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 چكيده
كند. هدف اصلي اينن ماالعنه   خسارات اقتصادي فراواني را به صنعت مرغداري وارد مي هاي پرندگان،ترين پاتوژنبه عنوان يكي از اصلي ينوويهمايكوپلاسما س

 گله  23سرمي از نمونه  373 باشد. براي بررسي تيتر سرمي،  تعدادميVlhA-PCR هاي باليني با استفاده از روش در نمونه مايكوپلاسما سينوويهشناسايي گونه 

مثبت گرديد.  RSAدر آزمايش  گله 89نمونه، معادل  843 انجام گرديد كه RSA (Rapid Serum Agglutination) مادر گوشتي اخذ و بر روي آن تست

-سوآپانتخاب و  هگل 22مثبت شده بودند،  RSA آن در تست گله 89 كه ايگله 23از  PCR( Polymerase Chain Reaction) برداري برايجهت نمونه

انداخته شد و به  PBS ليترميليتهيه گرديد. سه سوآپ از سه پرنده داخل يك لوله آزمايش حاوي يك  آنهاهاي استريل از شكاف كامي، ناي، كيسه هوايي و ريه از 

  PCRمحصنول   .اسنتفاده شند   VlhAصاصي براي ژن پرايمرهاي اختاز اين ماالعه،  مورد استفاده قرار گيرد. در PCRآزمايشگاه منتقل گرديد تا براي انجام 

با   VlhA-PCRهاي فيلدي بر روي ژل الكتروفورز تشكيل داد. جفت بازي را براي همه سويه 332-422، باند گله 1توليدي توسط پرايمرهاي اختصاصي، در 

 .اه به كار برده شوددر آزمايشگ مايكوپلاسما سينوويهتواند در تشخيص قاعي عفونت با حساسيت بسيار بالا مي

 .173-118 ،4، شماره 3، دوره 8311تبريز، واحد مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي 

 VlhAژن  ،PCRهاي باليني، مايكوپلاسما سينوويه، نمونه كلمات كليدي:

 
 

 

 

 مقدمه
زاي مهم ماكيان يكي از عوامل بيماري مايكوپلاسما سينوويه     

اله خسنارت اقتصنادي زينادي بنه     و بوقلمون است كه همنه سن  

مايكوپلاسنما  نمايند. اگرچنه اولنين بنار     وارد مني  صنعت طيور
به عنوان عامل بيماري سينوويت عفوني معرفي شد، اما  سينوويه

امروزه علاوه بر سينوويت عفوني به عنوان عامل بيماري تنفسي 

(. 82و  1، 3ي هوائي نيز شناخته شده اسنت ) هاو عفونت كيسه

هنناي كنتننرل و هنناي ايجنناد شننده در روشپيشننرفت دبننا وجننو

در صننعت طينور    همچننان كنني، مايكوپلاسنما سنينوويه    ريشه

برخنوردار  اي وينهه هاي منر  منادر از اهمينت    در گله خصوصاً

بيشنتر بنه    مايكوپلاسنما سنينوويه  است. شكل تنفسني عفوننت   

صورت عفونت تحت باليني قسمت فوقاني دسنتگاه تننفس ر    

هنگامي  باليني عفونت به شكل تنفسي، خصوصاً حالتدهد. مي

mailto:a.pourbakhsh@rvsri.ir
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هاي ويروسي ماننند بيمناري   با بيماري مايكوپلاسما سينوويهكه 

هناي  نيوكاسل يا برونشيت عفوني و يا واكسيناسيون با وينروس 

هناي  كند كه با عفونت كيسنه شود، بروز ميزنده فوق همراه مي

د. در شنو هوايي همراه است و باعث شديدتر شدن بيمناري مني  

برخي موارد، عفونت سيستميك شنده و بنه سنينوويت عفنوني     

شود كه يك بيماري عفنوني حناد تنا منزمن ماكينان و      منجر مي

طنور عمنده غشناي سنينوويال مفاصنل و      هها است و بن بوقلمون

. متعاقننآ آن سننينوويت كننندهننا را درگيننر مننيغننلاف تاننندون

 (.1و  1، 3) گردداكسوداتيو و بورسيت ايجاد مي

دهندگان يص به موقع مايكوپلاسما هم از جهت پرورشتشخ

هاي تجارتي و هم از نظر دهندگان جوجهمادر، هم پرورش

باشد. مايكوپلاسماها سازمان دامپزشكي حائز اهميت مي

هاي بسيار كوچكي هستند كه فاقد ديواره سلولي پروكاريوت

ز هايي كه روي سنتبيوتيكبوده و به اين دليل در مقابل آنتي

ها مثل باشند. شكل كلونيمقاوم مي ،كنندديواره سلولي اثر مي

باشد. همچنين نسبت به اي شكل ميمر  پخته يا تكمهتخم

احتياجات پيچيدة غذايي در صورت كمبودشان مقاوم هستند. 

كنند بعضي از مايكوپلاسما فقط يك نوع حيوان را آلوده مي

لف ايجاد بيماري ها قادرند در چندين حيوان مختولي بعضي

نمايند. مايكوپلاسماها در گياهان، جانوران و انسان و حشرات 

كنند. به طور عمومي مايكوپلاسماها در ساح ايجاد بيماري مي

شوند و اكثراً غيرمهاجم هستند ولي بعضي مخاطي كلونيزه مي

قادر به سورا  كردن  سپتيكوممايكوپلاسما گاليها مثل گونه

طور اوليه به غشاي مخاطي هايكوپلاسماها بها هستند. مسلول

تناسلي، چشم و مفاصل تمايل  -دستگاه تنفس و يا ادراري

هاي ساحي شناخته عنوان انگلهدارند. بسياري از آنها ب

دهند. البته ها را مورد تهاجم قرار ميندرت بافتهشوند و بمي

 هاي مختلف، بيانگر حداقل يك عفونتانتشار آنها به اندام

هاي مايكوپلاسما و طور كلي، گونههعمومي زودگذر است. ب

 ها ياهاي خاصي تمايل بيشتري به بعضي از بافتاحتمالاً سويه

ها دارند هر چند اين تمايل الزاماً به معني حذف كامل از اندام

 (.1و  1، 3) باشدها نميساير اندام

كه  شودتصور مي 16S rRNAبا استناد به آناليز توالي ژن 

ميليون سال قبل با از دست دادن  122مايكوپلاسماها حدود 

هاي سنتز ضروري از ژنوم خود از جمله ژن هاي غيرقسمت

 هاي گرم مثبت و مشخصاً ديواره سلولي از باكتري

 (.83) اندها مشتق شدهكلستريديوم

گونه مختلف مايكوپلاسما از پرندگان جدا شده كه  23تاكنون 

باشند. در اين ميان گونه از آنها مي 81ون ميزبان ماكيان و بوقلم

زا هستند كه شامل تنها چهار گونه براي طيور بيماري

مايكوپلاسما ، مايكوپلاسما سينوويه، سپتيكومگالي مايكوپلاسما

به دليل اهميت نقش  .باشدمي مايكوپلاسما آيواو  مله آگريديس

 قبل برنامه  هازايي مايكوپلاسماهاي طيور، از سالبيماري

هاي مولد به اجرا درآمده است. با اين وجود كني از گلهريشه

هاي طيور حضور داشته و عفونت مايكوپلاسماها در گله

مايكوپلاسمايي همچنان يك معضل بزرگ صنعت طيور 

هاي مولد با ارزش، محسوب شده و در صورت آلوده شدن گله

رزش صادرات و ممكن است كشتار شده و يا اينكه نتاج آنها ا

 (.1و  1، 3) فروش خود را از دست بدهند

يعني  I، شاخه Mollicutesمايكوپلاسماها از كلاس 

Mycoplasmatales  و جنسI  يعنيmycoplasma 

و براي بوده  DNAداراي  .گونه دارند 822هستند و بيش از 

براي رشد  مالوب د. درجه حرارتنرشد به كلسترول نياز دار
C37 16است. با آناليز ژن ريبوزومS rRNA  توان ارتباط مي

ژنتيكي بين مايكوپلاسماها را بررسي كرد. روش كشت 

زمان بر، گران و نيازمند شرايط استريل  مايكوپلاسما پرزحمت،

مراز روش جايگزين سريع و اي پلياست. واكنش زنجيره

هاي روش 8992باشد. در دهه اختصاصي براي كشت مي

مولكولي براي شناسائي مايكوپلاسماي پرندگان توصيف شد. 

اساس تمام آنها مبتني بر تكثير يا شناسائي يك قاعه خاص از 

به دليل ثبات قابل  16S rRNAباشد. در اين بين ژن ژنوم مي
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ها و حتي در ميان جنس مورد توجه بيشتر قرار توجه در گونه

استفاده از پروب امكان  گرفته و با تكثير، تعيين توالي و يا

 (.84و  82، 4، 8) شودشناسائي ارگانيسم فراهم مي

هاي هاي زيادي جهت شناسائي و تفريق سويهتاكنون تلاش 

صورت پذيرفته است. ژنوم  مايكوپلاسما سينوويه

هاي اي از تواليمايكوپلاسماها حاوي درصد قابل ملاحظه

توالي  سما ژنيتاليوممايكوپلادر  ،طور مثالهب .باشدميتكراري 

MgPa  خود اختصاص هدرصد كل ژنوم را ب 7/4حدود

، تعداد بيشتر سپتيكوممايكوپلاسما گاليدهند، همچنين در مي

درصد  4/82( حدود  PMGA)يا  VLhAتوالي و بزرگتر ژن 

ها نقش اين توالي .از كل ژنوم را به خود اختصاص داده است

ه در ساح سلول ايجاد ژنيكي كخودشان را در تنوع آنتي

تنوع فاز  ژنيكي وآنتي و كشف اندازه كنند، اجرا ميكنندمي

ها در تحقيقات ترين پيشرفتعنوان يكي از بزرگهاحتمالاً ب

تواند نقش ها بوده همچنين تنوع فازي يا اندازه ميمايكوپلاسما

، اتصال و دفاع ميزبان، براي مايكوپلاسما حدّتكليدي در 

 (.81و  83، 88، 82، 9) شدداشته با

 كارمواد و روش
 RSATنمونه برداري و انجام 

مادر گوشتي اخذ گرديد و جهت  گله 23نمونه سرمي از  373

به آزمايشگاه سرولوژي انتقال يافت. براي  RSAانجام تست 

 مراحل زير انجام شد:  RSAانجام تست 

( روي يك كاشي سفيد 30يك حجم از سرم )تقريباً معادل 

به آن  مايكوپلاسما سينوويهژن رنگي ريخته و يك حجم از آنتي

ژن و سرم، كاشي به منظور مخلوط نمودن آنتي اضافه گرديد.

بادي عليه در صورت وجود آنتي شكل دوراني تكان داده شد.هب

افتاد كه با مايكوپلاسما سينوويه پديده آگلوتيناسيون اتفاق مي

گرديد )سرم مر  ميمدن ذرات معلق در مايع مشخص آگرد هم

دقيقه با  3دقيقه و سرم بوقلمون در مدت  2حداكثر در مدت 

ييد تشخيص أشود(. در خصوص تآنتي ژن آگلوتينه مي

هاي مثبت مرحله قبل به مدت كليه سرم مايكوپلاسما سينوويه

د و گراد قرار داده شدرجه سانتي 31دقيقه در بن ماري  32

سازي واكنشگرهاي غير مايش تكرار گرديد )جهت غيرفعالآز

رقيق و  PBSهاي مثبت مرحله قبل با اختصاصي(. سرم

ها در رقت يك هشتم با كه سرمآزمايش تكرار شد در صورتي

ند از نظر تست دشميآگلوتينه  مايكوپلاسما سينوويهژن آنتي

سريع مثبت و در صورت عدم آگلوتيناسيون منفي قلمداد 

 شدهادغام  3و  4شدند. جهت تسريع و سهولت كار مراحل يم

يعني ابتدا رقت 
8
دقيقه در  32مدت هو سپس ب گرديدتهيه  1

و بعد آزمايش را  ه شدگراد قرار داددرجه سانتي 31ماري بن

  نتيجه اين آزمايش به صورت مثبت )+( يا منفيگرديد. تكرار 

 (.4گزارش شد )( -)

  PCRبرداري جهت نمونه

آنها  گله 89كه  ايگله 22، از PCRبرداري براي جهت نمونه

هاي استريل از شكاف مثبت شده بودند، سوآپ RSAدر تست 

كامي، ناي، كيسه هوايي و ريه تهيه گرديد. سه سوآپ از سه 

 PBS ليترميليپرنده داخل يك لوله آزمايش حاوي يك 

مورد  PCRتقل شد تا براي انجام انداخته و به آزمايشگاه من

 استفاده قرار گيرد.  

 به روش فنل كلروفورم DNAمراحل استخراج 

ميكروليتر از نمونه مورد نظر بعد از قرار دادن  322ابتدا مقدار 

انتقال داده شد و  يليترميلي 3/8به درون ميكروتيوپ  همزندر 

فوژ دور سانتري 83222دقيقه در 83گيري به مدت جهت رسوب

 3كه ابتدا به مدت  ندبزرگ بود ذراتها حاوي گرديد )نمونه

 بو  محلول رويي به تيو نددور سانتريفوژ شد 3222دقيقه در 

حذف نشين شده حاوي مواد ته بجديد منتقل گرديد و تيو

سپس مراحل بعدي روي محلول رويي انجام گرديد(.  گرديد.

گرديد و در حد ها تخليه نمونه هايبپس از سانتريفوژ، تيو

 حجم مقدار ليتر در ته آن باقي ماند. سپس همميكرو 822

كننده اضافه ، بافر ليزب(  در تيوميكروليتر 822) ماندهباقي
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، تكان همزندر  آنگاهگرديد. سپس به خوبي مخلوط گرديده 

 3/3-4گراد به مدت درجه سانتي 31ماري داده شد و در بن

شكيل دهنده بافر ليز كننده در ساعت قرار داده شد. تركيبات ت

ميلي  22ليتر از محلول بالا، ميلي 222ير آمده است. به ازاي هر ز

 اضافه گرديد. Kليتر پروتئيناز 

 
Lysis Buffer : 

50 Mm (pH=8) Tris-Hcl 
1% SDS 

100 Mm NaCl 
50 Mm EDTA 

1ml (2mg/µl) Proteinase K 

 

به  EDTAش بافر، نق 1برابر  pHدر اين مرحله تريس با 

به عنوان حل  DNAase ،SDSهاي عنوان مهاركننده آنزيم

 Kهاي موجود در غشاي سلول و نمونه و پروتئيناز كننده چربي

ها و اتصالات بين سلولي عمل كننده پروتئينبه عنوان هضم

آزاد شده از  DNAها حاوي كند. در اين مرحله نمونهمي

د. اما هنوز مخلوطي از مواد باشنمولكول پروتئين و چربي مي

 ( crude lysateاضافه موجود است كه به آن شيره خام )

 گويند. مي

 822حجم آن )ها خارج شدند  و همساعت نمونه 4ز بعد ا

  222 ليز كننده جمعاً ميكروليتر بافر 822+  ليتر نمونهميكرو

از  DNAها اضافه گرديد تا ميكروليتر( فنل اشباع شده به نمونه

قابي استخراج گردد. هاي غيرده از حلالاشيره خام با استف

 83222دقيقه در  83ها خوب تكان داد شد و به مدت نمونه

ميزي معمولي بدون ) سانتريفوژ از نوع رو دور سانتريفوژ گرديد

ها دو فاز نزديك به دماي اتاق بود(. نمونه يخچال با دماي

رويي كشيده شد و به تشكيل دادند كه به آرامي با سمپلر فاز 

دور  بآن به همراه تيو تيوپ جديد انتقال يافت و فاز زير

حجم با فاز رويي كه توسط سمپلر كشيده شده انداخته شد. هم

كلروفورم  -، مخلوط فنلبميكروليتر(، به تيو 832بود )در حد 

اند( اضافه شد. م مخلوط شده)كه از قبل به نسبت مساوي با ه

 83222دقيقه در  83كان داده شد و به مدت ها به خوبي تبتيو

 دور سانتريفوژ گرديد.

ها دو فاز تشكيل دادند كه به آرامي با سمپلر فاز رويي نمونه

آن به همراه  كشيده شد و به تيوپ جديد انتقال يافت و فاز زير

حجم با فاز رويي كه توسط سمپلر دور انداخته شد. هم بتيو

، كلروفورم بيكروليتر(، به تيوم 832كشيده شده بود )در حد 

دقيقه  83ها به خوبي تكان داده شد و به مدت باضافه شد. تيو

 دور سانتريفوژ گرديد.  83222در 

هاي جديد انتقال بمحلول رويي با سمپلر كشيده شد و به تيو

مولار جهت تغليظ و  3يافت. يك دهم حجم آن استات سديم 

استات سديم باعث اضافه شد )محلول  DNAنشين كردن ته

دهد( و گشته و حل شدن آن را كاهش مي DNAيونيزه شدن 

به آرامي مخلوط گرديد و دو برابر حجم نمونه، الكل مالق 

ها نمونهدقيقه  83 -22سرد اضافه شد. به مدت  درجه 822-91

ها گراد زير صفر قرار داده شد. نمونهدرجه سانتي 22در فريزر 

دور  83222دقيقه در  83ه مدت از فريزر خارج گرديد و ب

سانتريفوژ شد )سانتريفوژ از نوع روميزي معمولي بدون يخچال 

با دماي نزديك به 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 

از حد خشك نگردد چون باعث شكسته شدن تيوپ بيش 

DNA 32باشد(. گردد كه براي انجام ماالعه مالوب نميمي 

( اضافه شد و به DNAميكروليتر آب مقار استريل به نمونه )

كه فاصله زماني آزمايش يخچال انتقال يافت )در صورتي

گراد قرار درجه سانتي -22ها بايد در فريزر طولاني باشد نمونه

 (. 84و  82، 7، 1، 3شوند ) داده

VlhA-PCR مايكوپلاسما سينوويهتشخيص گونه  و 

مراز اي پليها از روش واكنش زنجيرهيد نمونهأيبه منظور ت

-VlhAپرايمرهاي استفاده شده اختصاصي ژن  استفاده شد.

PCR  بودند و اين پرايمرها جهت  مايكوپلاسما سينوويهدر
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مونه باليني استفاده در كشت خالص و يا ن MSشناسائي 

 عبارت بودند از:پرايمرها  (.83و  82، 3) اندشده

 

 توالي نوكلئوتيدي
نام 

 پرايمر

TACTATTAGCAG CTAGTGC MScons-F 

AGTAACCGATCCGCTTAAT’ MScons-R 

 

ميكروليتر انجام شد و در تمامي  23در حجم  PCRواكنش 

و اجزاي آن  شد هزمان استفادهاي مثبت و منفي همموارد كنترل

 عبارت بودند از:

Water     17.36µl 

PCR Buffer (10X)   2.50 µl 

dNTP (10mM)               0.75 µl 

F primer (20 pmole/ µl)  0.15 µl 

R primer (20 pmole/ µl)  0.15 µl 

Taq DNA polymerase (5U/ µl) 0.10 µl 

MgC12 (50mM)            2.00 µl 

Template DNA            1.94 µl

 Gradient Mastercyclerها در ترموسايكر تمامي راكسيون

(Eppendroff، انجام گرفت و برنامه آن ب )صورت زير هآلمان

بود: 
 تعداد چرخه مدت زمان درجه حرارت  نام مرحله

 8 2‘  94 دناتوراسيون اوليه 

 33 83“ 91 دناتوراسيون ثانويه 

 33 83“ 34 اتصال پرايمر 

 33 22“ 72 گسترش اوليه 

 8 3‘ 72 گسترش نهايي 

 

 الكتروفورز

 قالآ ژل آگاروز

هاي كناري را با استفاده از يك اي، شانه و تيغهصفحات شيشه

ماده شوينده كاملاً تميز شد )ضخامت شانه و تيغه كناري بايد 

 ه از آب مقار ديونيزه آبكشي گرديد.يكسان باشد( و با استفاد

كاملاً آبگيري  درجه 93اي با استفاده از اتانول هصفحات شيش

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

هاي كناري در ساح داخلي صفحه پشتي و سپس قرار تيغه

ها كه تيغهطوريهها بسته شد. بدادن صفحة رويي بر روي تيغه

كه طوريهشد ب اي قرار دادههاي شيشهتر از لبه پليتكمي خارج

ها به آرامي فشار اي روبي تيغهپس از قرار دادن صفحة شيشه

  اطراف و داده شد تا در جاي خود بين دو صفحه قرار گيرند.

 

 

بندي زير قالآ با استفاده از يك نوار چسآ با كيفيت خوب آب

 (.8شد. )

 آماده كردن مخلوط ژل آگارز

درصد بود كه با توجه  2ژل مورد استفاده در اين تحقيق آگارز 

 TBEبه درصد مورد نظر پودر آگارز توزين شده و به آن بافر 

(Tris base, boric acid and ETDA) گرم  2) اضافه شد

 محلول آگارز(.  ليترميلي 822 پودر آگارز در

 22كه طوريهاستفاده شد ب TBE 23%از  % TBE 2براي تهيه 

آب مقار مخلوط ليتر ميلي 412از اين محلول با  ليترميلي

گرم از ژل آگارز  33/2گرديد. براي آماده كردن ژل  ابتدا 

(Roche،Agarose MP در )ليتر از بافر ميلي 33TBE 2% 

جوش حرارت در يك ارلن ريخته شد و با استفاده از حمام آب

داده شد. حرارت دادن تا حل شدن كامل آگارز ادامه يافت. پس 
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لاندا اتيديوم  7/8درجه،  32دود دن دماي آن به حش از سرد

ت يها براي يك ك)اين نسبت ( به آن اضافه شدETBrبرومايد )

باشد(. سپس محلول با دقت و به گودي كافي مي 83حاوي ژل 

آرامي  بدون ايجاد حباب هوا در قالآ ژل ريخته شد. براي اين 

 Air bubble)هاي هوا منظور از حذف كننده حباب

remover) از تراز سنج جهت يكنواخت  گرديد. استفاده

پخش شدن ژل در تمام ساوح تانك الكتروفورز استفاده 

 گرديد. سپس در ژل و در محل خود قرار داده شد و تا جامد

شدن كامل، ژل در دماي اتاق قرار گرفت. پس از آن شانه 

 %2خارج و ژل در دستگاه الكتروفورز قرار گرفت و محلول 

TBE  ساح ژل در تانك ريخته شد. تا پوشاندن كاملµl 82 

با دو ميكروليتر از بافر بارگذاري  PCRاز محصول 

(Loading buffer ( مخلوط )محلولx8و در گوده ) هاي ژل

ها، الكترودها به منبع قرار داده شد. پس از اتمام بارگذاري نمونه

 43ولت به مدت  822تغذيه متصل شده، ژل در جريان ثابت 

-UV (BioRAD, Bioت. ژل روي دستگاه دقيقه قرار گرف

Rad Lab.- California, USA قرار گرفته و از آن عكس )

 تهيه شد.

 نتايج
 : RSAنتايج حاصل از تست 

فارم در تست  89فارم،  23نمونه سرمي اخذ شده از  373از 

RSA 843نمونه اخذ شده،  373طور كلي از  همثبت شدند. ب 

نمونه  29مونه منفي و از ن 223مثبت،  RSAنمونه در تست 

نمونه در رقت يك هشتم مثبت اعلام  82سرمي مشكوك، 

 گرديدند. 

مايكوپلاسما و تشخيص گونه  VlhA-PCRنتايج حاصل از 
  :سينوويه

در اين  استفاده گرديد. PCRها از روش أييد نمونهبه منظور ت

نمونه  41اين تعداد  نمونه اخذ گرديد كه از 242تحقيق تعداد 

را بر روي  332-422باند PCR ر درصد د 22فارم( معادل  1)

مايكوپلاسما كه نشان دهنده حضور  ژل آگارز نشان دادند

   هاي)نگاره نيز در اين بازه قرار دارد.  MS-Hاست و سينوويه

 (2و  8

 

 

 MSConsFو  MSConsR با استفاده از پرايمرهاي خارجي VLhAژن  PCRمحصول  -8 نگاره

L: Gene Ruler 100 bp plus DNA ladder, Lane 1: Positive control (MS-H), Lane 2: Negative control, Lane 3-12: Field 

Isolated 
 

 

 

 

 

 

L  1  2  3   4    5  6  7  8   9  10  11 12 

400 

350 
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 MSConsFو  MSConsR با استفاده از پرايمرهاي خارجي VLhAژن  PCRمحصول  -2 نگاره
L: Gene Ruler 100 bp plus DNA ladder, Lane 1: Positive control (MS-H), Lane 2: Negative control, Lane 3-12: Field 

Isolated 

 

 گيريبحث و نتيجه
از جنبه  مايكوپلاسما سينوويهبا توجه به اهميت بيماري      

هاي تنفسي و مفصلي و با اقتصادي و با توجه به ايجاد بيماري

چندان و عدم هاي درماني دو در نظر گرفتن تحميل هزينه

دهي مناسآ و عدم بروز حداكثر عملكرد پرندگان آلوده پاسخ

 DNAهاي مبتني بر شناسايي به اين باكتري، استفاده از روش

طور مستقيم از بافت يا هب مايكوپلاسما سينوويهبراي تشخيص 

(. اگرچه 8رسد )هاي آزمايشگاهي ضروري به نظر ميجدايه

استفاده  مايكوپلاسما سينوويهي توان از پروب براي شناسائمي

نمود اما روش بسيار معمول، تكثير قاعه اختصاصي از ژنوم 

دسترس هاي تجاري نيز در اين منظور كيت است. برايباكتري 

  هايي براي تشخيص همزمان انواعروش(. 8) هستند

باليني ابداع شده است كه از آن  هايمايكوپلاسما در نمونه

اشاره كرد.  PCR-RLFPچندگانه و  PCRتوان به جمله مي

كه شود  در حاليظرف يك تا دو روز مشخص مي PCRنتايج 

براي كشت و تعيين هويت ارگانيسم يك تا سه هفته زمان نياز 

قادر است نتايج دقيقي در حضور   PCRاست. همچنين 

هاي مخلوط با چندين مايكوپلاسما، آلودگي با عفونت

هاي رشد مايكوپلاسما ه، مهاركنندههاي باكتريايي ثانويعفونت

 مثل آنتي بادي، آنتي بيوتيك، يا ساير عوامل ميزباني ارائه دهد

ويهه رشد مايكوپلاسماهاي ساپروفيت كه رشد ه(. ب82و  8)

 مايكوپلاسما سينوويهدر محيط غني شده نسبت به  تريسريع

 باشد.ترين مشكلات كشت ميدارند از مهم

ه تشخيص مايكوپلاسما سينوويه صورت تحقيقات زيادي دربار

طوري كه هب هاي مختلفي نيز ارائه شده،و روش گرفته

Ricardo ،هاي مختلفي همچونروش و همكاران SPA, HI, 

ELISA و PCR      را بررسي نمود و در اين ميانPCR  را

، PCRهاي در ميان روش تر و بهتر معرفي نمودند وسريع

دست آمد و هب PBSي تيمار شده با هابهترين نتيجه با سواب

با  DNAاعلام كردند روش استفاده از فنول براي استخراج 

 (.83) روش غير فنولي يكسان است

 و همكاران از روي توالي  8993Lauermanدر سال 

S,rRNA81 ايمرهاي اختصاصي گونه مايكوپلاسما را با رپ

طراحي كردند و بيان نمودند  MS-2و  MS-1هاي نام

L  1  2  3   4    5  6  7  8   9  10  11 12 

400 

350 
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 درصد و 12با استفاده از اين دو پرايمر  PCRاسيت تست حس

هاي ديگر همچون روش اختصاصي بودن آن در مقايسه با تست

 باشدميرصد د SPA HI ,Elisa  822كشت مايكوپلاسما

(82.) 

ترمينال،  Nو همكاران انتهاي  Yang Hong  2224در سال 

قسمت   عنوانهب ،كندرا كه هماگلوتينين را كد مي VlhAژن  

عنوان هدر نظر گرفتند و از آن ب مايكوپلاسما سينوويهآلترناتيو 

مايكوپلاسما نشخيص و شروعي براي تايپينگ نمونه فيلدي 
 (.87) در طيور تجاري استفاده نمودند سينوويه

Nathan Jeffery   با استفاده از  2227و همكاران در سال

اده از و همچنين با استف VlhAپرايمرهاي اختصاصي ژن 

هاي مختلف مايكوپلاسما جدايه 33 در ميان SSCPآزمون 

قرار  Jتا  Aپروفايل  82ها را در سينوويه توانستند اين جدايه

جفت بازي است و  422دهند كه باند حاصله از اين پرايمرها 

قرار گرفتند در صورتي  D تا Aهاي استراليا در پروفايل جدايه

و  I ،H ،G ،F ،Eهاي ز پروفايلهاي آمريكا در يكي اكه جدايه

 J .قرار گرفتند 

 اظهار داشتند كهاستفاده نمودند و  HRMآنها از روش آناليزي 

 VlhAژن  HRMيا  SSCPبر پايه  PCRاستفاده از 

هاي مايكوپلاسما سينوويه ها را در ميان جدايهبيشترين جهش

روشي سريع و  HRMآناليز  . طبق نظر ايشانكندمشخص مي

توان در يك لوله در عرض كمتر از يك است كه مي ثرؤم

 .(3) ساعت آن را انجام داد

Ben Abdelmoumen Mardasi  و همكاران در سال

دوبل    PCRو با استفاده از  VlhAكيد بر روي ژن أبا ت 2223

 MS1-2R1iو MS1.2F0 MS1.2R0 از پرايمرهاي 

MS1-2F1i    ه استفاد مايكوپلاسما سينوويهبراي تشخيص

حد كافي حساس و ه كه اين روش ب ندو بيان نمود ندكرد

 اختصاصي است كه بتوان با استفاده از اين پرايمرها در 

مايكوپلاسما را از  مايكوپلاسما سينوويهم، أهاي توعفونت

 (.2) تفريق نمود سپتيكومگالي

 واكنش روش از هانمونه يدأيدر اين ماالعه، به منظور ت

 استفاده شده پرايمرهاي شد. استفاده مرازاي پليزنجيره

بودند و اين  مايكوپلاسما سينوويهدر  VlhAژن  اختصاصي

در كشت خالص  مايكوپلاسما سينوويهپرايمرها جهت شناسائي 

تفاده از اين پرايمرها تمام اند. با اسو يا نمونه باليني استفاده شده

جفت بازي را  PCR  422-332هاي فيلدي، محصولسويه

 (. 83) ل دادندتشكي

جهت تشخيص گونه مايكوپلاسما  VlhA-PCRآزمون 

با پرايمرهاي اختصاصي درصد  91با حساسيت  سينوويه

MScons-F  وMScons-R  422با توجه به تشكيل باند-

هاي فيلدي در اين ماالعه و جفت بازي براي تمامي جدايه 332

 ارانو همك Jeffery، با توجه به ماالعه MSHسويه واكسينال 

تواند با حساسيت ميو نتايج حاصل از اين ماالعه،  2227در 

 (.3) مورد استفاده قرار گيرد بالا
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Abstract 
 

As one of the major pathogens of avian species, Mycoplasma Synoviae causes significant economic 

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

clinical samples using the VlhA-PCR method. For serological screening test, 373 serum samples were 

collected from 25 breeder farms and rapid serum agglutination test conducted which revealed that 143 

samples equivalent to 19 breeder farms were positive. For VlhA-PCR assay, 20 of the previously 

mentioned breeder farms were selected and sterile swab were collected from the palatine cleft, 

trachea, air sacs and lungs. Three swabs from 3 birds were placed in a test tube containing 1 ml of 

PBS and transferred to the laboratory for PCR test. Specific primers for VIhA gene were employed in 

this study. The PCR product from specific primers showed 350-400 bp for all field isolated on 

electrophoresis gel in 8 farms. VlhA-PCR with high sensitivity could be employed in definitive 

diagnosis of Mycoplasma Synoviae infection in the laboratory. 
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