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  مقاله پژوهشي
  

  در زنان مبتلا به عفونت هاي ژنيتال آپلاسما  گونه هاي اوره تعيين ژنوتيپ مولكولي
    16S-23S rDNA PCR- RFLPروش با

    

   **** ، ميرشمس الدين حسيني***بهرام كاظميدكتر   ،**نور اميرمظفريدكتر   ،*رضا ميرنژاددكتر 
  

  15/10/89:   ،  پذيرش    19/7/89  :دريافت 
  

  :چكيده
شـده اسـت، تـشخيص     از متدهاي آناليتيكي براي تمايز مايكوپلاسـما اسـتفاده  تاكنون عليرغم روشهاي وسيعي كه  :مقدمه و هدف

پائين روشهاي سرولوژي به دليل تغييرات سريع در  عموماً قدرت تمايز. مي باشدروبرو مشكل با مايكوپلاسماها درحد گونه هنوز 
 موجود در سطح سلولي مايكوپلاسماها، آن را بـه عنـوان يـك روش تايپينـگ مايكوپلاسـماها      هاي ايمني غالباندازه و فاز آنتي ژن
تايپينـگ مايكوپلاسـماها مـورد اسـتفاده      در مقابل روشهاي مولكولي اين مشكلات را ندارند و مي توانند براي. محدود كرده است

در  16S-23S rRNA PCR- RFLPولي گونه هاي اوره آپلاسما بـا تكنيـك   ژنوتيپ مولك هدف از اين مطالعه، تعيين.  قرار بگيرند
  .مبتلا به عفونت هاي ژنيتال بود زنان

دانشگاهي حـضرت    فرد بيمار مراجعه كننده به درمانگاه زنان و زايمان بيمارستان210توصيفي ـ مقطعي  دراين مطالعه  :روش كار
 براي انجام. انجام و به آزمايشگاه ارسال شد اب و از هر بيمار نمونه گيري انتخ1387-88در طي سالهاي تهران ) ص(رسول اكرم 

PCR- RFLP 559 اختصاصي جنس اوره آپلاسما براي تكثير نواحي با استفاده از پرايمرbp 16ژنS-23S rRNA  استفاده گرديد .
  .ختلفي قرار گرفتندم و سكانس كردن، نمونه هاي مثبت تحت اثر آنزيم هاي محدودالاثر PCR بعد از انجام

در مطالعه حاضـر  . آپلاسما ايزوله گشت گونه اوره%) 9/32( نمونه 69و با كشت %) 3/44(مورد  PCR ،93  با  نمونه210از  :نتايج
اختـصاصي   آنزيم( TaqI هاي كلينيكي جدا شدند و اين نتايج با استفاده از برش آنزيمي از نمونه) اوره آپلاسما پاروم(1تنها بيووار 

سكانس كردن نمونه هاي اوره آپلاسما نشان داد كـه   و PCR-RFLP هم چنين آناليز نتايج. تائيد گرديد) گونه هاي اوره آپلاسما
  .بودند  اوره آپلاسما پاروم3همگي از سروار 

گوهـاي آنزيمـي   چـون در ال  نيتال ايزولـه مـي گـردد و   ژبطوركلي مي توان گفت كه اوره آپلاسما پاروم از نمونه اي  :نتيجه نهايي
  هتروژنيستي ژنتيكـي وجـود نـدارد و عفونتهـا در افـراد مختلـف        ايزوله هاي اوره آپلاسما تفاوتي مشاهده نشده لذا در بين آنها

يـك روش   PCR-RFLP تكنيـك  هم چنين اين مطالعـه نـشان داد كـه   .  باشد1سويه تكي يعني بيووار  مي تواند ناشي از انتشار يك
  .ايزوله هاي اوره آپلاسما مي باشد تصاصي براي جداسازي، شناسائي و تايپينگسريع، قابل اجرا و اخ

   

 واكنش زنجيره اي پليمراز  / ژنوتايپينگ /اوره آپلاسما پاروم / ليتيكومآاوره آپلاسما اوره  :كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
مايكوپلاسماها عموماً مخـاط دوسـت هـستند كـه در                 

سي ميزبانشان در تماس نزديك بـا       دستگاه اورژنيتال و تنف   
سلولهاي اپي تليال ساكن مي شوند و عفونت هاي مختلف          

در ايـن   . در دستگاههاي تنفسي و تناسلي ايجاد مي كننـد        
بين، مايكوپلاسماهاي تناسلي در ارتبـاط بـا عفونـت هـاي        

   تناسلي، اختلالات توليـد مثـل و مـرگ و           ، دستگاه ادراري 
  
  

طوريكه امروزه آنها يكي از عوامـل       مير نوزادان مي باشند، ب    
 از عفونتهـاي    PIDمهم ايجاد كننده سرويسيت، واژينيت و       

ايمان ز ـ شايع در زنان مراجعه كننده به كلينيك هاي زنان      
اين ارگانيسم ها بوسيله ارگانلهاي     ). 1-4(به شمار مي روند   

چسبند  سطحي خود به سطوح مخاطي مجاري تناسلي مي 
الاي كلونيزاسـيون در اندوسـرويكس،      و با توجه به قدرت ب     

  احتمال ايجاد عوارض خطر آفرين براي مـادر و نـوزادش را           
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اصلي  عوامل از يكي اوره آپلاسما اوره آليتيكوم   . بدنبال دارند 
، پروسـتاتيت حـاد و آرتريـت        )NGU(اورتريت غيرگنوككي 

در  هم چنين اين ارگانيسم   . )3-5(اكتسابي در مردان است   
 غيرحامله سـبب كوريوآمنيونـاتيس، زايمـان        زنان حامله و  

خودبه خودي، تولد نوزاد نارس،    پيش از موعد، سقط جنين    
مشخص  كلينيكي مطالعات در .گردد مي سرويسيت و واژينيت

شده است كه دستگاه تنفسي نوزادان متولد شده از مادران          
آلوده به اين باكتري ها آلوده مـي شـوند و نـوزادان دچـار               

  ).6(تنفسي و مننژيت مي گردند ي، ديسترسپنومون سندرم
در طي سالهائي كه اوره آپلاسماها شناسائي و ويژگي               

چهــارده (آنهـا مــشخص شـد، آنهــا بـه چنــدين سـروتيپ     
مطالعـات بعـدي بـا      . متفاوت طبقه بندي شـدند    ) سروتيپ

 در طي چندين سـال  16S RNAاستفاده از سكانس كردن
يـا  ) Biovar(ر دو بيووار    نشان دادند كه چهارده سروتيپ د     

بيووار يك كـه اغلـب بيـووار        : دسته تقسيم قرار مي گيرند    
 اسـت،   1،3،6،14پاروم ناميده مي شد و شامل سروتيپهاي      

)  مـي گوينـد  T960اغلب به آن بيووار (درحاليكه بيووار دو    
   2، 4،5،7،8،9،10،11،12،13شـــامل ســـروتيپ هـــاي   

 آنها  DNA همولوژي   اخيراً دو بيووار بدليل اينكه    . مي باشد 
 مـي باشـد در دو گونـه جداگانـه قـرار             60حدود كمتـر از     

   پـاروم و بيـووار دو را       آپلاسـما  اورهرا   بيووار يـك   .گرفته اند 
ــد  ــوم ناميدنـ ــما اوره آليتيكـ ــك  . اوره آپلاسـ ــووار يـ   بيـ

بيــشتر از بيــووار دو از نمونــه هــاي ) اوره آپلاســما پــاروم(
گونه به طور همزمـان     شوند، ولي هر دو      كلينيكي جدا مي  

  ).7-9(ممكن است در بعضي از افراد وجود داشته باشند 
مختلف  بيوارهاي امروزه به منظور فهميدن نقش بالقوه      

اوره آپلاسما در انسان و در پاسخ به سؤال هائي كه در اين             
باكتريها  اين اپيدميولوژي كه است وجود دارد، ضروري زمينه

بـه همـين منظـور      . شخص گـردد  در مردان و زنان بالغ م ـ     
) PCRمانند  (تكنيك هاي آمپلي فيكاسيون اسيد نوكلئيك     

روشهاي  مانند(مرسوم تايپينگ كشت و روشهاي   جايگزيني
 براي جداسازي و تايپينگ هر يك از اين مـايكو         ) سرولوژي

). 10،11(است شده كلينيكي هاي نمونه از ژنيتال پلاسماهاي
هاي ژنوتايپينگ براساس   كه روش   اند  مطالعات نشان داده    

مي كند   متمايز هم از را آپلاسما اوره گونه هردو هدف چندين
و اين مي تواند بطوركارآمد جايگزين شـماي سـروتايپينگ       

شـود،   اسـتفاده مـي     گروهي كه در آن سرم پلي والانت       14
 كه  PCR-RFLP و   AP-PCRروشهايهردو بيووار با    . گردد

  آنتي ژن چند بانــدي اوره آز هدف آن ژنهاي ساب يونيت

  
) MBa(، 16S rRNA 16و نواحي فاصله اي داخلـيS-23S 

rRNA12،13( مي باشند، قابل تمايز هستند .(  
اين مطالعه جهت تعيين ژنوتيپ مولكولي گونـه هـاي          

 16S-23Sاوره آپلاسما و تمـايز آنهـا از همـديگر بـا روش    

rDNA PCR- RFLPل  در زنان مبتلا به عفونت هاي ژنيتا
  .انجام شد
  :روش كار

 فـرد بيمـار بـا    210توصيفي ـ مقطعي اين مطالعه  در      
 به درمانگاه زنان    88 تا شهريور  87كه از آذر   علائم كلينيكي 

) ص(و زايمان بيمارستان دانشگاهي حضرت رسـول اكـرم          
پس از پـذيرش،    . مراجعه كرده بودند، انتخاب شدند    تهران  

ر علائم كلينيكي مورد اين افراد توسط متخصص زنان از نظ    
بررسي قرار گرفته و با توجه به نتايج تستهاي آزمايشگاهي          
و باليني، در  آنهائي كه وجود سـاير عوامـل ايجـاد كننـده               
واژينيت و سرويسيت به جز مايكوپلاسماها رد شده بودنـد          

. سرويكس نمونه برداري انجام گرديد    و سواپ از واژن   توسط
سـرم  % 5حاوي  ( براث   PPLOيك سوآپ به محيط انتقال      

 و بــدون رنـگ و اوره و آرژينــين و  Gاسـب، پنــي سـيلين   
تلقيح شده و سـوآپ ديگـر در ميكروتيـوپ حـاوي         ) گلوكز
PBSكشت  جهت آزمايشگاه به سريعاً ها نمونه.  تلقيح گرديد

 PCR تا انجام PBSنمونه هاي .  ارسال گرديدPCRو انجام 
  ).14(ند درجه سلسيوس نگهداري شد-20در فريزر 

به منظـور جداسـازي اوره آپلاسـما مـورد نظـر و بـه                     
منظور حـذف فلـور طبيعـي باكتريـائي و قـارچي، محـيط              

 ميكـرون   45/0 حاوي نمونه را از فيلترهـاي        PPLOانتقال  
 عبور داده و به     ) كشور اسپانيا  eknokromaساخت كمپاني (

، %)20(شامل سرم اسـب     ( براث   PPLOمحيط هاي حاوي    
ml10 1(اره مخمر    عص (%ml140    محيط پايه PPLO،ml2 

اوره  u/ml5000(، ml20(Gسيلين پني ml 1،%)2/0(فنل رد 
تنظيم  0/6حدود بايد كشت  محيط pH. گرديد تلقيح%) 10(

در كنـدل   % (Co25تمام محيط ها در اتمسفر حاوي       . گردد
   .انكوبه گرديدند  روز5به مدت سلسيوس درجه 37 در و )جار

وله ها به لحاظ تغييـر رنـگ و عـدم كـدورت             هر روز ل        
در صـورت داشـتن      ).15،14(مورد بررسي قرار مي گرفتند    

شامل همان تركيبات   (تغيير رنگ نمونه ها به محيط جامد        
 37انتقال داده شـده و در       ) آگار  % 1محيط مايع به اضافه     

بعـداز  . انكوبه گرديدند % Co25درجه سلسيوس در اتمسفر     
هاي كلني هاي اوره آپلاسما با رنـگ         ساعت، ويژگي  72-48

  )X10 با عدسي( ميكروسكوپي  و بررسيDiennesآميزي 
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 روز مورد بررسي قرار گرفتـه  10محيط ها تا   . تعيين شدند 
گرديـد منفـي در       روز اگر كلني مشاهده نمـي      10و بعد از    

  ). 14،15(شدند مي گرفته نظر
استفاده از  از نمونه ها با  DNAدر آزمايشگاه استخراج          

ــت  high pure PCR template Preparation Kitكي

 Cat. No. 11 796 كشور آلمان با Rocheساخت شركت  ( 

 µL30 در حجم نهـائي  PCRواكنش . انجام شد) 001 828
 µL15 2X Master: هـر نمونـه شـامل   . در نظر گرفته شد

mix) كمپانيساخت Ampliqon IIIحاوي  )دانمارك  كشور
 1.5mM MgCl2 ،µgr 1 DNA ،الگو pmol20 از هرپرايمر 

reverseو  forwardحجم استريل تا دوبار تقطير و آب مقطر 
 µL30 طراحي  ما آزمايشگاه در كه پرايمر مورد استفاده  .  بود

  : از بودگرديد و توسط شركت سيناژن سنتز شد عبارت 
MyUuF 5`-TGG AGT TAA GTC    GTA ACA AG  
MyUu R 5`- CTG AGA TGT TTC ACT    TCA CC 

 94 دقيقـه    5 در دستگاه ترموسـايكلر شـامل        PCRفرايند  
 94 ثانيـه در     30 سـيكل    30درجه سلسيوس، بـدنبال آن      

 درجه سلسيوس مرحلـه   56 ثانيه در    60درجه سلسيوس ،    
Annealing   درجه سلسيوس و در نهايت 72 ثانيه در   60 و 

  . درجه سلسيوس انجام گرفت72 دقيقه در 5
 از الكتروفــورز در ژل PCR بررســي محــصولات بــراي      

 SYBR® Green با رنـگ  DNAو رنگ آميزي % 3آگاروز 
 شده خريداري(100bpماركر و QIAGeen شركت توليدات از

دستگاه  از استفاده با ژلها. شد انجام) از شركت سيناژن ايران
Gel Documentation1شـكل  ( مورد بررسي قرار گرفتند(  
 ) bp559قطعـه   ( بدست آمـده     PCRو در نهايت محصول     

  دـــاوره آپلاسما اوره آليتيكوم جهت تأئيد تعيين توالي ش
در ژن   GQ411532.2و با شماره      ) توسط شركت سيناژن  (

  .بانك جهاني ثبت گرديد
  

  
  ژل الكترفورز اوره آپلاسما اوره آليتيكوم: 1تصوير 

 6رديـف   . ثبت مي باشند   از نظر اوره آپلاسما اوره آليتيكوم م       4 و   1نمونه هاي   
بقيـه نمونـه هـا از نظـر اوره     ). 100bp DNA ladder, SM#333(مـاركر 

  .آپلاسما اوره آليتيكوم منفي مي باشند

   
 آمپلـي   DNAجهت تايپينگ، بعد از دريافت سكانس             

 BLASTبـا اسـتفاده از برنامـه     فاي مايكوپلاسما ژنيتاليوم
.  شـدند Alginژنوتيپ  آن بـا تـوالي ژنـوم سـكانس شـده             

 داده شـد  Web Cutterسكانس مورد مطالعه به نرم افـزار  
 ليــست آنــزيم هــا بعــلاوه محــل اثــر آنــزيم هــاي كــه آن

در اين مطالعه براي انجام     . محدودالاثر مختلف را ارائه نمود    
PCR-RFLP   محصولات PCR       بدسـت آمـده مايكوپلاسـما 

 ,AluI  ,Taq Iژنيتاليوم، تحت اثر آنزيم هاي محدودالاثر  

CacI8, BbsI ,EcoRI قرار گرفتند   .  
براي انجـام بـرش      : PCR-RFLPروش اجراي برش آنزيمي  يا       

   زيـر بـراي   µl 15 ابتـدا واكـنش   PCR-RFLPآنزيمـي يـا   
 آب مقطر 6.3µl :شده بودند تهيه شدند مثبت نمونه هائيكه

 آنـزيم  µl 0.2 بـافر آنـزيم،   µl 1.5استريل عاري از نوكلئاز، 
ــداز. PCR محــصولu ( ،7µl 20-10(ثرالاودمحــد ــه بع  تهي

ــه،     ــوق بطورجداگان ــاي ف ــزيم ه ــاوي آن ــالا ح ــنش ب  واك
 TaqIميكروتيوپ هاي حاوي تمام آنزيم ها به جـز آنـزيم             

 سـاعت و    2 درجـه سلـسيوس بـه مـدت        37در بن مـاري     
 65 در ترموسايكلر در دماي      TaqIميكروتيوپ حاوي آنزيم    
بعـد از دو  . رفتنـد  ساعت قرار گ2درجه سلسيوس به مدت  

همراه با مـاركر    % 3 روي ژل آگاروز     RFLPساعت محصول   
در .  آنـزيم نخـورده الكتروفـورز گرديدنـد        PCRو محصول   

 نهايت اندازه قطعات حاصل از برش آنزيمي تمـامي نمونـه          
 مثبــت بــا يكــديگر مقايــسه شــدند و ژنوتيــپ PCRهــاي 

  ). 2شكل (مربوطه براساس آنها تعيين گرديد
  

  

  
  

  پلاســما  ژل الكترفــورز بــرش آنزيمــي اوره آ  : 2ر تــصوي
مثبت اوره آ پلاسما اوره آليتيكوم كه       PCR محصول 1رديف  . اوره آليتيكوم 

.  تحت برش آنزيمي قرار نگرفته و به عنوان كنترل مثبت در نظـر گرفتـه شـد                 
 مثبـت اوره آ پلاسـما اوره    PCR محـصول هـضم آنزيمـي محـصول     2رديف 

 ايجـاد  bp227 و bp 332خورده و دو قطعه   برش TaqI آليتيكوم كه با آنزيم
 مثبت اوره آ پلاسما     PCR  نشان دهنده محصول      4و  3رديف هاي   . شده است 

رديف .  برش نخوردندBbsIو  Cac8Iاوره آليتيكوم كه به ترتيپ با آنزيم هاي 
  ).100bp DNA ladder, SM#333( ماركر 4
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  :نتايج
ــني   210از       ــانگين س ــا مي ــال 9/31) ±7/9( زن ب    س

% 7/76آنـان متاهـل بودنـد،       % 3/94. نمونه ها دريافت شد   
. آنان سابقه سـزارين داشـتند     % 9/2زايمان نداشتند و تنها     

   . نشان داده شـده اسـت    1عوارض در جدول     ميزان علائم و  
لازم بــذكر اســت كــه هيچكــدام ســابقه ابــتلا بــه ســندرم 

TORCH      رم منفي  ، تريكوموناس، كانديدا و كوكسي هاي گ
  .نداشتند

  
ميزان علائم وعوارض در زنان مبتلا به : 1جدول

 و ژنيتال مراجعه كننده به كلينيك زنان مايكوپلاسماهاي
  )ص(زايمان بيمارستان حضرت رسول

  درصد  تعداد  
  5/10  22  سوزش
  4/11  24  خارش

  4/81  171  ترشح فراوان
  3/3  7  تكرر ادرار

  2/5  11  درد زير شكم
  9/62  132  واژينيت

  2/26  55    سرويسيت
  0/1  2    اندومتريك

PID  2  0/1  
  

 نمونه كشت داده شده روي محيط هاي كشت         210از       
كشت مثبت  %) 9/32( نمونه 69اختصاصي اوره آپلاسماها ،     

در . مثبت بود %) 3/44( نمونه   93 در   PCRبودند و تكنيك    
 مثبت بودند و در     PCR نمونه هم كشت و هم       61اين بين   

  . منفي بودندPCRونه كشت مثبت ولي  نم8
 نشان داد كه پس از برش آنزيمـي         PCR-RFLPنتايج      

 مثبت نمونه هاي باليني، در الگوهاي بـرش         PCRمحصول  
آنزيمي بدست آمده تفاوتي وجود نداشـت و همگـي داراي           

 عـلاوه بـر تائيـد نتيجـه         PCR-RFLPيك الگو بودند، لـذا      
PCR      اوره آليتيكـوم همگـي از        نشان داد كه اوره آ پلاسما 

مي باشند و تيـپ هـاي مختلـف در          ) 3سروار  (يك ژنوتيپ 
هم چنـين بعـد از      .  مشاهده نشد  حاضرنمونه هاي مطالعه    

 كردن مشخص گرديد كه نمونـه       BLASTانجام سكانس و    
) اوره آپلاسما پـاروم   (1هاي ژنيتال مورد بررسي تنها بيووار     

ــووار  ــتند و بي ــما (T960را داش ــوماوره آپلاس از ) اورآليتيك
  . نمونه ها ايزوله نشد

  :بحث
  از متدهــاي تاكنوني كه ـــــعليرغم روشهاي وسيع     

  
آناليتيكي براي تمايز مايكوپلاسما استفاده شده است، ولي        

روبـرو  مـشكل   با  تشخيص مايكوپلاسماها درحد گونه هنوز      
عموماً قدرت تمايز پائين روشهاي سـرولوژي بـه         . مي باشد 

دليل تغييرات سريع در انـدازه و فـاز آنتـي ژنهـاي ايمنـي          
غالب موجـود در سـطح سـلولي مايكوپلاسـماها، آن را بـه              
عنوان يـك روش تايپينـگ مايكوپلاسـماها محـدود كـرده        

روشهاي پروفايل پروتئين همانند آناليز     . )10،11،13(است  
يم، الكتروفورز يك بعدي و دوبعدي و ايمونوبلاتينگ        ايزوآنز

هرچند داراي قدرت تمايز بـالا مـي باشـند، ولـي نيازمنـد              
تعداد نمونه هاي زيادي براي آناليز، زمان بر بودن و مشكل           

در مقابل روشهاي مولكـولي ايـن       . در گزارش دهي هستند   
 مايكوپلاسماها تايپينگ براي مشكلات را ندارند و مي توانند     

يكـي از روشـهاي مولكـولي كـه         . مورد استفاده قرار بگيرند   
براي همه انواع متفاوت ميكرارگانيسم ها شـامل باكتريهـا،          

. )10( اسـت    PCR-RFLPقارچ ها قابل استفاده مي باشد،       
در اين تكنيك آنزيم هاي محـدودالاثر كـه بـراي شكـست            

DNA كرومــوزمي بــاكتري بكــار مــي رونــد، اغلــب بــراي 
هـم بكـار مـي      ) PCRمحـصولات   (كون ها   شكست آمپلي   

انتخاب آنزيم اصولاً براساس دانش قبلي ما و براساس         . روند
 در خصوص سايت هاي بـرش در        PCRسكانس محصولات   

 بستگي دارند كه متغير مـي باشـند و ابـزار            PCRمحصول  
  . )11(مفيدي در مقايسه كردن سويه ها هستند 

ات مختلفي كه در     نسبي با مطالع   تطابقمطالعه حاضر         
ارتباط با بررسي ميزان جداسازي مايكوپلاسماهاي تناسلي       

ميــزان . در نقــاط مختلــف دنيــا انجــام گرفتــه اســت، دارد
 درصـد در    10جداسازي اوره آپلاسـما بـا روش كـشت، از           

 متغير بـوده    )17( درصد در آمريكا     54 تا   )16(كشور چين   
 و  )18(داست كه در اين بين مطالعه انجـام گرفتـه در هن ـ           

  درصـد، بـا  7/36 و32 به ترتيب با ميزان شـيوع     )19(ايران
ميزان جداسـازي اوره    . مطالعه حاضر شباهت بيشتري دارد    

 )20( درصد در كشور اتريش    20 ، از    PCRآپلاسما با روش    
در اينجـا نيـز     .  متغير اسـت   )21( درصد در روسيه   9/61تا  

 بـا ميـزان   (ميزان جداسازي بدست آمـده در ايـران و هنـد          
به درصد جداسازي كه در ايـن مطالعـه         %) 45شيوع حدوداً 

اخـتلاف داده هـاي     . بدست آمده است نزديك تر مي باشد      
كـه  (بدست آمده از دو روش، در شناسايي اوره آپلاسـماها           

بـا اخـتلاف بدسـت آمـده در         ) بـود % 4/11در اين مطالعه    
بطـور كلـي همانطوركـه    . مطالعات ديگر همخـواني داشـت     

   در مطالعات مختلف شيوع اوره آپلاسماها مشاهده ميشود،
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متفاوت گزارش شده است كه اين امر مـي توانـد ناشـي از              
نوع مطالعه، جمعيـت مـورد مطالعـه، تعـداد نمونـه، روش             
نمونه گيري، سن بيماران، نژاد، فرهنگ، منطقه جغرافيايي        

مـثلا در   . باشـد ) PCRكـشت و نـوع      (و روش آزمايشگاهي  
ــه  ــستوپلوساي مطالع ــال كري ــارانش در س  2006 و همك

نشان دادند كه بهداشت ضعيف ناحيه ژنيتـال افـراد مـورد            
بررســي در تهــاجم و التهــاب واژن توســط اوره آپلاســماها 

  .)15(نقش دارد
مطالعه حاضر نشان داد ترادف ژني گونه هاي مختلف               

اوره آپلاسما داراي محـل بـرش خـاص خـود مـي باشـند،              
اي كلينيكي گونـه هـاي مختلفـي        بطوريكه اگر در نمونه ه    

 نمـودن، مـي تـوان بـراين         PCRوجود داشته باشد، بعد از      
ايـن نتـايج مـشابه       . اساس آنها را از همديگر متمـايز كـرد        

 كـه مطـرح     )22( و همكـارانش مـي باشـد       كنـگ مطالعات  
 نـواحي فاصـله   16S rRNAنمودند بـا اسـتفاده از ژنهـاي    

يـر مجموعـه   ، ز16S rRNA -23S rRNAاندازه داخل ژني 
 مي تـوان گونـه هـاي        MBA 5´هاي ژن اوره آز و انتهاي       

اوره آپلاسما را شناسائي و ساب تيپ كرد و بـا اسـتفاده از              
اوره آپلاسما اوره آليتيكوم و     (اين ژنها مي توان اين دو گونه      

در مطالعـه   . را از همديگر متمايز نمـود     ) اوره آپلاسما پاروم  
ي ژنهـاي نـواحي فاصـله       حاضر با توجه به اين نكتـه از رو        

 پرايمر هـا طراحـي شـدند و    16S-23S rRNAانداز داخلي 
اوره  (1 و سكانس آنها نشان داد كه تنها بيووار          PCRنتايج  

از نمونه هاي كلينيكي ما جدا شـده ا نـد و            ) آپلاسما پاروم 
.  تائيـد شـد    TaqIاين نتايج بـا اسـتفاده از بـرش آنزيمـي            

ت بعد از برش آنزيمـي       مثب PCRچراكه تمامي نمونه هاي     
يك الگو را نشان دادند و تفاوتي در الگوهاي بدسـت آمـده             

ــاليز نتــايج . مــشاهده نــشد  و PCR-RFLPهــم چنــين آن
 هـــاي اوره آپلاسما نشان داد ك     ـــسكانس كردن نمونه ه   

 اوره آپلاسما پاروم بودند كه ايـن نتـايج          3همگي از سروار    
 اين زمينه بودنـد كـه       تقريبا مشابه نتايج مطالعات ديگر در     

 2مطرح كرده بودند اوره آپلاسما پاروم نـسبت بـه بيـووار             
ــا اوره آپلاســما اوره آليتيكــومT960بيــووار (   بيــشتر از )  ي

در . نمونه هاي كلينيكي به خصوص از زنان جدا مـي شـود     
و همكارانش در آلمان گزارش كردند       ابل هورن مطالعه اي   

 شـده از زنـان مراجعـه        اوره آپلاسـماهاي ايزولـه    %  81كه  
كننده به كلينيك زنان و زايمـان شـهر مـونيخ بيـووار اوره          

ــد ــاروم  بودن هــم چنــين در مطالعــه اي . )23(آپلاســما پ
   اوره آپلاسماي 680 و همكارانش نشان دادند كه از پاولسن

  
% 5/13 ، 1بيـووار  % 80ايزوله شده از نمونه هاي اورژنيتال      

لازم بذكر  . )24(يووار را داشتند  از هر دو ب   %  5/6 و   2بيووار  
 و نايــسن، )22( و همكــارانشكنــگاســت كــه مطالعــات 

 نـشان دادنـد كـه       )26( و همكـارانش   يـي ،  )25(همكارانش
بيووار اوره آپلاسما پاروم نيز از نمونه هاي بـاليني از زنـان             

لازم . مبتلا به عفونت هاي ژنيتال بيشتر ايزوله مـي گـردد          
هده شـده در مطالعـات      بذكر است كـه تفـاوت هـاي مـشا         

  و ممكن است ناشي از روش مطالعه، مكـان نمونـه گيـري           
  . نوع نمونه باشد
  :نتيجه نهايي

 در مطالعه حاضر PCR-RFLPبطوركلي نتايج  تكنيك        
نشان داد كه هتروژنسيتي بين اوره آپلاسماها ايزوله شـده          

بيـووار اوره   (مشاهده نمـي گـردد و همگـي از يـك بيـوار              
ايجاد  عوامل مي باشند، لذا ميتوان گفت كه      )ارومآپلاسما پ 

كننده عفونت هاي تناسلي در بين زنان مـورد مطالعـه در            
تهران ناشي از انتشار يك بيوار تكي مي باشند كه اين كـار    

 آلودگي را در آنهـا آسـانتر        ءدرمان بيماران و پيگيري منشا    
  در نهايــت مــي تــوان بيــان كــرد كــه تكنيــك . مــي كنــد

PCR-RFLP تكرارپذيري  ساده، قابل  بندي تيپ سيستم  يك
بـراي  از آن   با قدرت تمايز بـالا مـي باشـد كـه مـي تـوان                

مطالعات مختلف از جمله ارزيـابي شكـست هـاي درمـاني            
 هـاي  سـويه  ثبت در سويه قبلي،  بدليل ظهور سويه جديد يا    

ند و در   ه ا اوره آپلاسماها جديد كه در آزمايشگاه ايزوله شد       
ان اوره آپلاسماها با يافتن منشاء آلـودگي        پيشگيري و درم  

درك  و شناسائي جهت مناسبي روش همچنين. استفاده كرد 
  .بهتر اپيدميولوژي عفونت هاي اوره آپلاسماها مي باشد

  :سپاسگزاري 
 دانشگاه  ينويسندگان مقاله از معاونت محترم پژوهش          

 يـــ و مركز تحقيقات سلولي و مولكول      تهرانعلوم پزشكي   
انشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي كه ما را در اجراي اين           د

در ضـمن از آقـاي      . مطالعه ياري نمودند تشكر مي نماينـد      
 DNAبه خاطر ارسال نمونه  از كشور دانماركDohn دكتر 

  .گرددخالص اوره آپلاسما اوره آليتيكوم، قدرداني مي 
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