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 کننده ریه شترهای استان کرمان   یی مایکوپلاسماهای آلودهو شناسا جداسازی 
 

 2حسن لطفعلی پور ،1بابک خیر خواه

 هیئت علمی دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرمان 0

 دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرمانکارشناسی ارشد میکروبیولوژی  7

 

 چکیده

دامها،  ازدحامهای چند عاملی هستند. عواملی مثل عفونت های مکرر، از بیماری های ناشی از مایکوپلاسماها مثال بارزیبیماری

های مهمی در چگونگی عاقبت عفونت کننده های ناشی از حمل و نقل تعیینترسشرایط آب و هوایی، سن، ژنتیک دام و اس

ها در پلاسماها، جداسازی این گونههای مختلف انجام شده در جهان در خصوص مایکوبا وجود پژوهشباشند مایکوپلاسمایی می

های مختلف در بیماریزائی و نیز تفاوت در تمایل شتر تاکنون در استان کرمان انجام نشده بود. از اینرو با توجه به تفاوت سویه

رسد. هدف از این تحقیق جداسازی و های مختلف ضروری به نظر میهای مختلف جداسازی آنها در دامباکتری به بافت

ماهه دوم سال  6مقطعی در -بود. در این پژوهش توصیفی PCRاسایی مایکوپلاسماهای ریه شترهای استان کرمان به روش شن

پس از . گیری هدف دار از شترهایی که در کشتارگاه شهر زرند کشتار شدند اخذ شدنمونه ریه شتر به روش نمونه 55، 0191

ساعت به آزمایشگاه ارسال شدند و با انجام  74گراد در کمتر از جه سانتیدر 4در دمای  PPLO Brothافزودن محیط انتقالی 

PCR های آن را جداسازی جنس صورت گرفت. نتایج این تحقیق با پرایمر اختصاصی مایکوپلاسما و جداسازی برخی از گونه

ن پذیر نمود و تخمینی از وضعیت های ناشی از مایکوپلاسما را امکابرای اولین بار درکرمان را تأیید نمود و تشخیص عفونت

 عفونت در استان کرمان را نشان داد.

 

 .PCRمایکوپلاسما، عفونت ریه، شتر، های کلیدی:  واژه
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 مقدمه

شتر یکی از سازش پذیرترین حیوانات صحراست کـه قـادر است برای روزهـا، گرسـنگی و تـشنگی را تحمـل کـرده و 

هستند که یی هایترین باکترککوچاز ماها ــــ(. مایکوپلاسChazel et al. 2010د )شوصبورترین حیوان خشکی قلمداد می

احی نوـی طبیعر فلوشی از بخضی از مایکوپلاسماها کنند. بعشد میه رندل زمحیط کشت فاقد سلوو در د ـنگی آزاد داردـنز

، ها سختیین باکتراند. کشت دارنقش ن نساـسی و ادراری تناسلی اتنفه تگاـسی دهاریبیمادر نیز ادی تعدو هستند طی مخا

ص مخصوایی غذی و ختصای اهابه محیط مکملز نیاو شته داشد سخت رها یین باکترا ایرزست اه اقت همرف ولاـتاا ـبان و گر

اه است همرتی متقاطع با مشکلای هاکنشوژنی و والیل هتردنیز به ژیک لووند. تشخیص سردارتجربه کافی رت و نیز مهاو 

(Ozedmir et al. 2005 بعضی از مایکوپلاسماها به عنوان فلور طبیعی مجاری تنفسی و ادراری .)-  تناسلی محسوب می

در اغلب نقاط  0گردند ولی نقش آنها در ایجاد عفونت در این مناطق مشخص شده است. عفونت ناشی از مایکوپلاسما پنومونیه

های حاد بخش تحتانی دستگاه تنفس به وسیله این میکروب عفونت درصد همه 01-11دنیا شایع است و تخمین زده شده که 

پلاسما به همراه کلامیدیا از علل ایجاد کننده پدید می آید. پنومونی به عنوان ششمین علت مرگ شناخته شده است. مایکو

-ی های فامیلی دیده میپنومونیه آتیپیک هستند که اغلب موارد عفونت های تنفسی آن به صورت منفرد یا همراه با همه گیر

هایی که صورت گرفته نیمی از موارد بیماری مزمن تنفسی عامل آن مایکوپلاسما پنومونیه است و شود. در بسیاری از پژوهش

(.هدف این مقاله جداسازی و شناسایی Sakhaei et al. 2009در نیمی دیگر از موارد سایر میکروب ها دخالت دارند )

 است.  0191ننده ریه شترهای استان کرمان مایکوپلاسماهای آلوده ک

شد. عوامل دیگـری ماننـد    جدا فرانسه وپستان بزها درکالیفرنیا از ورم 0924فاسینس برای اولین بار در سال مایکوپلاسماپوتری

عنوان عامل بیمـار ککـر    مایکوپلاسما آگالاکتیه، مایکوپلاسما آرژنینی، مایکوپلاسما کاپریکولوم و مایکوپلاسما مایکوئیدس نیز به

(. جداسازی و تشخیص عفونت های مایکوپلاسمایی بصـورت یـک مشـکل جـدی همیشـه      0125اند. )قادرسهی و همکاران شده

-وجود داشته است. مشکلات موجود در جداسازی و تشخیص مایکوپلاسماها با روش کشت محققین را ترغیب کرد تا از تکنیک

 Hotzel et al,) 1996; Tolaبرای تشخیص آگالاکسی واگیردار استفاده کنند PCRانند تر مهای مولکولی جدیدتر و وسیع

et al. 1996; Peyreaud et al. 2003; Manso Silvan et al. 2007 ) 

مورد استفاده قرار گرفت و اثبـات   0992برای جداسازی عامل بیماری آگالاکسی واگیردار بصورت کامل در سال  PCRتکنیک 

هایی شامل شیر، سوآب بینی، سوآب مهبـل  تشخیص آگالاکسی واگیردار مناسب است. برای این تشخیص از نمونهشد که برای 

 ;Dedieu et al. 1995; Hotzel et al, 1996; Tola et al. 1996; Tola et al. 1997و مایع مفصلی استفاده شد )

Greco et al. 2001; Peyreaud et al. 2003; Manso Silvan et al. 2007.) 

PCR حساســی جهــت تشــخیص مایکوپلاســما اســت. ســنجش  روشPCR ــر مبنــای ســکانس ــت و مشــترکب در هــای ثاب

16SrRNA هـای مایکوپلاسـمایی  حساسیت، ویژگی و دقت بالایی جهت شناسایی آلـودگی مفید و قابل اعتماد باتکنیک یک-

و در را شناسـایی بیشـتر مایکوپلاسـماها  تـوان بـا سـرعت   می  PCRهای بیلوژیک است. به وسیلهدرکشت سلولی و سایر فراورده

 Kheirkhah etهای پیشگیری و درمان آنتی بیوتیکی بیماری را فراهم نمود )نتیجه می توان امکان شروع هر چه سریعتر راه

al. 2011.) 

                                                           
1 Mycoplasma pneumoniae 
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PCR       تواننـد سـبب   ییک روش سریع و موثر برای جداسازی مستقیم مایکوپلاسـما پـوتری فاسـینس و سـایر عـواملی کـه م ـ

به عنوان فاسینسگونه های مایکوپلاسماپوتریبرای تشخیص سریع (PCR)جدید  تکنیک باشد. اینآگالاکسی در بز شوند می

 .Peyread et al) فاسینسـمفید بـود  مایکوپلاسـماپوتری  های ایجاد شده توسـط یک روش بهتر برای شناخت و شیوع عفونت

نسبت بـه   PCRباشد ولی روش % می011فاسینسبرای تشخیص مایکوپلاسمااپوتری PCRهای کشت و (. ویژگی روش2003

و   (Awan et al. 2009فاسینساز سـوآب بینـی )  روش کشت از میزان حساسیت بالاتری برای جداسازی مایکوپلاسما پوتری

ریع و مـوثرتر از روش  یـک روش بسـیار س ـ   PCR( برخوردار است. به هر حـال روش  Tola et al. 1997های شیر )در نمونه

 (.  Peyread et al. 2003باشد )استاندارد کشت برای جداسازی مایکوپلاسما پوتری فاسینساز بزها می

-استوار نمودند کـه مـی   l6S rRNAهای را برای تشخیص انواع مایکوپلاسما بر پایه تکثیر توالی PCRمحققین زیادی روش 

 ,van Kuppeveld et al. 1992, Zendulkova et alتشـخیص دهـد )  تواند در سـط  جـنس و گونـه مایکوپلاسـما را     

 .Weisburg et alبنـدی سیسـتماتیک قـرار گرفـت )    هـا اسـاس طبقـه   در این میکروارگانیسم l6S rRNA(. توالی 2007

1989  .) 

وانند در سط  جنس تها و نواحی که می، وجود مناطق پر تراکم توالیrRNAهای مطالعات منظم کامپیوتری بر روی این توالی

و گونه توالی متفاوتی داشته باشند را مشخص کرده است. این وضعیت برای آغازگرهای اختصاصی جـنس و گونـه دارای مزیـت    

توانند به عنـوان یـک هـدف    دهند و بنابراین میها را شکل میبخشی از ساختمان تمامی ریبوزوم rRNAهای باشد. ملکولمی

بصورت طبیعی بـه تعـداد زیـاد     rRNAژن بیان کننده مورد استفاده قرار گیرند. علاوه بر این،  مستقل از PCRبرای آزمایش 

 (.  Waters & McCutchan, 1990هزار مولکول در هر سلول() 01وجود دارد )بیش از 

ازی و باشد. تاکنون در مـورد جداس ـ با حساسیت بالا می PCRیک هدف خوب برای آزمایش  rRNAبا وجود موارد ککر شده، 

کمـک گرفتـه نشـده     PCRتعیین هویت مولکولی  مایکوپلاسما پوتری فاسینس از ضایعات بیماری در بز در ایـران از تکنیـک   

 (.  0191است. این کار می تواند  در پیشگیری و کنترل بیماری موثر باشد )حسنی طباطبائی و فیروزی، 

 

 طبقه بندی مایکوپلاسماها 

نواک نام مایکوپلاسما را بـه    ٬  سال بعد 61شناسایی گردید.  1و روکس 7ی اولین بار توسط نوکاردبرا 0292مایکوپلاسما در سال 

 (.Ozedmir et al. 2005)پیشنهاد کرد    اندعنوان نام ژنریک اجرامی که فاقد دیواره سلولی

وکـاریوت هـا هسـتند. آنهـا فاقـد      از نظر طبقه بندی مایکوپلاسماها اعضای رده مولیکوتس و کوچک ترین یاخته ها از گـروه پر 

هستند. به دلیل فقدان دیـواره در رده مولیکـوتس    DNAدیواره سلولی بوده، دارای غشا سیتوپلاسمی، ریبوزوم و یک مولکول 

اند. در این رده یک راسته بنام مایکوپلاسماتالس، و سه خانواده به اسامی مایکوپلاسماتاسه، آکولـه  )پوست نرم( طبقه بندی شده

 (.0125قرار دارد )قادر سهی و همکاران.  5و اسپیروپلاسماتاسه 4سماتاسهپلا

                                                           
2 Nocard  
3 Rox 
4 Acholeplasmatacea 
5 Spiroplasmatace 
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باشـد. جـنس اول مایکوپلاسـماها هسـتند کـه بـیش از هفتـاد گونـه از آنهـا          خانواده مایکوپلاسماتاسه دارای دو جنس مهم می

وره آپلاسـما هسـتند کـه بـر اسـاس      شناسایی شده اند که بسیاری از آنها برای انسان و حیوانات بیماریزا هستند. جـنس دوم، ا 

 هیدرولیز اوره، متمایز می شوند. مایکوپلاسماها اوره آز منفی و اوره آپلاسما اوره آز مثبت می باشند.

گونه شناخته شده وجود دارد، ولی اهمیت آنها  01خانواده آکوله پلاسماتاسه دارای جنس آکوله پلاسما است، که در این جنس 

 ا هنوز مشخص نشده است. آنها یکی از آلوده کننده های کشت سلولی و سرم هستند.در بیماریزایی دام ه

خانواده سوم راسته مایکوپلاسماتالس، اسپیروپلاسماتاسه است. جنس اسپیروپلاسما در این خانواده قرار دارد. گونه های موجود 

 (.0126در این جنس برای نباتات و بندپایان بیماریزا هستند )شیمی. 

 (.Sakhaei et al. 2009: برخی از خصوصیات عمومی مایکوپلاسماها )1جدول

 ویزگی مایکوپلاسما

 دیواره سلولی فاقد دیواره سلولی و پپتید و گلیکان است که توسط غشاپلاسمایی محصور شده است

 شکل سلول پلی مورفیک است و به اشکال رشته ای و شاخه ای دیده می شود

 تولید مثل جوانه زدنبوسیله تقسیم دو تایی و 

 متابولیسم نیاز به کلسترول واسیدهای چرب با زنجیر بلند برای رشد

 حرکت معمولا فاقد حرکت

 ضمیمه فاقد ضمیمه

 اندوسپور عدم توانایی از اندوسپور

 

 (1831های راسته مایکوپلاسماتالس )شریف زاده، : خصوصیات تفریقی جنس2جدول

 میزبان جنس
نیاز به 

 کلسترول
 سایر خصوصیات

 + حیوانات مایکوپلاسما
و قطر  5/2مناسب برای اینها  PHزا, تعدادی از آنها برای حیوانات بیماری

 آز منفی(.متر است )اورهمیلی 0/1-6/1میکروکلنی ها 

 + حیوانات اورآپلاسما

مناسب برای رشد  PHشوند, تعدادی از آنها با برخی بیماریها مشاهده می

متر است. میلی 10/1-5/1ها آز مثبت و قطر میکروکلنی , اوره6آنها 

 معروف است(. T)اصطلاحاً به مایکوپلاسمای 

 پلاسماآکوله

حیوانات, 

 خاک,

 فاضلاب

- 
تعدادی از اینها ساپروفیت و تعدادی با برخی بیماریها در حیوانات مشاهده 

 متر است.میلی 0/1-0ها شوند, قطر میکروکلنیمی

 اسپیروپلاسما
گیاهان, 

 حشرات
+ 

گردند, این باکتریها به برخی باعث بیماریهایی در گیاهان و حشرات می

 گردند.اشکال مارپیچی و متحرک مشاهده می

 هوازیهمزیست، بی متغیرشکمبه  ائروپلاسماآن
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 گوسفند و گاو

 ترموپلاسما
های چشمه

 اسیدی داغ
- 

 0-7مناسب  PH گراد ودرجه سانتی 59ساپروفیت, دمای مناسب رشد 

 است.

هستند که  2لیتیکومو اوروپلاسما اوره 6سه گونه مایکوپلاسمای بیماریزا در انسان، مایکوپلاسما پنومونیه، مایکوپلاسما هومینیس

و یوروجنیتال را به وجود می آورند. بیماری زاترین گونه ها در نشـخوارکنندگان، متعلـق بـه شـاخه         به ترتیب اختلالات تنفسی

(. اعضـا ایـن شـاخه کـه عمـدتاً      Bascunana et al. 1994یکوئیدس است که در دسته اسپیروپلاسما جای گرفتـه اسـت )  ما

وجه اشتراک زیادی دارند که تمـایز و تفکیـک    مسئول عفونت های تنفسی هستند. از نظر خصوصیات آنتی ژنتیکی و فنوتیپی، 

 کند.رو میهای متعارف آزمایشگاهی با چالش رو بآنها را در تست

  

 16SrRNAژن 

توانند به عنوان کورنومترهـای تکـاملی عمـل نماینـد.     سلولی می هایای از ماکرومولکولامروزه مشخص شده است که انواع ویژه

تـوان از تفـاوت   های سلولی نشان داده است که فاصله تکاملی میان دو گونـه را مـی  ملکولمطالعه توالی منومرهای سازنده ماکرو

هـای  گیـری کـرد. تعـداد تـوالی    های هومولوگ موجود در دو گونه انـدازه ماکروملکول های آمینه ها یا اسیدالی نوکلئوتیدبین تو

دو موجود، در جریان تنوع آنـان از یـک    DNAمتفاوت در یک مولکول ویژه با تعداد تغییرات موتاسیونی پایدار تثبیت شده در 

مت فرایند پروتئین سازی و نقش اساسی ریبـوزوم در آن، بـه نظـر مـی رسـد کـه       به خاطر قد جد مشترک، متناسب می باشد.

بسیار قـدیمی   rRNAهای ها برای تعیین روابط میان باکتری ها باشند، زیرا مولکولریبوزومی بهترین مولکول RNAمولکول 

به طور نسـبتا  خـوبی در طـول فواصـل     اند و هستند، از نظر عملکرد ثابت می باشند، به طور جهانی در میان باکتری ها گسترده

)شـریف   اند، همچنین به آسانی و حتی بدون کلون کردن قابل خالص سازی از موجودات هسـتند تکاملی بدون تغییر باقی مانده

 (.0194زاده، 

گـذاری   در ایالـت شـیکاگو پایـه    2توسط کارل ووس0921به عنوان ابزار فیلوژنتیکی اولین بار در سال  16SrRNAاستفاده از 

ها و حتی در میان جنس مورد توجه بیشتری قرار گرفتـه  های قابل توجه در بین گونهبه دلیل شباهت 16SrRNAگردید. ژن 

بررسـی ارتبـاط هـای فیلـوژنی      امـروزه  .تعیین توالی و یا استفاده از پروب، امکان شناسایی ارگانیسـم فـراهم شـد    که با تکثیر، 

متمرکز گردیده است. این مناطق حفاظت شـده بـه    که بسیار حفاظت شده است،  RNAومی ها بر روی مناطق ریبوزمولیکوت

را در  16SrRNAای توالی کامل ژن در مطالعه 9ویسبرگ .شوندبسیار کمتر دستخوش تغییر می نسبت کل ژنوم مایکوپلاسما، 

ها در گروه استرپتوکوکوس، نشان داد که مولیکوت دار تعیین کرد. این تحقیقاتهای دیوارهها و باکتریگونه مولیکوت 41بالغ از

Gلاکتوباسیل و باسیل که باکتری های 
گیرنـد و از نیاکـان کلسـتریدیوم هـا مشـتق      قرار می ٬  هستند G+Cبا محتوای اندک  +

 (.;0194European Pharmacopeia. 2002)شریف زاده،  شده اند 

 

                                                           
6  Mycoplasma hominis 

 2AURUPLASMAAAURHLYTYKUM 
8 . Carl woese 
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 متابولیسم

 .کننـد رشـد مـی   CO2% 5-01بعضـی بـه صـورت مطلـوب در اتمسـفری بـا       هسـتند.   های اختیـاری  هوازی مایکوپلاسماها بی

، بـا  تپروکـاریو  .(Adehan et al. 2007)شـود  هوازی غیر پاتوژن در شکمبه گوسفند و گـاو یافـت مـی   مایکوپلاسماهای بی

تخمیری و غیر تخمیری قابـل  زندگی آزاد بوده و عموماً کند رشد هستند. مایکوپلاسماها در دو گروه فیزیولوژیک وسیع الطیف 

در مسـیر گلیکـولیز حاصـل مـی شـود امـا در        ATPهای تخمیری ،آدنـوزین تـری فسـفات    . در ارگانیسمتقسیم بندی هستند

در  ATPaseمی باشد. آنـزیم   ATPمایکوپلاسماهای غیر تخمیری، مسیر آرژنین دی هیدرولاز احتمالا منبع اصلی برای تولید

هایی که در بیوسنتز لیپید مایکوپلاسما شرکت دارنـد نیـز   تمام مایکوپلاسماها وجود دارد. اغلب آنزیمهمراهی با غشاء سلول در 

 (.Kheirkhah et al. 2011متصل به غشاء هستند )

 

 فاکتورهای بیماریزائی

 & Hackett)شـوند  پایـان بـه عنـوان همزیسـت یافـت مـی      ها زندگی همزیستی دارند و در بسیاری از بنـد بیشتر مولیکوتس

Clark, 1989)باشـد. در  دهد و عمدتأ به صورت مـزمن مـی  . عفونت با مایکوپلاسماهای پاتوژن به ندرت به صورت حاد رخ می

 ای انگیـزه هایشان زندگی هماهنگی دارند. اخیـراً تـا انـدازه   حقیقت مایکوپلاسماها نوعی زندگی انگلی داشته و معمولاً با میزبان

مایکوپلاسماها در بیماری های به اتیولوژی )سبب شناسی( انواع بیماری های ناشناخته که مرتبط با  ها در مورد نقشمرور بحث

های دیگـر  گردد. امکان نقش داشتن مایکوپلاسماها به عنوان کوفاکتور در بیماریزایی ایدز و بیماریمایکوپلاسماها هستند برمی

که ارتبـاط  و آرتریت های مختلف وجود دارد. درحالی 01گی مزمنکه از نظر سبب شناسی هنوز مبهم هستند مثل سندرم خست

ایجاد ضایعات ایدز توجه بسـیاری   مایکوپلاسماها با بسیاری از این بیماری ها مشکوک باقی مانده، امکان تأثیر مایکوپلاسماها در

های مرتبط بـا ایـدز بـه طـور قابـل      های اخیر به خود جلب کرده است. مطالعات معتبر انجام شده درباره مایکوپلاسمارا در دهه

ای دانش بشر درباره بیولوژی سلولی مایکوپلاسما و تعدیل سیستم ایمنی توسط این باکتری را ارتقاء داده است هرچنـد  ملاحظه

   (Brenner et al. 1996). باشدانگیز و مبهم میکه نقش مایکوپلاسماها در فعال سازی ایدز هنوز بحث

زایی مایکوپلاسما تا حد زیادی بحث انگیز باقی مانده است تصویر بالینی عفونت های مایکوپلاسـمایی در  اساس مولکولی بیماری

ها و حیوانات بیشتر دلالت بر ارتباط با پاسخ های ایمنی و التهابی میزبان دارد تا اثرات سمی مستقیم به وسیله ترکیبـات  انسان

های بسیار موثر آنها مـرتبط نیسـت. محصـولات توکسـیک تولیـد      ها با توکسینزائی مایکوپلاسماسلولی مایکوپلاسمایی. بیماری

شوند مثل پراکسید هیدروژن و رادیکال هـای سوپراکسـید   شده از طریق متابولیسم مایکوپلاسماها به نرمی و ملایمت تولید می

ند. آمونیوم آزاد شده از اوره هیدرولیز اکه به عنوان عامل خطر یا عامل آسیب اکسیداتیو به غشاهای سلولی میزبان شناخته شده

زائی تلقی شود کـه احتمـالاً بلافاصـله بـر روی     آ پلاسما ممکن است به عنوان یک فاکتور بیماریآز موثر اورهشده به وسیله اوره

 (.Ligon & Kenny, 1991گذارند )آ پلاسماها تاثیر میهای مجاور اورهبافت

باشد به وسیله کـیم و همکـارانش مطـرد شـده اسـت. آنهـا       آ پلاسمایی میط با عفونت اورهفاکتور بیماری زای دیگری که مرتب

به وسیله سلول های انـدومتریال گـاوی کـه عفونـت رایـج از       E2 ،F2αدریافتند که کاهش قابل توجه در تولید پروستاگلاندین 

هـا ضـروری   هـا بـرای پیونـد و پایـداری بـارداری     گیرد. پروستاگلاندینباشد صورت میگاوی می 00آپلاسما دایورسومطریق اوره

                                                           
1. Chronic fatigue 

      Aureaplasmadayursum                    2 
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موثر بر  A2ها را مختل کنند که احتمالاً از طریق فعالیت فسفولیپازهای آ پلاسماها قادرند که تولید پروستاگلاندینهستند. اوره

 (.Kim et al. 1994گیرد )آنها این عمل صورت می

 

 طبقه بندی شاخه مایکوئیدس  

مایکوپلاسما مایکوئیدس مایکوئیـدس   (MmmSC)وپلاسما مایکوئیدس مایکوئیدس کلونی کوچک اعضا این شاخه شامل مایک

مایکوپلاسـما کـاپری کولـوم کـاپری کولـوم       ٬  (Mccp)مایکوپلاسما کاپری کولوم کاپری پنومونی  (MmmLC)کلونی بزرگ 

(Mcc)  مایکوپلاسما مایکوئیدس کاپری     ٬(Mmc)  سـویه گـاوی   2سـروتی    ٬(M.bsg7)     07مایکوپلاسـما پـوتری فیکـنس ،

می باشند. دو گونه آخر جز مایکوپلاسماهای ساپروفیت اند که بیمـاریزایی آنهـا در    04، مایکوپلاسما یستی01مایکوپلاسما کووتی

شرایط عادی در نشخوارکنندگان نامعلوم است و پوتری فیکنس از مبتلایان به سندروم نقص ایمنی انسان نیز  جدا شـده اسـت   

(Pettersson et al. 1996.) 

کـه از   خسارات اقتصادی ناشی از بیماری زایی و حضور اعضا این شاخه در نشخوارکنندگان، از اهمیت زیـادی برخـوردار اسـت،    

مهمترین معضلات مطرد اقتصادی در صنعت دامپروری در آفریقا و اخیراً در اروپاسـت کـه بـرای سـالیان متمـادی کشـورهای       

 (.Ozedmir et al. 2005است )زیادی را درگیر کرده 

 

 های تشخیص آزمایشگاهی مایکوپلاسما  روش

 جهت شناسایی مایکوپلاسماها روش های مختلفی وجود دارد که در زیر به آنها اشاره خواهیم کر:

 کشت میکروبی .0

 بررسی خواص مورفولوژیکی مانند رنگ آمیزی .7

هـای سـلول، بتاگلوکوزیـداز )بـرای آکولـه پلاسـماها( و       وتئینبررسی خواص متابولیکی و بیوشیمیایی مانند الکتروفورز پر .1

 فرمانتاسیون قندها

 های سرولوژیکروش .4

 های مولکولیروش .5

 

 های سرولوژیک مایکوپلاسماهاآزمایش

آزمایش ممانعت از رشد که برپایه جلوگیری از رشـد در آگـار در   آزمایش ممانعت از رشد میکروارگانیسم توسط سرم ویژه -الف

دیسک اشباع شده با آنتی سرم مخصوص است . این آزمایش اختصاصی ترین روش سرولوژیکی بوده و بیشترین استفاده اطراف 

را برای شناسایی گونه های مایکوپلاسما دارد . هر چند برای این کار سرم خیلی قوی نیاز است که البته همیشه نمـی توانـد در   

 دسترس باشد .

ین روش بر پایه شناسایی کلنی های مایکوپلاسما برروی آگار به وسیله آزمـایش مسـتقیم یـا    آزمایش ایمونوفلورسانس که ا -ب

غیر مستقیم آنتی بادی فلورسانس است  .آزمایش ایمونوفلورسانس شاید سریع ترین آزمایش برای تشـخیص باشـد . در ضـمن    

خیص بین یک سـری کلنـی هـای مخلـوط از     ثابت شده است این آزمایش بسیار اختصاصی و تنها آزمایشی است که توانایی تش

                                                           
12Mycoplasma putrificans 
13Mycoplasma cowetti 
14Mycoplasma yeasti 
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سروتای  های مختلف در پلیت های مشابه را می دهد . این موضوع بیشترین اهمیت را در کنترل خلـوص کلنـی یـا در نمونـه     

های کلینیکی در مواردی که نمونه حاوی بیش از یک گونه یا سروتی  باشد ، را دارد .سایر روش های سرولوژیک ماننـد پـادتن   

و  06، ایمونودیفیوژن ، آگلوتیناسـیون مسـتقیم و غیـر مسـتقیم ، ایمونوپراکسـیداز،  الایـزا       05ونال ، آزمایش ثبوت مکملمونوکل

 (.0191بررسی میزان عیار آنتی بادی در سرم نیز می تواند مورد استفاده قرار گیرد )حسنی طباطبائی و همکاران 

 

 ی تحقیق  مروری بر پیشینه

 ارج کشورتحقیقات انجام شده در خ

فاسـینس، یکـی از   جداسـازی مایکوپلاسـماپوتری   بـرای  (PCR)اختصاصی یک روش  استفاده از عنوانتحت پژوهشی در یک  

فاسـینس بـه روش   انجام شد موفق به شناسایی مایکوپلاسماپوتری 7111عوامل بیماری آگالاکسی واگیردار در بزها که در سال 

PCR جدیـد  تکنیکگرفت. اینمیانجامداشتندهاییمحدودیت کههای شناساییها وتکنیکاس ایزولهشدند که تا آن زمان بر اس

(PCRبرای تشخیص سریع )هـای  یک روش بهتر برای شناخت و شیوع عفونـت به عنوان فاسینسگونه های مایکوپلاسماپوتری

Peyread et al, 2003) فاسینسمفید خواهد بودمایکوپلاسماپوتری ایجاد شده توسط
02.) 

شیوع مایکوپلاسما کاپریکولوم کاپریکولوم و مایکوپلاسما پوتری فاسینس را در بزها درمنطقه پیشین بلوچستان 7119در سال  

مـورد   7112گله بز در منطقه پیشین بلوچستان پاکستان برای موارد مسری کات الریه در بز در سال 41کردند پاکستان بررسی

CCPPراس بز مشکوک به   11بررسی قرار گرفتند.
سویه از  7این  پس از اتمام معاینه بر اساس علائم تنفسی مطالعه شدند. 02

نمونـه   07های مایکوپلاسما توسط آزمـایش مهـار رشـد و واکـنش زنجیـره ای پلـی مـراز مـورد شناسـایی قـرار گرفتنـد.           گونه

نمونـه  7در حـالی کـه تنهـا     هـای ریـه جـدا شـد.    ابنمونـه از سـو   07مایکوپلاسما کـاپریکولوم کـاپریکولوم از سـواب بینـی و     

های ریه جدا شد.محل زندگی این مایکوپلاسما شناخته نشـده  نمونه از سواب 0های بینی و از سواب فاسینسمایکوپلاسماپوتری

حاصـل   عدد در داخل پستان برای ایجاد ورم پسـتان کـافی اسـت.ورم پسـتان     51و تزریق تعداد کمی از این میکروب به اندازه 

فقط کارتیه تزریق شده مبتلا می شـودو پـس از    های التهابی در آن همراه نیست.علائم بالینی جز کاهش شیر و پیدایش یاخته

    09(Awan et al.2009سال در برابر آلودگی مجدد ایمن می باشد ) 0بهبود آن قطعه پستان لااقل تا 

همـراه بـا الگوهـای هضـم      PCRای پلیمرازگرفت از  واکنش زنجیرهتدرامریکا صور0992در  71تحقیقی که بوسیله رودریگزدر

انجام شدومحصـولات بوسـیله ژل الکتروفـورز و     PCR .فاسینس استفاده شدبرای مایکوپلاسماپوتریمحدود شده با اندونوکلئاز 

الکتروفورزبررسـی شـد.   بوسیله آنزیم های محدودکننده هضم گردید و ومحصولات بوسیله ژل DNAاولتراویولت بررسی شدند. 

فاسـینس وسـایر مایکوپلاسـماها را نشـان مـی دهـد و       مایکوپلاسـماپوتری PCRازحاصـل محصولاتبینآشکارهاشباهتتستاین

ــکانس  ــین س ــماپوتری 16SrRNAهمچن ــکانس    مایکوپلاس ــا س ــالایی ب ــوژی ب ــینس دارای همول ــاء  16SrRNAفاس اعض

 . مایکوپلاسمامایکوئیدس است

                                                           
15 . Complement fixetion test 
16 .Enzym linked immunosorbant assay (ELISA) 
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 ده در ایرانتحقیقات انجام ش

قادرسهی و همکاران در یک طرد تحقیقاتی تحت عنوان شناسایی مایکوپلاسما آگالاکیته و دیگر عوامـل مسـبب آگالاکسـی در    

سرم سازی رازی انجام شده اسـت، جهـت   در موسسه واکسن و 0125و کشت در ایران که در سال  PCRگوسفند و بز بوسیله 

وکشـت قـرار    PCRنمونه را تحت آزمایش  7111گوسفند و بز، حدود بیماری آگالاکسی مایکوپلاسمائیدسترسی به بذر عوامل

های ککر شده از حیوانات سالم و بیمـار اخـذ شـده اسـت و شـیر،      کشور انجام شده است. نمونهاستان 02دادند. این تحقیق در 

هـا مـورد   گرفته و سـپس کشـت نمونـه    صورت PCRسوآب چشمی و مایع مفصلی به عنوان نمونه استفاده شد. از نمونه اصلی 

ــام     ــرای انج ــرد ب ــن ط ــت. در ای ــرار گرف ــه ق ــه    PCRمطالع ــر قطع ــایی وتکثی ــه شناس ــادر ب ــه ق ــایی ک ای از ژن از آغازگره

srRNA06و پرایمرهای شناسـائی عمـومی مایکوپلاسـماها شـامل پرایمـر       استفاده شده هستندMGSO-GPO محتـوی  کـه

جفـت   125کـه شـامل     FS1-FS2پرایمررهای شناسائی جنس مایکوپلاسما آگالاکتیه شاملنوکلئوتید بوده و پرایمجفت205

محققین این طرد مدعی هستند که مایکوپلاسما آگالاکتیـه عامـل   اند. گرفتهمورد استفاده قراردر این تحقیقباشندنوکلئوتید می

%( ،75مایکوئیـدس) مایکوپلاسـما %( ماننـد  10گالاکتیـه ) های دیگری غیر از مایکوپلاسما آاصلی ایجاد این بیماری بوده و سویه

قادرسـهی و همکـاران،   %( نیز در ایـن بیمـاری دخیـل هسـتند )    5مایکوپلاسما پوتریفیسنس )%( و 77مایکوپلاسماکاپریکولوم )

0125) 

کسـی  در تحقیقی که توسط خیرخـواه و همکـاران صـورت گرفـت جداسـازی و تعیـین هویـت مولکـولی عامـل بیمـاری آگالا          

  52در استان کرمـان صـورت گرفـت. از     PCRآگالاکتیه( در بزهای مبتلا به بیماری آگالاکسی به روش کشت و  )مایکوپلاسما

جفت باز را روی ژل آگارز نشان دادند. از  061باند اختصاصی  نمونه جنس مایکوپلاسما تائید شده که 10ی اخذ شده، در نمونه

هـای  سـپس بـر روی جدایـه    جفت باز مشاهده گردید. 125ی آگالاکتیه مثبت بودند و باند همورد گون09موارد مثبت جنس، در

خالص سازی و تعیـین تـوالی گردیـد. درادامـه بـا       PCRانجام گرفت و محصول  بر اساس ژن هدف لیپوپروتئین PCRحاصله 

ها با توالی مایکوپلاسـما  نجام شد و این توالیها اکردن توالیردیفهم Bio Edit (Clustal W)افزاری ی نرماستفاده از برنامه

 MEGAها ارائه شد و با استفاده از نرم افـزار  توالی های موجود در بانک ژن مقایسه گردید. سپس ماتریکس شباهتآگالاکتیه

(Ver. 5.04)  و با روشNeighbor-joining       درخت فیلوژنتیک رسم گردیـد. نتـایج ایـن تحقیـق جداسـازی مایکوپلاسـما 

آگالاکتیه از بزهای مبتلا را برای اولین بار در ایران تأیید نمود. همچنین عوامل بیماری از لحاظ تشـابه ژنتیکـی در دو دودمـان    

ی واکسینال مایکوپلاسما آگالاکتیه مـورد اسـتفاده   های هر دو دودمان باکتری با سویهشدند و بین کلیه جدایهکاملا مجزا واقع 

 (.0191سازی رازی تشابه ژنتیکی ناچیری وجود دارد )خیرخواه و همکاران، اکسن و سرمی تحقیقات ودر مؤسسه

 

 طرز تهیه محیط کشت اختصاصی انتقالی برای مایکوپلاسما  

 مواد لازم:  

می باشد کـه تفـاوت    PPLOو محیط آگار پلیت  PPLOمحیط کشت اختصاصی مایکوپلاسما به دو شکل براث یا آب گوشت 

 جود آگار در محیط کشت براث است.آن ها در عدم و
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 PPLO (Swayne et al. 1998): ترکیبات محیط کشت آبگوشت 8جدول

 مقدار اجزای تشکیل دهنده محیط

PPLO آبگوشت  آبگوشتPPLO گرم 04/2 بدون کریستال ویوله 

 گرم 01 گلوکز 

 میلی گرم 051 سرم اسب یا خوک 

 میلی گرم 011 عصاره تازه مخمر 

 گرم 0/1 لراید سیستئینهیدروک 

 گرمNAD 0/1نیکوتین آمید آدنین دی نوکلئوتید  

 میلی گرم 5/7 %(0فنل رد ) 

 میلی گرم 5/7-5 %(01استات تالیوم ) 

 واحد بین المللی 016 پنی سیلین جی پتاسیم 

 میلی لیتر 0111 آب مقطر 

 

 جهت شناسایی جنس مایکوپلاسما PCRواکنش 

 جنس مایکوپلاسما برای PCRمخلوط  -الف

جهـت شناسـایی جـنس مایکوپلاسـما بـر       PCRاستخراج شده هر یک از نمونه ها واکنش  DNAدر این تحقیق ابتدا بر روی 

جهت شناسایی کلاستر  PCR( انجام شد.در مرحله بعد اگر نمونه ها مثبت بودند واکنش 4اساس برنامه نوشته شده در جدول)

 مایکوئیدس انجام شد.

بر اساس فرمول مخصوص جنس مایکوپلاسما مخلوط را داخل میکروتی  ها پخش کرده و پس Master mix ختنپس از سا

 از ورتکس و اسپین داخل دستگاه ترموسیکلر قرار می دهیم.

 برای جنس مایکوپلاسما PCR: مخلوط 1جدول 

PCR buffer 2/5 μL 

 Mgcl2 2 μL 

dNTPs 0/5 μL 

Primers 0/1+0/1 μL 

Taq 0/25 μL 

total 5/45 μL 

  25 – 5/45 = 19/55(DNA+ H2O)          DNA: 2 μL            H2O : 19/55-2= 17/55 

 

 برنامه سیکل حرارتی جنس مایکوپلاسما در دستگاه ترموسایکلر   -ب

 Gradientمیکرولیتـر بـه دسـتگاه ترموسـایکلر )آلمـان ،      75پس از آمـاده شـدن نمونـه، مخلـوط حاصـل در حجـم نهـایی        

Masterrcycler (Eppendorf     که از قبل روشن شده و درجه حرارت آن برای مراحل مختلف تنظیم گردیـده بـود، انتقـال
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جنس مایکوپلاسما بـا اسـتفاده از پرایمرهـای جلـودار و      PCRداده شد. برنامه تنظیم درجه حرارت و زمان برای انجام مراحل 

 (.jima et al, 1997Ko) ( انجام شد5برگشتی بر اساس جدول )

 ,Kojima et alجنس مایکوپلاسما ) PCR:  برنامه تنظیم درجه حرارت و زمان برای انجام مراحل 5جدول 

1997.) 

Mycoplasma 30 cycle 

Stage      

Temperature 94 94 56 70 72 

Time 7/5min 30sec 30sec 1min 5min 

 

 

 جهت شناسایی کلاستر مایکوئیدس PCRواکنش 

 کلاستر مایکوئیدس PCRمخلوط  -الف

جهت شناسـایی کلاسـتر مایکوئیـدس بـر اسـاس برنامـه ککـر شـده در          PCRپس از مثبت شدن جنس مایکوپلاسما واکنش 

جهت شناسایی گونه مایکوپلاسما پـوتری فاسـینس    PCR( انجام شد. در مرحله بعد اگر نمونه ها مثبت بودند واکنش 6جدول)

 انجام شد.

بر اساس فرمول مخصوص کلاستر مایکوئیدس مخلوط را داخل میکروتی  ها پخش کرده و پـس  Master mix ختنپس از سا

 از ورتکس و اسپین داخل دستگاه ترموسیکلر قرار می دهیم.

 برای کلاستر مایکوئیدس PCR: مخلوط 6جدول 

PCR buffer 2/5 μL 

 Mgcl2 2 μL 

dNTPs 0/2 μL 

Primers 0/2 +0/2  μL 

Taq 0/2 μL 

total 5/3 μL 

                  25 – 5/3 = 19/7(DNA+ H2O)      DNA: 2 μL     H2O : 19/7-2= 17/7  

 

 برنامه سیکل حرارتی در دستگاه ترموسایکلر -ب

ه میکرولیتر به دستگاه ترموسایکلر که از قبل روشـن شـده و درج ـ   75پس از آماده شدن نمونه، مخلوط حاصل در حجم نهایی 

با درجه حرارت و زمان مناسب برای کلاسـتر   PCRحرارت آن برای مراحل مختلف تنظیم گردیده بود، انتقال داده شد و انجام 

 .( انجام گردید2مایکوئیدس براساس جدول )
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et al.  Bascunanaکلاستر مایکوئیدس ) PCR: برنامه تنظیم درجه حرارت و زمان برای انجام مراحل 7جدول 

1994) 

Mycoplasma mycoides 30cycle 

Stage      

Temperature 95 95 62 72 72 

Time 4min 45sec 1min 2min 4min 

 

 

 جهت شناسایی گونه مایکوپلاسما پوتری فاسینس PCRواکنش 

 مایکوپلاسما پوتری فاسینس PCRمخلوط  -الف

جهت شناسایی گونه مایکوپلاسما پوتری فاسـینس   PCRپس از مثبت شدن جنس مایکوپلاسما و کلاستر مایکوئیدس واکنش 

 (  انجام شد.  2بر اساس برنامه ککر شده در جدول )

بر اساس فرمول مخصوص گونه مایکوپلاسما پوتری فاسـینس مخلـوط را داخـل میکروتیـ  هـا      Master mix پس از ساختن

 پخش کرده و پس از ورتکس و اسپین داخل دستگاه ترموسیکلر قرار می دهیم.

 برای گونه مایکوپلاسما پوتری فاسینس PCR: مخلوط 3جدول 

PCR buffer 2/5 μL 

 Mgcl2 2 μL 

dNTPs 0/2 μL 

Primers 0/2 +0/2  μL 

Taq 0/2 μL 

total 5/3 μL 

             25 – 5/3 = 19/7(DNA+ H2O)      DNA: 2 μL     H2O : 19/7-2= 17/7  

 لاسما پوتری فاسینس در دستگاه ترموسایکلربرنامه سیکل حرارتی مایکوپ -ب

میکرولیتر به دستگاه ترموسایکلر که از قبل روشن شده و درجه  75پس از آماده شدن نمونه، مخلوط حاصل در حجم نهایی 

با درجه حرارت و زمان مناسب برای  PCRحرارت آن برای مراحل مختلف تنظیم گردیده بود، انتقال داده شد و انجام 

 ( انجام گردید.9لاسما پوتری فاسینس براساس جدول )مایکوپ

Peyroud )  مایکوپلاسما پوتری فاسینس PCR: برنامه تنظیم درجه حرارت و زمان برای انجام مراحل 9جدول 

et al. 2003) 

Mycoplasma putrefasines 35 cycle 

Stage      

Temperature 94 94 52 72 72 

Time 3min 15sec 15sec 15sec 5min 
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 PCRبررسی محصولات 

را بطور کیفی یا نیمه کمی، وجود یا عدم وجود و یا مقدار تولیـد محصـول را بـا     PCRالکتروفورز روشی که بررسی محصولات 

اسـتفاده  دهد. در این مطالعه از الکتروفورز برروی ژل آگارز و رنگ آمیزی با اتیدیوم برومایـد  استفاده از آن مورد ارزیابی قرار می

 .تصویربرداری و قرائت صورت پذیرفت UV Transilluminatorگردید. پس از پایان مرحله الکتروفورز، در دستگاه

 جهت ساخت ژل الکتروفورز TBEطرز تهیه بافر 

را بر اسـاس مقـادیر ککـر شـده در     Tris base,Acetic acid,EDTA,DDW، مواد مورد نظر شامل:x75 برای ساخت بافر

 x0( به صورت یکنواخت حل تا شفاف گردد. جهت ساخت ژل الکتروفـورز و اسـتفاده در تانـک الکتروفـورز از بـافر      01جدول )

لیتـر رسـانیده شـد و    میلی0111ساخته شده را با آب دیونیزه به حجم x75سی از بافر سیx0 ،41استفاده شد. برای تهیه بافر 

 گردید.   x0تبدیل به بافر x75بافر 

 TBE25X (CC1000)یرو مواد لازم جهت تهیه بافر مقاد :10جدول 

11.2gr Tris base 

28.55gr boric Acid 

6.3gr EDTA 

1000cc DDW 

 

 PCRنحوه الکتروفورز محصولات 

 تهیه ژل

 بـه  TBEژل مورد استفاده در این تحقیق دو درصد بوده که با توجه به درصد مورد نظر، پودر آگارز)سیناژن( توزین شده و بافر 

(.ابتدا ظرف نگهدارنده ژل و شانه متناسب با نمونه انتخاب و TBEسی محلول سی 011آن اضافه شد. )یک گرم پودر آگارز در 

سپس با آب مقطر شستشو شده و بخوبی خشک گردید و سپس دو طرف ظرف نگهدارنده بوسیله نوار چسب پوشانیده شـده تـا   

گردد. ظرف نگهدارنده در یک مکان تراز و بدون لغزش قرار داده شده و شـانه   مانع خروج آگارز مایع قبل از بستن و سفت شدن

را در یک مایکروویو قرار داده تـا پـودر در    TBEرا درون آن تنظیم کرده تا برای ریختن ژل آماده شود. ارلن محتوی ژل و بافر 

 5/1ا محلول اتیدیوم برومایـد بـه نسـبت    بافر حل شود و یک محلول شفاف بدست آید. پس از شفاف شدن ژل را سرد کرده و ب

نبودن اتیدیوم بروماید این کار بهتـر اسـت بـا دسـتکش و ماسـک       شود )به علت ایمن لیتر رنگ میمیکروگرم به ازای هر میلی

 صورت گیرد( ژل مذاب را درون ظرف نگهدارنده ریخته تا زمان بستن ژل باید صبر نمود.

 ای تهیه ژل آگارزمقادیر و مواد لازم بر :11جدول 

line cast TBE Buffer Agarose Ethidium bromide 

1 7 20 2/0 1 

2 10 80 8/0 5/1 

8 15 10 1/0 2 
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 : کست  محتوی ژل ساخته شده و وسایل مورد نیاز1تصویر 

تر از ژل را بپوشاند سپس متر از بافر بالامیلی 7-1گردید به طوری که پر  TBE1xپس از آماده شدن ژل، تانک به وسیلة بافر

 متر مناسب است.میلی 5شانه قرار داده شده به آرامی خارج گردید. قطر ژل حداکثر 

 

 

 : کست محتوی ژل درون تانک الکتروفورز2تصویر

 

Run  هاکردن نمونه 

سـهولت   گرفـت. بـرای  م با بافر لودینگ مخلوط شده و این عمل بر روی نوار آلومینیومی انجا 7به  01به نسبت  PCRمحصول 

بخوبی بـا سـمپلر ابتـدا چنـدین بـار       ها روی نوار چسب ریختهمیکرولیتر از بافر لودینگ را به تعداد نمونه 7کار در این تحقیق 

میکرولیتـر از مخلـوط حاصـله را     01پیپتاژ کرده و سپس در حالیکه سمپلر را به صورت عمودی نگهداشته، به آرامی به میـزان  

وبافر لودینـگ بـا دقـت بسـیاری صـورت       PCR. هنگام ریختن مخلوط محصول  ی ایجاد شده در ژل آگارز کردیموارد چاهکها

گیرد به طوری که سر سمپلر نه زیاد در قسمت بالایی چاهک و نه به کف چاهک قرار گیرد تا باعث پـاره شـدن چاهـک نشـود.     

% 75ها استفاده شد. بـافر لودینـگ دارای ترکیـب    هکو عدم خروج آن از چا PCRازبافر لودینگ جهت سنگین شدن محصول 

Bromophenol blue ،75/1درصد Xylon cyanol FF،41%Sucrose  ها و کنتـرل در  می باشد. پس از قرار دادن نمونه

فاده ها )ترجیحاً چاهک اول( منتقل گردید. مارکر مـورد اسـت  میکرولیتر به داخل یکی از گوده 1ها, مارکر به میزان داخل چاهک

تـا   011جفـت بـاز از وزن    011با فاصـلة   Fermentasساخت شرکت  Gene ruler DNA Ladder Mixدر این تحقیق 

 جفت باز بود.   0111وزن 
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 مورد استفاده دراین مطالعه Ladder:  8تصویر 

 

تـوی ژل طـوری درون تانـک    سپس تانک الکتروفورز را به دستگاه مولد برق وصل نموده و ولتاژ تنظیم شد. ظرف نگهدارنده مح

ها در طرف قطب منفی تانک قرار گیرند. تانک را به جریـان متصـل کـرده و ولتـاژ روی     شود که چاهکالکتروفورز قرار داده می

باشد. پس از یک ساعت ژل بررسی شـده و از میـزان رنگـی کـه در ژل     شود و آمپراژ تقریباً نصف آن میتنظیم می001تا  011

 توان زمان مشاهده ژل در دستگاه را تخمین زد. پیشروی کرده می

 
 کردن نمونه ها  Run: نحوه 1تصویر 
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 مشاهده و تفسیر ژل و باندها

 UVساعت( ژل را از بافر خـارج کـرده بـا آب شستشـو داده و آن را بـر روی صـفحه دسـتگاه         0پس از گذشتن زمان مذکور)

Translluminator شـد. پـس از انجـام عکسـبرداری، کخیـره کـردن و تهیـه پرینـت، ژل بـا          ه قرار داده و از آن تصویر گرفت

 دستکش دور انداخته شد. سپس نتایج مورد بررسی قرار گرفت.

 جنس مایکوپلاسما  PCRنتایج 

جنس مایکوپلاسما توسط پرایمر های اختصاصی  PCRنمونه از شترهای کشتار شده در کشتارگاه تهیه شد. واکنش  55تعداد 

نمونه از نظر جنس آلوده به مایکوپلاسما  %0/9این تست  صورت گرفت. در نتیجه rRNA S06از ژن  M3R وM1F جنس

 .شودجنس مثبت مشاهده می نمونه 5جفت بازدر  061باندهای بودند.

 

 با استفاده از آغازگر اختصاصی جنس مایکوپلاسما PCR: ژل الکتروفورز محصول 5تصویر 

L: Laderer 100bp; PC: Positive Control [M. putrefacines]; NC: Negative Control;,  1-5 

suspected samples. 

 

 کلاستر مایکوئیدس  PCRنتایج 

توسط پرایمرهای اختصاصی مایکوئیدس کلاستر  PCRنمونه جنس مثبت از نظر کلاستر مورد بررسی قرار گرفتند. واکنش  5

MmcR  وMmcF  از ژنrRNA 16S( نمونه کلاستر مثبت بودند.011) 5جفت باز در  542دهای صورت گرفت. بان% 
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 با استفاده از آغازگر اختصاصی کلاستر مایکوئیدس PCR: تصویر ژل الکتروفورز محصول 6تصویر 

L: Laderer 100bp; PC: Positive Control [M. putrefacines]; NC: Negative Control; 1-5  

positive Cluster mycoides.  

 گونه مایکوپلاسما پوتری فاسینس  PCRتایج ن

پوتری گونه مایکوپلاسما  PCRکلاستر آنها مثبت شد از نظر گونه مورد بررسی قرار گرفتند. واکنش  PCRای که نمونه 5

 106صورت گرفت. باندهای مثبت در  لیپوپروتئیناز ژن  Mput2و  Mput1توسط پرایمر های اختصاصی گونه  فاسینس

مایکوپلاسما پوتری فاسینس بود که از نمونه ریه شترهای  بر اساس این تحقیق تنها یک نمونه .شوداهده میجفت باز مش

 استان کرمان برای اولین بار در کرمان جداسازی گردید.

 
 با استفاده از آغازگر اختصاصی گونه مایکوپلاسما پوتری فاسینس PCR: ژل الکتروفورز محصول 7تصویر 

L: Laderer 100bp; PC: Positive Control [M. putrefacines]; NC: Negative Control; 202 

suspected samples. 
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ها کلاستر مثبت نمونه جنس مایکوپلاسما تائید شد که از این تعداد همگی نمونه 5نمونه تهیه شده از استان کرمان، در  55از 

 ود. نمونه گونه مایکوپلاسما پوتری فاسینس ب 0بودند و تنها 

 

 بحث و نتیجه گیری

مایکوپلاسما کوچکترین پروکاریوت هایی هستند که توانای همانند سازی را دارند. نداشتن دیواره سلولی ویژگـی شـاخص ایـن    

پروکاریوت هاست. مایکوپلاسماها ارگانیسم های اجباری هستند که به شـکل سـاپروفیت و یـا بـه عنـوان انگـل در بسـیاری از        

مایکوپلاسماها یکی از عوامل بیماریزای مهم دامـی هسـتند کـه    (. 0197یافت می شود )رحیمی و همکاران، حیوانات و گیاهان 

 نمایند. همه ساله خسارات اقتصادی زیادی به صنعت دام کشور وارد می

ر شتر  های ناشی از مایکوپلاسماها دتشخیص عفونت PCRاین پژوهش توانست برای اولین بار در کرمان توسط روش مولکولی 

را رقم بزند و راه را برای ادامه مسیر در آینده باز کند و نیز این پژوهش سرآغاز تخمینی از وضعیت عفونت در استان کرمان بود. 

هـای سـالم و بیمـار در    های مایکوپلاسماها از دامهایی در خصوص جداسازی و شناسایی گونهاگرچه در سال های اخیر پژوهش

(، ولـی  Moradi bidhendi et al. 2011؛ 0125؛ قادرسهی و همکـاران،  0191)خیرخواه و همکاران،ایران انجام شده است. 

در کرمان هـی  گونـه تحقیقـی     PCRپرایمرها و جداسازی مایکوپلاسماهای شتر به روش مولکولی  Setupتاکنون در رابطه با 

هـای  چندانی در ریشه کنـی و حـذف بیمـاری   گردد که توفیق صورت نگرفته است، ضرورت چنین تحقیقاتی زمانی مشخص می

 های کنترل این بیماری قرار دارد. دامی مایکوپلاسمایی حاصل نشده است هرچند که کماکان پیشگیری در راس برنامه

هـای معمـول جهـت تشـخیص     شـود و آزمـایش  های آلوده جدا میهائی است که به سختی از گلهمایکوپلاسما از جمله باکتری

های کلاسیک مانند تستهای بیوشیمیائی و آزمایشات ایمونوفلورسـنت اسـتوار اسـت    وپلاسما عمدتأ بر پایه روشهای مایکجنس

( Zendulkova et al. 2007باشند اما ممکن است با واکنش های مثبت کاکب همراه باشـد ) این روش ها گرچه سودمند می

های اخیر مطرد شده است کـه یکـی   از روش های دقیق تر در سالو مشکلاتی را به همراه دارد که مطرد می شود. لذا استفاده 

 ( است.  PCRای پلیمراز )از آن ها واکنش زنجیره

PCR  مشکلات ناشی از روش کشت را هم ندارد و تشخیص را با حساسیت و ویژگی بالایی امکان پذیر می کند. نتـایج   ٬PCR 

در حالی که برای کشت و تعیین هویت ارگانیسم یک تـا سـه هفتـه     ساعت( مشخص می شوند. 2)حداقل  ٬  ظرف یک یا دو روز

قادر است نتایج دقیقی از حضـور عفونـت هـای مخـتلط بـا       PCR(. هم چنین روش Persson et al. 1999) زمان نیاز دارد

 Kannan et al. 2000; Le    ) حضور چندین گونه مایکوپلاسما و آلودگی ثانویه با عفونت هـای باکتریـایی را مشـخص کنـد    

Grand et al. 2004.) 

تـاثیری نـدارد    PCRیا سایر عوامل میزبان در نتیجه تست  ٬  مهار کننده های رشد مایکوپلاسما مثل آنتی بادی و آنتی بیوتیک

بـه راحتـی از      به ویژه مایکوپلاسماهای ساپروفیت که رشد مایکوپلاسمای  پاتوژن را در محیط کشت تحت تاثیر قرار می دهنـد 

از بین رفتـه باشـند. در ایـن        که به دلیل شرایط نامناسب نگاهداری(. نمونه هاییOIE 2004) مونه ها قابل تفکیک می باشندن

 (.Bashiruddin et al. 1999روش قابل تشخیص می باشند )

رین کردن گله بـه کـار رود در   آزمایشات در تعداد زیاد قابل انجام است که می تواند  برای اسک   با استفاده از روش های ملکولی 

این روش به راحتی می توان مبتلایان را در مراحل مختلف بیماری و همچنین نـاقلین نهفتـه را مشـخص کـرد. امـا شناسـایی       
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DNA از اشکالات مطرد شـده در روش    ٬  ارگانیسم های غیر زنده ناشی از عفونت های پیشین یا پس از درمان با آنتی بیوتیک

PCR ( استBolske et al. 1996.) 

می توان با سرعت بیشتر گونه های عامل این بیماری را شناسایی و در نتیجه می توان امکان شـروع هـر چـه     PCRبنابراین با 

 سریع تر راه های پیشگیری و درمان آنتی بیوتیکی بیماری را فراهم نمود.

ر میان جنس مورد توجه بیشتری قرار گرفته که بـا  به دلیل شباهت های قابل توجه در بین گونه ها و حتی د 16SrRNAژن 

بر مبنای سکانس هـای ثابـت و    PCRتکثیر، تعیین توالی و یا استفاده از پروب، امکان شناسایی ارگانیسم فراهم شود. سنجش 

یک تکنیک مفید، قابل اعتماد با حساسـیت، ویژگـی و دقـت بـالایی جهـت شناسـایی آلـودگی هـای          16s RNAمشترک در 

 (.Shahhoseini et al.2008 )  وپلاسمایی در کشت سلول و سایر فراورده های بیولوژیک استمایک

 PCRهـا بـه  روش   هایی با مشخصات مایکوپلاسما از شترها جداسازی شد. تشخیص این جدایـه در این تحقیق میکروارگانیسم

عامل مایکوپلاسـمائی بیمـاری اسـتفاده     جهت جستجوی PCRصورت گرفت. در این تحقیق بنا به دلائل زیر از روش کشت و 

 شد:

شـود زیـرا در   های ایمونولوژیکی برای جستجوی مایکوپلاسما نسبت به روش های دیگر کمتـر توصـیه مـی   استفاده از روش -0

آیـد. ضـمن اینکـه در    روز پس از آغاز علائم درمانگاهی بوجود می 01-41روش های سرمی نیاز به افزایش عیار پادتن است که 

توان به جستجوی مایکوپلاسما پرداخت. واکنش های متقاطع سرمی نیـز یـک مشـکل جـدی اسـت کـه       ی کمون نیز نمیورهد

 (.Assuncao et al,2004; De la fe et al, 2006) دهدحساسیت این واکنش را بیشتر تحت تأثیر قرار می

نیـاز بـه    زمان انکوباسیون است ثانیأ برای تشخیص گونه استفاده از روش های کشت به تنهایی اولأ نیازمند دوهفته یا بیشتر -7

های متعارف )دینس و...( و تستهای آزمایشگاهی )بیوشیمیائی و.....( است که از دقت و حساسـیت بـالائی برخـوردار    آمیزیرنگ

 ها بالا است.نیستند و احتمال خطا در این گونه تست

کنـد. در ایـن پـژوهش از    جهت شناسـایی مایکوپلاسـما پیشـنهاد مـی    را یک تست سریع و اختصاصی  PCRق روش یاین تحق

که یکی از روش های پیشرفته در تشخیص عوامل میکروبی است، استفاده گردید. در پژوهش های مشـابهی کـه    PCRواکنش 

 ه اسـت  تر مایکوپلاسما همـواره مـد نظـر بـود    در سایر نقاط دنیا صورت گرفته پیشنهاد یک روش مناسب برای تشخیص دقیق

(Roy et al, 2010; Tola et al, 1997   در بسیاری از این تحقیقات عنوان شده اسـت کـه .)PCR  هـای معمـول   از تسـت

 . (Tola et al. 1997ها بکار رود)تواند به عنوان یک روش قابل اعتماد در جداسازی مایکوپلاسما از دامتر است و میسریع

ی تحت عنوان شناسایی مایکوپلاسما آگالاکتیه و دیگر عوامل مایکوپلاسمایی مسبب قادر سهی و همکاران در یک طرد تحقیقات

در موسسه واکسن و سرم سازی رازی انجام شـده   0125و کشت در ایران که در سال  PCRبیماری در گوسفند و بز به وسیله 

 PCRنمونه را تحت آزمـایش   7111است. جهت دسترسی به بذر عوامل مایکوپلاسمایی بیماری آگالاکسی گوسفند و بز حدود 

استان کشور انجام شده است. نمونه های ککر شده از حیوانات سـالم و بیمـار اخـذ شـده      02و کشت قرار دادند. این تحقیق در 

صـورت گرفـت و سـپس     PCRاست و شیر، سوآپ چشمی و مایع سینویال مفصلی به عنوان نمونه استفاده شد. از نمونه اصلی 

از آغازگرهایی که قادر به شناسایی و تکثیر قطعـه ای از   PCRورد مطالعه قرار گرفت. در این طرد برای انجام کشت نمونه ها م

کـه   MGSO-GPOهستند استفاده شده و آغازگرهـای شناسـایی عمـومی مایکوپلاسـماها شـامل آغـازگر        16SrRNAژن 

کـه شـامل    FS2و  FS1آگالاکتیه شامل آغازگرهـای   جفت نوکلئوتید بوده و آغازگر شناسایی گونه مایکوپلاسما 205محتوای 

 (.0125جفت نوکلئوتید می باشد مورد استفاده قرار گرفته اند )قادرسهی و همکاران،  125
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انجام  16SrRNAو استفاده از ژن  PCRراس بز با روش  111ای که در استان کرمان بر روی خیرخواه و همکاران در مطالعه

ین عامل بیماری آگالاسی واگیر در این اسـتان مایکوپلاسـما آگالاکتیـه اسـت، نتیجـه ایـن مطالعـه        شد، نشان دادند که مهمتر

بـا   PCRنمونه کلنـی تخـم مرغـی شـکل در محـیط آگـار ایجـاد کردنـد،          9نمونه مورد بررسی  52همچنین نشان داد که از 

16SrRNA اسایی ژن توسط مایکوپلاسمایی برای شناسایی گونه های متفاوت به کار برده شد، شنPCR  نمونه مثبـت   10در

 [al et kherirkhah.2011 تا برای آگالاکتیه مثبت بود. ] 09بود که از این تعداد 

با مطالعه بر روی مایکوپلاسماها در نمونه های کشـت سـلولی و سـایر فـراورده هـای       0122شاه حسینی و همکارانش در سال 

را از  PCRو گونـه هـای اسـتاندارد، روش     MGSOو  GPO-SHAH-3جنس بیولوژیک با استفاده از پرایمرهای مخصوص 

آزمایش کردند. محصـول تکثیـری    PCRاستخراج و با  DNAجهت حساسیت و ویژگی بررسی کردند. سپس از کشت سلولی 

ه را تهیه و جهت تشخیص جنس مایکوپلاسما در آلودگی های فـراورد  PCRکلون و تعیین هویت گردید. که روش حساسی از 

با   به دلیل داشتن سکانس های مشترک و ثابت به عنوان ژن هدف جهت تکثیر 16SrRNAژن  های بیولوژیک توسعه دادند.

، دارای حساسـیتی در  272bpپرایمرهای تغییر یافته قرار گرفت. این روش حساس توسعه داده شده، با محصولی بـه انـدازه ی   

یاری از میکروارگانیسم ها، رده هـای سـلولی انسـانی، واکـنش متقـاطع      بس DNAژنوم هدف بوده و با  DNAکپی از  01حد 

بر مبنـای   PCRنداشته که پرایمرها دارای حساسیت و ویژگی فوق العاده بالایی بودند. که نتیجه این کار نشان داد که سنجش 

و دقت بـالایی جهـت    یک تکنیک مفید، قابل اعتماد با حساسیت، ویژگی  16SrRNAسکانس های ثابت و مشترک موجوددر 

 (.al et shahhoseini .2008شناسایی آلودگی مایکوپلاسمایی در کشت سلولی و سایر فراورده های بیولوژیک است )

Assunc¸ao  در جزایر کاناری با روش های سرمی به بررسی عوامل بیماری آگالاکسـی واگیـر دار    7114و همکارانش در سال

ین معایب آن فاصله زمانی بین عفونت و شروع پاسخ سرمی قابل تشخیص می باشـد کـه در   در بزها پرداخت که یکی از مهم تر

اسـتفاده از روش هـای ایمونولـوژیکی     نتیجه شناسایی عفونت یک تا سه هفته بسته به روش سرولوژی به تأخیر می افتد و نیـز 

تـوان بـه   ی کمـون نیـز نمـی   ه در دورهشود ضمن اینک ـهای دیگر کمتر توصیه می برای جستجوی مایکوپلاسما نسبت به روش

های متقاطع سرمی نیز یک مشکل جدی است که حساسـیت ایـن واکـنش را بیشـتر      جستجوی مایکوپلاسما پرداخت. واکنش

 دهد.تحت تأثیر قرار می

Kumar  ورد در هند به جداسازی مایکوپلاسما کاپریکولوم کـاپریکولوم در هنـد بـا پرایمرهـای م ـ     7100و همکارانش در سال

 نمونه مثبت بود. 00نمونه مورد بررسی  0111نتیجه این مطالعه نشان داد که از استفاده در تحقیق حاضر پرداختند. 

 De la fe  بیماری آگالاکسی در در بزهای مبتلا به به بررسی مایکوپلاسما کاپریکولوم کاپریکولوم  7112و همکارانش در سال

و  Gilو Garrido و Assunc¸aoپرداختنـد، نتیجـه ایـن مطالعـه و نیـز مطالعـات        PCRجزایـر لانـزاروت اسـپانیا بـا روش     

Kumar  مایکوپلاسما کاپریکولوم کاپریکولوم از نمونه های مورد بررسی بوده است.7جداسازی کمتر از % 

 مایکوپلاسما کاپریکولوم کاپریکولوم یک عامل مهم بیماری در بزها است و با وجـود اینکـه درصـد پـایینی از    

آن در بزهای بیمار وجود دارد ولی از آن جا که بیماری زایی شدید داشته و باعث آسیب هایی بـه بزهـا مـی    

( و در ایجـاد بیمـاری هـای آگالاکسـی، تنفسـی، سـپتی سـمی و مشـکلات انـدام          Pilo et al, 2006شود )

ه ایـن بـاکتری   ضروری اسـت ک ـ  "(، پس کاملاDamassa et al, 1992حرکتی در این حیوانات نقش دارد )

 شناخته شده و بیماریزایی آن کنترل شود.  
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تاکنون کارهای پراکنده زیادی در زمینه شناسایی مایکوپلاسـماهای انجـام شـده و پیشـرفت هـای کمـی در       

هـای و محـدودیت انـواع    ( ولـی بـه دلیـل شـباهت    Nicholas et al, 2002توسعه ایمنی ایجاد شده اسـت) 

 گز نشانه های موفقی نداشته است.  ابزارهای در دسترس شیوع آن هر

 

 نتیجه گیری

بـود. نتـایج ایـن تحقیـق      PCRهدف از این مقاله جداسازی و شناسایی مایکوپلاسماهای ریه شترهای استان کرمان بـه روش  

Setup توانسـت  های آن را برای اولین بار در کرمان تأیید نمود و نیـز  پرایمر اختصاصی مایکوپلاسما و جداسازی برخی از گونه

های ناشی از مایکوپلاسما را رقم بزند و نیـز ایـن   برای تشخیص عفونت PCRهای کشت و برای اولین بار در کرمان شروع روش

 پژوهش سرآغاز تخمینی از وضعیت عفونت در استان کرمان بود.

هـا در شـتر   زی ایـن گونـه  پرایمر و جداسا Setupهای مختلف انجام شده در جهان در خصوص مایکوپلاسما ، با وجود پژوهش

های مختلف در بیماریزائی و نیز تفاوت در تمایـل بـاکتری بـه    تاکنون در کرمان انجام نشده بود. از اینرو با توجه به تفاوت سویه

هـای  رسید. بدین منظور پس از جداسازی جنس بـاکتری، جدایـه  و جداسازی آنها ضروری به نظر می Setupهای مختلف بافت

 باکتری انتخاب شدند.با توجه به نتایج پیشنهادات زیر بیان میشود: PCRجام مثبت جهت ان

برای سایر سویه های بیماریزای مطـرد در شـتر     MultiPlex PCRبا توجه به تنوع ژنتیکی بالای این جنس بهتر است -0

 انجام شود.

7- PCR  ه ها را در دنیا و اب سـایر جدایـه  ها و اختلافات سویطبق پروتکل استاندارد جهانی صورت گیرد تا بتوان شباهت-

 های دیگر با هم مقایسه کرد و از لحاظ اپیدمیولوژی منبع سویه های بیماری زا را شناسایی نمود.های دام

بیوتیکی چندگانه به اثبات رسیده لازم است که پس از بررسی پراکندگی های حدت و مقاومت آنتیاز آنجایی که نقش ژن -1

 بیوتیکی و حدت نیز ارزیابی گردد .یها، مقاومت آنتاین ژن

پروفایل آنتی بیوتیکی این جنس نیز هرساله بررسی شود تا شیوه های درمانی مناسب برای مایکوپلاسماهای دامـی ارائـه    -4

 گردد.
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