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از  ه توسعه از جمله ايراندر جوامع رو باي را اخيرا جايگاه ويژه.... ) و  كبوترانطيور زينتي،  :شامل( طيور غير صنعتي 

گـذار بـر   رو زمينه بررسي عوامـل تاثير اين از .اندعنوان مدل آزمايشگاهي پيدا كرده يي و سرگرمي و حتي بهنظر اقتصادي، اشتغالزا

ان باز توسط انساي هستند كه از ديري و اهلي شدهكبوتران از جمله پرندگان وحش .اهميت زيادي استداراي سلامت اين پرندگان 

دان  هايهاي پرورش و انبارمكان دسترسي اين پرندگان به سالنا. مسابقات قرار گرفته اندشناخته و مورد استفاده در ارسال پيام و 

از .هاي صنعتي طيور شناخت عوامل پاتوژن اين دسته از پرندگان را واجد اهميت مي سازدها به فارمطيور صنعتي و انتقال بيماري

نهايتـا هـر    كبـوتر جهـت نمونـه بـرداري اسـتفاده شـد كـه        5تـا   3از ، بطور متوسط كبوتر 870با انه ارجاعي كبوترخ 16تعداد 

با علايم درمانگاهي تنفسـي يـا درگيـري     يهاي ارجاعلاشهدر نظر گرفته شد، همچنين از خانه مشخصه يك كبوتر )تجمعي(نمونه

سواپ ازشكاف ، دامپزشكي فردوسي مشهد دانشكده طيور تخصصي كلينيك بهارجاعي دستگاه تنفس فوقاني و كيسه هاي هوايي 

روش استاندارد سازمان بهداشـت  هنمونه ها در دو تكرار ب .گرديد اخذ بسته به مورد هوايي هايو كيسه ناييسطح  سقفي دهاني و

جدد داده شده كشت م Agar PPLO موارد مثبت  بروي محيط جامدكشت و  PPLO Brothمايع در محيط  OIE جهاني دام 

بـه روش   اسـتخراج  ژنـوم   هـاي حاصـله  و از كلنـي ) .هاي منفي در اولين تلاش، مجددا در مخيط مايع پاسـاژ داده شـدند  نمونه(

در تعيـين هويـت    16S rDNAجفت باز از ژن  1013اختصاصي جنس  با محصول  PCRبا استفاده از . انجام گرديد جوشاندن

 5از .سطح گونه انجام گرفت لات واكنش با مقايسه سكانس هاي ثبت شده در بانك ژنمحصوآناليز سكانس  سپس وسطح جنس 

هاي ثبت شـده بانـك   قايسه سكانسجدا و نتيجه تعيين توالي نوكلئوتيدي و مكبوترخانه  مايكوپلاسما  16كبوتر خانه  از مجموع 

در يـك  (Mycoplasma gallinaceum و ) مـورد  4در (  Mycoplasma cloumboraleهـاي  ژن، مشابهت بالا بـا گونـه  

  .بود ) مورد

  PCR ،كبوتر ،مايكوپلاسما: كليدي هاي كلمه

  

  

 



 :مقدمه

 درمان و پيشگيري ،به دشواري قابل تشخيص وبوده  بسيار معمول انكبوتر در تنفسي مشكلات رسدمي نظر به

  Big eye" ،"درد چشم" ،"سرماخوردگي" ،"one eyed cold" مانند هاييبيماري تشخيص صاحبان كبوتر در چه اگر.هستند

 بهاما  دشونروبرو مي شان اتيولوژي مورد در توجهي قابل سردرگميدر كبوتران با   ،"ديفتري" و " ،"coryza" ،"يا چشم بزرگ

 ornithosis از عبارتند برخي از آنها اينكه  دنشو درگير با علائم تنفسي مختلف هايبيماري توانند با اين پرندگان مي حال، هر

 A ويتامين كمبود و)  فوميگاتوس آسپرژيلوس( سآسپرژيلوزي كولي، اشريشيا عفونت كبوتر، آبله ،)پسيتاسي وفيلاكلاميدي عفونت(

 تنفسي علائمتوانند نيز مي نيوكاسل بيماري ويروسلنتوژنيك  هايسويهو (PHV I)  ويروس كبوتر هرپس همچنين) 1(باشند مي

 به mycoplasmosis چه اگر. است بحث هنوز مورد كبوترهاي تنفسي ايجاد سندروم در هامايكوپلاسما قشن اما د،نكن ايجاد

 كمي اتمستندا ساساما ا شده گرفته نظر در دامپزشكان از برخي و كبوتر دهندگان پرورش از بسياري توسطباليني نماد  يك عنوان

 Mycoplasma columborale  ،Mycoplasmaهاي  پلاسما به نامكنون سه گونه مايكوتا  .دارد وجود ديدگاه اين براي

columbinum  وMycoplasma columbinasale  با و عفونت تجربي Mycoplasma gallisepticum . 2  گونه

مايكوپلاسما كولومبينوم . باشندتر مي اخته شدهدر كبوتر شن M.  columboraleو  M. columbinumهاي مايكوپلاسما با نام

arginine-positive  هاي بيولوژيكي گونه بر اساس شاخص 2اين .باشدكننده گلوكوز ميو مايكوپلاسما كولومبوراله تخميربوده

از ناي و حفره دهاني حلقي كبوتران بيمار و سالم جداسازي و  هاي ياد شدهبه عنوان مثال گونه .باشندو سرولوژيك قابل تمايز مي

دروم بيماري تنفسي در جوجه به عنوان عامل اصلي سن M. columboraleاي ديگر ال در مطالعهبا اين ح. ش شده استگزار

هاي به هر جهت برخي از گونه. لت داردها عنوان شده است كه نتايج مشابهي بر صحت اين يافته در مطالعات ديگر دلاكبوتر

ضعف  توانند در شرايطي همچونوان مطرح بوده كه ميهايي همزيست با بدن انسان و حيها به عنوان ارگانيسممايكوپلاسما

هدف  ). 4(اندازدبه عنوان يك ژاتوژن عمل كرده و سلامت رابه مخاظره مي... هاي ميكس تنفسي و سيستم ايمني ميزبان، آلودگي

ران با استفاده از ژن ، جداسازي و تعيين هويت مولكولي در سطح گونه مايكوپلاسماهاي كبوتران در شمال شرق اياز مطالعه حاضر

16S rDNA  ا براي اولين بار در ايران بود هتعيين سكانس و رديابي فيلوژنتيك جدايه و.   

  

  

  

  

  



  

  :مواد و روش كار

  نمونه برداري 

نهايتا هر  وكبوتر جهت نمونه برداري استفاده  5تا  3كبوتر، بطور متوسط از  870كبوترخانه ارجاعي با  16از تعداد 

هاي ارجاعي با لاشههاي حاصل از كه شامل نمونه خانه در نظر گرفته شده يك كبوترمشخص )pooled sample(عيتجم نمونه

هاي هوايي ارجاعي به كلينيك تخصصي طيور دانشكده نفس فوقاني و كيسهعلايم درمانگاهي تنفسي يا درگيري دستگاه ت

 )نمونه تجمعي( هاي هوايي بسته به مورد اخذكيسهطح نايي و ازشكاف سقفي دهاني و س بسوا بود و دامپزشكي فردوسي مشهد

- ه، بوسيله شيكر بفيزيولوژي استريل افزودهسي سرم سي 2هاي مربوط به هر گله ، به لوله حاوي سوآبر آزمايشگاهد .گرديده بود

  .گرديد با سرنگ استريل برداشت مي وثانيه همزده  20مدت 

  شت باكتريايي ك

 داراي فاكتور pplo عيما طيمحسي سي  5حاوي  لوله  داخلاستريل  كرونيم 45/0 لتريف با الذكرسپس مايع فوق    

NAD و Cystein ، روز  17-10دت درجه سلسيوس بم 37 انكوباتور داخل در عيما يها طيمح. شدمي حيتلق بميزان استاندارد

 و شده قلمداد ييايباكتر يآلودگ از يناش ،اول ساعت رچها و ستيب يدرط كدورت اي رنگ رييتغ، در صورت گرم خانه گذاري شده

) ناشي از تغيير اسيديته( سمت زرد هرنگ بهاي كنترل منفي در صورت تغيير غير اينصورت با مقايسه با نمونه در .شد يم حذف

 0.45 لياستر لتريف از استفاده باسي سي  1 داده رنگ رييتغ عيما كشت طيمح از لياستر سرنگ با جامد طيمح در كشت جهت

پس از قرار . شدمنتقل ميهت پاساژ دوم به محيط مايع جديد همزمان ج و مجددا شدمي داده انتقال جامد كشت طيمح بهميكروني 

 با ينور كروسكوپيم اي لوپ ريز پرگنهمشاهده  صورت در روز 10 تا 7 مدت به 37 انكوباتور در جامد كشت يهاطيمح دادن

  .) 1شكل (انجام گرديد  وپيبرداري ماكرو وميكروسكتصوير  40ييبزرگنما

 PCRو  DNA استخراج

 را آن لياستر آنس با و مشخص كروسكوپيم ريز را يباكتر يكلن ،تيپل سطحهاي پرگنه از DNA استخراج يبرا   

به منظور رديابي  PCR وپذيرفت انجام  Boiling Method به روش حرارتي استخراج. گرديد حل يولوژيزيف سرم در و برداشته

DNA 1جدول (جنس هاي اختصاصي پرايمر مايكوپلاسما به كمك ( 16 ژن بر اساسS rDNAگرديد نجاما)5( .  

  

  



  هاي مورد استفاده جهت شناسايي جنس مايكوپلاسما پرايمر سكانس .1جدول

  گونه مايكوپلاسما  سكانس پرايمر  منبع

 

(5) 

  

 

5’-GCT-GGC-TGT-GTG-CCT-3’ 

5’ -TGC-ACC-ATC-TGT -CAC-TCT-GTT-AAC-CTC-3’ 

 

GPF 

MGSO 

  

 مخلوط. پذيرفت انجام TC )England)  512 Temperature Cycling System دستگاه بوسيله PCR آزمايش

 0.4 درصد، mM 2 Mgcl2، Tris-HCl pH 8.5، (NH4)2S04, Tween 20  0.2 حاوي PCR واكنش منظور به اصلي

Ampliqon Taq 0.2 units/µl ,dNTPs mM DNA polymerase كننده تثبيت و )Ampliqon -Denmark)، 2 

 باردو آب و الگو DNA از نانوگرم،  pmol/ µl)- (bioneer, South Korea) ،25 10( هاپرايمر از كدام هر از ميكروليتر

 سيكل 35 و C ° 94 در دقيقه 4 مدت به اوليه انكوباسيون از ستفادها تكثير با. برسد ميكروليتر 50 به نهايي حجم نهايتا تا تقطير

 درجه 72 دماي در ثانيه 50 مدت به سنتز و C ° 56 در ثانيه 30 مدت آنيلينگ به ،C ° 94 در ثانيه 30 مدت به دناتوراسيون

 بر ورزفالكترو روش با PCR لمحصو. انجام شد گراد سانتي درجه 72 در دقيقه 10 مدت به نهايي سپس گسترش و گراد، سانتي

 محصولات. ) 2شكل (شد داده قرار ساعت 2 مدت براي 80 ولتاژ در برومايد اتيديوم) µg/ml 0.5( حاوي% 1.5 آگارز ژل روي

نتايج . ارسال شد جنوبي كره bioneer شركتبه  واكنش بصورت دو طرفه هايپرايمر از استفاده با توالي نعيينواكنش جهت 

 Basic Local Alignment Search برنامهتصحيح و با استفاده از   Choroma lite 2.31افزاروتيدي با نرمسكانس نوكلئ

)BLAST( Tool  هاي گزارش شده به بانك ژنبا ساير سكانسجهت تعيين ميزان مشابهت National Center for

Biotechnology Information تيديبرازش نوكلئو همچنين. مورد بررسي قرار گرفت alignment  درخت فيلوژني و رسم

  .)3شكل  (انجام پذيرفت  ver. 5.5 CLC Workbenchافزار با استفاده از نرم

  : نتايج

مستقيم  PCRسازي گرديد كه نتايج كشت و مايكوپلاسما جدا، مورد مطالعهكبوترخانه  16 از كبوتر خانه 5 مجموعا از

هاي بانك ژن، مشابهت بالا با گونهدر هاي ثبت شده دي و مقايسه سكانسيين توالي نوكلئوتيتعو نيز همخواني داشت 

Mycoplasma cloumborale  ) مورد 4در ( و Mycoplasma gallinaceum)3شكل (را نشان داد ) در يك مورد( .  

  

  

  



  

  400xبا بزرگ نمايي   GHRKB12IRپرگنه مايكوپلاسماي جداشده از كبوتر جدايه : 1تصوير

  

  

 16S rDNA  :M:ladder 100واكنش زنجيره اي با استفاده از پرايمر هاي اختصاصي جنس براي ژن  الكتروفورز محصولات  :2تصوير

bp plus ,C+: Control +,C-: Control – , lane 1-4 GHRKB12IR, GHRKB66IR, GHRKB67R, GHRKB80IR  

  



  

 درخت 100 حداكثر) تكرار بار 1000 آناليز با اطمينان درصد ها شاخه بالاي اعداد( نژ فيلوژني آناليز از حاصلفيلوژني يا تكاملي  درخت: 3تصوير 

  method Neighbour joining باشد، مي تكرار هر در

 

 

 

  :بحث و نتيجه گيري

ز اهميت ر يك عفونت هستند، اها به علت اينكه معمولا روند بيماري را تشديد كرده و يا آغازگر بين عوامل پاتوژن، مايكوپلاسماد

 .Mو  M. columbinumانجام شده اسـت   1984و همكاران در سال  Keymerاي كه توسط در مطالعه. انداي برخوردارويژه

columborale  به همراهM. columbinasale هـا از  جداشده است كه برخي از ايـن نمونـه  ها از سينوس و ناحيه حلق كبوتر

عامل عفونـت طبيعـي تنفسـي در    تواند به عنوان ها ميمشخص شده است كه اين گونه .دانتران داراي علايم جدي تنفسي بودهكبو

 .M و M. columbinumي گونـه  2، 1998و همكـاران در سـال   Molokuwuدر نيجريـه نيـز    ).1(هـا مطـرح باشـند   كبوتر

columborale 2، حاضـر  مطالعه در )2.(مودنديايي شناسايي و گزارش نهاي سرولوژي و بيوشيمرا در كبوتر با استفاده از تست 

 .Mهـاي  هاي ثبت شده بانك ژن، مشابهت بالا با گونهمايكوپلاسما جدا و نتيجه تعيين توالي نوكلئوتيدي و مقايسه سكانس گونه

cloumborale  ) مورد 4در ( و M. gallinaceum)بـه منظـور   كـه   هدر طـي مطالع ـ  .) 3شـكل   (را نشان داد ) در يك مورد

از ناي و حفره دهاني حلقي كبـوتران   مايكوپلاسماجدايه  50بيش از هاي پرندگان وحشي انجام شده است، يكوپلاسماشناسايي ما

 .Mهاي شناخته شده ماكيـان از جملـه   مايكوپلاسما باجداسازي شده كه همه آنهااز لحاظ خصوصيات سرولوژيك و بيوشيميايي 



gallisepticum , M. iowa , M synoviae , M. melagridis  ي جـدا شـده از كبـوتران    هاگونهدر بين . بوده اند متفاوت

بوده و برخي ديگر تنها به عنوان فلور طبيعي در بـدن ايـن پرنـدگان    اوليه پاتوژن  بعنوان  M. columborale واساس شواهد بر

 ـ  ها به عنوان پاتوژناگرچه كه مايكوپلاسما) 3(وجود دارند دگان ايـن پرنـدگان و دامپزشـكان بـه     هايي خطرناك در نظـر نگـه دارن

از  .ها وجود نـدارد ها در به خطر انداختن جان كبوتراين ارگانيسم% 100ادي از قابليت حساب مي آيند ولي تا به امروز شواهد زي

ايكوپلاسمايي احيانا در گيري مها و ترسي داشته و نقش مهمي در انتقال ساير بيماريهاي طيور صنعتي دسها ، به فارمطرفي كبوتر

توانـد قابليـت   باشد مييماريزا در ماكيان مير بجداسازي مايكوپلاسما گاليسينائوم كه يك مايكوپلاسماي غي. توانند داشته باشندمي

همچنـين  . ريزا و غير بيماريزا را نشـان دهـد  بيماانتقال دهندگي غير فعال كبوتران را در انتقال مايكوپلاسماهاي  آلودگي فعال و يا

Molokwu   گزارش نموده اند كه و همكارانM. columborale     كـه نشـان از اهميـت    ) 2(انـد را از ماكيـان نيـز جـدا نمـوده

عـات  همچنـين مطال . هـاي صـنعتي دارد  هت كنترل رفت و آمد آنها به فارمشناسايي مايكوپلاسماهاي كبوتران و برنامه ريزي در ج

به نظر مي رسد مطالعه وسيعتري بـا  . آلوده شوند M. gallisepticumوز علائم به توانند بدون برنشان داده است كه كبوتران مي

جهـت برنامـه ريـزي از كـاهش نقـش آنهـا در خسـارات        روي مايكوپلاسماهاي كبوتران همكاري مراكز تحقيقاتي سراسر كشور 

  .زان اين خسارات احتمالي نياز باشداحتمالي به صنعت طيور و ارزيابي مي
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