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تشخيص سرولوژیکی و ميکروبيولوژیکی 
مایکوپلاسما ها از ماکيان صنعتی در 

کشتارگاه های طيور استان تهران

چکيد ه 
مایکوپلاس�موز یک بيماري عفوني با گس�تره وسيع مي باشد، که صنعت طيور را در س�طح جهان تحت تاثير قرار داده است. در زمينه 
تش�خيص بيم�اري؛ عليرغ�م اینکه ارزیابي هاي س�رمي تحت تاثير عوام�ل مختلفي چون مص�رف آنتي بيوتيک هاي مختل�ف و برنامه 
واکسيناس�يون قرار مي گيرند؛ انجام آزمایش�ات س�رولوژیک اس�اس برنامه هاي کنترلي را تش�کي�ل مي دهند.در این تحقيق پس از 
نمونه برداري از طيور کش�تار ش�ده در کش�تارگاه هاي استان تهران، با اس�تفاده از آزمایشات س�رولوژیک آگلوتيناسيون سریع سرم1 
و الایزا2 و کش�ت در محيط هاي آب گوش�ت و آگار اختصاصي مایکوپلاس�ما، نس�بت به ج�داس�ازي و شناس�ایي مای�کوپلاس�ماهاي 
 بيم�اري زا اق��دام گردی�د. از مجموع 4530 نمونه س�وآب حلقي و خون اخذ ش�ده از طيور مربوط به 226 س�الن؛ در آزمایش RSA با 
آنت�ي ژن )MG( Mycoplasma gallisepticum؛ 11/27 درص�د نمونه ه�ا مثبت بودند. این ميزان در م�ورد 4 M.synoviae )Ms(؛ 
38/19 درصد بود. در آزمایش ELISA که بر روي نمونه هاي مثبت RSA انجام ش�د؛ به ترتيب 66/86 درصد و 70/83 درصد نمونه ها 
MG و MS مثب�ت بودند. نتایج حاصله نش�ان دهنده بالا ب�ودن تعداد موارد مثبت کاذب در آزمایش RSA ی�ا پایين بودن ویژگي آن 
اس�ت. در مقایسه ش�يوع MG و MS در فصول مختلف؛ بيشترین شيوع با اختلاف معني دار )P>0/001( با سایر فصول؛ مربوط به فصل 
زمس�تان بود.از کشت نمونه هاي دریافتي از 226 س�الن تحت آزمایش؛ در 82 مورد مایکوپلاسما جدا گردید؛ که از این تعداد 36 مورد 

مایکوپلاسماهای غير از MG  و MS ، 12 مورد Mg، 29 مورد Ms  و 5 مورد همزمان MG و MS جداسازی شد.

کلمات کليد ي :  Mycoplasma gallisepticum ، Mycoplasam synoviae ، کشتارگاه، جداسازی، طيور
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Serolagic and microbiologic identification of avian mycoplasmas from slaughtered poultry in Tehran.
By: Valadan M. Members of Scientific Board of Agricultural Research, Education and Extention Organization 
(Corresponding Author; Tel: +989123108554), Pourbakhsh S.A. Members of Scientific Board of Razi Research 
Institute, Ghalehnoie M.R. Shokri Gh. Ahmadi A.R. and Ghadiri Abianeh M. Member of Scientific Board of Agricultural 
Research Education and Extention Organization, Khameneh F. Expert of Veterinary Organization, Tehran Branch.
In this research sampling of poultry slaughterhouses in Tehran province was done. The samples were investigated by 
serological tests : Rapid Serum Agglutination (RSA) , ELISA and Broth & agar specific culture of Mycoplasma. The main 
test for isolation and determination in this survey was RSA. In this investigation 4530 pharyngeal swab and blood sample 
from 226 poultryhouse were taken, in RSA method with MG antigen 11.27% were positive and false positive. This evaluation 
for MS was 38.19%. After this step the ELISA test was done on the positive and false positive RSA results, and 66.86% of 
Mg and 70.13% of Ms were positive. The results indicated that in RSA method, false positive was high and specificity was 
low. Comparison between prevalence of MG and MS in different seasons revealed in winter there are the most prevalence 
(P<0.001). Out of 226 poultry house covered in the study, in 82 cases, Mycoplasma was isolated from, which 36 cases was 
non MG and MS Mycoplasma, 12 cases was MG, 29 cases was MS, and 5 cases was simultaneously MG and MS.

Key words: Mycoplasma gallisepticum; Mycoplasma synovie; Avian, Slaughterhouse; Isolation; Identification, 
Serologic.                             

مقد مه
مایکوپلاس��موز یک بیماري عفوني با گستره وس��یع مي باشد که صنعت 
طیور را در س��طح جه��ان تحت تاثیر قرار داده اس��ت. این بیماري عامل 
مهم خسارت اقتصادي وسیع به واسطه ایجاد بیماري هاي دستگاه تنفس؛ 
ناهنجاري هاي حرکتي؛ کاهش در رشد و تولید تخم مرغ و نیز تنزل راندمان 
در هچ مي باشد؛ که توسط گونه هاي متعدد پاتوژن ایجاد مي شود. عفونت 
 M.gallisepticum مزمن دس��تگاه تنفس3؛ بارزترین عارضه ناش��ي از
مي باشد؛ که با نام هاي مترادفAir Sac Disease  )بیماري کیسه هاي 
هوائي( و Air Sacculitis )التهاب کیسه هاي هوائي( نیز شناخته مي شود. 
 Infectious با اسامي مترادف همچون M.synoviae عفونت ناشي از
synovitis  )الته��اب عفوني س��ینوس ها(،  Synovitis)التهاب عفوني 
س��ینوس ها(،  Silent air sac )کیس��ه  هوائ��ي خاموش( هم ش��ناخته 
مي شود. در حالت عادي مایکوپلاسموز با توان واگیري بالا و میزان مرگ 
و می��ر پایی��ن نمود پیدا مي کند؛ ام��ا در مواقعي که گله با س��ایر عوامل 
باکتریائي یا ویروس��ي مواجه شود؛ شدت و حدت بیماري و میزان تلفات 

آن افزایش مي یابد)13(. 
در زمین��ه تش��خیص بیماري؛ علیرغ��م اینکه ارزیابي هاي س��رمي تحت 
تاثی��ر عوامل مختلفي چون مص��رف آنتي بیوتیک ه��اي مختلف و برنامه 
واکسیناس��یون ق��رار مي گیرن��د؛ انجام آزمایش��ات س��رولوژیک اس��اس 
 برنامه ه��اي کنترل��ي را تش��کی��ل مي دهند )21(. جه��ت غربال گ�ري4 
گل��ه هاي طیور، اغلب از آزمایش RSA و یا آگلوتیناس��یون س��رم روي 
پلیت5 اس��تفاده مي ش��ود. آزمایش هاي مزبور س��ریع، کم هزینه و بسیار 
حس��اس هس��تند؛ ولي بزرگترین ایراد آنها ویژگي پایی��ن )واکنش هاي 
مثبت کاذب( مي باش��د. لذا براي تایید نمونه ه��اي مثبت، انجام آزمایش 

ELISA، ممانعت از هماگلوتیناسیون6 یا سایر آزمایشات سرولوژیک قابل 
قبول؛ یا کشت عامل بیماري ضروري است )4، 21(. 

تحقیق��ات انجام ش��ده درخص����وص تعیین حساس��یت Mg وMs  به 
آنت��ي بیوتیک ه��اي مختلف نظی��ر تتراس��ایکلین ها و تیامولی��ن )27(، 
تایلوزین )17(، انروفلوکساس��ین )11، 26(، دیفلوکساس��ین )30( و نیز 
اسپیرومایسین، اسپکتینومایسین، لینکومایسین و جنتامایسین )2( نشان 
دهنده حساسیت ای��ن عوامل بیم��اري زا نسبت به اغلب آنتي بیوتیک ها 
اس��ت؛ ولي اختلافات فاحش در خصوصیات بیماري زایي7، عفونت زایي8 و 
نوع آنتي ژن هاي س��طحي این عوامل، بخصوص در MG ، "جداس��ازي و 
شناس��ایي عامل" و تعیین حساسیت آن نسبت به آنتي بیوتیک هاي رایج 

در ایران را اجتناب ناپذیر مي سازد )21(. 
این تحقیق با هدف شناسایي عوامل مایکوپلاسموز در جوجه هاي گوشتي 
که جهت کشتار به کش��تارگاه هاي صنعتي استان تهران حمل مي شدند؛ 

انجام شد. 
مایکوپلاس��موز در طیور برای نخستین بار در ایران در سال 1955 توسط 
س��هراب و بهارصفت شناس��ایی ش��د )25(. وجود بیم��اري در نژادهاي 
خارجي نیز در س��ال 1957 توس��ط ایش��ان گزارش ش��د )2(. در س��ال 
Junghe 1959 و س��هراب در گله ه��ای طیور اطراف تهران و ش��مال و 
جنوب کشور، آلودگی وسیع مایکوپلاسمایی را با استفاده از آزمایش های 

سرولوژیک تائید نمودند )18(.
 )23(  2005 س��ال  در   Sarkar )24(؛   2005 س��ال  در   Sikder
بررس��ي  در   SPA ی��ا   RSA از  )16(؛  س��ال2007  در   Hossain و 
سرواپیدمیولوژیک مایکوپلاسموز استفاده نمودند.  Hanif در سال2007 
)15(؛ Turkyilmaz در س��ال 2007 )29( و Ahmad در سال2008 
)10( کارایي این روش را با برخي روش هاي س��رولوژیک دیگر؛ کش��ت و 
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روش هاي ملکولي مقایس��ه نمودند. بررسي های مختلف نشان مي دهد که  
RSA آزمایشي س��ریع، کم هزینه و حساس است؛ ولي بزرگترین اشکال 
آن ویژگي پایین مي باشد. لذا براي تایید نمونه هاي مثبت، انجام آزمایش 
ELISA ،HI یا س��ایر آزمایشات س��رولوژیک قابل قبول؛ یا کشت عامل 

بیماري ضروري است.
دبیری در سال 1366 از 9 نمونه از مجموع 300 نمونه نای طیور مشکوک 
 M.gallisepticum ،به عفون��ت مایکوپلاس��مایی در اط��راف ش��یراز
جدا نمود. تایید تش��خیص باکتری با کمک آزمایش های بیوش��یمیایی و 
س��رولوژیک صورت گرفت )6(. عابدیان جلودار در س��ال 1371 موفق به 
جداس��ازي مایکوپلاسما از 163 نمونه ناي از مجموع 466 نمونه مثبت از 
نظر س��رولوژیک شد )8(. صادقی در س��ال 1375 در بررسی 200 نمونه 
دس��تگاه تنفس طیور اط��راف اهواز؛ 7 نمونه مایکوپلاس��ما جدا کرد؛ که 
 MG یک نمونه با اس��تفاده از آزمایش های بیوش��یمیایی و س��رولوژیکی
تش��خیص داده شد؛ ولی س��روتیپ 6 نمونه دیگر به دلیل عدم دسترسی 
به آنتی س��رم های لازم مشخص نش��د )7(. بابایی آلوکنده در سال 1376 
از 425 نمونه طیور مش��کوک به عفونت های مایکوپلاسمایی، 100 نمونه 
مایکوپلاسما جداسازی کرد. پس از تهیه آنتی سرم MG در جوجه های 
4 روزه، 56 مورد از مایکوپلاس��ماهای جدا شده با آن واکنش نشان دادند 
)1(. قلعه گلاب بهبهان در س��ال 1385 با دریافت 115 نمونه سوآب ناي 
و  کیس��ه هاي هوایي از گله هاي داراي علائم مایکوپلاس��موز در اس��تان 
فارس؛ 100 نمونه از آنها را کش��ت و س��پس تحت آزمایش��ات PCR و 
 RFLP و PCR ؛ و 15 نمونه دیگر را مس��تقیماً تحت آزمایشات RFLP
ق��رار داد. از 100 نمونه گ��روه اول؛ در PCR ؛ 47 نمونه مایکوپلاس��ما 
 MS و 1 نمونه MG تش��خیص داده ش��د که از ای��ن میزان؛ 46 نمون��ه
تشخیص داده شد. از 15 نمونه دوم نیز در PCR ؛ 12 نمونه مایکوپلاسما 
 MS و 3 نمونه MG تش��خیص داده ش��د که از این می��زان؛ 9 نمون��ه
تش��خیص داده ش��د )Tiong .)9 در س��ال 1979 با هدف جداسازي و 
شناس��ایي مایکوپلاس��ما؛ اقدام به نمونه گی��ري از 240 گله داراي علائم 
CRD نمود. وي توانس��ت از 105 گله از گله هاي مذکور؛ مایکوپلاس��ما 

 )110 جدای��ه( جدا نماید. از این تعداد جدایه؛ 9 جدایه Mg ؛ 48 جدایه
M.avian serogroup D ؛ 45 جدای��ه M.gallinarum ؛ 1 جدایه 
M.iners  و 7 جدایه Unclassified تش��خیص داده ش��د. جداسازي 
 و شناس��ایي از طریق کش��ت؛ آزمایش��ات بیوش��یمیایي و س��رولوژیک 
  )disc growth inhibition and agar gel diffusion tests(
انجام ش��د )Gharaibeh .)28 در سال 2008؛ 76 گله از انواع مختلف 
گوش��تي؛ تخمگذار و مادر که داراي علائم تنفس��ي بودند را تحت بررسي 
قرار داد. وي آلودگي به M.gallisepticum در گله هاي تحت بررس��ي 
را با اس��تفاده از ELISA و جداس��ازي از طریق کش��ت؛ به ترتیب 73/5 
درصد و 31/6 درصد گزارش نمود. جدایه  هاي ناش��ي از کش��ت؛ متعاقباً 
تحت آزمون PCR قرار گرفته و در اثر این اقدام پنج الگوي ژني متفاوت 
با سویه واکسینال مورد اس��تفاده در واکسن M.gallisepticum مورد 

استفاده در اردن پیدا شد )14(.
تعیین حساس��یت عوامل شناس��ایي شده ناش��ي از این تحقیق نسبت به 
آنتي بیوتیک هاي رایج در ایران و تجمیع نتایج به دس��ت آمده با ماحصل 
تحقیقات مش��ابه و س��پس کاربرد نتایج حاصله در مرغداري ها )بالاخص 
گله ه��اي م��رغ اجداد و مادر، ب��ا توجه به انتقال عم��ودي عفونت از مادر 
ب��ه نتاج( در کنار س��ایر اقدامات کنترلي مي تواند موج��ب ایجاد زنجیره 
تولید عاري از مایکو پلاس��ما شده و از زیان هاي اقتصادي بسیار جلوگیري 

نماید.
 

مواد و روش کار
ط��ي هماهنگ��ي به عمل آمده با اداره کل دامپزش��کي اس��تان تهران؛ با 
توج��ه به اینکه قس��مت اعظم طیور کش��تار ش��ده در هفده کش��تارگاه 
صنعتي استان تهران، از استان هاي همجوار )قزوین؛ سمنان؛ قم؛ مرکزي؛ 
مازن��دران؛ گلس��تان؛ اصفهان و همدان( حمل مي ش��دند، ل��ذا با در نظر 
گرفتن موقعیت جغرافیایي شهرستان هاي استان تهران؛ فعالیت؛ ظرفیت 
و فاصله کش��تارگاه هاي در حال فعالیت، هشت کشتارگاه به شرح جدول 

یک براي نمونه گیري انتخاب شدند : 

جدول 1- کشتارگاه هاي طيور مورد مراجعه براي نمونه گيري

با اطلاعنام کشتارگاهردیف
ظرفيت

) قطعه در ساعت (

3000جاده ورامین ، فیروزآباد ، بعد ازپادگان توحید جنب خط لوله گازایران تیهو1

2000جاده مردآباد کرج ، پشت بیمارستان شریعتي زیتون کار2

2000کیلومتر دو جاده ساوه ، جاده واوان ، روبروي مافین آبادایران بورچین3

3000ساوجبلاغ ، روستاي قلعه چندارسپید پر4

2000شهرک قدس ، بعد از قبرستانرضا کوشانفر5

2000جاده ورامین ، باقرآباد ، روستاي صالح آبادپرناز طیور6

4000کمربندي شهریار ؛ ده بهاءپرنده پرواز7

2000رودهن ؛ قریه گل آهکوران رودهن8
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اخذ نمونه از کشتارگاه ها، پس از تهیه مواد و وسایل لازم، عملًا از ابتداي 
مهرماه س��ال 1382 آغاز و تا پایان آذر ماه سال 1383 به طول انجامید و 
هر هفته به یک کشتارگاه مراجعه شد. در هر بار مراجعه، به ازاي هر سالن 
هر مرغداري که طیور از آن به کش��تارگاه حمل ش��ده بودند، در صورتي 
که ظرفیت س��الن 10000 قطعه ی��ا کمتر بود،20 قطعه و در صورتي که 
ظرفی��ت س��الن بیش از 10000 قطعه بود، ب��ه ازاي هر 500 قطعه، یک 
قطعه طیور بیش��تر؛ به طور کام��لًا تصادفي انتخ��اب و از هر یک، نمونه 
خون جهت انجام آزمایش��ات سرولوژیک و نمونه سوآب از مخاطات ناي و 
شکاف کامي جهت کشت میکروبي اخذ شد. نمونه هاي خون و سوآب در 

لوله هاي دربسته به آزمای��شگاه منتقل شدند. 

آزمایش هاي سرولوژي 
نمونه هاي خون پس از انتقال به آزمایشگاه، دکوله شده و براي مدت یک 
ساعت در گرم خانه 37 درجه سانتي گراد قرار گرفت تا سرم آنها جدا شود. 
س��پس بلافاصله با مخلوط نمودن 20 ماکرولیتر از هر یک از س��رم هاي 
جدا ش��ده با نس��بت مس��اوي با آنتي ژن لاتکس  MGو MS ؛ آزمایش 
RSA روي لام انجام شد. جهت تایید     پاسخ هاي مثبت آزمایش مجدد 
با رقت هاي 1/4 و 1/8 س��رم نیز انجام ش��د. با توج��ه به اینکه بزرگترین 
ای��راد آزمایش RSA ، ویژگ��ي پایین آن یعني وجود پاس��خ هاي مثبت 
کاذب اس��ت، براي تایید نمونه هاي مثبت، آزمایش ELISA انجام ش��د. 
کیت مورد اس��تفاده براي ELISA کیت شرکت KPL آمریکا بود. براي 
انجام این آزمون در مرحله نخس��ت از سرم هاي تحت آزمایش و نیز سرم 
کنترل رقت 1/50 تهیه و س��پس 50 میکرولیتر از هر یک از س��رم هاي 
رقیق ش��ده با 50 میکرولیتر بافر رقیق کننده در پلیت اصلي مخلوط و به 
مدت 30 دقیقه در دماي آزمایش��گاه آنکوبه گردید. در مرحله دوم؛ س��ه 
بار شستش��و با محلول شستش��و x20؛ هر بار به م��دت 3 دقیقه انجام و 
 Anti" س��پس پلیت خشک گردید. در مرحله سوم رقت 1/100 ترکیب
IgG + پراکس��یداز" به تمام گوده ها اضافه و به مدت 30 دقیقه در دماي 
آزمایش��گاه آنکوبه گردید. در مرحله چهارم؛ س��ه بار شستش��و با محلول 
شستش��و x 20؛ هر بار به مدت 3 دقیقه انجام و س��پس پلیت خش��ک 
گردید. در مرحله پنجم سوبس��ترا ABTS بدون آنکه رقیق شود به تمام 
گوده ه��ا اضافه و پلیت براي م��دت 15 دقیقه در جاي تاریک قرار گرفت. 
در مرحله بعد 100 میکرولیتر از متوقف کننده x 5 رقیق ش��ده به تمام 
 Eliza گوده ها اضافه شد تا واکنش قطع شود. در نهایت نتایج با دستگاه
reader م��ارک Awernes آمریکا م��دلstat fax )در طول موج 405 
میکرولیتر ( قرائت ش��د. سرم هاي موجود س��پس در فری��زر 20- درجه 
س��انتي گراد نگه���داري ش��دند. کلًا طي42 بار مراجعه به کشتارگاه ها، 

تعداد 4530 نمونه خون و به همان میزان نمونه سوآب اخذ شد. 

کشت ميکروبي
ب��راي انتقال س��وآب ها؛ از محیط آبگوشت PPLO )با ترکیب 22/5گرم 
PPLO broth، 10 گ��رم عصاره مخمر، 3 میلي لیتر اس��تات تالیوم ده 
درص��د، 0/1 گرم NAD دو درصد، 2/5 میل��ي لیتر فنل رد یک درصد، 
1/2 میل��ي لیتر پني س��یلین G، 3 گرم گلوکز؛ 0/1 گ��رم هیدروکلراید 
سیس��تئین و سرم اسب یا خوک که مطابق با روش استاندارد )19( تهیه 

ش��ده و pH  آن در 7/8 تنظیم ش��ده بود( استفاده شد. محیط آبگوشت 
PPLO پس از س��اخت، در طول نمونه گیري تا زمان انتقال به آزمایشگاه 
میکروب شناس��ي بخش تحقیق و تشخیص بیماري هاي طیور موسسه؛ در 
شیش��ه هاي دربس��ته و در دماي یخچال نگهداري شد. هر شیشه حاوي 

آبگوشت PPLO براي انتقال 10 عدد سوآب استفاده شد. 
محتویات شیش��ه هاي آبگوشت PPLO حاوي س��وآب، پس از انتقال به 
آزمایش��گاه مخلوط ش��ده و سپس در شرایط اس��تریل 2 میلی لیتر آن از 
فیلت��ر 0/45 میکرون عبور داده ش��د و یک میلی لیت��ر آن به محیط تازه 
آبگوش��ت مایکوپلاس��ما که مطابق با اس��تاندارد مذکور ساخته شد)19( 
اضافه گردید و براي مدت 48 س��اعت در گرم خانه 37 درجه سانتي گراد 
ق��رار گرفت. تغییر رنگ محلول از قرمز به زرد )به دلیل اس��یدی ش��دن 
ناشی از رشد مایکوپلاس��ما و تخمیر گلوکز(، نشان دهنده رشد میکروب 
بود. به دلیل حساس��یت مایکوپلاس��ما در محیط اس��یدی ناشی از رشد 
لگاریتمی؛ بلافاصله با ش��روع تغییر رنگ؛ نسبت به پاساژ دوم اقدام شد و 
در صورت عدم تغییر رنگ؛ پس از 5 روز، نسبت به پاساژ دوم و نگهداری 
ه��ر دو پاس��اژ در گرم خانه اقدام گردید. محلول ه��اي تغییر رنگ یافته از 
فیلت��ر 45 درصد میکرون عبور داده ش��دند و در محلول براث و نیز آگار 
PPLO کش��ت مجدد ش��ده و براي مدت پن��ج ت��ا ده روز در آنکوباتور 
37 درجه س��انتي گراد نگهداري ش��دند. در طول مدت مذکور کلني هاي 
رش��د یافته بازبیني ش��ده و محیط هاي واجد کلني هاي مایکوپلاسما در 
یخچال نگهداري و جهت تایید نهایي، آزمایش آگلوتیناسیون سریع سرم 
با اس��تفاده از سرم استاندارد ش��رکت SPAFAS آمریکا روي آنها انجام 

شد.

نتایج
نتایج حاصل از آزمایش هاي سرولوژي

نتایج حاصل از انجام آزمایش��ات س��رولوژیک بر روي نمونه هاي سرم در 
جدول 2 و مقایس��ه نتای��ج حاصل از دو آزمای��ش RSA و ELISA در 

فصول مختلف در جدول 3 درج شده است:
از مجم��وع 226 س��الن تحت آزمایش؛ به ترتی��ب 42 )18/58 درصد( و 
98 )43/36 درصد( س��الن داراي حداقل یک س��رم مثبت قطعي MG و 

MS بوده اند.

نتایج حاصل از کشت ميکروبي 
از کش��ت نمونه هاي دریافتي از 226 س��الن تحت آزمایش؛ در 82 مورد 
مایکوپلاس��ما جدا گردید که از این تعداد، 36 مورد مایکوپلاسماهای غیر 
از MG  و MS ، 12 م��ورد MG، 29 م��ورد MS  و 5 م��ورد همزمان 
MG و MS جدا سازی و شناسایي شد. نتایج حاصل از کشت نمونه هاي 

دریافتي به تفکیک فصل؛ در جدول چهار درج شده است:
در جدول پنج نتایج حاصل از آزمایش هاي س��رولوژیک با نتایج حاصل از 

کشت مقایسه شده اند:

بحث
در تحقیق حاضر از مجموع 4497 نمونه س��رم )نمونه هاي داراي حداقل 
س��رم مورد نیاز از مجموع 4530 نمونه خون( که تحت آزمایش RSA با 
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جدول 2- نتایج حاصل از انجام آزمایش�ات س�رولوژیک RSA و ELISA بر روي نمونه هاي 
سرم

جدول 3- مقایسه نتایج حاصل از دو آزمایش سرولوژیک RSA و ELISA بر روي نمونه هاي سرم در فصول مختلف

* با توجه به در دسترس نبودن پادگن لاتکس MS در شروع مراحل اجرایي تحقيق؛ 
صرفا3480ً نمونه تحت آزمایش RSA با پادگن لاتکسMS قرار گرفتند.

MGMSنام کشتارگاهردیف

*45303480تعداد کل نمونه

336تعداد  نمونه هاي فاقد حداقل سرم مورد نیاز

44973474تعداد نمونه هاي تحت آزمایش

RSA

5071327مثبت )تعداد(

38/19 درصد11/27 درصدمثبت )درصد(

39902147 منفي )تعداد(

61/81 درصد88/73 درصدمنفي )درصد(

ELISA

339940مثبت )تعداد(

66/8670/83مثبت )درصد(

99246 منفي )تعداد(

19/5218/53منفي )درصد(

69141مشکوک)تعداد(

13/6210/64مشکوک)درصد(

کلزمستانپایيزتابستانبهار

MGMSMSMGMSMGMSMGMSMG

RSA 55177551211772832207465071327تعداد نمونه هاي مثبت در آزمایش

ELISA 41125419997199160517339940تعداد نمونه هاي مثبت تایید شده در آزمایش

ELISA 70/8%66/8%69/3%72/7%70/3%54/8%81/8%74/5%70/6%74/5%درصد نمونه هاي مثبت تایید شده در آزمایش

100%100%55%47/2%21/2%28/6%10/5%12/1%13/3%12/1%درصد از کل موارد مثبت تایید شده
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جدول 4- نتایج حاصل از کشت نمونه هاي دریافتي به تفکيک چهار فصل سال

جدول 5-  مقایسه نتایج حاصل از آزمایش هاي سرولوژي با نتایج حاصل از کشت

جمع کلMG و MGMSMSغير از MG و MSفصل

2011013بهار

008311تابستان

2599144پاییز

931114زمستان

361229582جمع کل

43/9014/6335/366/09100درصد

MGMS

           کشت
سرولوژي

منفيمثبتمنفيمثبت

4381880مثبت )تعداد(

1/7616/817/9635/39مثبت )درصد(

1317116112منفي )تعداد(

5/7575/687/0749/55منفي )درصد(

آنت��ي ژن MG قرار گرفتند؛ 507 نمونه )11/27 درصد( مثبت بودند. در 
تحقیق��ات Sarkar ؛ Sikder؛ Baua و Hossain این میزان بیش از 
این و به ترتیب 58/90 درصد؛  46/88 درصد؛ )در دو منطقه؛ 53 درصد 

و 46درصد( و 55/13درصد گزارش شده است )12، 16، 23، 24( . 
از 507 نمون��ه مذکور در آزمایش ELISA؛ 339 نمونه ) 66/86 درصد( 
مثبت؛ و الباقي منفي یا مش��کوک تشخیص داده شدند. آمار مذکور بیان 
کنن��ده بالا بودن تع��داد موارد مثب��ت کاذب )33/14درصد( در آزمایش 
RSA  و یا پایین بودن Specificity  آن مي باش��د که با آنچه در منابع 

مذکور در مقدمه مقاله آمده مطابقت دارد.
در خصوص تش��خیص س��رولوژیک MS نی��ز از مجم��وع 3474 نمونه 
س��رم که تحت آزمایش RSA با پادگ��ن MS قرار گرفتند؛ 1327 نمونه 
 ELISA 38/19درصد( مثبت بودند. از 1327 نمونه مذکور در آزمایش(
؛ 940 نمونه ) 70/83درصد( مثبت؛ و الباقي منفي یا مشکوک تشخیص 
داده ش��دند. درصد موارد مثبت کاذب در مورد MS " کمتر" از MG و 
براب��ر 29/17 درصد مي باش��د. در رابطه ب��ا MG ذکر این مهم ضروري 
اس��ت که روش های سرولوژیک از حساسیت بالایی برخوردار نبوده و این 
مهم مربوط به تفاوت معنی دار آنتی ژنیک بین سویه های MG مي باشد. 
غشای پلاسمایی MG حدود 200 پلی پپتید دارد که درتفاوت آنتی ژنیک 
سطحی، اتصال به سلول میزبان و انتقال مواد مغذی حائز اهمیت می باشند 

            .)29 ،24 ،21 ،20 ،16 ،15 ،10(
با تکیه بر نتایج آزمایش��ات س��رولوژیک )جدول سه( شیوع مایکوپلاسما 
 )P >0/001( در فص��ل زمس��تان با اختلاف معن��ي داري )MS و MG(

بیش از س��ایر فصول مي باش��د )بر اس��اس روش مربع کا(. ای��ن یافته با 
 نتای��ج حاصل از تحقیقاتSarkar ؛ Sikder و Hossain مطابقت دارد 

.)24 ،23 ،16(
Sarkar در بررس��ي سرمي شیوع Mg  اقدام به اخذ 382 نمونه خون از 
س��رخرگ زیر بال؛ در دو فصل تابس��تان و زمستان نمود و سرم حاصل را 
تحت آزمایش RSA قرار داد. وي58/90 درصد سرم ها را مثبت تشخیص 
داد. بر اس��اس تحقی��ق مذکور درصد آلودگي در فصل زمس��تان 62/44 
درصد و درصد آلودگي در فصل تابستان 53/10 درصد گزارش شده است 
)Sikder .)23 در بررس��ي میزان آلودگي به MG؛ 364 نمونه سرمي را 
تحت آزمایش SPA قرار داد. وي درصد ش��یوع M.gallispeticum را 
46/88 درص��د و حداکثر میزان آن را در فصل زمس��تان )61/45 درصد( 
گزارش نمود )Baua .)24 در بررس��ي س��رواپیدمیولوژیک MG در دو 
منطق��ه Lohagara و Satkania-Upazilla در بن��گلادش؛ اقدام به 
اخ��ذ 400 نمونه خون از گله هاي مرغ گوش��تي و تخمگ��ذار نمود. وي 
میزان آلودگي در گله هاي مرغ گوشتي و تخمگذار در منطقه نخست را به 
ترتی��ب 53 درصد و 73 درصد؛ و در منطقه دوم را به ترتیب 46 درصد و 
60 درصد گزارش نمود )Hossain .)12  575 نمونه س��رم که در طول 
یک س��ال از 115 گله دریاف��ت نموده بود را تح��ت آزمایش SPA قرار 
داد و درص��د آلودگي ب��ه MG را 55/13 درصد گزارش نمود. وي میزان 
آلودگي در زمس��تان را با اختلاف معني دار بیش��تر از تابستان و به ترتیب 

61/48درصد و 47/74 درصد اعلام نمود )16(.
از کش��ت نمونه ه��اي دریافت��ي از 226 س��الن تح��ت آزمای��ش؛ در 82 
م��ورد ) 36/28درصد( مایکوپلاس��ما ج��دا گردید که از ای��ن تعداد، 36 
 12 ، MS و  MG م��ورد )43/90درص��د( مایکوپلاس��ماهای غی��ر از
م��ورد )14/63درص��د( MG، 29 مورد )35/36درص��د( MS  و 5 مورد 
) 6/09درصد( همزمان MG و MS جداس��ازی و شناس��ایي شد. نتایج 
  Tiong موص��وف با نتایج تحقیق��ات دبیری؛ صادقی؛ بابای��ی آلوکنده و

مشابهت دارد )1، 6، 7، 28(.
ناهمخواني نتایج ناشي از آزمایشات سرولوژیک و کشت به شرح زیر : 

  MG : سرولوژي مثبت - کشت منفي : 16/81درصد 
          سرولوژي منفي - کشت  مثبت : 5/75درصد 

  MS : سرولوژي مثبت - کشت منفي : 35/39درصد 
          سرولوژي منفي - کشت  مثبت : 7/07درصد 
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و  جدول 4- نتایج حاصل از کشت نمونه هاي دریافتي به تفکيک چهار فصل سال  Turkyilmaz Hanif؛  جل��ودار؛  عابدی��ان  تحقیق��ات  نتای��ج  ب��ا 
Gharaibeh مشابهت دارد )8، 14، 15، 29(.   

بدون ش��ک م��وارد ”س��رولوژي مثبت - کش��ت منفي“؛ ناش��ي از تاثیر 
دارو درمان��ي ی��ا مقابل��ه اثر بخش سیس��تم ایمني بدن ب��ا عامل بوده و 
موارد”س��رولوژي منفي - کشت مثبت“ صرفاً نشان دهنده شروع بیماري 

و اخذ نمونه قبل از تحریک سیستم ایمني است.

سپاسگزاري
این پروژه با حمایت مالي و تصویب موسس��ه تحقیقات واکس��ن و س��رم 
س��ازي رازي و همکاري مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعي استان 
تهران و نیز اداره کل دامپزش��کي اس��تان تهران به اجرا درآمد؛ لذا ضمن 
تش��کر از مس��ئولین ذیربط؛ مراتب قدرداني خود را از آقاي دکتر روحاني 
کارگر موخر؛ ناظر محترم پروژه؛ دکتر افشین درداري؛ رییس وقت بخش 
تحقیقات دامپزش��کي مرکز تحقیقات مذکور و س��ایر همکاراني که بدون 

همکاري آنها اجراي پروژه مورد نظر امکان پذیر نبود؛ اعلام نماید.  

پاورقي ها
1- Rapid serum agglutination ( RSA )
2- Enzym Linked  Immuno Sorbent Assay ( ELISA)
3- Chronic Respiratory Disease (CRD)
4- Screening
5- Serum plate agglutination (SPA)
6- Heamagglutination Inhibition (HI)
7- Pathogenicity
8- Infectivity
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