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های گوشتی  خذا سازی و شناسایی هایکوپلاسوا گالی سپتیکوم از هرغذاری

 شهرستاى قائن شهر
 2زاد ارهی ، هه2، زهرا صلاحی3، پیواى حدتی2، هنصور بنانی*2سیذعلی پوربخش ،1درازکلا اهیذ طیبی

 

 کیذهچ
ٞب زض غٙؼز عیٛض ٔی ثبضس. ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی  سطیٗ ثیٕبضی ٔبیىٛدلاسٕٛظ اظ ضبیغ

ٛاع ٔبیىٛدلاسٕبی عیٛض اسز. ٞسف اظ ایٗ ٔغبِؼٝ س ذشیىْٛ اظ ثیٕبضی ظا سطیٗ ا٘

خساسبظی ٚ ضٙبسبیی ٔبیىٛ دلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ اظ ٔطغساضی ٞبی ٌٛضشی ضٟطسشبٖ 

ِٛٛغی ٚ ٚاوٙص ظ٘دیطٜ ای دّیٕطاظ لبئٓ ضٟط ثب اسشفبزٜ اظ ضٚش ٞبی ٔیىطٚثی

(polymerase chain Reaction) (PCRثٛز. زض ) ٔطغساضی ٌٛضشی  81ایٗ ٔغبِؼٝ اظ

حّمی، ٘بی، سیط٘ىس  -ضٟطسشبٖ لبئٓ ضٟط، ٕ٘ٛ٘ٝ ٌیطی ا٘دبْ ٌطفز. اظ ضىبف وبٔی

دبْ ضس. دس اظ ا٘شمبَ ٕ٘ٛٝ٘ ٞب ثٝ  ٚ ویسٝ اٛیی عیٛض ٔطىٛن ٕ٘ٛٝ٘ ثطزاضی ا٘ ٞبی ٞ

ثطاص ٚ آٌبض ضس. ثط  PPLOٞبی  آظٔبیطٍبٜ ثبوشطی ضٙبسی، الساْ ثٝ وطز زض ٔحیظ

ثب اسشفبزٜ اظ دطایٕطٞبی اذشػبغی خٙس  PCRٞبی اذص ضسٜ ٚاوٙص وّیٝ ٕ٘ٛٝ٘ ضٚی

زض  ا٘دبْ ٌطزیس. 16S rRNAٔبیىٛدلاسٕب ٚ ٌٛٝ٘ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ زض ٘بحیٝ 

ٔطغساضی اظ ٘ظط  20ٔطغساضی ٕ٘ٛٝ٘ ثطزاضی ضسٜ، سؼساز  81ایٗ سحمیك اظ ٔدٕٛع 

ٔطغساضی زض  10خٙس ٔبیىٛدلاسٕب ٚ  اظ ٘ظط PCRٔطغساضی زض آظٔبیص  40وطز، 

ٌّٝ ای وٝ  20اظ ٘ظط ٌٛٝ٘ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ ٔثجز ثٛز٘س. اظ  PCRآظٔبیص 

ِٚی  PCRزض وطز ٔثجز سطریع زازٜ ضس٘س، سٕبٔی آٟ٘ب زض  خٙس ٔبیىٛدلاسٕب سبییس 

بٖ ٘شبیح ٘طثطای ٌٛٝ٘ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ سبییس ضس٘س.  PCRٌّٝ زض آظٖٔٛ  9

زٞس وٝ ٔطغساضی ٞبی ٌٛضشی ضٟطسشبٖ لبئٓ ضٟط ثٝ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ  ٔی

آِٛزٜ ٔی ثبضٙس ٚ سٛغیٝ ٔی ضٛز خٟز ضٙبسبیی ػبُٔ ثیٕبضی ٚ سطریع سطیغ آٖ 

 اسشفبزٜ ٌطزز. PCRاظ آظٔبیص 

ٞبی  ٔطغساضی خساسبظی ،ضٙبسبیی، ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ،کلیذی:  گاىواژ

 بٖ لبئٓ ضٟط. ضٟطسش ٌٛضشی،
 

 29/5/90سبضید دصیطش:      3/2/90سبضید زضیبفز: 

 

 هقذهه 

ثب سٛخٝ ثٝ إٞیز ثیٕبضی ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ اظ خٙجٝ 

الشػبزی ٚ ثب سٛخٝ ثٝ ایٙىٝ ٌٛ٘ٝ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ 

ٞبی سٙفسی، افز سِٛیس)ٌٛضز ٚ سرٓ ٔطؽ(،  ػبُٔ زضٌیطی

 بی ٚیطٚسی ٔب٘ٙسـٞ بضیـی اظ ثیٕـط ٘بضـطي ٚ ٔیـعایص ٔـاف
 

بٖٙ ، ایطاٖ  -1 ٜ آظاز اسلأی، سٕ طٍب اٚحس ٌطٔسبض، زا٘ ذعضىی،  ٜ زأ طىس ذعضىی، زا٘  زا٘ص آٔٛذشٝ زوشطای حطفٝ ای زأ

اٚوسٗ ٚ سطْ -*2 ٝ سحمیمبر  بٕ، ٔٛسس دٛلاس بٔیى س  ٖ  آظٔبیطٍبٜ ضفطا٘  a.pourbakhsh@rvsri.irسبظی ضاظی ،وطج، ایطا

بٖٙ، ایطاٖ  -3 طٍبٜ آظاز اسلأی، سٕ اٚحس ٌطٔسبض، زا٘ ذعضىی،  ٜ زأ طىس ض، زا٘ بی عیٛ ٜٚ ثیٕبضیٟ  ٌط

ثطٚ٘طیز ػفٛ٘ی ٚ آ٘فّٛا٘عای عیٛض اسز ٚ ثب زض ٘ظط ٌطفشٗ 

زٞی ٔٙبست، اسشفبزٜ  ٞبی زضٔب٘ی ظیبز ٚ ػسْ دبسدسحٕیُ ٞعیٙٝ

ٗ ٚ سطیغ وٝ ثشٛا٘س زض ضطایظ ٞبی سطریػی ٔغٕئاظ ضٚش

ذبظ زض حسالُ ظٔبٖ ٕٔىٗ ٚ ثب زضغس احشٕبَ ثسیبض ثبلا ایٗ 

ضسس. ػبُٔ ضا سطریع زٞس، ثسیبض ضطٚضی ثٝ ٘ظط ٔی

سطریع ثٝ ٔٛلغ ٔبیىٛدلاسٕب ٞٓ اظ خٟز دطٚضش زٞٙسٌبٖ ٚ 

 ثبضس.ٞٓ اظ ٘ظط سبظٔبٖ زأذعضىی حبئع إٞیز ٔی

سیبض وٛچىی ٞسشٙس وٝ فبلس ٞبی ثٔبیىٛدلاسٕبٞب دطٚوبضیٛر

ٞبیی وٝ زیٛاضٜ سِّٛی ثٛزٜ ٚ ثٝ ایٗ زِیُ زض ٔمبثُ آ٘شی ثیٛسیه

ثبضٙس. ضىُ وٙٙس، ٔمبْٚ ٔیضٚی سٙشع زیٛاضٜ سِّٛی اثط ٔی

ای ضىُ ( یب زوfried eggٕٝٞب ٔثُ سرٓ ٔطؽ ٘یٕطٚ )وّٛ٘ی

ثبضس. ٕٞچٙیٗ ٘سجز ثٝ احشیبخبر دیچیس٠ غصایی زض غٛضر  ٔی

ٖ ٔمبْٚ ٞسشٙس. ثؼضی اظ ٔبیىٛدلاسٕبٞب فمظ یه ٘ٛع وٕجٛزضب

ٞب لبزض٘س زض ( ِٚی ثؼضیhost specificوٙٙس )حیٛاٖ ضا آِٛزٜ ٔی

چٙسیٗ حیٛاٖ ٔرشّف ایدبز ثیٕبضی ٕ٘بیٙس. ٔبیىٛدلاسٕبٞب زض 

وٙٙس. ثٝ ٌیبٞبٖ، خب٘ٛضاٖ، ا٘سبٖ ٚ حططار ایدبز ثیٕبضی ٔی

ضٛ٘س بعی وّٛ٘یعٜ ٔیعٛض ػٕٛٔی، ٔبیىٛدلاسٕبٞب  زض سغح ٔر

ٞب ٔثُ ٔبیىٛدلاسٕب ٟٔبخٓ ٞسشٙس ِٚی ثؼضی ٌٛ٘ٝ ٚ اوثطاً غیط

ٞب ٞسشٙس. ٌبِی سذشیىْٛ لبزض ثٝ سٛضاخ وطزٖ سَّٛ

ٝ عٛض اِٚیٝ ثٝ غطبی ٔربعی زسشٍبٜ سٙفس ـب ثـبٞـٔبیىٛدلاسٕ

ٚ یب ازضاضی سٙبسّی، چطٓ ٚ ٔفبغُ سٕبیُ زاض٘س. ثسیبضی اظ 

ضٛ٘س ٚ ثٝ ٘سضر بی سغحی ضٙبذشٝ ٔیٞآٟ٘ب ثٝ ػٙٛاٖ اٍُ٘

زٞٙس. اِجشٝ ا٘شطبض آٟ٘ب ثٝ ٞب ضا ٔٛضز سٟبخٓ لطاض ٔیثبفز

 ٞبی ٔرشّف، ثیبٍ٘ط حسالُ یه ػفٛ٘ز ػٕٛٔی ظٚزٌصض  ساْـا٘
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ٞبی ٞبی ٔبیىٛدلاسٕب ٚ احشٕبلاً سٛیٝاسز. ثٝ عٛض وّی، ٌٛ٘ٝ

س ٞط ٞب زاض٘ٞب یب ا٘ساْذبغی سٕبیُ ثیطشطی ثٝ ثؼضی اظ ثبفز

ٞب چٙس ایٗ سٕبیُ اِعٔبٔبً ثٝ ٔؼٙی حصف وبُٔ اظ سبیط ا٘ساْ

ٌٛ٘ٝ ٔرشّف ٔبیىٛدلاسٕب اظ دط٘سٌبٖ خسا  23٘یسز. سبوٖٙٛ 

ثبضٙس. زض ٌٛ٘ٝ اظ آٟ٘ب ٔی 16ضسٜ وٝ ٔبویبٖ ٚ ثٛلّٕٖٛ ٔیعثبٖ 

ظا ٞسشٙس وٝ ایٗ ٔیبٖ سٟٙب چٟبضٌٛ٘ٝ ثطای دط٘سٌبٖ ثیٕبضی

یىْٛ، ٔبیىٛدلاسٕب سیٙٛٚیٝ، ضبُٔ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذش

ثبضس. ٔبیىٛدلاسٕب ّٔٝ آٌطیسیس ٚ ٔبیىٛدلاسٕب آیٛا ٔی

یؼٙی  I، ضبذٝ Mollicutesٔبیىٛدلاسٕبٞب اظ ولاس 

Mycoplasmatales  خٙس ٚI  یؼٙیmycoplasma  ٚ ٞسشٙس

ثٛزٜ ٚ ثطای ضضس ثٝ  DNAٌٛ٘ٝ زاض٘س. زاضای  100ثیص اظ 

زضخٝ  37ادشیٕٓ ثطای ضضس وّسشطَٚ ٘یبظ زاض٘س. زضخٝ حطاضر 

سٛاٖ ٔی 16SrRNAٌطاز اسز. ثب آ٘بِیع غٖ ضیجٛظْٚ سب٘شی

اضسجبط غ٘شیىی ثیٗ ٔبیىٛدلاسٕبٞب ضا ثطضسی وطز. ضٙبسبیی ٚ 

  ٚ RSAٔثُ » ٞبی سطِٚٛغی ضزیبثی ایٗ ثبوشطی سٛسظ ضٚش

ELISA ِٔٛىِٛی ٚ«PCR »دصیطز وٝ السأبسی ثطای  ا٘دبْ ٔی

شیدٝ زضٔبٖ، دیطٍیطی ٚ زض ٟ٘بیز سطریع ثیٕبضی ٚ زض ٘

 (.1،2،3،4،7،11،14،15،16،17ٚ  19) وٙی آٖ ٞسشٙس ضیطٝ

ٞسف ایٗ ٔغبِؼٝ خساسبظی ٚ ضٙبسبیی ٔبیىٛ دلاسٕب ٌبِی 

ٞبی ٌٛضشی ضٟطسشبٖ لبئٓ ضٟط ثب اسشفبزٜ  سذشیىْٛ زض ٔطغساضی

ٚ زض ٟ٘بیز  PCRسٟبی ٔیىطٚ ثیِٛٛغی، ٚ ٚاوٙص  اظ ضٚش

ب ٚ ٔؼطفی ٔٙبست سطیٗ ضٚش سطریع ٞ ٔمبیسٝ ایٗ ضٚش

 ظا ثٛز. سطیغ آظٔبیطٍبٞی خٟز ضٙبسبیی ایٗ ػبُٔ ثیٕبضی

 
 هواد و روش کار

ٔطغساضی ٌٛضشی  81زض ایٗ سحمیك اظ آوری نوونه:  خوع

ضٟطسشبٖ لبئٓ ضٟط ٕ٘ٛ٘ٝ ٌیطی ا٘دبْ ٌطفز. ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی ثبفشی 

ثب سٛآة ثطزاضی اظ ٘بی، ضىبف وبٔی، ویسٝ ٞبی ٞٛایی ٚ 

 3 – 5یط٘ىس خٕغ آٚضی ضس٘س. سذس سٛآة ٞب زاذُ س

ثطاص سّمیح ٌطزیس٘س ٚ ثٝ آظٔبیطٍبٜ  PPLOٔیّی ِیشط ٔحیظ 

دط٘سٜ سٛآة ثطزاضی  5ٔٙشمُ ضس٘س. اظ ٞط ٌّٝ حسالُ اظ 

 غٛضر ٌطفز. 

ثطاص ضا زض وٙبض ضؼّٝ  PPLOاثشسا ٔحیظ وطز نوونه برداری:  

بَ ثٝ ٔیعاٖ ٚ ثب ضػبیز ضطایظ اسشطیُ زض ظطٚف یٛ٘یٛضس

ٔیّی ِیشط ٔحیظ ٔبیغ زض ٞط ظطف سمسیٓ ٌطزیس.  5 – 8حسٚز 

سذس زض ٔحُ ٕ٘ٛ٘ٝ ثطزاضی الساْ ثٝ سٟیٝ ٕ٘ٛ٘ٝ ضس. ثسیٗ 

غٛضر وٝ اثشسا سٛآة اسشطیُ زض ظطف شوط ضسٜ ثٝ ٔحیظ 

ثطاص آغطشٝ ٚ سذس سٛآة ثب ٔحُ اذص ٕ٘ٛ٘ٝ سٕبس زازٜ ضس. 

لطاض زازٜ ٚ زضة  زض ٔطحّٝ ثؼسی سٛآة زض ظطف یٛ٘یٛضسبَ

 آٖ ثٝ ذٛثی ثسشٝ ضس.  

سٛآة ٞبی سٟیٝ ضسٜ وٝ زض ارسال نوونه ها به آزهایشگاه: 

 9 – 14(، ثی14ٚ3،6ٗثطاص لطاض زازٜ ضسٜ ثٛز٘س) PPLOٔحیظ 

سبػز زض وٙبض ید ثٝ آظٔبیطٍبٜ ٔیىطٚة ضٙبسی ثرص سحمیك 

 ٞبی عیٛض ٔٛسسٝ ضاظی ٔٙشمُ ضس٘س.ٚ سطریع ثیٕبضی

ا٘شمبَ ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب ثٝ آظٔبیطٍبٜ زض ٔحیظ ثطاص وٝ  دس اظکشت:  

لّیبیی(  PHضً٘ آٖ لطٔع ضٚضٗ )ثٝ زِیُ ٚخٛز ٔؼطف فُٙ ٚ 

ثٛز اثشسا ضیطٝ ٞب ثٝ ذٛثی سىبٖ زازٜ ضس. سذس یه ٔیّی ِیشط 

ٔیّی ِیشط  5اظ ٔحشٛیبر ثطاص ا٘شمبِی ثٝ ِِٛٝ آظٔبیطی وٝ حبٚی 

ط افعٚزٜ ضس. ثؼس اظ ثطاص)دبسبغ اَّٚ ( ثٛز ثب اسشفبزٜ اظ فیّش

 37سبػز ٚ ضطایظ ا٘ىٛثبسیٖٛ زض زٔبی  48ٌصضز حسالُ 

زاض، ِِٛٝ ٞبی آظٔبیص ٔٛضز  Co2زضخٝ سب٘شی ٌطاز ٚ ٔحیظ 

ثبظزیس لطاضٌطفز. زض غٛضر ٔطبٞسٜ وسٚضر ٚ سغییط ضً٘  

آٟ٘ب، ثٝ ثطاص )دبسبغ زّْٚ( ا٘شمبَ زازٜ ضس٘س ) اظ فیّشطٞبی 

زاضای ضٚظ٘ٝ ٞبیی ثب لغط  وٝ Type MVٔرػٛظ سط سطٍ٘ی 

/ . ٔیىطٚٔشط ثٛز ٕٞب٘ٙس لجُ اسشفبزٜ ضس ٚ ثطاص )دبسبغ اَّٚ( 45

زض ا٘ىٛثبسٛض ثب ضطایظ ٔصوٛض لطاض زازٜ ضس(. دس اظ ٌصضز 

ظٔبٖ ٔصوٛض زض غٛضر ٔطبٞسٜ ٚ یب حشی ػسْ ٔطبٞسٜ ظضز 

ضٚظ(  5 – 3ضً٘ ضسٖ ٔحیظ ثطاص )دبسبغ اَّٚ(، ایٗ ثبض )ثیٗ 

آٌبض  PPLOز ثطاص )دبسبغ اَّٚ( زض ٔحیظ وطز اظ ٔحیظ وط

سبػز ثٝ ثؼس  72ٞٓ، ثٝ ضٚش ذغی وطز ضس ٚ دس اظ ٔسر 
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ٔیىطٚسىٛح ٘ٛضی  10زض ضطایظ ٌطٔرب٘ٝ فٛق ثب ثعضي ٕ٘بیی 

 (. 4ٚ3ٔٛضز ٔطبٞسٜ لطاض ٌطفز)

لبثُ شوط اسز وٝ زض غٛضر ػسْ ٔطبٞسٜ سغییط ضً٘ زض ثطاص 

ضٚظ ثؼس اظ  3 – 5ظ ا٘شمبَ ( ثیٗ )دبسبغ اَّٚ( )ثطاص ثؼس  اظ ٔحی

ا٘شمبَ ثٝ ثطاص )دبسبغ اَّٚ( ثسٖٚ ا٘دبْ فیّشطاسیٖٛ، یه ٔیّی 

ضس ٚ ٔیّی ِیشط ٔحیظ ثطاص خسیس ٔٙشمُ ٔی 5ِیشط اظ ثطاص ثٝ 

 PPLOسبػز اظ ثطاص )دبسبغ اَّٚ( ثٝ ٔحیظ  48دس اظ ٌصضز 

سبػز ثب  72ٌطفز ٚ ثؼس اظ ٌصضز آٌبض، وطز ا٘دبْ ٔی

 PPLO، دّیز حبٚی 10ىٛح ٘ٛضی ٚ ثب ثعضي ٕ٘بییٔیىطٚس

آٌبض ضا وٝ اظ ثطاص )دبسبغ اَّٚ( وطز زازٜ ضسٜ ثٛز ثطضسی 

 (.3ضس )ٔی

ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ ثب  DNAاسشرطاج : DNAاستخراج 

اسشفبزٜ اظ ٔحیظ ٞبی ٔبیغ اِٚیٝ وٝ سٛآة ٕ٘ٛ٘ٝ ثطزاضی ضسٜ 

ی ِیشط اظ ٔحیظ /. ٔی5ّزض آٖ سّمیح ضسٜ ثٛز غٛضر ٌطفز. 

 rpm 13000زلیمٝ ثب زٚض  15ٔبیغ سّمیح ضسٜ اثشسا ثٝ ٔسر 

سب٘شطیفٛغ ٌطزیس. سذس ٔبیغ ضٚیی زٚض ضیرشٝ ٚ اظ ضسٛة سٝ 

 100ٔیىطِٚیشطثبلی ٌصاضشٝ ضس. سذس حسٚز  100آٖ حسٚز 

ٔیىطِٚیشط ثبفطِیعوٙٙسٜ اضبفٝ ضس ٚ زض ازأٝ ضیه ٌطزیس. ثؼس ثٝ 

زضخٝ  56ٗ ٔبضی زض زٔبی حسٚز سبػز زاذُ ث 4ٔسر حسٚز 

سب٘شی ٌطاز لطاض زازٜ ضس. ثؼس اظ ایٗ ٔسر ٕ٘ٛ٘ٝ ذبضج ضس ٚ 

ٔیىطِٚیشط فُٙ اضجبع ضسٜ ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ اضبفٝ ضس. ثبظ  200حسٚز 

زٚض سب٘شطیفٛغ  13000زلیمٝ زض  15ٞٓ ضیه ٌطزیس ٚ ثٝ ٔسر 

ضس. ٕ٘ٛ٘ٝ وٝ حبِز زٚ فبظ سطىیُ زاز ٚ ثٝ آضأی ثب سٕذّط فبظ 

ی  وطیسٜ ٚ ثٝ سیٛة خسیس ٔٙشمُ ضس فبظ ظیط آٖ ثٝ ٕٞطاٜ ضٚی

سیٛة لجّی زٚض ا٘ساذشٝ ضس. ٞٓ حدٓ فبظ ضٚیی وٝ سٛسظ 

وّطٚفطْ ) ثٝ ٘سجز  –سٕذّط وطیسٜ ضس ثٝ سیٛة، ٔرّٛط فُٙ 

ٔسبٚی ثب ٞٓ ٔرّٛط ضسٜ ا٘س( اضبفٝ ضس. زٚثبضٜ سىبٖ زازٜ ٚ 

ُ لجُ فبظ ضٚیی ثبظ ٞٓ ٔثُ لجُ سب٘شطیفیٛغ ٌطزیس ٚ زٚثبضٜ ٔث

ثطزاضشٝ ٚ ثٝ سیٛة خسیس ا٘شمبَ زازٜ ضس ٚ فبظ ظیط آٖ ثٝ ٕٞطاٜ 

سیٛة زٚض ا٘ساذشٝ ضس. سذس ٞٓ حدٓ ثب فبظ ضٚیی وٝ وطیسٜ 

ضس ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ وّطٚفطْ اضبفٝ ٌطزیس. سیٛة ثٝ ذٛثی سىبٖ زازٜ 

زٚض سب٘شطیفٛغ ضس. ٔحَّٛ  13000زلیمٝ زض  5ضسٜ ٚ ثٝ ٔسر 

حدٓ 1/0طیسٜ ثٝ سیٛة خسیس ٔٙشمُ ٌطزیس. ضٚیی ضا ثب سٕذّط و

ٔٛلاض اضبفٝ ٚ ثٝ آضأی  3ٕ٘ٛ٘ٝ وطیسٜ ضسٜ اسشبر سسیٓ 

ٔرّٛط ضس ٚ زٚثطاثط حدٓ ٔدٕٛع حدٓ ٞبی ٕ٘ٛ٘ٝ ٚ اسشبر 

 20ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ اسبَ٘ٛ ٔغّك اضبفٝ ٌطزیس. سذس ثٝ ٔسر حسٚز 

زضخٝ سب٘شی ٌطاز لطاض زازٜ  -20زلیمٝ  ٕ٘ٛ٘ٝ زض زٔبی حسٚز 

زٚض  13000زلیمٝ زض  15ٕٛ٘ٝ ضا زضآٚضزٜ ٚ ثٝ ٔسر ضس.  ٘

سب٘شطیفٛغ ٌطزیس. حبَ سیٛة ثطٌطزا٘سٜ ٚ سرّیٝ ضس عٛضی وٝ 

 70ٔیىطِٚیشط اِىُ  200ٔیىطِٚیشط ثٕب٘س ٚ حسٚز  200حسٚز 

زٚض  13000زلیمٝ زض  5زضغس ثٝ آٖ اضبفٝ وطزٜ ٚ ثٝ ٔسر 

یٝ ٌطزز، سب٘شطیفٛغ ٌطزیس. سیٛة ضا وبٔلاً سىبٖ زازٜ سب سرّ

ٔیىطِٚیشط آة ٔمغط ثٝ  50سذس ٔی ٌصاضیٓ سبذطه ضٛز. 

ٕ٘ٛ٘ٝ اضبفٝ ضس ٚ زض یرچبَ ٌصاضشٝ سب ٔطاحُ ثؼسی ا٘دبْ 

 (.3ضٛز )

خٟز ضٙبسبیی  PCRضٚش تکثیر قطعه هورد نظر از ژنوم: 

ٔیىطِٚیشط ا٘دبْ  25ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ زض حدٓ ٞبی 

ٔیّی  2س ٔٙیعیٓ )وّطی  MgCl2ٌطفز. ٞط ٔحَّٛ حبٚی 

( dTTP,dGTP,dCTP،dATPثبفط ، ٘ٛوّئٛسیسٞب ) PCRٔٛلاض(، 

ثٛز  DNAٚ ٕ٘ٛ٘ٝ حبٚی  Taq DNA Polymerase،دطایٕطٞب ،

(19 ٚ3،7،9،10،12،13.) 

دطایٕطٞبی ٔٛضز ٘ظط خٟز ا٘دبْ ایٗ آظٔبیص ٔطثٛط ثٝ لسٕز 

16S rRNA  ٔبیىٛ دلاسٕب ٚ اذشػبغی خٙس ثٛز. سطسیت

ایٕط دیططٚ خٟز ضٙبسبیی خٙس ٔبیىٛدلاسٕب ٘ٛوّئٛسیسی دط

 (:3ػجبضر ثٛز اظ )
5'-GCTGCGGTGAATACGTTCT-3'  

 ( :3ٚ سطسیت ٘ٛوّئٛسیسی دطایٕط ٔؼىٛس ػجبضر ثٛز اظ)
 5'-TCCCCACGTTCTCGTAGGG -3' 

ٕٞچٙیٗ ثطای ضٙبسبیی ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ اظ یه 

ٝ سطسیت خفز دطایٕط اذشػبغی ایٗ ٌٛ٘ٝ اسشفبزٜ ٌطزیس و

 ( :3٘ٛوّئٛسیسی دطایٕط دیططٚ ػجبضر ثٛز اظ)
5'-AACACCAGAGGCGAAGGCGAGG -3' 

 ( :3ٚ سطسیت ٘ٛوّئٛسیسی دطایٕط ٔؼىٛس ػجبضر ثٛز اظ) 
5'-ACGGATTTGCAACTGTTTGTATTGG -3' 
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ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی  DNAثط٘بٔٝ زٔبیی وٝ خٟز ٕٞب٘ٙسسبظی 

زضخٝ سب٘شی  94ایی سذشیىْٛ زازٜ ضس ػجبضر ثٛز اظ : زٔبی اثشس

سیىُ ٌطٔبیی وٝ  35زلیمٝ، سذس ثٝ ز٘جبَ آٖ  5ٌطاز ثٝ ٔسر 

 58ثب٘یٝ،  30زضخٝ سب٘شی ٌطاز ثٝ ٔسر  94ٞط سیىُ ضبُٔ 

زضخٝ سب٘شی ٌطاز  72زضخٝ سب٘شی ٌطاز ثٝ ٔسر یه زلیمٝ ٚ 

ثب٘یٝ وٝ ٞطوساْ ثٝ سطسیت اذشػبظ ثٝ ٔطاحُ  30ثٝ ٔسر 

 72طضز، اسػبَ دطایٕط، ٚ ثسظ زاضز. ٔطحّٝ ٟ٘بیی زض ٚاس

 (.3زلیمٝ غٛضر ٌطفز ) 10زضخٝ سب٘شی ٌطاز ثٝ ٔسر 

سىثیط ضسٜ ثٝ ٚسیّٝ  PCRٔحػَٛ : PCRردیابی هحصول 

ٔیّی ٔٛلاض 100ثبفط ) TBE% زض 1اِىشطٚفٛضظ ثط ضٚی غَ آٌبض 

Hcl – Tris ،50  ٚ ٔیّی ٔٛلاض  2ٔیّی ٔٛلاض ثٛضیه اسیس

EDTA)  حبٚیg/ml5(3/. اسیسیْٛ ثطٚٔبیس ثطضسی ضس.) 

ثبفط ثٝ ٔسر  TBEاِىشطٚفٛضظ اظ غَ زض سب٘ه ٞبی حبٚی 

غٛضر ٌطفز. سذس غَ ظیط  100حسالُ یه سبػز ثب ِٚشبغ 

 100ٚ ثب ٔبضوط  UV Transilluminatorزض زسشٍبٜ  UVاضؼٝ 

bp DNA ladder .ٔطبٞسٜ ضس 
 

 نتایح
 شت نوونه های ارسالی نتایح ک

 PPLOثطاص ٚ  PPLOٕ٘ٛ٘ٝ ای وٝ زض ٔحیظ  81اظ ٔدٕٛع 

آٌبض  PPLOثطاص ٚ  PPLOآٌبض وطز زازٜ ضس٘س زض ٔحیظ 

ٕ٘ٛ٘ٝ ضضس وطز٘س )اظ ِحبػ سغییط ضً٘ ٚ ضضس دطٌٙٝ (. زض  20

ٌطزز وٝ زض ایٗ ٔطحّٝ سٟیٝ ضسٜ ظیط سػٛیطی ٔطبٞسٜ ٔی

 (. 1اسز)ٍ٘بضٜ 
 

 
ٞبی ٔبیىٛدلاسٕب ثب اسشفبزٜ اظ ٔیىطٚسىٛح ٘ٛضی ثب ثعضي  ٙٝـ دط1ٌٍ٘بضٜ 

 X200ٕ٘بیی 

 هربوط به خنس باکتری هایکو پلاسوا PCRنتایح 

ٕ٘ٛ٘ٝ ثب دطایٕط اذشػبغی خٙس ٔثجز  40ٕ٘ٛ٘ٝ،  81اظ سؼساز 

ضس٘س. زض ظیط سػٛیطی وٝ زض ایٗ ٔطحّٝ سٟیٝ ٌطزیسٜ اسز 

 (. 2آٚضزٜ ضسٜ اسز )ٍ٘بضٜ 

 bpآضىبض ضسٜ ثطای خٙس ٔبیىٛدلاسٕب  DNAا٘ساظٜ لغؼٝ 

ٔی ثبضس. زض ضٕٗ ٔبضوطی ٞٓ وٝ زضسٕبْ ٔطاحُ آظٔبیص  163

 ثٛز. pb DNA ladder 100 اسشفبزٜ ضس
 

  
 5ـ اظ چخ ثٝ ضاسز ضبُٔ : ٔبضوط، وٙشطَ ٔٙفی، وٙشطَ ٔثجز ٚ 2ٍ٘بضٜ 

زٜ ا٘س. PCRای وٝ آضىبض اسز زض  ٕ٘ٛ٘ٝ  خٙس ٔبیىٛ دلاسٕب ٔثجز ثٛ
 

هربوط به گونه باکتری هایکوپلاسوا گالی  PCRایح نت

 سپتیکوم

خٙس ٔبیىٛدلاسٕب ٔثجز ضس٘س زض  PCRٞبیی وٝ زض ٕ٘ٛ٘ٝ

ثطای ٌٛ٘ٝ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشىْٛ  ا٘دبْ  PCRٔطحّٝ ثؼس 

ٕ٘ٛ٘ٝ ٔثجز ضس٘س. سػٛیط دبییٗ  10ٕ٘ٛ٘ٝ  40ٌطزیس وٝ اظ ایٗ 

(. ا٘ساظٜ  3) ٍ٘بضٜ لسٕشی اظ ٘شبیح ایٗ ٔطحّٝ ضا ٘طبٖ ٔی زٞس 

ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشىْٛ  وٝ ضٚی غَ   DNA  غحیح لغؼٝ

 ثبضس.  ٔی bp  530ضٛز  ٔطبٞسٜ ٔی 1آٌبض % 

 
 12ـ اظ چخ ثٝ ضاسز ضبُٔ : ٔبضوط، وٙشطَ ٔثجز، وٙشطَ ٔٙفی ٚ 3ٍ٘بضٜ 

ٕ٘ٛ٘ٝ ای وٝ زض آظٔبیص لجُ ثب دطایٕط خٙس ٔبیىٛدلاسٕب ٔثجز ثٛزٜ ا٘س ِٚی 

 ٕ٘ٛ٘ٝ ٔثجز ضس٘س.  6ٕط ٌٛ٘ٝ ٔبیىٛ دلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ ثب دطای
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 ( ثٝ غٛضر ذلاغٝ آٔسٜ اسز.1٘شبیح زض خسَٚ)
ـ ٘شبیح ثسسز آٔسٜ سٛسظ آظٔبیطبر ِٔٛىِٛی ٚ وطز غٛضر 1خسَٚ 

 ٌطفشٝ

تعذاد کل 

 گله

تعذاد گله 

 هنفی

تعذاد 

 گله هثبت
 آزهایش

 وطز 20 61 81

81 41 40 PCR  خٙس 

81 71 10 PCR ٌ٘ٝٛ 

 ٌّٝ ٞبی ٔطغساضی ٔٛضز سحمیكـ 1

 ٌّٝ ٞبی وطز ٔثجزـ 2

 ٔثجز ثطای خٙس ٔبیىٛدلاسٕب PCRٌّٝ ٞبی ـ 3

 ٔثجز ثطای ٌٛ٘ٝ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سجشیىْٛ PCRٌّٝ ٞبی ـ 4

  

 
غی ٚ  ـ ٘شبیح ثسسز آٔسٜ ثطای 1ٌّٕٝ٘ٛزاض  ٞب سٛسظ آظٔبیطبر ٔیىطٚثیِٛٛ

 زٞس. ِٔٛىِٛی ضا ٘طبٖ ٔی
 

 بحث
ٗ ٔغبِؼٝ ٘طبٖ زازٜ ضس وٝ ٔطغساضی ٞبی ٌٛضشی ضٟطسشبٖ زضای

  لبئٓ ضٟط ثب اسشفبزٜ اظ ضٚش ٞبی ٔیىطٚثیِٛٛغی ٚ ا٘دبْ 

ثٝ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی  (PCR)ٚاوٙص ظ٘دیطٜ ای دّیٕطاظ 

سذشیىْٛ آِٛزٜ ٔی ثبضٙس. ٔبیىٛدلاسٕٛظ زض عیٛض ثطای اِٚیٗ ثبض 

ایطاٖ ضٙبسبیی ثٝ ٚسیّٝ سٟطاة ٚ ثٟبض غفز زض  1955زض سبَ 

خبٍ٘طا ٚ سٟطاة زض ٌّٝ ٞبی عیٛض زض  1956ضس ٚ زض سبَ 

ٔٙبعك ٔرشّفی اظ وطٛض، آِٛزٌی ٚسیؼی اظ ٔبیىٛدلاسٕب ضا ثب 

(. ٞٓ 4اسشفبزٜ اظ آظٔبیص ٞبی سطِٚٛغیىی سبییس ٕ٘ٛز٘س )

اوٖٙٛ ضز یبثی ٔبیىٛ دلاسٕب ثٝ غٛضر ٔؼَٕٛ ثب ضٚش ٞبی 

ِی ایٗ ضٚش ٞب زاضای وطز ٚ سطِٚٛغی غٛضر ٔی دصیطز. ٚ

 (. 4٘ٛالػی ٔی ثبضٙس)

ٌّٝ ای وٝ زض وطز ٔثجز سطریع زازٜ  20زض ایٗ ٔغبِؼٝ اظ 

ثطای ٌٛ٘ٝ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی  PCRٔٛضز سٛسظ  9ضس٘س، 

خٙس ٔبیىٛدلاسٕب  PCRسذشیىْٛ سبییس ضس ٚ سٕبٔی آٟ٘ب سٛسظ 

 PCRٌّٝ اظ ٘ظط خٙس ٔبیىٛدلاسٕب زض  40سبییس ضس٘س. سؼساز 

ٌّٝ  10ز ضس٘س ٚ ػّیطغٓ ایٙىٝ اظ ایٗ سؼساز فمظ زض ٔثج

ضٙبسبیی ضس ٚ ٘یع  PCRٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ ثٝ ٚسیّٝ 

ثب سٛخٝ ثٝ ٔغبِؼبسی وٝ زض وطٛضٞبی ٔرشّف خٟبٖ زض ٔٛضز 

ٞبی ثیٕبضی ظای ٔبیىٛدلاسٕب زض ٔبویبٖ غٛضر سبیط ٌٛ٘ٝ

ٞبی ض ٌٛ٘ٝسٛاٖ ثٝ حضٛ(، ایٗ أط ضا ٔی18ٚ3،7،12،17ٌطفشٝ )

زیٍط ٔبیىٛدلاسٕب ٘سجز زاز. لاظْ ثٝ شوط اسز وٝ زض ٔٛضز 

PCR  ،ْٛٔثجز  10ثطای ٌٛ٘ٝ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیى ٌّٝ

ٌّٝ زض   1ٔٛضز سٛسظ وطز سبییس ضس ٚ  9ٌعاضش ضس٘س وٝ 

 PCRوطز ٔٛضز سبییس لطاض ٍ٘طفز ٚ ثب سٛخٝ ثٝ ایٙىٝ سسز 

ا غطف ٘ظط اظ اذشػبغی ػبُٔ ػفٛ٘ز ظ DNAزض ضٙبسبیی 

سٛاٖ ثٝ ػٛأّی وٙس ایٗ أط ضا ٔیظ٘سٜ یب ٔطزٜ ثٛزٖ آٖ ػُٕ ٔی

اظ خّٕٝ أىبٖ اظ ثیٗ ضفشٗ ػبُٔ زض فبغّٝ ظٔب٘ی ٕ٘ٛ٘ٝ ثطزاضی 

، PPLOسب ا٘شمبَ ثٝ آظٔبیطٍبٜ ٚ ػسْ ضضس آٖ زض ٔحیظ وطز 

ذغبی آظٔبیطٍبٜ، سرز ضضس ثٛزٖ ٔبیىٛدلاسٕب ٞب، ٔػطف 

ػسْ اسشفبزٜ ٔٙبست اظ احشیبخبر ضضس  آ٘شی ثیٛسیه زض ٌّٝ،

ٔبیىٛدلاسٕب زض آظٔبیطٍبٜ ٚ ٟٕٔشط اظ ٕٞٝ حسبسیز ٚ زلز 

زض لیبس ثب وطز ٘سجز زاز. ضبیبٖ شوط  PCRثبلای آظٔبیص 

زض ٔغبِؼٝ ای وٝ زازاضی ٚ ٕٞىبضاٖ زض  1384اسز وٝ زض سبَ 

ٔٛضز اظ 12ٕ٘ٛ٘ٝ  70ٔعاضع ٔطؽ ٔبزض اسشبٖ سٕٙبٖ ا٘دبْ زاز٘س اظ 

، اظ PCR٘ظط حضٛض ٔبیىٛدلاسٕب زض وطز ٔثجز ٚ زض آظٔبیص 

٘ظط ٔبیىٛ دلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ  ٕٞٝ ٔٛاضز ٔٙفی ثٛز ِٚی اظ 

ٕ٘ٛ٘ٝ ٔثجز ثٛزٜ اسز وٝ ضبیس زِیُ  9٘ظط خٙس ٔبیىٛ دلاسٕب 

(. 3ایٗ ٘شبیح ٘بضی اظ ضطایظ فبضٟٔبی آٖ ٔىبٖ ٚ ٘ٛع ٌّٝ ثبضس)
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فبضْ  18زض  1388ٖ زض سبَ ای وٝ دٛضثرص ٚ ٕٞىبضازض ٔغبِؼٝ

 17فبضْ ٔبزضٌٛضشی ا٘دبْ زاز٘س اظ  8سرٓ ٌصاض سدبضسی ٚ 

فبضْ ا٘شربة ٚ  10ٔثجز ضسٜ ثٛز٘س،  RSATفبضٔی وٝ زض سسز 

اظ  PCRٕ٘ٛ٘ٝ ثطزاضی ثبفشی غٛضر ٌطفز. دس اظ ا٘دبْ 

اسشفبزٜ ضس وٝ  16S rRNAدطایٕطٞبی اذشػبغی ثطای غٖ 

ذشیىْٛ ثٛز٘س ٚ زض ٟ٘بیز ٘طبٖ اذشػبغی ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی س

سٛا٘س زض ثب حسبسیز ثبلا ٔی 16S rRNA PCRزاز٘س وٝ  

سطریع لغؼی ػفٛ٘ز ثب  ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ زض 

آظٔبیطٍبٜ ثٝ وبض ثطزٜ ضٛز. اِجشٝ یىی اظ اٞساف ایٗ ٔغبِؼٝ خسا 

ٞبی ضٟطسشبٖ  سبظی ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ اظ ٔطغساضی

ٞبیی ٕ٘ٛ٘ٝ  ثٙبثطایٗ سؼی ضس سب اظ ٔطغساضیلبئٓ ضٟط ثٛز. 

 ثطزاضی ضٛز وٝ احشٕبَ خساسبظی ایٗ ػبُٔ ػفٛ٘ی ثیطشط ثبضس.

وطز ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ ثٝ زلایّی ٕٞچٖٛ ٔطىُ 

 دسٙس ثٛزٖ ػبُٔ، ػسْ حضٛض اضٌب٘یسٓ ظ٘سٜ زض ٕ٘ٛ٘ٝ زضیبفشی، 

سٕبٌبِی ٞبیی ثٝ غیط اظ ٔبیىٛدلا ظٔبٖ ثط ثٛزٖ آٖ ٚ ٚخٛز دطٌٙٝ

 (.20ٚ4،11،18سذشیىْٛ، ٔطىُ اسز )

 – 2ایٗ اسز وٝ ضبیس سٟٙب ثٝ  PCRاظ ٔعایبی ثسیبض لبثُ سٛخٝ 

ضٚظ خٟز ضزیبثی ٔبیىٛدلاسٕب ٘یبظ ثبضس ٚ سطریع ػبُٔ  1

 (.13ٚ8،12ثسشٍی ثٝ ٚخٛز خطْ ظ٘سٜ ٘ساضز )

وٙس وٝ ٔیعاٖ ٚالؼی آِٛزٌی ایٗ سحمیك ایٗ ٘ىشٝ ضا ٞٓ سبییس ٔی 

خٟز ضزیبثی  PCRّٝ ٞب ثب وٕه سىٙیه ِٔٛىِٛی ٔب٘ٙس زض ٌ

 PCRٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ ثسیبض ٔفیس اسز. زض ضٕٗ 

ثطای ضز یبثی ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ اذشػبغی سط اظ ضٚش 

وطز ٔی ثبضس. ثب سٛخٝ ثٝ ایٙىٝ خساسبظی ٚ سؼییٗ ٞٛیز ایٗ 

ضٛض آٖ ػبُٔ ثب اسشفبزٜ اظ وطز ظٔبٖ ثط اسز ٚ  اثجبر ح

ثرػٛظ ثب ضٚش ٞبی سطِٚٛغی ٔٙٛط ثٝ ذسبضار الشػبزی 

وٕىی ثعضي ثطای  PCRظیبزی ثطای ٔطغساضی اسز دس 

ٔطسفغ سبذشٗ ایٗ چٙیٗ ٔطىلار اسز. ٘شبیح ایٗ سحمیك ٘طبٖ 

زازوٝ ٔبیىٛدلاسٕب ٌبِی سذشیىْٛ زض ٔطغساضی ٞبی ٌٛضشی 

ثب ایٗ  ضٟطسشبٖ لبئٓ ضٟط ٚخٛز زاضز ٚ سب وٖٙٛ ٞیچ سحمیمی وٝ

ٌسشطزٌی ایٗ زٚ سسز ضا ثغٛض ٞٓ ظٔبٖ ثب ضطایظ ٔصوٛض ا٘دبْ 

زٞس ٔٙشطط ٘طسٜ اسز. ایٗ ٔغبِؼٝ ٘طبٖ ٔی زٞس وٝ ضٚش ٞبی 

ٔی سٛا٘س ثغٛض ضٚسیٗ ٚ ثب زلشی ثبلاسط اظ  PCRِٔٛىِٛی ٔب٘ٙس 

 ٞبی ٔشساَٚ زض وبضٞبی سطریػی ثىبضٌطفشٝ ضٛز.ضٚش
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