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کشت و  در گاوهای مبتلا به ورم پستان بالینی با استفاده از مایکوپلاسما بویسشناسایی 

 uvrC و 16SrRNAهای ای پلیمراز بر اساس ژنروش واکنش زنجیره

 
 

 1، تقی زهرایی صالحی1محمود جمشیدیان، *2سیدعلی پوربخش، 1دارمحسن ایمان
 

 

 .احد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایرانگروه میکروبیولوژی، و -1

 .آزمایشگاه رفرانس مایکوپلاسما، مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، کرج، ایران -2

 oursaba@yahoo.comp نویسنده مسئول مکاتبات:*

 (19/8/97پذیرش نهایی:  24/6/96)دریافت مقاله: 

 

 

 چکیده
باشمد  همدا از ایمط معال مه، در گماو می مایکوپلاسممایی اصلی ایجاد پنومونی، ورم پستان و آرتریت از عوامل مایکوپلاسما بویس

ایط معال ه روی  بود ای پلیمراز زنجیرهروش کشت و در گاوهای مبتلا به ورم پستان بالینی با استفاده از  مایکوپلاسما بویسشناسایی 

مؤسسه تحقیقات واکسط  یمایکوپلاسما مرجعالینی که در طول یک سال به آزمایشگاه نمونه شیر گاو مبتلا به ورم پستان ب 328ت داد 

ساعت به آزمایشگاه ارسال  24در مدت کمتر از و  گراددرجه سانتی 4ها در دمای نمونهشد، اجرا گردید  سازی رازی ارجاع میو سرم

 ، در انکوبماتورPPLO از فیلتر شدن بمه محمیا اصتصاصمیپس شدند و میگراد انکوبه درجه سانتی 37 ساعت در 18-24و به مدت 

2Co شدند  همزمانمی پایشروز از نظر رشد  7-10دار به مدت DNA سازیو صالص کلروفرم استخراج -روش فنلها به وسیله نمونه 

 ژن وی وجموداز جستجتشخیص گونه بویس  برای و 16SrRNAبرای تشخیص جنس مایکوپلاسما بر اساس ژن  PCRو از روش  شده

uvrC  در محیا کشت درصد(  69/17) مورد 58، نمونه 328از ت داد  استفاده گردید PPLO  از نظمر ضومور ژن  شدند شناصته مثبت

 ژندرصمد(  26/4نمونمه ) 14از ایمط ت مداد،  کمهشدند شناصته درصد( مثبت  57/29نمونه ) 97مربوط به جنس مایکوپلاسما، ت داد 

را به عنوان یک تست سریع و قابمل اعتمماد در شناسمایی  PCR روش معال هنتایج ایط  را نشان دادند  (uvrC) اصتصاصی گونه بویس

های شمیری در ایمران بما  در گلهمایکوپلاسما بویس میزان ضوور که  نشان داد کرده وهای شیر م رفی در نمونهمایکوپلاسما بویس 

 گاو معرح باشد در  ب ورم پستان بالینیتواند به عنوان یکی از عوامل اصلی مسباست و می
 

 

 .PCR ، ورم پستان، گاو،uvrC ژن ،مایکوپلاسما بویس ها:کلیدواژه
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 مقدمه

عامل مایکوپلاسمموز گماوی و مایکوپلاسما بویس       

از عوامل اصلی بروز ورم پستان، پنومونی و آرتریت گاو 

باشمد کمه بمه نمدرت باعما ای ماد در سراسر جهان می

تورم  های زیرجلدی، مننژیت،ش میانی، آبسهعفونت گو

 Karahan et) شمودمی آرتریت نیم ملتحمه چشم و پلی

al., 2010; Cremonesi et al., 2007; Foddai et al., 

2005; Pfützner and Sachse, 1996) . از ایمن بماکتری

 سمق  جنمین،از قبیمل  اختلالات بماروری موارد ت ربی

ریت و سممال نژیت نیمم  ، آنممدومتکمماهش بمماروری اسمم رم

 (.Nicholas and Ayling, 2003اسمت ) گم ارش شمده

عمل مایکوپلاسما بویس گاو به عنوان می بان اختصاصی 

هایی از این بماکتری در گماومیش، هرچند جدایه ،کندمی

نشخوارکنندگان کوچک و حتمی در انسمان یافمت شمده 

مایکوپلاسممما (. در ابتممدا Ghadersohi, 1997اسممت )
بمویس  واریته مایکوپلاسما آگالاکتیهان حت عنوتبویس 

امما  ،(McAuliffe et al., 2006گردیمد )بنمدی میطبقه

ت  یممه و تحلیممل بعمدها مشممخد شممد کممه بممر اسمما  

درصدی  74/99شباهت  ،16SrRNAای توالی ژن مقایسه

بمه عنموان و  گونه بویس و آگالاکتیه وجود داردبین دو 

 Foddai et) ی گردیمدبندی و معرفم  ا دسته یک گونه

al., 2005). 

به طور عمده من مر بمه ای ماد مایکوپلاسما بویس       

های تنفسی در اروپما خسارات اقتصادی ناشی از بیماری

(Nicholas and Ayling, 2003 و نی  خسمارات وارده )

در بخش ورم پسمتان، کماهش یمریب تبمدیل یمذایی، 

 کمماهش وزن دام و کمماهش ارزش لاشممه کشممتاری در

کشورهای خاورمیانه، شرق آسیا و ایالات متحده آمریکا 

 (.McAuliffe et al., 2006شود )می

های ناشی از مایکوپلاسماها بمه سمه دسمته بیماری      

سممی ه بمروز س تیهایی کشوند: الف( بیماریتقسیم می

هممایی کممه ب( بیماری ،آنهاسممت تممرین مشخصممهمهم

روزی و یما مویعی شدن و بروز آمما  در حفمرات سم

های مویعی دستگاه ج( بیماری ، وافتدمفاصل اتفاق می

تنفسی، تناسلی، یده پسمتان و ملتحممه چشمم. در گلمه 

، ممکمن مایکوپلاسما بویسناشی از مبتلا به ورم پستان 

اسممت مشممکلاتی از قبیممل لممنگش، مشممکلات بمماروری، 

های تنفسی در گاوهای بالغ ها و بیماریپنومونی گوساله

(. در گاوهممای Stokka et al., 2001ه شمود )دیمدنیم  

شیرده شروع ناگهانی تورم پستان، کماهش سمریت تولیمد 

شیر و ترشح ییرطبیعی به طور آشکار در یک کارتیه یما 

ها وجود دارد. در اکثر موارد همر تعداد بیشتری از کارتیه

شوند و یمک گماو پرتولیمد ممکمن چهار کارتیه مبتلا می

صفر، بین یک  د رسیدن به تولیدتا حاست افت تولیدی 

شیردوشی و شیردوشی بعدی پیدا کند. فیبروز منتشمر و 

های گرانولوماتوزی حاوی چرک، از علایمم بمارز آسیب

مایکوپلاسمما  ناشمی از درمانگاهی ابمتلا بمه ورم پسمتان
 Mosaferi and Haghighatباشمممد )میبمممویس 

kaghazchian, 2003.) 

و هالمه ی اولین بمار توسم  برامایکوپلاسما بویس       

از شیر یک گماو مبمتلا بمه ورم  1961همکاران، در سال 

 ,.Ghadersohi et alگردیمد ) جمداپسمتان در آمریکما 

این بیماری بعدها در اثر حمل و نقل حیوانمات  (.1997

 یاری از کشمممورهای جهمممان گسمممترش یافمممتدر بسممم

(Nicholas and Ayling, 2003 از آن زممان تما سمال .)

به عنموان عاممل مهمم ای ماد مایکوپلاسما بویس  ،2007

تورم پستان بمالینی در ایمالات متحمده، اسمترالیا و اروپما 

به بعد افم ایش تعمداد  2008شناخته شده است. از سال 
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موارد حاد این ورم پستان در اروپا قابمل مشماهده اسمت 

(Rossetti et al., 2010در سال .) های اخیر، این باکتری

 Karahan et)های خاورمیانه مانند ترکیه در برخی کشور

al., 2010)مصممر ،(Osman et al., 2008) پاکسممتان ،

(Ahmad et al., 2014 و ) چمین ماننمدشرق آسیا (Fu-

Rong et al., 2012( و ژاپن )Hidetoshi et al., 2010 )

در ایممران اطلاعممات انممدکی در  جداسممازی شممده اسممت.

و وجمود دارد. خصوص شیوع این نوع ورم پستان در گا

میم ان شمیوع  ،در یک مطالعه صمورت گرفتمه در ایمران

 Moshkelani) گ ارش شده است درصد 67/48آلودگی 

et al., 2011). 

با توجه به گسترش سمریت ایمن نموع ورم پسمتان،       

عدم وجود واکسن مؤثر و اینکه باکتری نسبت به درمان 

 بیمموتیکی پاسمما مناسممبی از خممود نشممانبمما هممیت آنتی

دهد، وجمود یمک روش تشخیصمی سمریت و قابمل نمی

اعتماد کمه بتوانمد حیوانمات آلموده را در مراحمل اولیمه 

بیماری مورد شناسایی قرار دهد، لازم و یروری به نظر 

نشانه بالینی اختصاصی برای تشخید عفونمت  رسد.می

لمذا وجمود  ،وجود ندارد مایکوپلاسما بویسورم پستان 

همای روشباشمد. ری میهای آزمایشمگاهی یمروروش

عمدتاً به سه بخش کشمت مایکوپلاسما بویس تشخید 

همای های اختصاصمی، روشمستقیم باکتری روی محی 

شممود. جداسممازی و سممرولوژی و مولکممولی تقسممیم می

بما روش کشمت ممکمن مایکوپلاسمما بمویس شناسایی 

ها ها طممول بکشممد و برخممی آزمایشممگاهاسممت هفتممه

ت مورد نیماز بمرای کشمت را های لازم و ت هی اقابلیت

 10-14های سرولوژی نی  حمدود نداشته باشند. با روش

بمادی علیمه توان آنتیروز پس از شروع علایم بالینی می

هما بسمیار این روش را ردیابی نمود.مایکوپلاسما بویس 

گیر بموده و تشمخید عفونمت بما تم خیر دشوار و وقت

ب، وجمود به منظور یلبه بر ایمن معایم گیرد.صورت می

واکمنش  های مولکولی ارزشممند و سمریت ماننمدتکنیک

 ;Polymerase Chain Reaction) ای پلیممراززن یمره

PCR ) های در نمونمهمایکوپلاسما بویس برای تشخید

 ;Foddai et al., 2005رسمد )بالینی یروری به نظر می

Rossetti et al., 2010 تکنیمک .)PCR  شناسماییبمرای 

از ورم پستان به طور کامل در ا بویس مایکوپلاسمعامل 

 کمه مورد استفاده قرار گرفمت و اثبمات شمد 1997سال 

های برای تشخید ورم پستان مایکوپلاسمایی در نمونمه

شیر گاوهای مبتلا به ورم پسمتان بمالینی مناسمب اسمت 

(Ghadersohi et al., 1997.) 16SrRNA  یمممک ژن

 ایت شمدهکاربرد و مشتمل بر نواحی حفاظ پرتاریخی، 

باشممد کممه بممه عنمموان ژن هممد  در ها میاز سممکانس

گیمرد. ها مورد اسمتفاده قمرار میتشخید جنس باکتری

شمده ژن نسبت به ایمن منماطح حفاظمت این پرایمرهای

تواننمد یمک جمنس خماص را ممورد اند و میاختصاصی

 بمر پایمه PCRاز روش  دانشممندان شناسایی قرار دهند.

تواند ند که میاهاستفاده نمود 16SrRNAهای تکثیر توالی

مایکوپلاسممماها را در سممطح جممنس تشممخید دهممد 

(Hirose et al., 2001 .) مایکوپلاسمما جهت تشمخید

بایستی از یک جایگاه ژنی که بتواند آن را در حد  بویس

تر تشمخید دهمد، اسمتفاده گونه و به شکل اختصاصمی

ده در مطالعات مختلف ثابت ش uvrCبا کاربرد ژن  شود.

است کمه ایمن ژن بمرای تفریمح گونمه بمویس از سمایر 

 ,.Foddai et al) های مایکوپلاسما بسیار مفید استگونه

2005 .)uvrC و پایدار گونه بویس بموده اصی ژن اختص

های بافتی ممورد و برای ردیابی سریت آن از شیر و نمونه

 Subramaniam et al., 1998استفاده قرار گرفته اسمت )
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Thomas et al., 2004;.) ،هد  از این مطالعمه بنابراین، 

از موارد اورام پستان بالینی مایکوپلاسما بویس شناسایی 

روش کشمت و های صمنعتی بما اسمتفاده از در گاوداری

PCR 16های بر اسا  ژنSrRNA و uvrC بود. 

 

 هامواد و روش

 1395لغایمت  1394های در فاصله سال مطالعهاین       

نمونه شمیر گماو مبمتلا بمه ورم پسمتان  328روی تعداد 

 مرجممتبممالینی کممه در طممول یممک سممال بممه آزمایشممگاه 

سمازی تحقیقمات واکسمن و سرمسسه ؤم یمایکوپلاسما

گاوهای  ،آماری جامعهشد، اجرا گردید. ارجاع میرازی 

گیری از نموع و نمونمه های شیری صنعتیموجود در گله

از  خاب شمد.( انتPurposive Samplingمبتنی بر هد  )

 های مبتلا که حداقل یکی از علایم بالینی ورم پستانگاو

عممل هگیری از شمیر بمدادند، نمونمهنشان میاز خود را 

درجمه  4ها در کنمار یما )دممای نمونمه سم س آمد.می

سمماعت بممه آزمایشممگاه  24( و حممداکثر تمما گرادسممانتی

رفممرانس مایکوپلاسممما مؤسسممه تحقیقممات واکسممن و 

 شدند.میزی واقت در حصارک کرج ارسال راسازی سرم

پس از جداسازی عامل و کشت خمالد در محمی        

 PPLO (BBL, Becton Dickinson and اختصاصمی

Company, Cockeyville, Sparks, MD, USA)  در

 ،درصمد 5-10حدود  2Coگراد و درجه سانتی 37دمای 

ها بمه طمور همر یمک از نمونمه DNA زممانبه طور همم

، DNAقبل از استخراج شد. یم از شیر استخراج میمستق

سسمه تحقیقمات ؤم یمایکوپلاسمما مرجتدر آزمایشگاه 

گیری عممل رسموبواکسن و سمرم سمازی رازی کمرج 

ه مقمدار به ایمن صمورت کم ،شدمیها ان ام روی نمونه

در  گمرفتنمورد نظر بعد از قرار  میکرولیتر از نمونه 500

ه لیتمری منتقمل شمده و بممیلی 5/1شیکر به میکروتیوب 

وژ یسممانتریفدور در دقیقممه  13000 بممادقیقممه  15مممدت 

از مقمدار گردید. س س محلول رویی تخلیمه شمده و می

 بمرای در ته لوله ماندهمیکرولیتر رسوب باقی 100حدود 

ها نمونمه DNA. شدها استفاده مینمونه DNAاستخراج 

 Pourbakhsh) گردیدکلروفرم جداسازی -روش فنل با

et al., 2010 بر روی .)DNA  استخراج شده هر یمک از

جهمممت شناسمممایی جمممنس  PCRها واکمممنش نمونمممه

گرفمت و در مرحلمه بعمدی اگمر میمایکوپلاسما ان ام 

جهمت شناسمایی  PCRشدند، واکمنش ها مثبت مینمونه

در . گرفتمیبویس با پرایمرهای اختصاصی ان ام  گونه

مایکوپلاسممما  16SrRNAای از ژن ، قطعممهبررسممیایممن 

  جهممت ردیممابی جممنس مایکوپلاسممما و قطعممه ژنممی

uvrCبمه عنموان مایکوپلاسمما بمویس گونمه  اختصاصی

(. بمه منظمور 1هد  استفاده شدند )جمدول  پرایمرهای

های مختلفی از ، مقادیر و یلظتPCRسازی روش بهینه

MgCl2 ،dNTPs ،DNA  ژنممومی و همینممین دماهممای

قرار گرفتنمد.  استفادهمورد مختلف برای اتصال پرایمرها 

در ح ممم  PCR ، واکممنش16SrRNA ژندر خصمموص 

 PCR (10X) 5/2 بممافرشممامل  میکرولیتممر 25نهممایی 

و  F1M میکرولیتمر، پرایمرهممای dNTPs 5/0 میکرولیتمر،

R3M  واحمد  25/0میکرولیتمر،  1/0هر کمدام بمه مقمدار

 2الگمو  MgCl2، DNA میکرولیتر 2، پلیمراز Taqآن یم 

میکرولیتمممر  55/17تمممر و آب مقطمممر اسمممتریل میکرولی

. این مقادیر در (Kojima et al., 1997) اندازی گردیدراه

 25ح مم نهمایی  به این ترتیب بود:نی   uvrCمورد ژن 

 2میکرولیتمر،  PCR (10X) 5/2 شامل بمافر میکرولیتری

 میکرولیتممر، پرایمرهممای MgCl2، dNTPs 1 میکرولیتممر

MbouvrC-L و MbouvrC-R میکرولیتمر،  4/0کدام  هر
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میکرولیتر و  2الگو  DNAپلیمراز،  Taqواحد آن یم  3/0

 Subramaniam et) میکرولیتمر 4/16آب مقطر استریل 

al., 1998). 

 مخلممموا حاصمممل بمممه دسمممتگاه ترموسمممایکلر      
(Eppendorf آلممم)ان Gradient Mastercycler  انتقممال

 در 16SrRNAبمرای قطعمه ژنمی  PCRواکنش شد.  داده

 سممممازیمراحممممل واسرشممممتشممممامل  چرخممممه 30

(Denaturation در دمای )گراد به مدت درجه سانتی 94

 56( در دمممای Annealingثانیممه، مرحلممه اتصممال ) 30

ثانیمه و مرحلمه تکثیمر  30گراد بمه ممدت درجه سمانتی

(Extension در دمای )1گراد به ممدت درجه سانتی 72 

همینممین  .(Kojima et al., 1997) دقیقممه ان ممام شممد

دقیقه و تکثیر پایانی  5/7مرحله واسرشت اولیه به مدت 

 ،uvrCدقیقمه منظمور گردیمد. در ممورد ژن  5به ممدت 

-شمامل مرحلمه واسرشمت چرخمه 35در  PCR واکنش

ثانیمه،  30گراد به ممدت درجه سانتی 94در دمای  سازی

 30گراد به مدت درجه سانتی 52مرحله اتصال در دمای 

 60گراد به ممدت درجه سانتی 72ر در دمای ثانیه و تکثی

 2مرحلمه واسرشمت اولیمه بمه ممدت ثانیه ان ام گرفت. 

 لحما  شمد نیم  دقیقمه 7دقیقه و تکثیر پایانی به ممدت 

(Subramaniam et al., 1998.) 

همای کنترل مثبت مورد استفاده جهت ان ام واکنش      

PCRمایکوپلاسممما بممویس اسممتاندارد  ، سممویهPG45   

ATCC25523  موجممممود در آزمایشممممگاه رفممممرانس

 PPLO Brothمایکوپلاسما مؤسسه رازی و کنترل منفمی 

یید نهایی، محصول به دسمت  در نظر گرفته شد. جهت ت

 ه برای تعیین توالی ارسال گردید.آمد

 
 وپلاسما بویسمایک ر تشخید جنس مایکوپلاسما و گونهو آیازگرهای مورد استفاده د های نوکلئوتیدیتوالی -1 جدول

 مشخصات

 پرایمرها

طول محصول  (ǋ3-ǋ5سکانس ) ژن هدا نام پرایمر
PCR 

 منبع

پرایمرهای 

 جنس

F1M 16SrRNA GCTGCGGTGAATACGTTCT 163bp Kojima et al., 

1997 

R3M TCCCCACGTTCTCGTAGGG 

پرایمرهای 

 گونه

MbouvrC-L uvrC TTACGCAAGAGAATGCTTCA 1626bp Subramaniam 

et al., 1998 

MbouvrC-R TAGGAAAGCACCCTATTGAT 

 

 Gene ruler DNA Ladder ،مارکر مورد اسمتفاده      

Mix  ساخت شرکتFermentas  جفمت  100با فاصمله

جفممت بمماز بممود. الکتروفممورز  2000تمما  100بمماز از 

بر روی ژل آگماروز  bp 100مارکر  محصولات به همراه

 unit/μl 5/0 برومایمد آمی ی با اتیمدیومو رنگ درصد 1

ساعت( ان ام و بر روی صفحه  1به مدت  100)با ولتاژ 

 ,U.V.Translluminator  (BioRad, Herculesدستگاه

CA, USA) سمازی، تصویر تهیه گردید. پمس از خالد

دسمت آممده جهمت تعیمین تموالی هبم PCRمحصولات 

کُمره جنموبی ارسمال و  Bioneerنوکلئوتیدی به شرکت 

 ت یید گردید.پلاسما بویس مایکو گونه

 

 هایافته
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نمونممه  58شممیر اخذشممده،  نمونممه 328از تعممداد       

 PPLO( از نظر رشمد در محمی  کشمت درصد 69/17)

ممر  نیمروشمده های شبیه تخمآگار مثبت شدند و پرگنه

در زیممر میکروسممکور نمموری را از خممود نشممان دادنممد 

 (.1 شکل)

 

 
 .(4×نمایی درشت) آگار PPLOبر روی محی  کشت  بویسمایکوپلاسما های کلونی -1 شکل

      

، از نظر حضور ژن مربموا بمه هاکل نمونهاز تعداد 

 نمونمه 97، تعمداد PCRجنس مایکوپلاسمما در آزممون 

جفت بمازی را از خمود  163درصد( مثبت باند  57/29)

 مثبت از نظر جنس نمونه 97. همه (2 دادند )شکلنشان 

 

مایکوپلاسمما  uvrCلحا  حضمور ژن  مایکوپلاسما، از 

بمویس قمرار  اختصاصی گونمه PCRمورد آزمون بویس 

درصمد( از نظمر  26/4نمونمه ) 14گرفتند. از این تعداد، 

 .(3 )شکل مثبت شدند uvrCحضور ژن 

 
صمی بما آیمازگر اختصا PCRتصویر ژل الکتروفمورز محصمول  -2 شکل

جنس مثبت مشاهده  نمونه 7در تعداد  bp 163 جنس مایکوپلاسما که باند

 M. bovis PG45): کنترل مثبمت PCجفت بازی،  100: مارکر M شود.می

ATCC 25523) ،NCکنترل منفی :. 

 

 
با آیازگر اختصاصمی  PCRتصویر ژل الکتروفورز محصول  -3 شکل

uvrC  که باند مایکوپلاسما بویس گونهbp 1626  نمونمه  5در تعمداد

 100: ممارکر Mشمود. مشماهده مییس مایکوپلاسما بمومثبت از نظر 

، (M. bovis PG45 ATCC 25523) : کنتمرل مثبمتPCجفمت بمازی، 

NCکنترل منفی :. 
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نمونه  58 همه نشان داد PCRمقایسه نتایج کشت و  

 39جنس هم مثبت بودنمد.  PCRکشت مثبت در آزمون 

 هممهجنس مثبت شمدند.  PCRنمونه نی  کشت منفی و 

منفی بودند، از نظر کشت  PCRاز نظر ای که نمونه 231

ای وجمود نداشمت نی  منفی شدند. در یمن هیت نمونه

  .(2 )جدول اش منفی باشد PCRاش مثبت و که کشت

های نوکلئوتیمدی آنهما از دو ، توالیPCRپس از ان ام   

طر  با آیازگرهای جلودار و برگشتی مشخد گردیمد 

طعمی قمرار ممورد ت ییمد قمایکوپلاسمما بمویس و گونه 

های تحقیح حایمر (. جدایهWise et al., 2011گرفت )

 در  KX772803لغایمت KX772801با شماره دسترسی 

 National Center of Biotechnology) بانک جهانی ژن

Information) (.4 ثبت گردید )شکل 
 

 جنس مایکوپلاسما PCRها بر اسا  نتایج کشت و فراوانی نمونه -2جدول

 PCR کشت ت داد نمونه

58 + + 

231 - - 

0 + - 

39 - + 

 جمت کل 328

 

 
 NCBIدر سایت جهانی مایکوپلاسما بویس های بدست آمده یکی از جدایهAlignment  و  Blast -4 شکل

 

 گیریبحث و نتیجه

مطالعمممماتی در زمینممممه بررسممممی ورم پسممممتان       

مایکوپلاسمایی در ایران صورت گرفتمه اسمت کمه ایمن 

ی های سمرمی و مولکمولات عمدتاً بر اسا  روشمطالع

های مایکوپلاسما گونه بوده است. در این مطالعات، همه

ها از مراحل مختلمف اند و نمونهمورد بررسی قرار گرفته

بیماری اخذ شده است. بررسی میم ان آلمودگی در ایمن 

ای بمه منطقمه دهد آلمودگی از منطقمهمطالعات نشان می



 دار و همکارانمحسن ایمان                                                                                                        ...      در گاوهای مبتلا به ورم پستان بالینی با مایکوپلاسما بویسشناسایی 

 

268 

ر مطالعه مشکلانی و همکماران در دیگر متفاوت است. د

ژنمومی  که بر پایه تکثیر قطعه PCR، آزمایش 2011سال 

16SrRNA  جفمت بمازی و بما همد   276و تولید بانمد

های بمالینی در گلمهبررسی می ان شیوع ورم پستان تحت

شیری استان چهارمحال و بختیاری ان ام گرفت، میم ان 

گم ارش  ددرص 67/48شیوع ورم پستان مایکوپلاسمایی

(. در مطالعه دیگمری Moshkelani et al., 2011گردید )

نمونه شیر اخذشده  80که در منطقه مغان اردبیل و روی 

 Hyflick کشت در محی های از گاوهای شیری با روش

نمونمه  39ان ام گرفمت، تعمداد و تست ایمنوپراکسیداز 

موارد بمالینی ورم پسمتان از لحما   درصد 75/48معادل 

(. در Ghazaei, 2006مثبممت شممدند ) M.bovis حضممور

مطالعه دیگری توس  طالب خان گروسی و همکاران در 

بممما همممد  بررسمممی فراوانمممی ورم پسمممتان  85سمممال 

های گاو شیری اطرا  مایکوپلاسمایی در تعدادی از گله

 38/15مشهد، می ان آلودگی ورم پستان مایکوپلاسممایی 

-Nested روش ،در ایمن مطالعمه گ ارش گردید. درصد

PCR  به عنوان یک تست بما حساسمیت و ویژگمی بمالا

 Taleb)جهت شناسایی این عامل پاتوژن معرفی گردید 

Khan Garousi et al., 2006.) 

 در ممممورد PCR همممای کشمممت وروشارزیمممابی       

برای تعیین جنس و هایی مایکوپلاسماها با استفاده از ژن

یژگمی حساسیت و ومایکوپلاسما بویس  تشخید گونه

همای مقایسمه روش جهمت ایدر مطالعمه بالایی دارنمد.

های شممیر ورم پسممتان، بممر روی نمونممه PCRکشممت و 

 1/99و  2/96به ترتیب   PCRحساسیت و ویژگی روش

. پینمموو و (Baird et al., 1999) گم ارش شمددرصمد 

را در ردیمابی  PCR، حساسمیت 2001همکاران در سال 

-سمال نگمه 2کمه  موجود در شیریمایکوپلاسما بویس 

درصد گ ارش نمودنمد، ایمن در حمالی  100داری شده 

 بنمابراین، .درصمد بمود 27است که حساسیت کشت آن 

را بممه عنمموان یممک روش مناسممب، جهممت  PCRروش 

های از نمونمهمایکوپلاسما بمویس شناسایی و جداسازی 

در  .(Pinnow et al., 2001) شممیر معرفممی نمودنممد

و همکاران  هیدتوشیتوس   ای دیگر در ژاپن کهمطالعه

نمونمه شمیر  1685ان ام گرفت، از تعداد  2010در سال 

سازی شده در محی  کشت اختصاصی، با استفاده از ینی

نمونممه مثبممت شممد کممه میمم ان  152تعممداد  PCRروش 

درصمد و  7/98حساسیت و ویژگی این تست به ترتیب 

بمه  PCRدرصد تعیین گردید و در م مموع روش  7/99

عنوان یک روش سمریت و ممؤثر بمرای شناسمایی گونمه 

های شممیر گاوهمما پیشممنهاد گردیممد بممویس در نمونممه

(Hidetoshi et al., 2010 .)در ترکیمه  سایین و همکاران

گماو مبمتلا بمه ورم پسمتان  172 ،گله شمیری 17از بین 

کمه از  تشخید دادنمد PCRرا با روش  مایکوپلاسمایی

مثبت  مایکوپلاسما بویسلحا  نمونه از  149این تعداد، 

بمه  مایکوپلاسمما بمویسدر این مطالعه،  گ ارش گردید.

ترین عامل عفونت ورم پستان مایکوپلاسمایی عنوان مهم

 (.Sayin et al., 2016)در گاوها شناسایی شد 

های مولکولی بر پایمه اسمتفاده از پرایمرهمای تست      

انیسم در اختصاصی، از شانس بالایی برای تشخید ارگ

هر دو نوع عفونت حاد و مم من برخموردار هسمتند. در 

های متعددی که در سایر کشورهای جهان ان ام پژوهش

به عنوان یک ژن هد  در تشمخید  uvrCاز ژن  ،شده

ان مام  در مطالعه استفاده شده است.مایکوپلاسما بویس 

ژن  ،2004و همکمماران در سممال  گرفتممه توسمم  توممما 

uvrC تقویمت  ژن همد  و ثابمت جهمت به عنوان یک

(Amplification) مایکوپلاسما بمویس های سویه توالی
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و  روزتممی .(Thomas et al., 2004)معرفممی گردیممد 

 Real-time PCRیممک روش  2010همکمماران در سممال 

طراحممی  uvrCاختصاصممی و جدیممد بممرای ارزیممابی ژن 

بمه طمور مایکوپلاسما بمویس نمودند که برای تشخید 

های بافتی و بدون نیماز بمه روش ر و نمونهمستقیم از شی

 Rossetti etمورد استفاده قرار گرفت ) DNAاستخراجِ 

al., 2010.) 

در این مطالعه بررسی میم ان آلمودگی نشمان داد از       

معمادل  نمونمه 14نمونه مثبمت مایکوپلاسمما،  97تعداد 

 تعلمح دارنمد.مایکوپلاسما بویس  به گونه درصد 57/29

تایج مطالعه حایر با سایر نقاا جهان نشان داد مقایسه ن

کمه میم ان طموری ،باشدمی ان آلودگی بسیار متفاوت می

های شیر در این مطالعه کمتر از حضور باکتری در نمونه

 Radaelli etمی ان حضور آن در شرای  مشابه در ایتالیا )

al., 2011( و بیشممتر از فرانسممه )Arcangioli et al., 

تموان ناشمی اشد. این متغیر بودن نتایج را میب( می2011

های تشخیصی و ممدیریت بهداشمتی از تفاوت در روش

ای در نیوزیلند، تعمداد در مطالعه های شیری دانست.گله

همای نمونه از مخازن شیر فله اخذ شده و بما روش 244

مورد آزمون قرار گرفتند کمه همیت نمونمه  PCRکشت و 

ک بررسی سرولوژیک دیگمر مثبتی گ ارش نگردید. در ی

 CFTدر نیوزیلنممد بمما اسممتفاده از روش  1999در سممال 

ها از نظمر حضمور )ثبوت عناصر مکمل(، تممامی نمونمه

 ،بادی ید مایکوپلاسما منفی بودند. ایمن مطالعماتآنتی

نیوزیلند را به عنوان یک منطقه عاری از ایمن ارگانیسمم 

ای العمه(. در مطMcdonald et al., 2009معرفی نممود )

بمر  2007و همکاران در تایلنمد در سمال  کام اکه توس  

همای شمیری بما همد  بررسمی نمونه از گاو 511روی 

ان ممام مایکوپلاسممما بممویس میمم ان شممیوع ورم پسممتان 

و روش  PPLOگرفممت، از دو روش کشممت در محممی  

Nested-PCR  1استفاده گردیمد. در ایمن مطالعمه، تنهما 

ممورد یکوپلاسمما بمویس مارأ  گاو به عنموان نمونمه 

برآورد گردید  درصد 8/1شناسایی قرار گرفت که معادل 

(Kampa et al., 2009در مطالعه .) ای دیگر که در سمال

 90کاران ان مام شمد، تعمداد و هم کاراهانتوس   2010

گلممه شممیری در شممرق ترکیممه  4ورم پسممتان از  نمونممه

الگمو از نظمر حضمور ژن  DNAابتدا  .آوری گردیدجمت

16SrRNA  بررسی گردید که ای اد باند با طمولbp280 

در روی ژل الکتروفورز معر  جنس مایکوپلاسما بمود. 

 دست آمده برای تشخید گونههمثبت بهای س س نمونه

 mb-mp81 (Mycoplasmaبمویس از نظمر حضمور ژن 

bovis membrane protein 81 ) مممورد ارزیممابی قممرار

 1/21نمونمه )معمادل 19گرفتند که نتایج نشان داد تعداد 

 ,.Karahan et al) بویس هسمتند ( آلوده به گونهدرصد

2010). 
های شیر از گاوهای مبمتلا در مطالعه حایر، نمونه      

بممه ورم پسممتان بممالینی اخممذ گردیممد، هممر چنممد کممه 

بمالینی و سمبب ورم پسمتان تحمتمایکوپلاسمما بمویس 

ال و همکماران در سم فموکسگردد. م من در گاو نی  می

را از شیر گاوهمای مبمتلا بمه مایکوپلاسما بویس ، 2008

ورم پستان بالینی که حداقل یکی از علایمم درمانگماهی 

 Foxدادند، جدا نمودند )ورم پستان را از خود نشان می

et al., 2008.) و همکاران  عثمانای که توس  در مطالعه

نمونه و با اسمتفاده  236در مصر بر روی  2008در سال 

ان ممام گرفممت،  PCRو  CMT ،ELISAهممای روشاز 

در موارد ورم پستان مایکوپلاسما بویس می ان آلودگی با 

گ ارش  درصد 09/9و تحت بالینی  درصد 73/14بالینی 

 (.Osman et al., 2008شد )
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مایکوپلاسمما بمویس  ،های متعدد در جهانپژوهش      

رم تمرین عواممل ای ماد کننمده وعنوان یکی از مهممبه را

 Kirk) کنمدپستان بالینی در گاوهای شیری معرفمی ممی

and Lauerman, 1994 Gunning and Shepherd, 

شممده توسمم  در انگلسممتان، تحقیممح ان ممام .(;1996

، Real-time PCRهمای کشمت و با روش آلن-جاستیک

–Justiceدرصممدی را نشممان داد ) 3/8 میمم ان آلممودگی

Allen et al., 2011ی در کانممادا (. در تحقیممح مشممابه

، میم ان شمیوع 2005و همکماران در سمال  کمایتوس  

های تنفسی و شیر گاوها با در نمونهمایکوپلاسما بویس 

 برآورد گردید درصد 4/2معادل  Real-time PCRروش 

(Cai et al., 2005.) در  2011ای در سممال در مطالعممه

جنوب شرقی فرانسه که با هد  ارزیمابی میم ان شمیوع 

وسمیله هدر موارد ورم پستان بالینی با بویس مایکوپلاسم

نمونممه شممیر ان ممام  828بممر روی  PCRروش کشممت و 

)کمتر  درصد 44/0گرفت، می ان آلودگی گاوهای شیری 

( اعلام شد. نتایج نشان داد که می ان عفونمت درصد 1از 

در فرانسمه بسمیار نماچی  مایکوپلاسمما بمویس پستان با 

های یافتمهمقایسمه  .(Arcangioli et al., 2011) باشدمی

نشمان داد میم ان آلمودگی  با این مطالعات تحقیح حایر

کمتر از کشورهایی مثل انگلستان و بیشتر از می ان مشابه 

 باشد.آن در کانادا و فرانسه می

مطالعه حایر اولین گ ارش در خصوص شناسمایی       

در ممموارد اورام پسممتان مایکوپلاسممما بممویس مولکممولی 

 بما اسمتفاده از روش کشمت و در گاوهمای ایمرانبالینی 

 uvrC و 16SrRNA همممایبمممر اسممما  ژن PCR روش

در را  PCRروش  ،باشد. نتایج حاصل از این تحقیمحمی

به عنوان یمک تکنیمک سمریت و مقایسه با روش کشت، 

معرفمی  مایکوپلاسما بویس تشخید جهت قابل اعتماد

عنموان بمهتوانمد میمایکوپلاسما بویس  دادو نشان  کرد

ای ادکننمده ورم پسمتان بمالینی در اصلی  یکی از عوامل

البتمه بایمد تحقیقمات  گاوهای شیری ایران مطرح باشمد.

بررسممی میمم ان شممیوع و تری در زمینممه بیشممتر و جممامت

در  مایکوپلاسممما بممویسآلممودگی ورم پسممتان ناشممی از 

هممای مممدیریتی و کشممور ان ممام گیممرد تمما بتمموان راهکار

سبی برای مقابله و کنترل خسمارات ناشمی ای مناقرنطینه

های شیری و صنعتی از این میکروارگانیسم در سطح گله

 اتخاذ نمود.

 

 سپاسگزاری

از  داننمدنویسمندگان بمر خمود لازم می وسیلهبدین

مؤسسممه  یمایکوپلاسممما مرجممتپرسممنل آزمایشممگاه 

دلیل همکاری بی به سازی رازیتحقیقات واکسن و سرم

حمموزه معاونممت تحقیقممات و ین همینممو  شممانشائبه

ایمن مؤسسممه بمه دلیمل حمایممت ممالی، ارائممه آوری فمن

امکانممات و ت هیمم ات آزمایشممگاهی جهممت ان ممام ایممن 

 پژوهش س اسگ اری نمایند. 

 ت ارض منافع

گونمه تضماد دارنمد کمه همیتنویسندگان اعملام می

 منافعی ندارند.
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