي

MG-61R  با توجه به تشكيل باند

هاي جفت بازي براي تمامي سويه 131

فيلدي مورد استفاده در اين 

و  ts-66مطالعه و سويه واكسينال 

-نتايج حاصل از اين مطالعه، مي
درصد مورد  611تواند با حساسيت 

 استفاده قرار گيرد.
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Detection of Mycoplasma gallisepticum by 81S rRNA PCR with specific primers in 

clinical samples 
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Abstract 
    

Mycoplasma gallisepticum (MG) as one the major pathogens of birds, causes significant economic 

losses in poultry industry. The main purpose of the present study was to detect Mycoplasma 

gallisepticum in clinical samples using the 64S rRNA PCR method. For serological screaming test, 64 

commercial laying farms and 4 broiler breeder farms were selected and rapid serum agglutination test 

(RSAT) was performed. For polymerase chain reaction sampling, 61 of the 64 farms that were 

positive in RSAT were selected and 619 sterile swab samples were collected from the palatine cleft, 

trachea, air sacs and lungs in each farm. Three swabs from three birds were placed in test tube 

containing 6 ml of phosphate buffered saline and transferred to laboratory form PCR testing. In this 

study, specific primers for 64S rRNA gene were used. The aforementioned primers are totally specific 

for MG and can be differentiated from other Mycoplasma and bacteria present in the trachea of 

poultry of the 04 farms examined, 64 farms were positive in RSAT serologic test. The 441 bp PCR 

product produced by specific primers of all field strains appeared on electrophoresis gel in 34 samples 

from 61 farms accounting to 30.04.The 64S rRNA PCR with very high sensitivity can be employed 

in definitive diagnosis of Mycoplasma gallisepticum infection in vitro. 
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