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هاي صنعتی با  تشخیص و ردیابی مایکوپلاسما سینوویه از مرغداري
  vlhAاي پلیمراز بر اساس ژن  استفاده از روش واکنش زنجیره

  2زاده حمدعلی بیات، م 2عباس اشتري، 4 حمیدرضا مهاجرانی، 3مهر لیرضا همایونی، ع2*یدعلی پوربخش، س1معصومه مقامی

 

  چکیده
همه ساله  و عامل بیماریزا در ماکیان استمایکوپلاسما سینوویه مهمترین 

 .خسارات اقتصادي قابل توجهی را متوجه صنعت طیور در ایران می سازد
 )VlhA(مایکوپلاسما سینوویه قادر به بیان لیپوپروتئین هماگلوتینین متغیر

Variable lipoprotein hemagglutinin A   که نقش مهمی در ایجاد می باشد
هدف اصلی این مطالعه تشخیص و شناسایی جدایه هاي  .می کند ایفابیماري 

از گله هاي طیور صنعتی سه استان . بود vlhAژن  مایکوپلاسما سینوویه بر اساس
که داراي علائم مشکوك به آلودگی بودند، توسط ) تهران، مرکزي و قزوین(

هاي هوائی نسبت به  سوآپ هاي کتانی و از شکاف حلقی کامی، ناي و کیسه
در این مطالعه ضمن جداسازي و شناسایی مایکوپلاسما با . گیري اقدام شد نمونه

 PCRجنس مایکوپلاسما، نسبت به آزمون  PCRاستفاده از روش کشت و آزمون 
مایکوپلاسما سینوویه نیز مبادرت گردید و  vlhAبراي ناحیه محافظت شده ژن 

از جفت پرایمر بدین ترتیب علاوه بر پرایمرهاي اختصاصی جنس مایکوپلاسما 
در نتایج . استفاده گردید vlhAمربوط به ناحیه محافظت شده انتهاي آمینی ژن 

در   vlhAتولیدي براي پرایمرهاي اختصاصی ژن  PCRمشاهده شد که محصول 
براي هر جدایه  يجفت باز 400-350نمونه هاي مثبت مایکوپلاسما سینوویه، 

نمونه مورد مطالعه، در  43بین  ژل الکتروفورز تشکیل داده شد و از يبر رو
جنس  PCRنمونه مثبت مشاهده گردید و در آزمون %) 65(28روش کشت، 
ژن   PCRنمونه در آزمون %) 55(24نمونه و همچنین %) 76(33مایکوپلاسما، 

vlhA ،این مطالعه نشان می دهدنتایج . مثبت گزارش شدند مایکوپلاسما سینوویه 
مایکوپلاسما سینوویه جهت شناسایی  vlhAژن  5́ناحیه در PCR که آزمون

و ناحیه  RI ،RIIو همچنین به علت دربرداشتن نواحی  بوده کاربردي اه جدایه
جهت تشخیص و می تواند  ،با کارایی و حساسیت بالا ،RIIIپلی مورفیسم 

  .مورد استفاده قرار گیرد نه مایکوپلاسما سینوویهردیابی گو
، vlhAلیپوپروتئین هماگلوتینین متغیر، ژن ، وویهمایکوپلاسما سین: کلیديواژگان 

PCR تشخیص، ردیابی، .  
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  مقدمه 
یکی از عوامل مهم بیماریزاي ماکیان و  مایکوپلاسما سینوویه

که با اسُتئوآرتریت،  )10(بوقلمون در سرتاسر جهان است
سینوویت و جراحات مفصلی همراه است و همه ساله خسارت 

). 10و 14(نماید اقتصادي زیادي به صنعت طیور وارد می
 مایکوپلاسما سینوویه داراي لیپوپروتئین متغیر هماگلوتینین

)VlhA (ه توسط ژن است کvlhA   به صورت یک پروتئین
، لیپوپروتئینی سطحی با نواحی vlhAشود، ژن  منفرد بیان می

پس از  VlhA پروتئین ).  16(کند متغیر و ثابت، تولید می
شود، لیپوپروتئین  همانندسازي به دو پروتئین مجزا شکسته می

MSPB  قطعهN-terminal  وMSPA  قطعه ،C-terminal  که به
ها  تظاهر این لیپوپروتئین. ستقیم در اتصال دخالت داردطور م

پروتئین ). 5و 16(ممکن است با هماهنگی هم صورت بگیرد
MSPB  شامل یک توالی تکرار شده پشت سر هم و غنی از

و  Iناحیه (کند  را کد می PRRکه ناحیه ) 1 نگاره(پرولین است
II(هاي  ، یک ناحیه خیلی پلی مورفیسم در میان سوش
و یک   )400-343، نوکلئوتید RIII(یکوپلاسما سینوویه ما

که به علت نوترکیبی مکرراً  )1024- 421نوکلئوتید (ناحیه متغیر 
یا  Insertion به علت وقوع MSPBطول ). 5(کند تغییر می
Deletion  در ناحیه کد کنندهPRRهاي  ، در میان سویه

هاي  معیتجعلاوه بر این،  .مایکوپلاسما سینوویه متفاوت است
کلونی مایکوپلاسما سینوویه قادرند، سایزهاي متغیري از 

  ). 5(، سنتز کنند MSPBهاي  پروتئین
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شکل شماتیکی از ناحیه محافظت شده و ناحیه متغیر که بر  :1نگاره 

  .واقع شده اند vlhAروي ژن 
  

تشخیص سریع این میکروارگانیسم براي جلوگیري از انتشار 
معمولاً تشخیص موقتی عفونت ). 7(عفونت ضروري می باشد

هاي سرولوژي  مایکوپلاسماي سینوویه با استفاده از آزمایش
انجام می گیرد، در صورتیکه تشخیص قطعی بواسطه جداسازي 

اخیر و شناسایی ارگانیسم صورت می گیرد؛ در ضمن، مورد 
هفته  2- 1براي انجام مستلزم (عموماً گران و وقت گیر می باشد

روي نمونه هاي مستقیم و نیز نمونه   PCRش رو) می باشد
هاي حاصل از کشت در محیط مایع و آگار توسط محققین 

 ).12(زیادي در نقاط مختلف جهان انجام پذیرفته است 
شناسایی جدایه هاي مایکوپلاسما سینوویه براي ردیابی همه 
گیري این میکروارگانیسم مفید می باشد و در کشورهایی که 

، واکسینه می شوند داراي اهمیت می MS-Hا سویه گله ماکیان ب
جهت تشخیص جنس مایکوپلاسما پرایمرهاي  ).9(باشد

، طراحی 16S rRNAمختلفی با هدف تکثیر بخش هایی از ژن  
تعدادي از محققین جهت بررسی و تفریق ). 12( گردیده است

مبتنی بر ژن کد کننده  PCRمایکوپلاسما سینوویه، آزمون 
از ). 5، 7، 8و 9(را طراحی کردند) VlhA(گلوتینینپروتئین هما

به صورت یک کپی منفرد بوده و  vlhAژن  5آنجایی که انتهاي َ
هاي مایکوپلاسما سینوویه متفاوت است  توالی آن در بین جدایه

را به عنوان ناحیه   vlhAها این قطعه از ژن  این ویژگی ،)16(
ولکولی در جدایه هاي م مناسبی براي تعیین سویه با کمک روش

 .)5، 7، 8و 9(هاي مختلف، مطرح می سازد 

هدف مطالعه حاضر تشخیص و ردیابی توالی نوکلئوتیدي ناحیه 
در جدایه هاي مایکوپلاسما  vlhAژن  5́محافظت شده انتهاي 

هاي  سینوویه حاصل از موارد مشکوك به بیماري در مرغداري

ستفاده از هاي تهران و قزوین، مرکزي با ا صنعتی استان
هاي  و مقایسه نتایج روش vlhAپرایمرهاي اختصاصی به ژن 

با استفاده پرایمرهاي اختصاصی جنس  PCRکشت و 
، با )16sr RNAبر اساس تکثیر بخشی از ژن (مایکوپلاسما

 .بود vlhAبر مبناي ژن  PCRروش 

  
  مواد و روش کار

تهران، (از گله هاي طیور صنعتی سه استان  .برداري نمونه
، که داراي علائم مشکوك به آلودگی بودند )رکزي و قزوینم

 MSبا در نظر گرفتن این که خود و گله هاي مادر، واکسن 
ها  نمونه.  را دریافت نکرده باشند، نمونه گیري به عمل آمد

توسط سوآپ هاي کتانی و از شکاف حلقی کامی، ناي و 
پوش سوآپ ها به لوله هاي در. کیسه هاي هوائی تهیه گردید

براث انتقال یافت ودر   PPLOحاوي محیط ) یونیورسال(دار
ساعت به  24درجه سانتی گراد در کمتر از  4دماي 

  .آزمایشگاه ارسال شد
هایی که در نمونه .جداسازي و شناسایی میکروارگانیسم

شد ابتدا براي یک براث به آزمایشگاه ارسال  PPLOمحیط 
. رجه انکوباسیون گردیدد 37ساعته در دماي  6ي کوتاه دوره

، توسط براث حاوي نمونه PPLOهاي تمامی محیط
 PVDF (Poly Vinylideneفیلترهاي مخصوص سرسرنگی 

Fluride) میکرومتراند 45/0هایی با قطر که داراي روزنه، 
لیتر میلی 2هاي استریل، با استفاده از سرنگ. شدفیلتراسیون 

و با کمک فیلتر، با  از محلول براث غنی شده برداشته شد
فشار کم و به آرامی محلول وارد محیط کشت دوم که 

PPLO  براث باpH 7.6-8  سپس این . گردیدبود، اضافه
روز تحت  10-7دار قرار گرفت و  Co2محیط در انکوباتور 

با مشاهده تغییر رنگ، نمونه به محیط . گرفتنظر قرار 
PPLO مجدد در محیط  آگار انتقال یافت علاوه بر آن پاساژ
PPLO آگاري که تحت کشت قرار گرفت . براث انجام شد

سانتی گراد منتقل شد و  37دار در دماي  Co2به انکوباتور 
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جامد با  PPLOهاي کشت ساعت محیط 72پس از مدت 
از نظر رشد و  x40میکروسکوپ نوري و با بزرگنمایی 

با . هاي مخصوص تحت بررسی قرار گرفتندتشکیل پرگنه
آلودگی به جنس  ،مرغ نیمروي پرگنه شبیه به تخماهدهمش

سپس آزمایش مولکولی به روش . مایکوپلاسما تأیید گردید
PCR ابتدا با آغازگر جنس . جهت تایید انجام شد

 PCRمایکوپلاسما و سپس نمونه هاي مثبت مورد آزمایش 
  . ، قرار گرفتvlhAتوسط آغازگر هاي اختصاصی ژن 

میلی لیتر از نمونه هاي مستقیم   DNA .5/0استخراج و تهیه 
انتقال  DNAمیلی لیتري، جهت استخراج   5/1به تیوپ هاي 

انجام  DNAیافت، سپس با استفاده از روش فنل استخراج 
روش فنل کلروفرم داراي عملکرد بالا در (شد کلروفرم 

می باشد و از مواد شیمیایی مانند  DNAاستخراج 
   ).، الکل مطلق استفاده می شودفنل،کلروفرم، استات سدیم

 16S rRNAبر اساس تکثیر بخشی از ژن  PCRآزمایش 
در مورد تشخیص  .جهت تشخیص جنس مایکوپلاسما
-/F: 5با توالی  MYFجنس مایکوپلاسما از پرایمرهاي  

GCTGCGGTGAATACGTTCT-3/  وMYR  با توالیR: 

5/-TCCCCACGTTCTCGTAGGG-3/  که محصولPCR ،
). 11(زي است تولید می کند، استفاده گردیدجفت با 163

و در  peQSTAR 2X Gradientآزمایش توسط ترموسایکلر 
میکرولیتر  5/0: میکرولیتري شامل PCR 25یک حجم 

dNTP ،5/0  واحد آنزیمTaq DNA Polymerase ،5/2 
میکرولیتر از هر کدام از  X10 ،0,1میکرولیتر از بافر واکنش

 Mgcl2 ،2میکرو لیتر  4شتی، پرایمرهاي جلودار و برگ
 .میکرولیتر آب صورت گرفت 15,3و نهایتاً  DNAمیکرولیتر 

در جه سانتی  94برنامه واکنش شامل مرحله اول در دماي 
درجه  95سیکل شامل دماي  30ثانیه،  5دقیقه و  7گراد براي 
 72، )ثانیه 30(درجه سانتی گراد 56، )ثانیه 30(سانتی گراد

 72و مرحله گسترش نهایی در ) دقیقه 1(درجه سانتی گراد
  . دقیقه بود 5درجه سانتی گراد به مدت 

جهت تشخیص مایکوپلاسما  vlhA PCRآزمایش 
ژن  5́به منظور تکثیر بخش محافظت شده انتهاي  .سینوویه

vlhAاز پرایمرهاي  ، MSCons-F  با توالیF: 5/- 

TACTATTAGCAGCTAGTGC-3/   وMSCons-R  با
که  /R: 5/- AGTAACCGATCCGCTTAAT-3توالی

تولید ) 2 نگاره(جفت بازي است PCR ،350–400محصول 
  ). 9(کند، استفاده گردید می
  

    
بر روي توالی ژن  Rو  Fنمایی از محل قرار گیري پرایمرهاي  :2نگاره 

vlhA    
میلی  3میکرولیتري شامل  25در یک حجم  PCRآزمایش 

 Taq DNA Polymerase ،5/2واحد آنزیم  dNTP ،1مول 
میکرو لیتر از هر کدام از  X10( ،0,3(میکرولیتر بافر واکنش

به همراه  Mgcl2میکرو لیتر  4پرایمرهاي جلودار و برگشتی، 
میکرو لیتر آب صورت  15,2و  DNAمیکرو لیتر  1,7

در جه  94برنامه واکنش شامل مرحله اول در دماي . گرفت
درجه  96مل دماي سیکل شا 35دقیقه،  2سانتی گراد براي 

 72، )ثانیه 15(درجه سانتی گراد 54، )ثانیه 15(سانتی گراد
و در آخر مرحله گسترش نهایی ) ثانیه 20(درجه سانتی گراد

محصول . دقیقه بود 5درجه سانتی گراد به مدت  72در 
PCR  درصد و بافر  1به دست آمده روي ژل آگاروزTAE 

10x کروگرم در میلی لیترمی 2/0(و با استفاده از سایبر سیف (
ساعت و در مقایسه با  1ولت و به مدت  100در جریان 

  .قرائت گردید 100مارکر 
در این تحقیق علاوه بر پرایمرهاي فوق از پرایمرهاي 

́-F1:5با توالی Bencina  طراحی شده توسط 

ATTAGCAGCTAGTGCAGTGGCC-3́ و R1:5-́

GAGCGCTAGTTTTTGTTTTTGG-3́ )5 ( و همچنین
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 F:5́-CTAبا توالی  May ایمرهاي طراحی شده توسط پر

TTA GCA GCT AGT GCA GT-3́   وR:5-́CGT AAT 

ACT AGA CGA CCA AT-3́ )14 (استفاده گردید.  
 

  نتایج
مایکوپلاسما  يدر این مطالعه جهت جداسازي عامل بیماریزا

و ) در محیط مایع و روي آگار(از دو روش کشت  سینوویه،
PCR)سما و ژن مایکوپلا جنسvlhA به )مایکوپلاسما سینوویه

از . صورت موازي براي تشخیص موارد مثبت استفاده شد
براث و سپس   PPLOنمونه که نخست در محیط 43مجموعه 
آگار جهت رشد و تشکیل پرگنه، کشت داده  PPLOدر محیط 

نمونه در کشت مثبت تشخیص داده %) 65(28شدند؛ تعداد 
منظور از ). 1جدول (فی گزارش شدندشدند و بقیه نمونه ها من

نیمرو  تخم مرغ  شکل ی بههایي پرگنهکشت مثبت مشاهده
بر روي محیط کشت است که با میکروسکوپ نوري  شده،

تمامی نمونه ها با کمک . روي محیط کشت قابل مشاهده هستند
براي جنس مایکوپلاسما، توسط پرایمرهاي  PCRروش 

ی شده توسط اختصاصی جنس مایکوپلاسما طراح
Kojima)1997 ( با محصولPCR  جفت  163داراي باند

جنس  PCRدر آزمون . ، مورد بررسی قرار گرفتند)3 نگاره(باز
نمونه مثبت و %) 76(33نمونه مورد مطالعه،  43مایکوپلاسما از 

براي ژن  PCRاجراي روش . نمونه منفی مشاهده شد%) 24(10
vlhA ه از پرایمرهاي اختصاصی مایکوپلاسما سینوویه، با استفاد
 Jefferyمایکوپلاسما سینوویه، طراحی شده توسط  vlhAژن 

جفت باز   400-350داراي باند  PCRبا محصول ) 2007(
نمونه %) 55(24نمونه،  43از مجموع . ، انجام گرفت)4 نگاره(

مایکوپلاسما سینوویه مثبت و  vlhAژن   PCRدر آزمون 
در نتایج به دست آمده . شدند نمونه نیز منفی گزارش%) 45(19

با استفاده از پرایمرهاي طراحی شده   PCRبر اساس آزمون 
ها منفی  ، مشاهده شد که تمام نمونهMayو  Bencinaتوسط 

  .بودند

 vlhAژن  PCRجنس مایکوپلاسما و  PCRنتایج کشت،  :1جدول 
  مایکوپلاسما سینوویه

جنس  VlhA PCR PCR ها نمونه
 مایکوپلاسما

 کشت

  
43 

-  + - + - + 

)45(%19  )55(%24 )24(%10 )76(%33 )35(%15 )65(%28 

  
مثبت  VlhA PCRجنس و  PCRنمونه در آزمون   24

گزارش گردید و به عنوان مایکوپلاسما سینوویه مورد تأئید 
نمونه، در دو آزمون منفی و  43نمونه از  10فرار گرفتند؛ 

ونه علیرغم اینکه در نم 9فاقد مایکوپلاسما سینوویه بودند؛ 
منفی  VlhA PCRجنس مثبت بودند در آزمون  PCRآزمون 

  ).2جدول (تشخیص داده شدند
  

جنس مایکوپلاسما  و  PCR   فراوانی نمونه ها براساس نتایج :2جدول 
PCR    ژنvlhA  

VlhA PCR PCR تعداد نمونه جنس 

+ + 24 

 10 - ـ

- + 9 

+ - 0 

43 43 43 

  

  
با استفاده از آغازگر  PCRویر ژل الکتروفورز محصول تص  :3نگاره 

  .اختصاصی جنس مایکوپلاسما
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ي جنس مثبت مشاهده ها جفت بازي در  نمونه 163باندهاي 
جفت باز؛ کنترل  Marker : M :(100(مارکر.  شودمی

در  MS-NCTC 10124-05باند نمونه استاندارد ) : PC(مثبت
محیط کشت ) : NC(جفت بازي؛ کنترل منفی 163ناحیه 

نمونه هاي مورد :  7تا  1بدون تلقیح باکتري؛ باندهاي 
  .آزمایش در این مطالعه

  

   
ازگر غبا استفاده از آ PCRتصویر ژل الکتروفورز محصول ـ 4نگاره 

 .)MSconsR-MSconsF(مایکوپلاسما سینوویه vlhAژن   اختصاصی

 
بت مث vlhAهاي  در نمونه جفت بازي 400 -350باندهاي  

جفت بازي؛ کنترل  Marker: M :(100(مارکر. دمشاهده ش
در  MS-NCTC 1012-05باند نمونه استاندارد ): PC(مثبت

محیط ): NC(جفت بازي؛ کنترل منفی 400-  350ناحیه 
هاي مورد  نمونه: 5تا  1کشت بدون تلقیح باکتري؛ باندهاي 

    .آزمایش در این مطالعه
  

  بحث
و شناسایی جدایه هاي  در این مطالعه ضمن جداسازي

مایکوپلاسما سینوویه با استفاده از روش کشت و آزمون 
PCR  جنس و آزمونPCR  بر اساس ژنvlhA از موارد ،

مشکوك به آلودگی در مرغداري هاي صنعتی استان هاي 
تهران و قزوین، مرکزي نسبت به تشخیص و ردیابی 

ه مایکوپلاسما سینوویه اقدام گردید و نشان داده شد ک
مرغداري هاي مذکور آلوده به مایکوپلاسما سینوویه 

به علت  vlhAهمچنین نشان داده شد که ژن . باشند می

، جهت تشخیص و ردیابی RIIIو  RI ،RIIوجود نواحی 
مایکوپلاسما سینوویه داراي اهمیت می باشند و در تشخیص 
 و تفریق جدایه هاي مایکوپلاسما سینوویه می تواند با

 .گیردمورد استفاده قرار  حساسیت بالا

تحقیقات زیادي درباره تشخیص مایکوپلاسما سینوویه 
.  صورت گرفته و روش هاي مختلفی نیز ارائه شده است

) RSA ,ELISA ,HI(هاي معمول تشخیص سرمی با روش
اگر چه بسیار سودمند و راهگشا است اما ممکن است با 

حیط همچنین در م. واکنش هاي مثبت کاذب همراه باشد
کشت مایکوپلاسماها سخت رشد بوده و نیازمند به شرایط 

باشند و باید نیازمندي هر گونه  اي به منظور کشت می ویژه
در حضور  .به دقت بررسی و شرایط کشت آن فراهم باشد

امکان  م با سایر عوامل باکتریايأهاي هم زمان وتو عفونت
. یابد رشد موفق مایکوپلاسما در محیط کشت کاهش می

همچنین روش کشت زمانبر بوده و روش وقت گیري 
هاي دقیقتر  لذا ضرورت استفاده از روش). 3و 17(باشد می

خیر مطرح شده است که یکی از آنها واکنش أهاي  در سال
 PCRاز مزایاي روش . باشد می) PCR(اي پلی مراز زنجیره

سهولت در نمونه برداري می باشد، بدین ترتیب که بر 
ي لازم براي کشت و جداسازي، در آزمایش خلاف نمونه ها

PCR  حتی از یک سواپ ناي و بدون نیاز به محیط انتقال نیز
  ). 12(می تواند به عنوان نمونه استفاده کرد

توسط محققین زیادي در نقاط مختلف جهان   PCRروش 
انجام پذیرفته است و جهت تشخیص جنس مایکوپلاسما 

 S 16خش هایی از ژن پرایمرهاي مختلفی با هدف تکثیر ب

rRNA12(.، طراحی گردیده است.(  
هاي سرولوژي و  ها در ایران با روش مایکوپلاسماها سال

اند، همچنین بررسی  کشت مورد شناسائی قرار گرفته
هاي مختلف توسط محققین  مولکولی مایکوپلاسما با روش

 S 16ایرانی صورت گرفته است و نیز تحقیقاتی بر پایه ژن  
rRNA اند براي شناسایی مایکوپلاسما سینوویه انجام داده 
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 PCRآنها در نتایج خود بیان کرده اند که آزمون . )3، 6و 17(
به عنوان یک روش مؤثر و با صرفه جویی بالا در وقت می 
تواند جایگزین مناسبی براي روش کشت باشد و آزمایش 

نسبت به روش کشت خیلی معتبرتر، سریعتر و  PCRهاي 
البته بر اساس نتایج برخی  .)3، 6و 17(تر استحساس

مطالعات اختلاف ژنوتیپی ناشی از حذف، اضافه و یا 
در جدایه ها و   16S rRNA جایگزینی نوکلئوتیدي در ژن 

سویه هاي مختلف مایکوپلاسما سینوویه  مشاهده شده 
همچنین بر اساس برخی مطالعات و طبق داده هاي ). 4(است

هاي مایکوپلاسما به ویژه مایکوپلاسما  بانک ژن، بین گونه
سینوویه در این ناحیه از ژنوم تشابه توالی نوکلئوتیدي و در 

چنین امري ). 19(وجود دارد   PCRنتیجه واکنش متقاطع در 
ضرورت امکان استفاده از نواحی دیگري از ژنوم این باکتري 
را جهت تشخیص مولکولی مایکوپلاسما سینوویه  برجسته 

رایج جهت  PCR آزموندر این مطالعه جهت .  سازدتر می 
 S 16بر اساس تکثیر بخشی از ژن (تعیین جنس مایکوپلاسما

rRNA  جفت  163از پرایمرهایی استفاده شد که محصول
،  PCRبازي ایجاد نمودند و در ادامه نمونه هاي مثبت در

جهت تشخیص مایکوپلاسما سینوویه   vlhAآزمون مورد
  . قرار گرفتند

جهت تشخیص  PCRهاي زیادي بر اساس  زمونآ
تعدادي از محققین  .مایکوپلاسما سینوویه گزارش شده است

را جهت بررسی و   16S rRNAقطعات ژنی غیر از ناحیه ژنی 
تفریق میان باکتري ها به کار برده اند و بدین ترتیب آزمون 

PCR  مایکوپلاسما سینوویه مبتنی بر ژن کد کننده پروتئین
یکی از   ).5، 7، 8و 9(را طراحی کردند ) VlhA(تینینهماگلو

 S 16 )بر خلاف ژن( vlhAعلل عمده استقبال محققین از ژن 
rRNA وجود پلی مورفیسم آن در جدایه هاي مختلف و در ،

ق جدایه ها می نتیجه فراهم ساختن امکان شناسایی و تفری
تید ، تفاوت هایی در حد یک تا چند نوکلئواین مطالعات. باشد

   .)8و 16(دارند 

، در بین vlhAژن  5با توجه به این موضوع که توالی انتهاي َ
و این ) 16(جدایه هاي مایکوپلاسما سینوویه متفاوت است 

قطعه از ژن شامل بخش هاي تکراري کد کننده پلی پپتیدهاي 
بوده و نیز ناحیه اي بسیار پلی  RIIو   RIغنی از پرولین بنام 

ها این قطعه  این ویژگی). 1 نگاره(می باشد  RIIIمورفیک به نام 
هاي مختلف، منحصر به  را جهت شناسایی جدایه  vlhAاز ژن

   ).5، 7، 8و 9(دهد فرد جلوه می
Noormohammad با انجام  2000 و همکاران در سال

، به نتایج قابل توجهی در VlhAآزمایشاتی بر روي پروتئین 
ان کردند که محصول ژن آنها بی .یافتند دست vlhA مورد ژن

یک لیپوپروتئین سطحی با یک قلمرو ایمنی بر پایه نواحی ثابت 
باشد و همچنین در بررسی هاي خود بیان کردند که  و متغیر می

به عنوان یک پروتئین سطحی غشا با خاصیت  MSPBپروتئین 
و  Bencina ). 15، 16و 18(فوق العاده آنتی ژنی، می باشد 

، تنوع هماگلوتینین در مایکوپلاسما 2001همکاران در سال 
را ) N-terminal )MSPBسینوویه و همچنین تنوع سایز در 

به  MSPBاثبات کرد و در نتایج خود اظهار داشت که طول 
، در میان PRRکننده علت وقوع حذف یا اضافه در ناحیه کد 

در سال ). 5(است جدایه هاي مایکوپلاسما سینوویه متفاوت 
2004 Hong  آزمایشهمکاران، و اثبات کردند که  وPCR  ) به

، در )مایکوپلاسما سینوویه  vlhAکار برده شده براي ردیابی
جهت تشخیص و تیپ بندي سویه هاي مختلف مایکوپلاسما 

و همکاران در سال   Jeffery ).8(باشد سینوویه، ابزار مفیدي می
پایه  بر PCR، طی نتایج خود اظهار داشتند که استفاده از 2007
ها را در میان جدایه هاي  ، بیشترین جهشvlhAژن 

و  Mardassi ). 9(کند مایکوپلاسما سینوویه مشخص می
، براي  vlhAبا تأکید بر روي ژن 2005همکاران در سال 

تشخیص مایکوپلاسما سینوویه، به این نتایج دست یافتند که 
این روش به حد کافی حساس و اختصاصی است و می توان 

و  Hammond ). 13(تفریق سویه ها از آن استفاده کردبراي 
 DNAکه، بر این موضوع تأکید کردند 2009همکاران در سال 
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هاي مستقیم سواپ  شده از کشت ها و همینطور نمونه استخراج
 در vlhAF-vlhAR2ها، بطور موفقیت آمیز با کمک پرایمرهاي

ه می یابند و می توان در تشخیص و طبق افزایش PCRآزمون
در کشور ما ). 7(کرد بندي مایکوپلاسما سینوویه از آن استفاده 

 vlhAنیز بررسی مولکولی مایکوپلاسما سینوویه بر اساس ژن 
  .)1و 2(به طور محدود توسط محققین انجام شده است

، Bencinaدر این مطالعه از پرایمر هاي طراحی شده توسط 
May  وJeffery ایمر استفاده گردید از آنجا ئیکه پرR1 بکار 
قرار می   vlhAدر ناحیه متغیر ژن  Bencina توسط شده گرفته

گیرد، قادر به تشخیص جدایه ها نبود؛  با انجام آزمایشات و 
هایی که در راستاي این تحقیق صورت گرفت، مشاهده  بررسی

صورت گرفته بر اساس پرایمرهاي  PCRشد که در آزمون 
فقط سویه ) R1و Bencina) F1طراحی شده توسط 

   PCR، داراي باند بود و در مورد محصولات)MS-H(واکسن
 PCRجدایه هاي ایرانی، باندي مشاهده نشد و جالب اینکه در 

و پرایمر ) Bencinaطراحی شده توسط(F1با استفاده از پرایمر 
MSCons-R ) طراحی شده توسطJeffery( 300، در ناحیه 

کاربردي بودن  جفت بازي باند مشاهده شد که نشان دهنده
بود و بدین ترتیب این نتایج حاصل گردید که علت  F1 پرایمر 

 با استفاده از پرایمرهاي طراحی شده توسط  PCRنا موفق بودن 

Bencina پرایمر ،R1 و بیانگر این موضوع بود که پرایمر  است
R1 توانایی شناسایی ناحیه متغیر ژن ،vlhA هاي ایرانی را  جدایه

، به دلیل Bencinaبه کار گرفته شده توسط  R1 ندارد، پرایمر
: ناحیه متغیر (vlhAقرار گرفتن در ناحیه بسیار متغیر ژن 

، قادر به تشخیص جدایه ها نبوده و )1024- 421نوکلئوتید 
باعث ایجاد نتایج منفی کاذب می گردد و در نتیجه پرایمرهاي 

ردي ، براي جدایه هاي ایرانی کاربBencina طراحی شده توسط 
که بر اساس پرایمرهاي  یدر ضمن در آزمون های. نمی باشد

) 2500- 25در محدوده نوکلئوتیدي (Mayطراحی شده توسط 
انجام گرفت، اینگونه  برآورد شد که به علت طولانی بودن 

نواحی مورد شناسایی پرایمرها و در بر گرفتن نواحی متغیر ژن 
vlhA)14(یجه اي حاصل نشدهاي ایرانی نت ، در رابطه با جدایه .  

 Hongبا توجه به اینکه پرایمرهاي مورد استفاده توسط 

و خارج از  PRRبر اساس ناحیه   PCR، )347-1نوکلئوتید (
توصیف شده است براي تشخیص و ردیابی  RIIIناحیه 

این در حالیست . محدوده مورد نظر در این مطالعه کاربردي نبود
 نوکلئوتید( Hammondکه پرایمر معکوس استفاده شده توسط 

نوکلئوتید (  Jefferyو پرایمرهاي طراحی شده توسط ) 421- 1
در ناحیه محافظت شده ژن  RIIIبا در بر داشتن ناحیه ) 400- 1

vlhAشوند و با توجه به اینکه فاقد نقایص فوق  ، مستقر می
ها،  توانند با وجود حساسیت کافی در ردیابی جدایه باشند، می می

در ضمن پرایمرهاي ). 2، 7، 8و 9(لازم می باشندداراي کارآیی 
) 2310- 1در محدوده نوکلئوتیدي ( Slavacطراحی شده توسط 

با در نظر گرفتن این موضوع که در ناحیه متغیر ژن قرار 
جدایه هاي ایران در  DNAگیرند، قادر به شناسایی توالی  می

 احیطر پرایمرهاي از قیتحق این در). 18(این ناحیه نمی باشند
که  شد مشاهده نتیجه در و گردید استفاده Jeffery   توسط شده

با استفاده از این پرایمرها تمام نمونه هاي مثیت در این تحقیق، 
  .جفت بازي را تشکیل دادند PCR 400 -350محصول 

مایکوپلاسما  vlhAدر ژن  5́بطور کلی، از آنجاییکه ناحیه 
افظت شده می باشد، سینوویه داراي یک کپی منفرد و ناحیه مح

قادر است در جمعیت هاي مایکوپلاسما سینوویه دچار تغییرات 
بنابراین آزمون صورت گرفته براي این ناحیه می ) 16، 7(شود

. تواند در جهت شناسایی جدایه ها، بسیار مهم و مفید باشد
 RI ،RIIبه علت دربرداشتن نواحی   PCRهمچنین محصولات 

داراي  16S rRNAدر مقایسه با ژن  RIIIو ناحیه پلی مورفیسم 
  ). 7و 8(باشد ارزش بیشتري می

 PCRنتایج به دست آمده بیانگر این موضوع است که آزمون 
ا حساسیت بالا و کارآیی به عنوان روشی ب vlhAبر پایه ژن 
تواند براي تشخیص و جداسازي مایکوپلاسما  مفید، می
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این ژن در سینوویه مطرح باشد و حاکی از اهمیت کاربرد 
  . مایکوپلاسما سینوویه می باشد يشناسایی جدایه ها

شیوع عفونت مایکوپلاسمایی و استفاده روز افزون از واکسن 
زنده در سراسر جهان و از طرف دیگر بروز عفونت، همگی 
ابداع و ارزیابی روش هاي جدید مولکولی براي تشخیص و 

لازم تفریق سویه هاي مختلف مایکوپلاسما را ضروري و 
، vlhAنموده است؛ از اینرو با توجه به تنوع موجود در ژن 

استفاده از این ژن به عنوان یک روش تفریقی مفید براي 
سویه هاي واکسینال و قیلدي پیشنهاد می شود و همچنین 
بررسی تفاوت هاي درون و بین گونه اي در میان جدایه 

نتایج  هاي مایکوپلاسما سینوویه موجود در ایران و مقایسه
  .حاصله با جدایه هاي سایر کشورها توصیه می شود

 
  سپاسگزاريتشکر و 

-87080اعتبارات طرح شماره هاي این مطالعه از محل  هزینه
سازي رازي  مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم 18-18-2
بدین وسیله از معاونت آموزش  .مین و پرداخت شده استتأ

زي وزارت و تحقیقات سازمان تحقیقات و آموزش کشاور
 سازي جهاد کشاورزي، مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم

هاي  همکارياز همچنین . شود قدردانی میتشکر و  رازي
سلیمه آهنگران، مهناز باباخانی و  :ها صمیمانه سرکار خانم

تمامی کارکنان و همکاران  آقاي دکتر علیرضا آبتین و
و سسه تحقیقات واکسن ؤمآزمایشگاه رفرانس مایکوپلاسما 

   . گردد سازي رازي کرج سپاسگزاري می سرم
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