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جداسازی و شناسایی مایکوپلاسما آگالاکتیه)Mycoplasma agalactiae(  با استفاده از دو روش 
کشت و واکنش زنجیره ای پلیمراز)PCR( از شیر گوسفندان منطقه ماسال)استان گیلان(
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چکيده
سابقه و هدف: بيماري آگالاکسي واگيردار ))Contagious agalactiae، يک بيماري عفوني دامي در گوسفند و بز محسوب می شود كه منجر 
به عفونت پستان، بيماري مفاصل زانو، کدورت قرنیه چشم و سقط جنين در دام مي گردد. مايکوپلاسما آگالاکتيه مهمترين عامل این بيماري در 

گوسفند و بز می باشد.
هدف از اين تحقيق جداسازی و شناسایی مایکوپلاسما آگالاکتیه به کمک روش  هاي تشخيصي کشت و   PCR از شیر گوسفندان مشکوک به بیماری، 

در منطقه ماسال از توابع استان گیلان بود.
مواد و روش  ها: در این تحقیق از 5 گله گوسفندی كه علائم ظاهري بيماري را داشتند، 25 نمونه  از ترشحات پستان اخذ شد که پس از کشت 
در محیط DNA ، PPLO broth با استفاده از يكت Roche استخراج و مورد آزمون PCR قرار گرفتند. آزمون PCR بر روی نمونه  های استخراجی 
با استفاده از پرایمر های اختصاصی با محصولاتی به طول bp270 در ژن 16S rRNA برای جنس مایکوپلاسما و 375bp در ژن ليپوپروتئين برای 

گونه مایکوپلاسما آگالاکتیه انجام شد. 
یافته  ها: از مجموع 25 نمونه كه ابتدا درمحيط PPLO Broth )جهت غني سازي و رشد( و سپس در محیط PPLO  Agar جهت رشد و 
تشيكل پرگنه كشت داده شدند، تعداد 9 نمونه)36درصد( با تشيكل پرگنه، مثبت تشخيص داده شدند. در آزمون PCR جنس ماكيوپلاسما، 17 
نمونه)68درصد( مثبت با باند مشخص bp270 و تعداد 5 نمونه)29/4درصد( با باند مشخصbp375 در آزمون PCR گونه ماكيوپلاسما آگالاكتيه، 
مثبت گزارش شدند. از مجموع 25 نمونه دریافتی تعداد 8 نمونه در دو روش کشت و PCR مثبت، تعداد 7 نمونه در هر دو روش منفی، تعداد 1 نمونه 

کشت مثبت و PCR منفی و تعداد 9 نمونه PCR مثبت و کشت منفی شدند.
نتیجه گیری: نتايج حاصله نشان داد که  PCRبعنوان روش جایگزین مطمئنی برای کشت، در جداسازی و شناسایی مایکوپلاسما اگالاکتیه 
قابل استفاده می باشد. مایکوپلاسما آگالاکتیه برای نخستین بار از موارد مشکوک به بیماری از شیر گوسفندان منطقه ماسال گیلان جداسازی شد 

که بعنوان مهمترین عامل آگالاکسی در این منطقه شناخته نشد.
 کلمات کلیدی: مایکوپلاسما آگالاکتیه، آگالاکسی، کشت، PCR، گوسفند
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مقدمه
ها  مولیکوتکس   کلاس  در  گیری  قرار  اساس  بر  ها  مایکوپلاسما 
کوچکترین پروکاریوت فاقد دیواره سلولی و خود همانند ساز می باشند. 
اثبات شده که اين باکتري حاوي دست هاي از ژن  ها ميباشد که فاز 

تغيير ليپوپروتيين ها را کد ميکند. بنابراين باعث ايجاد تنوع آنتيژني 
در سطح غشاء ميشود)10(.

بیماری آگالاکسی یکی از مهمترین بیماری  های عفونی در گوسفند و 
بز می باشد. این بیماری سبب قطع توليد شير ميگردد بطوری که توليد 
شير حتي پس از بهبود دام نيز به ميزان عادي برنميگردد. همچنين 
يا دائم  فلجي و تورم مفاصل، لنگش)17(، پنوموني)8(، کوري موقت 
بدنبال تورم قرنيه و ملتحمه چشم و در ن هايت لاغري و ضعيف شدن 
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پلاک 113.
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دام ها نيز مشاهده ميشود که به بدليل طولاني بودن دوره بيماري در 
دامداري  ها، خسارت اقتصادي زيادي به همراه دارد. بالا بودن ميزان 
شده  شناخته  اقتصادي  هاي  خسارت  جمله  از  گله  در  جنين  سقط 

است)11(.
عوامل  از  یکی   )Mycoplasma agalactiae(آگالاکتيه مایکوپلاسما 
هایي  سويه  باشد.  می  بز  و  گوسفند  های  گله   در  بیماری  این  ایجاد 
 ،Mycoplasma mycoides(( مايکوئيدس  مايکوپلاسما  مانند 

)Mycoplasma capricolum( مايکوپلاسماکاپريکولوم
ايجاد  در   )Mycoplasma putrefaciens( مايکوپلاسماپوتريفيسنس  و 

علائم اين بيماری در ايران دخيل هستند)3(.
در  آگالاکسی  بیماری  کشور،  دامپزشکی  سازمان  رسمی  آمار  طبق  بر 
تمام مناطق دامپرور کشور وجود داشته، گوسفند و بز را مبتلا می کند. 
اکثر مولفان خارجي حساسيت بز را بيشتر از گوسفند ذکر کرد هاند، 
ولي در ايران اين امر صادق نيست و گوسفند حساسيت بيشتري نشان 
ميدهد. همچنين حيوانات نر و ماده به يک نسبت به بيماري حساسيت 
نشان ميدهند، منت ها در دام هاي نر و حيوانات نابالغ، علائم بيماري 

منحصر به علايم چشمي و مفصلي است )1(. 
در مطالع هاي که توسط Tola و همکاران در سال 1997 صورت گرفت، 
توسط  گوسفند  شير  هاي  نمونه  در  آگالاکتيه  مايکوپلاسما  جداسازي 

واکنش PCR مدنظرقرار گرفت)19(.
به  نسبت  بار  اولین  برای  توانستند   2012 سال  در  همکاران  و  آبتین 
جداسازی و شناسایی مایکوپلاسما آگالاکتیه از گوسفندان استان قم با 

استفاده از روش  های کشت و PCR  اقدام نمایند)4(.
خیرخواه و همکاران نیز در سال 2011 توانستند برای اولین بار با استفاده 
از روش  های کشت و PCR  مایکوپلاسما آگالاکتیه را از گوسفندان و بز 

های شهرستان بافت در استان کرمان جداسازی کنند)2(.
در مطالعه دیگری مرادی بیدهندی و همکاران با استفاده از روش  های 
مایکوپلاسما  کردستان  استان  های  بز  و  گوسفندان  از  توانستند  فوق 

آگالاکتیه را جداسازی و شناسایی کنند)16(.
از آنجا که منطقه ماسال با توجه به شرایط آب و  هوایی خود، در پرورش 
امروز گزارش  تا به  گوسفند در استان گیلان حائز اهمیت می باشد و 
دقیقی از شناسایی و جداسازی عوامل موثر در بیماری آگالاکسی در این 
استان  وجود نداشته است، لذا در  این مطالعه سعی شده است  برای 
گوسفندان  از  آگالاکتیه  مایکوپلاسما  شناسایی  و  جداسازی  بار  اولین 
منطقه ماسال از توابع استان گیلان با استفاده از کشت و PCR  انجام 

و گزارش شود.

مواد و روش کار
با توجه به اينکه در فصول زمستان و ب هار ميزان شيوع اين بيماري 
افزايش می یابد، در ماه  های بهمن 1390 و خرداد 1391 از 5 گلهي 
هدف  بر  مبتني  نمونهگيري  دامپزشکان  گزارشات  اساس  بر  مشکوک 

انجام گرديد. نمونه ها در محيط انتقالی كه حاوي مواد مغذی و آنتي 
سپتكي)استات تاليم و پني سيلين( مي باشد، در كنار يخ و در دمای 4 
درجه سانتی گراد، ظرف مدت کمتر از 24 ساعت به آزمايشگاه مرجع 
مايکوپلاسما موسسهي واکسن و سرم سازي رازي ارسال، بصورت موازی 
و تحت دو روش کشت و PCR نسبت به جداسازي عامل بيماري اقدام 

شد.
لیتر  میلی   5 در  ها  نمونه   آزمايشگاه،  به  ها  نمونه  ارسال  از  پس 
 24 حدود  دوره  يک  براي  سازی  غنی  جهت   PPLO Broth محيط 
از  پس  شدند.  انکوباسيون  گراد  سانتي  درجه   37 دماي  در  ساعته 
اتمام غنی سازی نمونه  ها، جهت جداسازی و شناسایی مایکوپلاسما 
پیپتاژ  بار  چندین  را  نمونه   ،PCR و  کشت  روش  دو  تحت  آگالاکتیه 
داخل  DNA استخراج  جهت  را  لیتر  میلی   0/7 حدود   کرده، 

استفاده  نمونه جهت کشت  باقیمانده  از  ریخته،  لیتر  میلی   1/5 تیوپ 
شد)18(.

روش کشت 
 نمونه مورد نظر جهت کشت با استفاده از فيلتر هاي مخصوص سرسرنگي
PVDF که داراي روزنه هايي با قطر 0/45 ميکرومتراند، در 5 ميلي ليتر

PPLO Broth با فشار کم و به آرامي ريخته شد)18(. سپس اين محيط 

در انکوباتور Co2 دار قرار گرفته و 5-3 روز تحت نظر قرار گرفت. اين 
محيط به دليل دارا بودن فنل رد قرمز رنگ است که در صورت رشد 
باکتري تغيير رنگ داده و به رنگ زرد متمايل ميشود. علاوه بر اين تغيير 
رنگ، ايجاد کدورت دال بر رشد باکتري در محيط است. در هر صورت 
محيط ها مجدداً در PPLO Broth پاساژ داده و پس از 24 تا 48 ساعت، 
 PPLO Agar 0/2 ميليليتر از هر کدام از محيط هاي مايع، روي محيط
Co2 دار منتقل و در دماي37  انکوباتور  به  در پليت کشت داده شده، 
درجه سانتي گراد به مدت 72 ساعت انکوبه گرديدند. محيط هاي کشت 
PPLO Agar هر روز با ميکروسکوپ نوري و با بزرگنمايي x40 از نظر 

تحت  نیمرو  مرغ  تخم  به شکل  مخصوص  هاي  پرگنه  تشکيل  و  رشد 
بررسي قرار گرفتند)18(.

PCR روش
0/7 میلی لیتر از نمونه  ها جهت استخراج DNA، پس از غنی سازی 
اولیه با استفاده از کیت استخراجDNA  شرکت Roche  با نام تجاری

العمل  دستور  طبق   High Pure PCR Template Preparation Kit

شرکت سازنده استفاده، پس از استخراج نسبت به تکثير DNA الگو به 
روش PCR اقدام شد.

اتخاذ  PCR در آزمایش تشخیص جنس و گونه یک روش  انجام  برای 
اصلی  مخلوط  مواد  ابتدا  گونه،  تشخیص  در  که  صورت  بدین  گردید. 
)Master Mix( طبق جدول شماره1 داخل میکروتیوپ 0/2 میلی لیتر 
ریخته شد.0/1 حجم باقیمانده یعنی 1/81 میکرولیتراز  DNAرا داخل 
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ظرف اضافه کرده و با توجه به اینکه حجم باید به 25 میکرولیتر برسد، 
باقیمانده را )16/29میکرولیتر( از H2O پر کردیم. قابل توجه اينكه برای 

کنترل منفی چون DNA نداریم،18/1 میکرولیترH2O  اضافه شد.

جدول 1- ترکیبات لازم برای ساخت Master Mix به تفکیک جنس 
و گونه

آزمایش تشخیص 
گونه

مواد مورد نیازآزمایش تشخیص  جنس

2.52.5PCR buffer

22MgCL2

0.20.5dntps

1+10.1+0.1Primer

0.2 (1 unit)0.25(1.25unit)Taq

6.95.45Total

پـس از آمـاده شـدن نمونـه، مخلـوط حاصـل در حجـم ن هایـی 25 
میکرولیتـر به دسـتگاه ترموسـایکلرGradient Mastercycler که از قبل 
روشـن شـده و درجه حـرارت آن برای مراحـل مختلف تنظیـم گردیده 
بـود، انتقـال داده شـد و انجـامPCR  بـا درجه حـرارت و زمان مناسـب 
گونـه مایکوپلاسـما آگالاکتیه طبق جدول شـماره 2 انجـام گردید)18(.
جدول 2- مراحل حرارتی آزمایش PCR در تشخيص گونه ماكيوپلاسما

تعداد چرخهمدت زماندرجه حرارتنام مرحله
واسرشت اولیه

c
˚955min1

واسرشت ثانویه
c
˚941min

35
c˚5اتصال پرایمر ها

7
1min

c˚7گسترش اولیه
2

1min

گسترش ن هایی
c
˚7210min1

در  تست  عملکرد  تایید صحت  و    PCR واکنش  هر  اجرای  منظور  به 
هنگام اجرای روش PCR  نیاز به یک شاهد مثبت و یک شاهد منفی می 
  PCR باشد. در این تحقیق کنترل منفي متشکل از همه اجزای واکنش
بدون حضور DNA بود )برای اطمینان از عدم آلودگی محیط کشت(. 
مايکوپلاسما  باکتري  استاندارد  نمونة   DNA از  مثبت  کنترل  براي  و 
آگالاکتيه)NCTC 10123( استفاده گرديد)شاهد مثبت باید فقط یک 
باند بدهد(. دريک چاهک نيز مارکر که خطکشي براي وزن باند ساخته 
شده ميباشد ريخته شد. چاهک  ها به ترتیب شامل: چاهک اول مارکر، 
هاي  و چاهک   منفي  کنترل  مثبت، چاهک سوم  کنترل  دوم  چاهک 

چهارم تا چاهک آخر، جهت بارگیری نمونه ها در نظرگرفته شد. 
در این مطالعه از الکتروفورز بر روی ژل آگارز 1 درصد که با سایبر رنگ 
الکتروفورز، بوسیله  از پایان مرحله  آمیزی شده بود، استفاده شد. پس 
برداری  تصویر   )UV Transluminator( بنفش  ماوراء  پرتوتاب  دستگاه 
صورت پذیرفته و محصول PCR در دمای 4 درجهی سانتيگراد نگهداری 

شد )18(. 
پرايمر  شد.  استفاده  هايي  آغازگر  از   PCR انجام  براي  طرح  اين  در 

 MGSO-GPO پرايمر  شامل  ها  مايکوپلاسما   عمومی  شناسایی  های 
از  هاي  قطع  تکثير  و  شناسايي  به  قادر  که  بوده  نوکلئوتید   bp270 با
ژن 16S rRNA هستند)13(. پرايمر های شناسایی جنس مايکوپلاسما 
آگالاکتيه شامل پرايمر FS1-FS2 باbp  375 نوکلئوتيد بوده که توانایی 

آغاز تکثیر قطعه ای از ژن لیپوپروتئین را دارند)19(.

یافته  ها
در این مطالعه دو روش کشت و PCR بصورت موازی و غیر وابسته به 
هم در تشخیص جنس باکتری استفاده شد. از مجموع 25 نمونه اخذ 
شده، تعداد 9 نمونه )36 درصد( با مشاهدۀ پرگنه هاي تخم مرغي شکل 
بر روي محيط کشت آگار، کشت مثبت ارزیابی شدند)شکل شماره1(. 
همچنين در آزمایش PCR، تعداد 17 نمونه )68 درصد( جنس مثبت 
)شکل شماره 2( شدند که از این تعداد 5 نمونه )29/4 درصد( با استفاده 
از آغازگر های شناسائی گونه، مثبت تشخیص داده شدند)شکل شماره 

.)3
 PCR با نگاهی دیگر، از مجموع 25 نمونه، تعداد 8 نمونه در کشت و
جنس هر دو مثبت و تعداد 7 نمونه در هر دو روش منفی بدست آمدند. 
تعداد 1 نمونه PCR  منفی و کشت مثبت و تعداد 9 نمونه PCR  مثبت 

و کشت منفی بودند. 

شکل1-تصوير ميکروسکوپي)x40( پرگنه هاي      مشاهده شده بر روي 
PPLO Agar محيط

شکل 2-  بررسي محصول PCR جنس مايکوپلاسما بر روي ژل ٪1. 1 
: مارکر )100bp DNA ladder(، 2 : کنترل مثبت )باند نمونه استاندارد 
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M. agalactiae (NCTC 10123( در ناحيه 163bp(، 3 : کنترل منفي 
)محيط کشت بدون تلقيح باکتري(، باند  هاي 4 تا 10 : نمونه  هاي 

موردآزمايش در اين مطالعه.

شکل 3- بررسي محصول PCR گونه مايکوپلاسما آگالاکتیه بر روي ژل 
1٪. 1 : مارکر )100bp DNA ladder(، 2 : کنترل مثبت )باند نمونه 
کنترل   :  3  ،)207bp ناحيه  در   MS-NCTC 10124-05 استاندارد 
منفي )محيط کشت بدون تلقيح باکتري(، باند  هاي 4 تا 9 : نمونه  هاي 

موردآزمايش در اين مطالعه.
بحث

در این مطالعه جداسازي و شناسایی مايکوپلاسما آگالاکتيه بعنوان یکی 
به  مشکوک  گوسفندان  شیر  از  آگالاکسي  بيماري  عوامل  مهمترین  از 
بيماري، با استفاده از روش کشت و PCR در منطقه ماسال انجام شد. 
بار حضور  اولین  برای  اینکه  گزارش، ضمن  این  نتایج  آمدن  بدست  با 
رسید،  تائید  به  ماسال  گوسفند  های  گله   در  آگالاکتیه  مایکوپلاسما 
روش PCR نيز بعنوان روشی مناسب در تشخيص سريع بيماری اعلام 
شد)5 و6 و9(. با توجه به خسارت هاي اقتصادي در جمعيت هاي دامي 
و با وجود تلاش  هايي که در خصوص پيشگيري و کنترل اين بيماري 
صورت گرفته)3 و 16(، انجام چنین تحقیقاتی در شناخت بهتر بیماری 

و عامل آن موثر است.
مايکوپلاسما آگالاکتيه از جمله باکتري  هايي است که به سختي از گله 
هاي آلوده جدا ميشود و روش هاي معمول در تشخيص مايکوپلاسما 
ها عمدتاً بر پاۀي روش هاي کلاسيک مانند تست  هاي بيوشيميايي و 
ايمونوفلورسنت قرار دارد. اين روش  ها وقتگير هستند، تفسير نتايج آن  
ها اغلب دشوار بوده، با ایجاد واکنش  های متقاطع سرمی، ایجاد جواب  
های مثبت و منفی کاذب می کنند)10 و20(. علاوه بر این، روش  های 
دیگری مانند روش کشت و روش مولکولی وجود دارند که هر یک از این 

روش  ها دارای معایب و مزایایی هستند. 
هر چند که روش کشت در بسیاری از منابع به عنوان روشی استاندارد در 
تشخیص مایکوپلاسما ها محسوب می شود، ولی دارای هزینه بالا بوده و 
زمانبر می باشد. روش کشت توانمندی ردیابی عفونت فعال مایکوپلاسما 
آگالاكتيه را داراست. نتایج مثبت روش کشت وابستگی زیادی به مرحله 
)بدون  نمونه  انتقال  نمونه و شرایط  اخذ  نحوه و محل  بیماری عفونی، 

آسیب به حیات باکتری( و اجرای روش کشت دارد)14(.
با عنوان جداسازي  در مطالعه ای که توسط Zendulkova و همکاران 
مايکوپلاسما آگالاکتيه توسط واکنش PCR در گله هاي گوسفند و بز 
اردن در سال 2007 انجام شد، از 15 گوسفند و 20 بز بيمار جمعاً 107 
سوآپ بيني، ملتحمه، واژن و کانال گوش خارجي اخذ شد. در اين مقاله 
عنوان شده است که تغيير رنگ محيط کشت نميتواند دال بر رشد يا 
هميشه  باکتري  اين  رشد  زيرا  باشد  آگالاکتيه  مايکوپلاسما  رشد  عدم 

سبب اسيدي شدن محيط نميشود)20(.
McAuliffe و همکارانش در سال 2005 در تحقیقی جهت تشخیص 

بیان  سرولوژیکی  های  تست   و  کشت  پایه  بر  مایکوپلاسمایی  عفونت 
داشتند که این دو روش بسیار وقت گیر و پر هزینه می باشند. بسیاری 
از PCR  های اختصاصی به این منظور ارائه شدند که این خصوصیات 

نامطلوب را جبران کنند )15(.
که  کنند  می  بیان  تحقیقی  در   1984 سال  در  همکارانش  و    Gray

 PCR از قسمت ریبوزومی می تواند به عنوان هدف اصلی RNA مولکول
انتخاب گردد. این انتخاب بر اساس میزان بیان ژنی آن  صورت گرفته 
است زیرا rRNA به صورت طبیعی دارای کپی  های زیادی می باشد و 
بنابراین هدفی خوب جهت یک آزمون PCR با حساسیت بالا است)12(.

در روش PCR به دلیل تکثیر DNA سلول زنده و یا بقایای DNA از 
با  عفونت  بودن  فعال  و  بودن  زنده  بین  ای  رابطه  باکتری کشته شده، 
  RNAعامل عفونی وجود نداشته و صرفاً در صورت  ردیابی  DNA ردیابی

عامل عفونی می توان آن را دال بر حضور عفونت فعال دانست)14(.
روی  بر   1391 سال  در  همکاران  و  آبتین  توسط  که  ای  مطالعه  در 
گوسفندان استان قم صورت گرفت، از مجموع 102 نمونه، 18/6 درصد 
نمونه  ها در کشت PPLO Agar مثبت تشخیص داده شدند و 57/8 
درصد نمونه  ها در آزمون PCR جنس مایکوپلاسما مثبت گزارش شد 
که از این مقدار، 32/2 درصد نمونه  ها در PCR، گونه مثبت بودند)4(. 
در مطالعه مشابهی  که توسط خیر خواه و همکاران در سال 1390 بر 
روی گوسفندان شهرستان بافت کرمان انجام شد، از مجموع 57 نمونه، 
 PCR 15/7 درصد نمونه  ها کشت مثبت و 54/3 درصد از نمونه  ها
جنس مثبت بودند که از این میزان 33/3 درصد نمونه  ها گونه مثبت 

شدند)2(.
در مطالع هاي که توسط Tola و همکاران بر روی 444 نمونه صورت 
پذیرفت، جداسازي مايکوپلاسما آگالاکتيه در نمونه هاي شير گوسفند 
توسط کشت و واکنش  PCR مدنظرقرار گرفت. محققين در اين طرح 
مايکوپلاسما  جداسازي  براي  روش  بهترين  که  رسيدند  نتيجه  اين  به 
زيرا  است.   PCR روش  گوسفند،  شير  از  مستقيم  به صورت  آگالاکتيه 
اولاً نتايج فقط پس از5  ساعت قابل گزارش است که با روش کشت این 
زمان حداقل به 7 تا 10 روز می رسد، ثانيأ در پروسهي اسيدي شدن 

شير ممکن است که زنده ماندن و رشد مايکوپلاسما کاهش یابد)19(.
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مايکوپلاسما  کشت  لحاظ  از  ها   نمونه   درصد   36 حاضر،  تحقیق  در 
مثبت بوده و 68 درصد نمونه  ها در PCR تشخیص جنس مایکوپلاسما 
مثبت گزارش گردید، همچنین 4 /29 درصد نمونه  های گرفته شده در 
PCR گونه ی مایکوپلاسما آگالاکتیه مثبت گزارش گردیدند. نتایج فوق 

در توافق نتایج محققین قبلی که تاکید کرده بودند که PCR جایگزین 
مناسبی برای کشت است، می باشد.

با توجه به اینکه عامل بیماری عمدتاً از چشم، پستان و مفصل جدا می 
که محل  داد  نشان  دنیا  مختلف  نقاط  در  متعدد  آزمایشات  شود)16(، 
ضایعه ای که بیشترین میزان جداسازی عامل بیماری را دارد متفاوت 
و  مفصل  از  را  بیماری  عامل  بیشترین   Belloy که  بطوری  باشد.  می 
کمترین را از چشم و Zendulkova برخلاف آن، بیشترین را از چشم 
و کمترین را از مفصل جدا کردند. Tola، آبتین و خیر خواه، بیشترین 
تعداد را از شیر و کمترین را از مفصل جدا کردند )2 و 4 و 7 و 19 و 

.)20
دادند،  انجام   2011 سال  در  همکاران  و  بیدهندی  که  پژوهشی  در 
ترتيب  به  را  بيماري  عامل  جداسازي  براي  نمونهگيري  محل  بهترين 
ترشحات پستان و مايعات مفصلي عنوان کردند و به هيچ عنوان سوآپ 
نتایج  نبود.  مناسب  آگالاکتيه  مايکوپلاسما  جداسازي  براي  چشمي 
حاصل از این تحقیق نشان می دهد که پستان می تواند محل مناسبی 
برای نمونه گیری، جداسازی و شناسایی مایکوپلاسما آگالاکتیه باشد و 

می تواند موافق با نتایج و ادعا های آبتین و خیرخواه و Tola باشد.
همچنین در این مطالعه تعداد 9 عدد از نمونه  ها PCR مثبت ولی از 
نظر کشت منفی گزارش شدند. محققان در توضیح یافته  های خود بیان 
نمودند که تفاوت در میان پاسخ  های حاصله از روش کشت و PCR می 
تواند به دلیل وجود سلول  های مایکوپلاسمای مرده و یا مایکوپلاسمای 

غیر قابل کشت باشد)14(.
نتایج در کشور هایی که سیستم پرورش متمرکز گوسفند و بز دارند، 
نشان داد که مایکوپلاسما آگالاکتیه عامل اصلی آگالاکسی است)11( 
بدین  است.  متفاوت  آمار  این  مطالعه،  مورد  منطقۀ  گوسفندان  در  اما 
صورت که عامل اصلی بیماری آگالاکسی در گوسفندان منطقه ماسال 
گونه آگالاکتیه نبوده )تن ها 29/4در صد( و اغلب جدایه  های بیماریزا 
را سایر گونه  های مایکوپلاسمایی تشکیل می دهند که با یافته  های 

حاصل از نمونه  های کرمان و قم مطابقت دارد)2 و 4(.
گرچه این مطالعه نشان داد که مایکوپلاسما آگالاکتیه در ایجاد بیماری 
می  هاد  پیشن  اما  است،  موثر  گیلان  استان  گوسفندان  در  آگالاکسی 
شود تا این مطالعه در سطح وسیع تری انجام شده و موارد جنس مثبت 
عفونت مایکوپلاسمایی اما گونه منفی از نظر آگالاکتیه، بررسی و سایر 

گونه  های دخیل در ایجاد بیماری آگالاکسی تعیین گردند.
نتیجه گیری

با  با روش كشت، سريعتر،  مقايسه  PCRدر  نتايج حاصله،   به  توجه  با 

هزينه كمتر و حساسيت بيشتر بوده و همچنین نتایج این مطالعه نشان 
می دهد که مایکوپلاسما آگالاکتیه یکی از مهمترین عوامل مولد بیماری 

آگالاکسی محسوب می شود.

تقدیر و تشکر
مطالب حاضر، حاصل تلاش دوستانم در آزمايشگاه مرجع مايکوپلاسما 
موسسه تحقيقات واکسن و سرمسازي رازي می باشد. بدین وسیله از 

ایشان تقدیر  به عمل می آورم.
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