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شماره2
حاجىزادهوهمكاران-مجلهتحقيقاتآزمايشگاهىدامپزشكى،دوره4،

و شناسايي مايكوپلاسماهاي عامل بيماري آگالاكسي مسري در سازي جدا
PCR گوسفند و بز استان اردبيل با استفاده از روش كشت و

 ،2 م. سخاوتى، ،1 م. اسدپور، س.1، سليمانى، ، 3 ب. معترض، ، ع.ا.2 راد، ناصرى ، 1 ف. اخلاقى، ،2 غ.ر. جولا، موذنى ،1 * ا. زاده، حاجى
ع.1. اسحاقى، ،1 ر. نيا، احمدى

1391/10/07 پذيرش: 1391/04/05 دريافت:

خلاصه
گونه 4 عمده طور به نمايد. مي درگير را كوچك نشخواركنندگان كه است متعدد علايم با عفوني بيماري يك مسري، آگالاكسي سندرم
پوتريفسينس مايكوپلاسما و كاپريكولوم گونه تحت كاپريكولوم مايكوپلاسما كاپرى، گونه تحت مايكوئيدس مايكوپلاسما آگالاكتيه، مايكوپلاسما

شوند. مى محسوب سندرم اين مسبب عوامل جزو
منظور به اى مطالعه زا، بيمارى عوامل شناسايي لزوم و اردبيل استان در مسرى آگالاكسى سندرم به مشكوك متعدد هاى وجودكانون دليل به
حاوى مثبت هاى نمونه به دستيابى شانس افزايش جهت گرفت. انجام PCR و كشت روش از استفاده با مذكور عوامل شناسايى و جداسازى
هاى محيط در سپس و فيلتراسيون ابتدا ، شده اخذ نمونه 151 از آمد. عمل به گيرى نمونه بيمارى به مشكوك هاى دام از فقط ، زا بيمارى عوامل
هويت تعيين و شناسايى براى نهايت در و انجام كيت توسط DNAتخليص و جداسازى عمل ها، كلنى رشد از پس شدند. داده كشت اختصاصى
%21/85) نمودند رشد كشت از پس نمونه 33 نتيجه در پذيرفت. انجام PCR و DGGE هاى آزمايش بيمارى، در دخيل مايكوپلاسماهاى
25 شد: شناسايى و جداسازى زير شرح به جدايه 53 مجموع در رو اين از بودند. يكدست نمونه 15 و مخلوط نمونه 18 تعداد اين از ها). نمونه كل
جدايه كل % 7/5) جدايه 4 پوترفسينس، مايكوپلاسما ها) جدايه كل % 43/4) جدايه 23 آگالاكتيه، مايكوپلاسما ها) جدايه كل % 47/2) جدايه
مويد نتايج اين كاپرى. گونه مايكوئيدس تحت مايكوپلاسما ها) جدايه كل % 1/9) جدايه 1 كاپريكولوم، گونه تحت كاپريكولوم مايكوپلاسما ها)

است. اردبيل استان در مسرى آگالاكسى سندرم بروز در آگالاكتيه مايكوپلاسما از غير ديگرى بيماريزاى عوامل وجود
PCR , DGGE اردبيل، مسرى، آگالاكسى مايكوپلاسما، كليدى: واژههاى

ايران. كرج، حصارك، رازى، سازى سرم و واكسن تحقيقات موسسه كيفى كنترل مديريت .1

ايران. كرج، حصارك، رازى، سازى سرم و واكسن تحقيقات موسسه هوازى هاى واكسن توليد و تحقيق بخش .2

ايران. ، اردبيل اردبيل، استان دامپزشكى كل اداره .3
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مقدمه
و بز گوسفند در واگير عفوني بيماري يك مسري، آگالاكسي سندرم
از كه رسد مى نظر به شد. شناسايى پيش سال 200 حدود كه است
علايم و بوده تر حساس گوسفندان به نسبت بزها بيمارى به ابتلا نظر
جهان نقاط اكثر در بيمارى اين بيماريزاى عامل است. حادتر ها آن در
كشورهايي كه در ولى است گرفته قرار شناسايى مورد و جداسازى
مديترانه، منطقه مثل است، رونق پر ها آن در كوچك دام پرورش
اهميت از آفريقا، شرق و مركز ، شمال خاورميانه، و آسيا غرب بالكان،
Razin ،2006 همكاران، و Azevedo) است برخوردار بيشترى
بدون و مزمن حاد، حاد، فوق صورت به بيمارى .(1998 همكاران و
آلوده، غذاى بلع طريق از بيمارى اين عامل گردد. مى عارض علايم
پستان نوك طريق از مستقيم صورت به يا و آلوده غبار و گرد تنفس
ايجاد و اى هفته 8 -1 كمون دوره از پس و شده دام بدن وارد
مفاصل، و چشم پستان، جمله از مختلف هاي اندام در سمي سپتي
و به شده شروع اشتهايي بي و تب با بيماري علايم شود. مي لوكاليزه
شود. سپس مي قطع مرور به شيردهي پستان غدد شدن فيبروزه دليل
10 -5) لنگش و كراتيت كه شوند مي درگير مفاصل و ها چشم
،1380 فيروزى و (طباطبايى است آن عوارض جزو مبتلايان) درصد
اين به ابتلاي درصد چند هر .(2007 همكاران، و Zendulkova
هاى دام در آن از ناشى مير و مرگ و بوده درصد 60 -30 بيمارى
در حاد بيمارى بروز حال اين با درصد)، از20 (كمتر نيست بالا بالغ
درصد). 70-40) بيانجامد نتاج مرگ به تواند مى آبستن هاى ميش
آبستن هاى ميش در جنين سقط شير، توليد قطع اثر بر بيمارى اين
نمايد به مى تحميل فراواني اقتصادى خسارت درمان، هاى هزينه و
ميانه خاور  منطقه در شير كاهش از ناشى خسارت تنها كه طورى
؛ 1997 همكاران، و Tola) است دلار ميليون 30 حدود در سالانه
عمده طور به بيمارى اين بروز در .(2001 ، همكاران و Madanat
دخالت تنهايى به يا و گروهى صورت به مايكوپلاسما مختلف گونه 4
مايكوپلاسما ، 1 (Ma) آگالاكتيه مايكوپلاسما از: عبارتند كه دارند
و Leach) 2 (Mmc or MmmLC) كاپرى مايكوئيدس
مايكوپلاسما و 3 (Mp)پوترفسينس مايكوپلاسما ،(1989 همكاران،
مذكور، مى علايم ايجاد بر علاوه كه 4(Mcc) كاپريكولوم كاپريكولوم
بالانوپوستيت، گرانولار، وولوواژينايتيس ، پنوموني بروز باعث توانند
دام در ها بيضه دژنراسيون و سالپنژيت اى، نزله سيستيك متريت
2008 ، OIE ؛ 2003 همكاران، و Peyraud ) گردند، مبتلا هاي
.(2009 همكاران، و Shahram ،2006؛ همكاران و Viley ؛
هاى گونه اكثر بز، و گوسفند بين فيلوژنيك قرابت علت به
است. مشترك ها آن بين در استثنا، چند جز به مايكوپلاسما

بزها، از عمدتا مايكوئيدس خوشه به متعلق هاى گونه حال اين با
79 از بيش وجود .(1996 ، Solsona) اند شده شناسايى و جداسازى
بز) با راس ميليون 25 گوسفند، راس ميليون 54) بز و گوسفند ميليون
شناسايى به بيشتر توجه ضرورت ، ريال تريليارد 158 حدود در ارزشى
كشور هاى دام بين در را آن بروز از مراقبت و مسبب عوامل دقيق
و گزارش ايران مناطق اكثر در آگالاكسى بيمارى نمايد. مى دوچندان
در سطح آن شيوع از حاصل اقتصادي خسارت و شده داده تشخيص

بالاست. بسيار كشور در موجود هاي گله
عمده طور به اند داده انجام كشور در مشابهى مطالعات كه محققينى
در تنها و شده آگالاكتيه مايكوپلاسما شناسايى و جداسازى به موفق
است شده اشاره مايكوئيدس مايكوپلاسما شناسايى به گزارش يك
گوسفند موارد غالب در كه اين به توجه با .(1363 نيا، ستوده و (اعرابى
گونه ساير وجود احتمال شوند، مى داده پرورش و نگهدارى باهم بز و
طورى كه به نيست ذهن از دور آگالاكتيه از غير به مايكوپلاسما هاى
حاوى كشته (واكسن واكسيناسيون انجام رغم على موارد از برخى در
گرديده گزارش بيمارى بروز از مواردى آگالاكتيه) مايكوپلاسما گونه

است.
ديگرى عوامل آيا كه فرضيه اين به پاسخگويى جهت در حاضر مطالعه
در مسرى آگالاكسى سندرم بروز در آگالاكتيه مايكوپلاسما از غير
گرديد: اجرا اردبيل استان در زير دلايل به و طراحى دارند دخالت كشور

راس) ميليون 2/5) بز و گوسفند بالاى جمعيت داشتن .1
دام ها بودن رو كوچ و عشاير وجود .2

دام تبادلات و استان بودن مرزى .3
بيمارى به ها دام ابتلاى بالاى آمار .4

ها روش و مواد
بردارى نمونه

پستان- (ورم علايم مشاهده و بيمارى به مشكوك موارد معاينه از پس
151 نمونه تعداد تنفسى)، علايم مفاصل- ورم كراتوكونژنكتيويت-
شامل: اردبيل استان مختلف شهرستان 6 گوسفندان و بزها از مرضى
سرم و نمونه) 12) مفصلى مايع ، مورد) 30) اشك مايع مورد)، شير(90
داخل محيط به انتقال با و آوري جمع آسپتيك روش به مورد) 19) خون
واكسن تحقيقات موسسه به سرد زنجيره شرايط در بلافاصله نگهدارنده
هاى نمونه حمل و نگهدارى براى گرديد. ارسال رازي سازي سرم و
شد. استفاده دار درپوش استريل اى شيشه ظروف از شده، آورى جمع

1. Mycoplasma agalactiae (Ma)
2. Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc) or Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC (MmmLC)
3. Mycoplasma putrefaciens (Mp) 
4. Mycoplasma capricolum subsp. Capricolum (Mcc)
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شماره2
حاجىزادهوهمكاران-مجلهتحقيقاتآزمايشگاهىدامپزشكى،دوره4،

كشت
محيط  سپس  و براث PPLO محيط روي بر ابتدا ها نمونه
در روز 21 -3 مدت به كدام هر و شده داده كشت آگار PPLO
محيط سوم  روز از شدند. انكوبه گراد سانتي درجه 37 انكوباتور
از نظر جامد كشت هاى محيط و كدورت نظر از مايع كشت هاى
.(1983 همكاران، و Razin) گرفتند قرار بررسى مورد كلنى تشكيل
كابينت زير در كشت به مربوط كارهاى آلودگى، از جلوگيرى براى
گرديد. انجام BSC II (Beasat FLR2448) فلو لامينار

DGGE و PCR آزمايش
مورد و تهيه انگلستان VLA آزمايشگاه از زير استاندارد هاى گونه

گرفت: قرار استفاده

1. Mycoplasma agalactiae NCTC 10123
2. Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC
type NCTC 10137
3. Mycoplasma capricolum subsp. capricolum
NCTC 10154
4. Mycoplasma putrefaciens NCTC 10155

تجاري كيت و DNA تخليص جهت DNPTM تجاري كيت
قرار استفاده مورد و تهيه سيناژن شركت از PCR Master Kit
مورد و تهيه Euro!ns شركت از اختصاصى پرايمرهاى گرفت.

گرفت. قرار استفاده
سازنده شركت دستورالعمل مطابق و كيت وسيله به DNA استخراج
نانودراپ دستگاه از استفاده با ، DNA حصول از پس گرفت. انجام
تكثير قطعه گرديد. تعيين نمونه هر از شده استخراج DNA غلظت
مايكوپلاسما به رشد نظر از مثبت هاي نمونه شناسايي و DNA

گرفت. انجام سازنده شركت دستورالعمل مطابق و كيت وسيله
و McAuli"e) دستورالعمل مطابق DGGE1 آزمايش ابتدا
پذيرفت. انجام (2008 همكاران، و Nicholas 2005؛ همكاران،
ترتيب به اختصاصى پرايمرهاى از استفاده با PCR آزمايش سپس
هاى گونه سپس و مايكوئيدس خوشه مايكوپلاسما، جنس روى بر
Grand 1994؛ همكاران، و Bashiruddin) گرفت انجام مختلف

.(2 و 1 هاى (جدول (2004 همكاران، و

نتايج
رشد (%21/85) نمونه 33 ،تعداد شده اخذ نمونه 151 كشت از پس
مشاهده در ظاهرى شكل نظر از حاصل هاى كلنى كه نمودند
بودند. (Fried egg) مايكوپلاسما مشخصات داراى ميكروسكوپى
تشخيص جنس براى اختصاصى پرايمر با PCR آزمايش بلافاصله
تاييد مورد همگى كه گرفت انجام مثبت هاى نمونه در مايكوپلاسما
مشخص  ،DGGE آزمايش انجام از پس (تصوير1). گرفتند قرار
باشند مى (Mix) مخلوط كرده رشد نمونه 33 از مورد 18 گرديد
منظور تعيين به .(2 نمونه)(تصوير يك در گونه چند همزمان (وجود
اختصاصى هاى پرايمر با PCR آزمايش ها، جدايه تاييد و هويت
و 4 و 3 هاى (جدول شد حاصل زير نتايج نهايت در كه گرفت انجام

.(6 الى 3 هاى تصوير

بحث
كوچك  نشخواركنندگان كه است مسرى بيمارى يك آگالاكسى سندرم
مى تحميل دامداران بر فراوانى خسارات ساله همه و نموده درگير را
مطالعات ، كشور سرتاسر در بز و گوسفند پرورش به توجه با نمايد.
و جداسازى و بيمارى جغرافيايى توزيع شناسايى منظور به مختلفى
در مطالعه جمله: از است آمده عمل به آن در دخيل عوامل شناسايى
گرديد بررسي و آوري جمع كشور مختلف نواحي از شير نمونه 490 اى
و بودند مايكوپلاسما حاوى بيوشيميايي آزمايشات نظر از نمونه 96 كه
آگالاكتيه مايكوپلاسما سرولوژيكي، نظر از نمونه 23 نيز آنها ميان از
راستا همين در .(1365 نيا، ستوده و (اعرابى شدند. داده تشخيص
گونه كه اين اثبات ضمن اى مطالعه در (1367) همكاران و نيا ستوده
سازى سرم و واكسن تحقيقات موسسه ساخت واكسن در رفته كار به
انجام بر باشد، مى واكسينه هاى دام در ايمنى ايجاد به قادر رازى،

نمودند. تاكيد مذكور بيمارى عليه سراسرى واكسيناسيون
مايكوپلاسما ، آگالاكتيه مايكوپلاسما گونه 4 گرديد، ذكر كه همانطور
گونه تحت كاپريكولوم مايكوپلاسما كاپرى، گونه تحت مايكوئيدس
آگالاكسى سندرم بروز در پوتريفسينس مايكوپلاسما و كاپريكولوم
اعرابي و نيا ستوده توسط اى مطالعه در چند هر هستند. دخيل مسرى
گلوكز، خصوص به مختلف هاي كربوهيدرات تخمير اساس بر (1363)
مايكوپلاسما ، آگالاكتيه مايكوپلاسما بر علاوه گوسفند و بز شير از
محدوديت دليل به ولى گرديد گزارش و جداسازي مايكوئيدس
و الايزا سرولوژيك، هاي روش ) مرسوم هاى روش توسط تشخيص
و جداسازى خصوص در اى شده ثابت و مستدل گزارش بيوشيميايي)،

است. نشده ارايه كشور از گونه اين مجدد شناسايى 1.Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
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مطالعه اين در استفاده مورد اختصاصى پرايمرهاى جدول-1

bpهدف شناسايیتوالینام پرايمرمرجع ژنسايز

HotzelMyc23F1729
Myc23R1837

CTA AGG TDA GCG AGW DAA CTA TAG*
CCC CYC WTS YTT YAC TGM GGC

23S ۱۱۰-۱۰۲جنس مايکوپلاسما rRNA

HotzelP1
P2

TAT ATG GAG TAA AAA GAC
AAT GCA TCA TAA ATA ATT G

۲۶۵Cap-21-۲۵۳خوشه مايکويدس

MoradiFS1
FS2

AAA GGT GCT TGA GAA ATG GC
GTT GCA GAA GAA AGT CCA ATC A

Ma۳۷۵؟

PeyraudMput1
Mput 2

AAA TTG TTG AAA AAT TAG CGC GAC
CAT ATC ATC AAC TAG ATT AAT AGT AGC 
ACC

Mp۳۱۶ArcB

HotzelMMMLC2-L
MMMLC1-R

CAA TCC AGA TCA TAA AAA ACC T  
 CTC CTC ATA TTC CCC TAG AA

MmmLC۱۰۴۹lppA

HotzelMCCPL1-L
MCCPL1-R

AGA CCC AAA TAA GCC ATC C A
CTT TCA CCG CTT GTT GAA TG

Mcc۱۳۵۶lppA

*Degenerate nucleotides: D= A,G,T W= A,T Y= C,T S= G,C M= A,C

MmcMaMccMpنوع عملياترديف

۱Lid Temp.۱۱۰° C۱۱۰ ° C۱۱۰ ° C۱۱۰° C
۲Initial denaturing۹۴° C۹۵° C۹۴° C۹۴° C

Time(Sec.)۳۰۰۳۰۰۱۲۰۳۰۰
۳Denaturing۹۴° C۹۴° C۹۴° C۹۴° C

Time(Sec.)۳۰۶۰۳۰۳۰
۴Anealing۴۹° C۵۵° C۴۸° C۶۴° C

Time(Sec.)۳۰۶۰۱۵۳۰
۵Extention۷۲° C۶۵° C۷۲° C۷۲° C

Time(Sec.)۶۰۶۰۱۵۳۰
۶Cycles۳۵۳۵۳۳۲۵
۷Final step۷۲° C۶۷° C۷۲° C۷۲° C

Time(Sec.)۶۰۰۶۰۰۶۰۰۴۲۰
۸bp۱۰۴۹۳۷۵۱۳۵۶۳۶۰

ها گونه از يك هر اختصاصى PCR آزمايش انجام براى استفاده مورد زمان دما- برنامه جدول2.



275

شماره2
حاجىزادهوهمكاران-مجلهتحقيقاتآزمايشگاهىدامپزشكى،دوره4،

تعداد كل نمونهناحيه نمونه گيريگونه دام

اخذ شده

 PPLO در  كشت  از  حاصل  نتايج 

براث و آگار

 PCR آزمايش  از  حاصل  نتايج 

مثبت  کشت  های  نمونه  روی  بر 

(جنس)
منفيمثبتمنفيمثبت

۷۴۲۳۵۱۲۳۰شيرگوسفند
۱۲۱۱۱۱۰مايع مفصلي
۳۰۲۲۸۲۰مايع اشكي
--۱۹۰۱۹سرم خون

۱۳۵۲۶۱۰۹۲۶۰تعداد کل

تعداد كل نمونهناحيه نمونه گيريگونه دام

اخذ شده

 PPLO در  كشت  از  حاصل  تايج 

براث و آگار

 PCR آزمايش  از  حاصل  نتايج 

مثبت  کشت  های  نمونه  روی  بر 

(جنس)
منفيمثبتمنفيمثبت

۱۶۷۹۷۰شيربز
-----مايع مفصلي
-----مايع اشكي
-----سرم خون

۱۶۷۹۷۰تعداد کل

PCR و كشت از حاصل نتايج و شده اخذ هاى نمونه آمار .3 جدول

جدايهبزگوسفندجنس و گونه جدايه ها درصدکل

Mycoplasma agalactiae۲۱۴۲۵٪۴۷/۲

Mycoplasma purefaciens۱۸۵۲۳٪۴۳/۴
Mycoplasma capricolum subsp. Capricolum۰۴۴٪۷/۵

Mycoplasma mycoides subsp. capri۰۱۱٪۱/۹

اختصاصى پرايمر با PCR آزمايش از حاصل نتايج .4 جدول
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276

پرايمر با PCR آزمايش از حاصل نتايج .1 تصوير

33) مايكوپلاسما جنس تشخيص براى اختصاصى

(bp 110-102 سايز در مثبت نمونه

ها نمونه بودن مخلوط .2 تصوير

(DGGE روش از حاصل نتايج )

پرايمر با PCR آزمايش از حاصل نتايج .3 تصوير

مايكوئيدس خوشه تشخيص براى اختصاصى

(bp 265- 253 سايز در مثبت نمونه 5)

اختصاصى پرايمر با PCR از حاصل نتايج .4 تصوير

آگالاكتيه مايكوپلاسما شناسايى براى

(bp 375 سايز در مثبت مورد 25)

اختصاصى پرايمر با PCR از حاصل نتايج .5 تصوير

كاپريكولوم مايكوپلاسما شناسايى براى

(bp 1356 سايز در مثبت نمونه 4)

اختصاصى پرايمر با PCR از حاصل نتايج .6 تصوير

پوترفسينس مايكوپلاسما شناسايى براى

(bp 316 سايز در مثبت نمونه 23)
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سرعت اختصاصيبودنروش، دليلحساسيتبالا، به سالهاىاخير در
مطالعات سمت به بيشتر محققين تفسير، و قرائت سهولت و تشخيص
اند كرده پيدا گرايش PCR روش از استفاده خصوص به مولكولى
و جداسازى به نسبت (1997 (1996و همكاران و Tola جمله: از
هاى نمونه روى بر PCRروش به آگالاكتيه مايكوپلاسما شناسائى
و نمودند اقدام ايتاليا منطقه 4 در پستان تورم به مبتلا گوسفندان شير
براي اختصاصي و سريع روش يك روش اين كه كردند گيري نتيجه
Zendulkova است. آگالاكتيه مايكوپلاسما سازي جدا و جستجو
اردن در آگالاكسي به مبتلا هاي بز و گوسفندان از (2006) همكاران و
در و دادند انجام را PCR آزمايش آنها روي بر و كرده برداري نمونه
نمايند. سازي جدا ها نمونه از را آگالاكتيه مايكوپلاسما توانستند نهايت
هاي بز و گوسفندان از (2003) همكاران و Al-Momani
آنها روي بر و كرده برداري نمونه اردن در آگالاكسي به مبتلا
هاى گونه توانستند نهايت در و داده انجام PCR آزمايش
نمايند. سازي جدا ها نمونه از را آگالاكسى بيمارى عامل مختلف
عوامل شناسايى و جداسازى براى نيز ايران در
از استفاده با مسرى آگالاكسى سندرم مايكوپلاسمايى
جمله: از است. آمده عمل به فراوانى تلاش PCR روش
101) گله 26 شير و اشك مايع از (2007) Ebrahimiو Pirali
آزمايشكردندكهدر را نمونهبردارىوبهروشPCRآنها گوسفندوبز)
شدند. داده تشخيص آگالاكتيه مايكوپلاسما به آلوده ها دام %20 نتيجه
از ، PCR و كشت روش از استفاده با (1389) همكاران Moradiو
موفقبهجداسازى12 استانكردستان از 367نمونهشيرجمعآورىشده
گرديدند. آگالاكتيه مايكوپلاسما مورد 5 شناسايى و مايكوپلاسما مورد
17 از PCR و كشت روش از استفاده با (1390) همكاران و خيرخواه
1 شناسايى و مايكوپلاسما مورد 8 جداسازى به موفق شده اخذ نمونه
نمونهمايكوپلاسماآگالاكتيهازگوسفندانمبتلادرشهرستانبافتشدند.
مطالعات كه محققينى ساير توسط آمده دست به نتايج گرفتن نظر در با
در ايشان، هاى توصيه و تجارب از استفاده و بودند داده انجام مشابه
انتخاب بيمارى به مشكوك هاى دام صرفا گرديد سعى مطالعه اين
سيستميك) نمونه مفصل- چشم- (پستان- درگير عضو به بسته و
زنده و حفظ براى طرفى از شود. آوري جمع آسپتيك صورت به لازم
از تحقيق) بعدى مراحل انجام (جهت زا بيمارى عوامل نگهداشتن
و Razin) شد استفاده استريل ظروف داخل در نگهدارنده محيط
روز) 10 - 5 (حداقل بطئى عليرغم مطالعه اين در .(1983 همكاران،
ولى با مايكوپلاسماها تفريق براى كشت روش بودن اختصاصى غير و
و تخليص تكثير امكان و زنده هاى نمونه به دستيابى به نياز به توجه
اين با گرديد. استفاده كشت روش از PCR انجام از پيش ها، جدايه

مايكوپلاسما منفى رشد و كشت نظر از ها نمونه از نيمى از بيش حال
زير موارد به توان مى ها آن رشد عدم احتمالى دلايل جمله از شدند.

كرد: اشاره
سوي از نمونه ارسال و نگهداري اخذ، مناسب شرايط رعايت عدم الف)

زا بيمارى عامل رفتن بين از و همكاران
علايم وجود رغم علي شده اخذ نمونه در مايكوپلاسما وجود عدم ب)
عوامل با درگيرى از ناشى تواند مى كه آگالاكسى با مشابه باليني

بيمارى). تشخيص در (اشتباه باشد ديگر زاى بيمارى
از پيش دامداران، سوى از كورتون يا و بيوتيك آنتى از استفاده ج)

نمونه اخذ براى همكاران مراجعه و اطلاع
دليل كمى به كشت محيط در مايكوپلاسما رشد تشخيص عدم د)

جرم ميزان
طولانى نگهدارى دليل به انتقال و نگهدارى محيط شدن كهنه ه)

اخذ نمونه تا مدت
مايكوپلاسماها بودن رشد سخت و كند و)

هاى نمونه بين در مخلوط هاى نمونه وجود امكان به توجه با طرفى از
DGGE روش از PCR آزمايش انجام از پيش شده، آورى جمع
روش چند هر گله، سطح در اپيدميولوژيك مطالعات گرديد.در استفاده
جايگزين نسبتا تشخيصي روش و صرفه به مقرون روشي ELISA
(Sensitivity) نتايج دقت و (Speci ty) صحت اما است سريعي
آنتي شناساگر الايزاهاي طرفي از است. كمتر PCR با مقايسه در آن
ابتلاي به از هفته 2 از بعد بادي آنتي تيتر افزايش از پس تنها بادي،
مبتلا به هاي دام شناسايي از حتي و بوده تشخيص به قادر بيماري،
از .(2003 همكاران، و McAuli!e) عاجزند نيز بيماري مزمن فرم
شناسايى نيز و DGGEروش از حاصل نتايج تاييد منظور به رو اين
PCRروش از گونه، و جنس اختصاصى پرايمر از استفاده با ها جدايه
همكاران، Taylorو 2009؛ همكاران، و Awan) شد استفاده
كه عمدتا كشور سرتاسر در گوسفند و بز وجود به توجه با .(1992
هاى گونه شناسايى شوند، مى داده پرورش و نگهدارى هم كنار در
كشورهاى در مسرى آگالاكسى سندرم عامل مايكوپلاسماى مختلف
،(2001 ، همكاران و Madanat ؛ 2010 ، Shahzad) همجوار
وجود دست، اين از مواردى و كشور مرزهاى در دام تبادل و دام قاچاق
توجه با است. حتمى كشور در آگالاكتيه از غير مايكوپلاسما هاى گونه
4 شناسايى و جداسازى به كه مطالعه اين در آمده دست به نتايج به
در دخيل عوامل بين در اى گونه تنوع وجود گرديد، منجر گونه
مى پيشنهاد رو اين از گرديد. ثابت كشور در آگالاكسي سندرم ايجاد
كشور در بيمارى اين با مرتبط مراقبت و پيشگيرى هاى سياست شود
گيرد. قرار توجه مورد پيش از بيش و گرفته قرار نظر تجديد مورد
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قدردانى و تشكر
كشور، دامپزشكى سازمان هاى بيمارى مراقبت و بررسى مبارزه، كل اداره در محترم همكاران مساعدت و همكاري بدون پروژه اين اجراي شك بي
و تشخيص تحقيق بخش دام، هوازى هاى واكسن توليد و تحقيق بخش الملل، بين و علمى روابط مديريت اردبيل، استان دامپزشكى كل اداره
رو اين از نبود. پذير امكان انگلستان VLA آزمايشگاه خصوص به و كيفي كنترل مديريت خارجى، خريدهاى اداره دام، باكتريايى هاى بيمارى
دريغ مساعدت و راهنمايي گونه هر از مختلف مراحل در و نموده ياري پروژه اين موفق انجام در را ما كه عزيزاني كليه از دانيم مي لازم خود بر

جمله: از نماييم قدرداني و تشكر ننمودند

پايكارى االله حبيب دكتر آقاى جناب شوشترى طالب عبدالمحمد دكتر آقاى جناب
عطايى سعيد دكتر آقاى جناب لطفى محسن دكتر آقاى جناب

سبحانى دكتر آقاى جناب مشكوه محسن دكتر آقاى جناب
تدين كيوان دكتر آقاى جناب يگانه صمد دكتر آقاى جناب

مرادى سهيلا دكتر خانم سركار خاكى پژواك دكتر آقاى جناب
مرادى مراد دكتر آقاى جناب خفرى ابوالفضل دكتر آقاى جناب

Dr. Roger Ayling Dr. Gosney Faye
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Isolation and identification of Mycoplasmas causing conta-
gious Agalactia syndrome in sheep & goats by using culture
method and PCR in Ardebil province
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Abstract
Contagious Agalactia (CA) syndrome is an infectious disease with a set of symptoms in small ruminants.

In general, 4 strains are considered as it’s causative agents including Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma
mycoides subsp. mycoides Large colony type or Mycoplasma mycoides subsp. capri, Mycoplasma
capricolum subsp. capricolum, Mycoplasma putrefaciens
Existence of multiple foci suspected of CA disease in Ardebil province and necessity for finding out their

causative agents, made us to isolate and identify the probable agents by using culture method and PCR.

Samples were collected only from suspected animals to increase the chance of obtaining the positive

samples, and then cultured in PPLO broth and agar after filtration. DNA purification was done by using kit.

Identification of the isolates was carried out by DGGE and PCR. Among the 151collected samples only 33

samples grew, 18 of them were mixed. Finally the following results were obtained:

25 isolates were Mycoplasma agalactiae (47.2% of all isolates)

23 isolates were Mycoplasma putrefaciens (43.4% of all isolates)

4 isolates were Mycoplasma capricolum capricolum (7.5% of all isolates)

1 isolates was Mycoplasma mycoides capri (1.9% of all isolates)

These results revealed that Mycoplasmas other than Mycoplasma agalactiae are exist among infected small

animals in Ardebil province.

Keywords: Mycoplasma, Agalactia, Ardebil, PCR, DGGE.
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هاى گونه تحت مايكوئيدس مايكوپلاسما و آگالاكتيه مايكوپلاسما خصوص در تخميركربوهيدرات آزمايش انجام و جداسازي .1363 ا. نيا، ستوده ع؛ اعرابي،
.70-67 ، 35 -34 رازي، آرشيو مجله مايكوئيدس.

78-75 ، 37-36 ، رازي آرشيو مجله . ايران بزهاى و گوسفندان در آن جغرافيائي توزيع و آگالاكسى بيمارى .1365 ا. نيا، ستوده ع؛ اعرابي،
گوسفندان مبتلا در (PCR) پليمراز اي زنجيره واكنش و كشت روش دو با آگالاكتيه مايكوپلاسما جداسازي . 1390 ع. اشترى، ع.؛ پوربخش، ب.؛ خيرخواه،

.430-423 ،(1) 8 ، ايران اي مقايسه بيوپاتولوژي مجله . بافت شهرستان در واگير آگالاكسي بيماري به
زنده. مجله واكسن با واكسينه گوسفندان سرم در AIK2 و لرستان آگالاكتيه سويه دو مابين متقاطع واكنش .1367 ع. ناصري، ؛ ع. اعرابي، ا.؛ نيا، ستوده

76-73 ، 39 -38 ، رازي آرشيو
تهران دانشگاه انتشارات اول، چاپ دام، باكتريايي بيماريهاي .1380 ر. فيروزي، ع.؛ طباطبايي،
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