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های ه(، جدا شده از جوجMG) سپتیکومگالی مایکوپلاسماتشخیص فاکتورهای حدت 

 با استفاده از تکنیکهای تنفسی، مبتلا به کمپلکس بیماری
 Real- time PCR High-Resolution Melting Curve 

 
 3محمدرضا محزونیه ؛2زمانی مقدمعبدالکریم ؛ *1آرش رمضانپور شاهی

 

 .ایران -هرکردش شهرکرد، دانشگاه دامپزشکی، دانشکده درمانگاهی، علوم گروه  پرندگان، یهایماریبدانشجوی دکترای تخصصی بهداشت و . 1

 .ایران -کردشهر شهرکرد، دانشگاه دامپزشکی، دانشکده درمانگاهی، علوم گروه. 2

 .ایران -گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهرکرد، شهرکرد. 3
 

 1403ماه دخردا 31 رش:یپذ   1403ماه اردیبشت 8افت: یدر

 یم زم  تفسس  یم اریاس ت ک ه باع   ب ییای پاتوژن باکتر کی( Mycoplasma gallisepticum) سپتیکومگالی مایکوپلاسما         

(Chronic Respiratory Diseaseدر ط )شودیم وری .CRD بلکه مفج ر  دهد؛یمکاهش را  در مزارع مرغداری یوربهرهمیزان  تفهانه

جدا شده  سپتیکومگالی مایکوپلاسما حدت یرهاکتوفا ییمطالعه شفاسا  یشود. هدف از ایم وریدر صفعت ط یتوجهقابل یاقتصاد انیبه ز

 Real-time PCR  High-Resolution Melting curve (HRM)تکفیک  زبا استساده ا یتفسس یهایماریبهای مبتلا به جوجهاز 

 تیبا استساده از ک DNAاستخراج . شد یآورجمعنمونه  20مطالعه وارد شدند. از هر مزرعه   یدر ا یمرغ گوشت مزرعه 50 یطورکلبهبود. 

 Real-time با استساده از روش مزرعهشد، چهار  یآورجمع هانمونهای که مزرعه 50از  انجام شد. DNA CTB i-genomicاستخراج 

PCR ذوب با وضوح بالا  یمفحف .شدند ییشفاسامثبت  کوپلاسمایما عفوانبهReal-time PCR ب ا  آمدهدس تبه یه اانجام ش د و داده

وج ود  هاای  نمون هدر  gapAو  pvpA ،crmA یهانژکه نشان داد  PCR جینتا شدند. وتحلیلتجزیه PCR max ستمیاده از ساستس

  یب  یتف وع مولک ول HRM وتحلیلتجزی ه. ش د های مشابه در مطالعات قبل ی ماایس هبا نمونه کتیلوژنیدرخت ف ترسیم جیداشتفد، نتا

 یقاب ل اعتم اد ب را یروش  HRM Real-time PCR اس تساده از مطالعه نشان داد ک ه  یا جینتا دهد.یجدا شده را نشان م هاینمونه

 است. مایکوپلاسماوجود فاکتورهای حدت مرتبط با پاتوژن  یو بررس ییشفاسا

 HRM Real-time PCR ژن حدت، ور،یط ،یمزم  تفسس یماریب ،کومیسپتیگال کوپلاسمایما: یدیکل یهاواژه

 

 قدمهم

 سایغذا ا یه جهانضدر عر یناش مهم وریطصفعت 

 یهاعسونت ازجمله یمهم یها، با چالشحال یباا. کفدیم

 یهاعسونت  یترمهماز  یکیمواجه است.  ییایباکتر

 سپتیکومگالی مایکوپلاسماصفعت،  یبر ا مؤثر ییایباکتر

متعلق به کلاس    سپتیکومگالی مایکوپلاسما. (20) است

Mollicutes یفردمفحصربه یهایژگیو یاست و دارا 

و عدم  یشگاهیآزما درکشتمانفد اندازه کوچک، مشکل 

 یفیتظاهرات بال. (27) است کامل یسلول وارهیوجود د

متساوت است، اما در سپتیکوم   گالی مایکوپلاسما از یناش

 یماریو ب هابوقلموندر  تیفوزیس جادیدرجه اول باع  ا

عسونت . (19) شودیم هاجوجه( در CRD) یمزم  تفسس

مفجر به کاهش  تواندیم   سپتیکومگالی مایکوپلاسما با

بر  د، همچفی وش دهفدگانپرورشمزارع تخم در  دیتول

کاهش  ی پوسته اثر سوء داشته، مفجر بههاهیلای ریگشکل

و متعاقب آن  وریآل در طدهیبه وزن ا دنیعدم رس و وزن

 صورتبه ی همباکتر  یا. (29،13)شودیم یضرر اقتصاد

از مزارع  طریق جوجه و تخم آلوده از یعمود همو  یافا

 یچسبفدگ  یپروتئ. (20) مفتال شود دهفدهپرورش

 حدت مرتبط با یاز فاکتورها یکی( pvpA) یفرض

  یپروتئ کی، pvpAاست.    سپتیکومگالی مایکوپلاسما

افزایش بیان عسونت  زماندر وابسته به شرایط است که 

 چکیده
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در  یناش مهم ای  پروتئی  مشهود است. ای  پروتئی 

 و فرار از ییایعسونت باکتربه  مرغ یدستگاه تفسسابتلای 

 فاکتورهای. (23،22) کفدیمرا ایسا  زبانیم یمفیا ستمیس

های شامل مولکول  سپتیکومگالی مایکوپلاسمادت دیگر ح

هستفد که اتصال اولیه  crmA و gapA سلولی  چسبفده

کففد و های تفسسی میزبان را تسهیل میباکتری به سلول

با توجه به (. 6،15) کففدبه گسترش عسونت کمک می

و نیاز  سپتیکومگالی مایکوپلاسما بیماری توجهقابل ریتأث

، ریوممرگبرای جلوگیری از  موقعبهریع و به تشخیص س

های ضررهای اقتصادی، روشوکاهش  یوربهره افزایش

 سپتیکومگالی مایکوپلاسما شفاسایی مختلسی برای

 ست. ا شدهگزارش

 سرولوژیکی برای شفاسایی یهاروش هرچفد

حساسیت  امامسید بوده است،  سپتیکومگالی مایکوپلاسما

محدود ب های کاذاحتمال واکفشل ا به دلیهآنو ویژگی 

 ، رشد آهستهبرزمانکشت باکتری به دلیل ماهیت  .است

 یهایباکترآلودگی با همچفی  احتمال و  هایباکتر

های مولکولی، روش(. 6،15) نیست یافهیبهمحیطی روش 

های خاص، ویژگی، حساسیت، مبتفی بر تشخیص ژن

دهفد و ه میسرعت و قابلیت تکرارپذیری بالایی را ارائ

 مامایکوپلاس را به ابزارهای ارزشمفدی در تشخیص هاآن
 .(9) کففدتبدیل می   سپتیکومگالی

های نکه برای تشخیص پاتوژ یک تکفیک عملی

ی محصولات نهایحرارتی  یهایژگیومختلف با استساده از 

 استساده (Amplicones)یمراز ای پلکفش زنجیرهوا

 Real-time PCR High Resoloution Melt ،شودمی

مارون  یک روش سریع، ساده و PCR-HRM .(3)ست ا

لف انواع مخت اده از آن می توانتساسبا  به صرفه است که

 اساس دمای ذوب آنهارا بر DNAهای رشتهتوالی 

 . (28،11) شفاسایی کرد

بر اساس پیشیفه فوق، هدف از مطالعه حاضر 

 سپتیکومگالی مایکوپلاسما شفاسایی فاکتورهای حدت

-PCR زها با استساده اتفسسی جوجه دستگاهجداشده از 

HRM مطالعه باهدف ای  با استساده از ای  روش، . بود

 شفاسایی نشانگرهای ژنتیکی خاص مرتبط با حدت

، مانفد پروتئی  چسبفدگی کومسپتیگالیامایکوپلاسم

 gapA های چسبفدگی سلولی، مولکولpvpA ی احتمال

. سایر عوامل مرتبط انجام شد وجود احتمال crmAو

سریع، قابل اعتماد و روشی  PCR-HRM از  استساده

حضور ای  عوامل  وتحلیلتجزیهکارآمد برای تشخیص و 

 دستگاهجدا شده از  کوپلاسمایما هایحدت در سویه

 .فراهم کردرا  هاجوجهتفسسی 

 

 مواد و روش کار

تا  1401های در ای  مطالعه ماطعی که بی  سال

مزرعه  50نمونه از  1000انجام شد، در مجموع  1402

محال چهار ن وهای اصسهامرغ گوشتی واقع در استان

جود انتخاب مزارع بر اساس و د.آوری شبختیاری جمع

یش ن مرگ و میر روزانه بعلائم بیماری حاد تفسسی و میزا

از  نمونه سواب آوریجمعنمونه برداری با . بود ٪1از 

یل مجاری تفسسی پرندگان مبتلا با استساده از سواب استر

 .انجام شد

با استساده از  DNA نمونه، استخراج آوریجمعپس از 

)ایفترون، کره  DNA CTB i-genomic کیت استخراج

های نمونه. انجام شدجفوبی( طبق دستورالعمل سازنده 

گرداب  (PBS) سالی  فسسات بافر لیترمیلی 1سواب در 

 حاوی PBS میکرولیتر محلول 200پس از آن، . شدند

DNA  میکرولیتر  10میکرولیتر بافر لیز و  200با

درجه  65مخلوط شد و سپس در دمای  K پروتئیفاز

 250سپس  د.ش هدقیاه انکوب 30سانتیگراد به مدت 

بافر به بایفدیگ رولیتر میک 250اتانول و  میکرولیتر

ها قرار گرفت و با محلول اضافه شد و سپس بر روی ستون

 در نهایت محلول حاوی. شسته شد ی شویفدهبافرها

DNA 20حل شد و در دمای  احیادر بافر  آمدهدستبه- 

 .(14)نگهداری شد گرادیسانتدرجه 

، با استساده از DNAدر ای  مطالعه پس از استخراج 

 مایکوپلاسما حضور دییتأ، Real-time PCRروش 
ها با استساده از پرایمرهای در بی  نمونه سپتیکومگالی

برای ارائه شده است، انجام شد.  1اختصاصی که در جدول 

میکرولیتر بود که از  10، حجم نهایی PCR ش هر واکف

 Nuclease-free (2/1شده است: آب  اجزای زیر تشکیل

پرایمر  میکرولیتر( 4/0) فورواردمیکرولیتر(، پرایمر 

، (میکرولیتر 5)مسترمیکس میکرولیتر(،  4/0 (ریورس

DNA  برای اطمیفان . (میکرولیتر 3)ژنومی استخراج شده

مفسی  هم نمونه کفترل مثبت و منتایج ه و دقت از صحت

 .شدند در نظرگرفته PCR یهاواکفشدر 

Archive of SID.ir

Archive of SID.ir

nazari
Rectangle

nazari
Rectangle



 

 

 1ه شمار - 18دوره 
 

 1403بهار و تابستان 

37 

 سپتیکوممایکوپلاسما گالیپرایمرهای اختصاصی شفاسایی  -1جدول 

 نام پرایمر توالی ژن هدف اندازه باند منبع

(25) 543  bp mgc2 
’3-TGAGCCAACTGAAGCGAT -’5 

’3-TAAACCCTGGTCGCATTC-’5 

MGmgc2-543 F 
MGmgc2-543 R 

 

 مایکوپلاسما های حدتدر ای  مطالعه، شفاسایی ژن
با استساده  crmA و  gapA ،pvpAشامل  سپتیکومگالی

پرایمرهای مورد استساده در ای  مطالعه  .انجام شد PCR از

انتخاب شده و در جدول  (31،25)بر اساس تحایاات قبلی

 منتایج ه و دقت ارائه شده است. برای اطمیفان از صحت 2

در   PCR هایمفسی در واکفش هم کفترل مثبت و  نمونه

 .شدند نظرگرفته

 

 PCR درواکفش crmA, pvpA, gapAشفاسایی فاکتورهای حدت  مربوط بهرایمرهای پ -2جدول 

 ژن هدف توالی نام پرایمر
MGcrmA-349 F 

MGcrmA-349 R 

MGpvpA-245 F 

MGpvpA-245 R 

MGgapA-332 F 

MGgapA-332 R 

’3-AATTATGATCATCTTAGGAGC -’5 

’3-GAAGGGAGGTTATTTTTAGA -’5 
’3-GTCCACGACCAATGAACAAG -’5 

’3-TGGGCTGTTAGGTCTGCTTG -’5 
’3-TCTAGCGCTTTAGCCCTAAACCCT -’5 
’3-TTGTGGAACAGCAACGTATTCGCC -’5 

crmA 

pvpA 

gapA 

 

در  آمدهدستبه PCR برای تعیی  توالی محصولات

. مرحله قبل، از پرایمرهای اختصاصی استساده شد

مرکز ملی سایت آمده با استساده از دستهای بهتوالی

  افزارو نرم GenBank (NCBI) تکفولوژیطلاعات بیوا

BioEdit  در . شدندماایسه شده مشابه  های ثبتتوالی با

-Neighbour ا استساده از مدلب ادامه درخت فیلوژنتیک

Jining  و مورد ارزیابی قرار  ساخته  مگا ایکس افزارنرم و

برای ارزیابی روابط  وتحلیلتجزیهای  . (33،21) گرفت

 مایکوپلاسما هایژنتیکی و ارتباط تکاملی در میان سویه
بر اساس و همچفی  شده یی شفاسا سپتیکومگالی

 .پذیر بودامکان، هاهای ژن حدت آنتوالی

 PCRترموسایکلراستساده از با  HRM وتحلیلتجزیه

Max(UK)  با استساده  های مفحفی ذوبدادهو  شدانجام

 .قرار گرفت وتحلیلتجزیهمورد  PCRmax افزارنرماز 

 ،55/90و  81/84، 61/84 نواحی نرمال بدی  ترتیب

توسط دستگاه درصد،  90اطمیفان  حدبا   75/90

 .شفاسایی شد

 افزارنرماز آماری با استساده  یهالیوتحلهیتجزتمام 

SPSS  با  ماادیر .انجام شد 19 نسخهP value  کمتر از

 .از نظر آماری معفی دار در نظر گرفته شد 05/0

(05/0>P) 

 

 نتایج

 شدند و ریآوجمع هانمونهکه  یامزرعه 50 تعداد زا

 مایکوپلاسما با استساده از پرایمرهای اختصاصی برای
چهار  نهنمو ، در مجموعشده بودغربالگری  سپتیکومگالی

 .درصد( برای حضور باکتری مثبت شفاسایی شد 8)مزرعه 

 40و  HAS 28،17 ،38 عفوانبههای مثبت ای  نمونه

 افت یبیشتر برای  جویوجستگذاری شدند. برچسب

، crmA و gapA ،pvpA حدت خاص، از جمله هایژن

  نتایج ای. شد مثبت انجام نمونهدر بی  ای  چهار 

ه حضور کنشان داده شده است  هاشکلدر  وتحلیلتجزیه

های مربوطه نشان عدم حضور هر ژن هدف را در نمونه یا

 . دهدیم

 نمونهرا در بی  چهار  pvpA حضور ژن 1 شکل

موسسه  TS-11واکس   دهد. در ای  شکلنشان می

 مثبت کفترل عفوانبه تحایاات واکس  و سرم سازی رازی

کفترل مفسی در نظر  عفوانبه، Nuclease-Freeو آب 

ی هادر نمونه pvpA د. بر اساس ای  شکل، ژنگرفته ش
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HAS 28،HAS 38  حضور  2 شکل .و واکس  مثبت بود

 crmA ، ژنعددبر اساس ای  . دهدیمرا نشان  crmA ژن

 .مثبت بود و واکس   HAS28، HAS 40 هایدر نمونه

 نشان داده شده است، وجود ژن 3همانطور که در شکل 

gapA  در بی HAS 28 ،HAS17  و واکس  مثبت

 .گزارش شده است
 

 ،HAS40: 3، ستون HAS17 :2، ستون (TS-11) : کفترل مثبت واکس 1 ستون؛ مثبت هایبی  نمونهدر  pvpAژن د وجو -1 شکل

 HAS28: 7 ستون، HAS38: 6ستون ، DNA نشانگر: 5ستون  (،Nuclease-free : کفترل مفسی )آب4ستون 

 

 
 HAS: 4، ستون HAS 40: 3، ستون HAS38: 2، ستون HAS 17: 1ستون ؛ مثبت هایبی  نمونهدر  crmA وجود ژن -2شکل 

 (TS-11  واکس): کفترل مثبت 7 ستون(، Nuclease-free : کفترل مفسی )آب6 ستون، DNA نشانگر: 5ستون ، 28

-TS) : کفترل مثبت واکس 3 ستون، HAS38: 2 ستون ،HAS17: 1ستون ؛ های مثبتیهدر میان سو gapA وجود ژن -3شکل 

 HAS 40 :7 ستون: کفترل مفسی )بدون هسته آب(، 6 ستون، DNA نشانگر: 5 ستون، HAS 28 :4 ستون، (11
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حدت در چهارنمونه مثبت  یهاژن ییپس از شفاسا

ها با آن یدینوکلئوت یتوال کوم،یسپتیگال کوپلاسمایما

  یشد. ا سهیماا  GenBankمجموع موجود در یهایتوال

جدا شده در  یهاهیسو  یشباهت ب  ییامکان تع سهیماا

 یهاداده گاهیارائه شده در پا یمطالعه و انواع اصل  یا

 کیلوژنتیدرخت ف کی  ،یه بر ارا فراهم کرد. علاو یکیژنت

ژن  یدینوکلئوت یتوال  یترمشابه حلیلوتتجزیهبر اساس 

pvpA  با استساده از مدلNeighbour-Jining   ساخته

 یبفدو خوشه یدر مورد روابط تکامل یلوژنیشد. درخت ف

مورد مطالعه  کومیسپتیگال کوپلاسمایما یهاهیسو یکیژنت

 (.4)شکل  ددهیرا ارائه م ییهادگاهید

 

 
 های مفتشر شده دردر ایران و سویه ارع مورد مطالعهمزجدا شده از های سویه pvpA های ژندرخت فیلوژنتیک بر اساس توالی -4کل ش

GenBank 
 

درخت فیلوژنتیک، مشاهده  وتحلیلتجزیهر اساس ب

 مایکوپلاسما واکس  تجارینوکلئوتیدی شد که توالی 
 %100 ،28شماره  نمونه ریال( و)شرکت م سپتیکومگالی

 2020گزارش شده از ایتالیا در سال  نهنموشباهت را به 

قرار در یک گروه ای خوشه صورتبه هانشان داد، زیرا آن

به طور قابل  TS-11 در ماابل، توالی واکس  .گرفتفد

ای جداگانه در و شاخه رسدیمتوجهی متساوت به نظر 

برای بررسی . (4)شکل  دهدیمدرخت فیلوژنتیک تشکیل 

 های نوکلئوتیدی ژنبیشتر روابط ژنتیکی، ماایسه توالی

gapA یک درخت فیلوژنتیک جداگانه بر اساس  .انجام شد

ارائه شده  5ر شکل د  gapA توالی ژن وتحلیلتجزیه

های ژنتیکی در تغییرات و شباهتتصاویر ارائه شده . است

ها و روابط متمایز هدهفد، و خوشارائه میرا ها میان سویه

برجسته  را سپتیکومیگال مایکوپلاسما در جمعیت

 .کففدمی

 

 
 های مفتشر شده دردر ایران و سویه ارع مورد مطالعهمزجدا شده از  هایسویه gapA ژن یهایتوالدرخت فیلوژنتیک بر اساس  -5کل ش

GenBank 
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 کی ساخت و یدینوکلئوت یهایتوال وتحلیلتجزیه با

 جهینت  یچفد توانیم ،gapA ژن یبرا کیلوژنتیف تدرخ

 ٪100 واکس  یتوال اول، مرحله در. کرد مشاهده را

 الیمر کومیسپتیگال کوپلاسمایما یتجار واکس  با شباهت

  یا. گرفتفد قرار هم با شاخه کی در و داد نشان را

 هیسو و واکس   یب شباهت از ییبالا سطح دهفدهنشان

 ریسا از آمدهدستبه یهایتوال ل،ابما در. است یتجار

 و دادند نشان واکس  یتوال با ییهاتساوت یفیبال یهانمونه

. دادند لیتشک کیلوژنتیف درخت در جداگانه یاشاخه

 آن دنبال به و ایاسترال در F هیسو با تساوت  یشتریب

 ففچ کی از شده جدا یانمونه و ییکایآمر یفیبال یهانمونه

 تفوع هاافتهی  یا. شد مشاهده 2014 سال در یخانگ

 زیمتما و کومیسپتیگال کوپلاسمایما تیجمع در یکیژنت

 ،ترجامع درک یبرا. کفدیم برجسته را واکس  هیسو بودن

  ژن یدینوکلئوت یتوال سهیماا کیلوژنتیف درخت 6 شکل

crmA و یکیژنت راتییتغ ریتصاو  یا. دهدیم نشان را 

 یالگوها بر و دهد،یم ارائه را هاهیسو انیم ارتباط

 تیجمع در متساوت یهاشاخه و زیمتما یبفدخوشه

 .کففدیم دیتأک کومیسپتیگال کوپلاسمایما

 

 
 GenBank رمفتشر شده د یهاهیسومزرعه در ایران و  یهاهیسو crmA ژن یهایتوالدرخت فیلوژنتیک بر اساس  -6کل ش

 

 قابل فتهای  یچفد ج،ینتا وتحلیلتجزیه اساس بر

 مطالعه  یا در استساده مورد واکس  یتوال. است مشاهده

 دهدیم نشان الیمر یتجار واکس  به را شباهت  یشتریب

 شماره نمونه  ،یا بر علاوه. ردیگیم قرار شاخه همان در و

 2019 سال در یجفوب کره از شده گزارش نمونه و 28

 شاخه انهم در  یهمچف و دهدیم نشان را ییبالا شباهت

 کینزد یکیژنت رابطه کی دهفدهنشان که ردیگیم قرار

 اگرچه 40 شماره نمونه که است ذکر قابل البته. است

دارد؛ اما  F و F99 هیسو واکس  یهانمونه با ییهاشباهت

 دهفدهنشان  یا. است شده داده قرار جداگانه یاشاخهدر 

 رد دفرمفحصربه یهایژگیو ای یکیژنت یهاتساوت یبرخ

 هیسو واکس  یهانمونه با سهیماا در 40 شماره نمونه

F99 و F که  کیلوژنتیف درخت در مشاهدات  یا. است

 یکیژنت یهایتوال اساس بر را یبفدخوشه یالگوها و روابط

 هانمونه دادن قرار. اندشده دهیکش ریتصو به دهد،یم نشان

  یب وهلابا یهاتساوت و یکیژنت تفوع ز،یمتما یهاشاخه در

. کفدیم برجسته را وتحلیلتجزیه مورد یهاهیسو

 و  gapA،pvpA ی هاژن یبرا HRM وتحلیلتجزیه

crmA و( واکس ) مثبت کفترل نمونه، چهار  یب در 

. است شده داده نشان ریز یهاشکل در( آب) یمفس کفترل
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 در gapA ژن نمودارها از آمدهدستبه جینتا اساس بر

 ژن  یهمچف داشت، وجود س واک و HAS 28 نمونه

pvpA نمونه در HAS 28- 38 ژن و داشت وجود crmA 

 .شد مشاهده واکس  و HAS 28 – 40 نمونه در

 

 
 سپتیکومگالی مایکوپلاسما های مختلفاز سویه pvpA ژن PCR محصولات HRM مفحفی وتحلیلتجزیه -7شکل 

 

نشان  7در شکل  pvpA ژن HRM هایمفحفی

به ترتیب  HAS 28 و HAS 38 نمونه HRM هدهد کمی

 ژن HRM وتحلیلتجزیهنتایج . بوده است 9/82و  3/83

gapA   بر اساس شکل . نشان داده شده است 8در شکل

   واکس  و HRM دهد کهنشان می ،HRM هایمفحفی 8

HAS 28  9شکل . بوده است 9/82و  8/82ترتیب  به 

نشان  crmA ژناز   HRM های تکثیر مفحفینمودار

 HASو HAS 40های نمونه و واکس  HRM دهد کهمی

 .بوده است 8/82 و 8/83 ،28

 

 سپتیکوممایکوپلاسما کالی های مختلفاز سویه gapA ژن PCR محصولات HRM مفحفی وتحلیلتجزیه -8 کلش

 

 یکومسپتا کالیمایکوپلاسم های مختلفاز سویه crmA ژن PCR محصولات HRM مفحفی وتحلیلتجزیه -9 شکل

 

 بحث

مفجر به بیماری  مایکوپلاسماپاتوژن عسونت طیور با 

را در  شود که سلامت طیورمی (CRD) مزم  تفسسی

ضرر اقتصادی موجب و  مزارع پرورش به خطر انداخته

با ای  باکتری آلودگی  .(27)شودها میبرای مرغداری

تولید تخم کاهش کاهش وزن طیور،  سببممک  است 

به  در مزارع شودمرگ و میر افزایش مرغ و در نهایت 

Archive of SID.ir

Archive of SID.ir

RAD
Text Box
41

nazari
Rectangle

nazari
Rectangle



 

 

 1شماره  - 18دوره 

 کومیسپتیگال کوپلاسمایحدت ما یفاکتورها صیتشخ

36 

میلیون دلار به صفعت  780طوری که سالانه بیش از 

 هایشفاسایی سریع سویه. (18،5) کفدخسارت وارد می

تواند در کفترل و درمان بیماری موثر می مایکوپلاسما

 ههای مولکولی از جملروش. باشد

  PCR HRM  خیص و تماد برای تشروشی قابل اع

با توجه به . (26) است مایکوپلاسما هایشفاسایی سویه

در صفعت طیور، ما  مایکوپلاسما هایاهمیت سویه

   سپتیکومگالی مایکوپلاسما تشخیص فاکتورهای حدت

های های مبتلا به کمپلکس بیماریجدا شده از جوجه

 عفوانبهرا   HRM Real-time  PCR تفسسی توسط

بر اساس مطالعات . هدف در ای  مطالعه انتخاب کردیم

  (PCR)   های مولکولیشد که روش انجام شده، مشخص

بالاتری نسبت به روش های تشخیصی  ارزشویژگی  از

در ای  (. 8) سفتی مانفد کشت باکتریایی برخوردار هستفد

 8) مزرعه 4  نمونه، مورد مطالعه  مزرعه 50مطالعه از بی  

 عفوانبهدرصد( با استساده از پرایمرهای اختصاصی 

وجود  .شفاسایی شدندمثبت    سپتیکومگالی مایکوپلاسما

در بی   crmA و gapA ، pvpAژن های فاکتور حدت 

نشان داد  PCR نتایج ت.مورد بررسی قرار گرفنمونه  4ای 

وجود  آن هادر بی   gapA و pvpA ، crmA هایکه ژن

 و همکاران چیفگ در مطالعات لاسماپمایکو شیوع. دارد

درصد و  7/2به ترتیب ، (2)و چفدهار و همکاران  (32)

 .ددرصد بود که با مطالعه حاضر همخوانی دار 33/13

ابتهال و همکاران  در مطالعات مایکوپلاسما اگرچه، شیوع

به ، (24)، جعسر و همکاران(8)، میشل و همکاران (27)

درصد بود که  4/78درصد و  5/63درصد،  9/85ترتیب 

را  سمامایکوپلا تساوت در شیوع. بیشتر از مطالعه حاضر بود

می توان به ای  دلیل توضیح داد که مرحله آلودگی حاد یا 

برداری و ها و روش نمونه، جمعیت نمونهداردمزم  

همچفی  در . همچفی  س  طیور در مطالعات متساوت بود

 یک مشخصتدرخت فیلوژن ترسیمای  مطالعه بر اساس 

شباهت بالایی با نمونه گزارش  pvpA که توالی ژن کرد

 gapA دارد، در حالی که ژن 2020ایتالیا در سال شده از 

ای های جدا شده در هیچ ناطهیچ شباهتی با نمونهه 

مشخص شد که توالی  crmA همچفی  در مورد ژن .ندارد

ژن جدا شده در مطالعه حاضر شباهت بالایی با نمونه 

دارد و در یک  2019گزارش شده از کره جفوبی در سال 

در مطالعات نورمحمدی و همکاران  .گیرندشاخه قرار می

( از تکفیک آنالیز ذوب با 31( و هاشمی و همکاران )35)

 مایکوپلاسما ژنتیکی تعیی رای ب  (HRM) وضوح بالا

  HRM از تکفیک استساده شد، بفابرای  در ای  مطالعه

 gapA ، pvpA، crmA حدت هایژن تشخیص برای

های عسونتتوجه های قابلیکی از ویژگی .استساده شد

رغم پاسخ ایمفی ها برای تداوم علیتوانایی آن مایکوپلاسما

  کففدهژن بیان   pvpA .(35،34،10) میزبان است

آزاد است که  C پروتئی  سطحی غشایی یکپارچه با انتهای

قرار در معرض تغییرات خود به خودی فاز با فرکانس بالا 

 شودها میتفوع اندازه در بی  سویهگیرد و موجب می

شود که ای  پروتئی  ناش مهمی در تصور می. (16،12)

کفد، که امکان فرار ایمفی را ایجاد تفوع آنتی ژنی ایسا می

 (17،1) کفدفراهم میبا ای  پاتوژن در طول عسونت مزم  

ای یک هها، بلکه در کلونتفوع نه تفها در بی  سویهکه 

تفوع مداوم در بیان چفی  آنتی دهد رخ  تواندنیز می سویه

، و (34) دهدرخ می های سطحی نیز در داخل بدنژن

ماری بالیفی و ممک  است عامل اصلی در ایجاد بی

. نتایج تحایاات قبلی (4) های سرولوژیکی باشدپاسخ

و  gapAهای اختصاصی وجود ژندهد که نشان می

crmA  به    سپتیکومگالی مایکوپلاسمابرای اتصال سلولی

. به نظر (7)زایی آن ضروری است سلول میزبان و بیماری

ها و تغییرات ففوتیپی گسترده در رسد که باای ژنمی

 مایکوپلاسما های اتصالی به سلول میزبان در میانپروتئی 

در  ای  پاتوژن  گستردهزایی سبب عسونت سپتیکومگالی

 .(31،30) استشده  هامیزبان

مزم   باع  بیماری (MG)  سپتیکومگالیامایکوپلاسم

شود که مفجر به افزایش در طیور می (CRD) تفسسی

نتایج . شودمی یریناپذجبراناقتصادی های رتلسات و ضر

 HRM Real-time PCR ای  مطالعه نشان داده است که

های یک تکفیک سریع و قابل اعتماد برای شفاسایی سویه 

تواند کفد و میارائه می سپتیکومگالی مایکوپلاسما اتوژنپ

 .های جدا شده تعیی  کفدتفوع مولکولی را در بی  سویه
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 Mycoplasma gallisepticum (MG) is a bacterial pathogen that causes chronic respiratory disease (CRD) 

in poultry. CRD not only reduces productivity in poultry farms but also leads to significant economic 

losses in the poultry industry. Molecular methods have emerged as a reliable tool for the diagnosis of 

this bacterial infection. The aim of this study was to identify virulence factors of Mycoplasma 

gallisepticum isolated from chickens with respiratory diseases using Real-time PCR High-Resolution 

Melting curve (HRM) technique. In general, 50 broiler farms were included in this study. 20 samples 

were collected from each farm. DNA extraction was performed using CTB i-genomic DNA extraction 

kit. From 50 farms where samples were collected, four farms were identified as Mycoplasma positive 

using Real-time PCR method. The melting curve was performed with high-resolution real-time PCR 

and the obtained data were analyzed using the PCR max system. PCR results showed that pvpA, crmA 

and gapA genes were present in these samples, the results of phylogenetic tree drawing were compared 

with similar samples in previous studies. HRM analysis reveals molecular diversity between isolates. 

The results of this study showed that the use of HRM Real-time PCR is a reliable method to identify 

and investigate the presence of virulence factors related to the Mycoplasma pathogen. 

Keywords: Mycoplasma gallisepticum, Chronic respiratory disease, Poultry, Virulence gene, HRM 

Real-time PCR 
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