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  چكيده
ارگانيسمهاي زنده و كشتهاي تواند منتج به ايجاد مشكلاتي در  عفونت با گونه هاي مايكوپلاسما مي

اين عفونتهاي كمتر آشكار، اثرات مهمي بر روي ويژگيها و خصوصيات . سلولي در شرايط آزمايشگاه گردد
ژنتيكي و بيوشيميايي سلولهاي آلوده بر جاي گذاشته و بنابراين منتج به ايجاد نتايج تجربي غير قابل توقع و 

بنابراين، ايجاد يك پروتكل تشخيص روتين . نتقال عفونت مي گرددغير قابل اطمينان شده و همينطور باعث ا
براي عفونتهاي مايكوپلاسمايي، جهت بدست آوردن نتايج تحقيقاتي قابل اعتماد، و فراتر بدست آوردن 

روشهاي روتين موجود و در دسترس . فرآورده هاي بيولوژيك تجارتي سالم، امري ضروري و انكارناپذير است
لاسماها، براي تشخيص سريع،ويژه و دقيق گونه هاي شايع آلوده كننده در كشتهاي سلولي تشخيص مايكوپ

بدليل اين محدوديتها در روشهاي متواتر، اين اواخر برخي تكنولوژيهاي بر پايه . مناسب نيستند in vitroدر 
وه روشهاي همانند سازي اسيد نوكلئيك در شرايط آزمايشگاه، و از گر اسيد نوكلئيك خصوصا روشهاي
براي  (PCR)از اين ميان روشهاي بر پايه واكنش زنجيره اي پليمراز . تكثير هدف، توسعه يافته است

ژنوم مايكوپلاسما خصوصا سكانسهاي ثابت و مشترك ،جهت تشخيص تمامي  DNAشناسايي بخش هايي از 
استفاده از پرايمرهاي با . گونه هاي جنس مايكوپلاسما، بعنوان روشي سريع و ويژه گسترش يافته اند

بهينه و از جهت  PCRو گونه هاي استاندارد، تكنيك  MGSOو  SHAH-GPO-3مخصوص جنس 
. آزمايش شد PCRاستخراج و با  DNAسپس از كشتهاي سلولي . حساسيت و ويژگي بررسي گرديد

ي  جهت حساس توسعه يافته ا PCRدر اين مطالعه، روش . محصول تكثيري كلون و تعيين توالي گرديد
بدليل  16SrRNAژن . تشخيص جنس مايكوپلاسما در آلودگيهاي فرآورده هاي بيولوژيك توسعه داده شد

داشتن سكانسهاي مشترك و ثابت بعنوان ژن هدف، جهت تكثير با پرايمرهاي تغيير يافته مورد استفاده واقع 
كپي از  10اراي حساسيتي در حد ، دbp  272اين روش حساس توسعه داده شده، با محصولي به اندازه  .  شد

DNA  ژنوم هدف بوده و باDNA  بسياري از ميكروارگانيسمها، لاين هاي سلولي انسان، واكنش متقاطع
نتايج بدست آمده در اين . نداده و از اين جهت، پرايمرها داراي حساسيت و ويژگي فوق العاده بالايي هستند

تست شده، مويد اين نكته مي باشد كه اين روش مولكولي  مطالعه بر روي دهها لاين سلولي و واكسنهاي
توسعه داده شده، ابزاري موثر براي تشخيص آلودگيهاي مايكوپلاسمايي در كشتهاي سلولي و ديگر 

 .سيستمهاي بيولوژيك است
  

  ، آلودگي، تشخيص مولكولي، كشت سلولPCRمايكوپلاسما،  :كليدي واژگان
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 قدمهم

بوده و   Mollicutesكلاس مايكوپلاسماها متعلق به 
يكي از كوچكترين ميكروارگانيسمهاي زنده آزاد و توانا در 

اين باكتريها مهمترين و جدي ترين . خودتكثيري هستند
آلوده كننده هاي كشت سلول، فرآورده هاي بيولوژيك و 
بيوتكنولوژيك توليدي در كشتهاي سلولي، و مخرب نتايج 

يصي است كه در آزمونهاي بيولوژيك و تستهاي تشخ
مشكل آلودگي در حال حاضر . كشت سلولي انجام مي شود

درصد كشتهاي سلولي،  80الي  15بطور گسترده اي در 
بسته به لاين سلولي، آزمون مورد استفاده، و كيفيت 

كلاس ). 1و2(تستهاي كنترل كيفي، گزارش شده است
گونه است، اما فقط حدود  200موليكوتس داراي بيش از 

گونه مايكوپلاسما آرجينيني  5ه، و از اين ميان گون 20
(Mycoplasma arginini)، اكولپلاسما ليدلاوي  
(Acholplasma laidlawi) مايكوپلاسما هيورينيس ،

(M.hyorhinis)مايكوپلاسما ارال ،(M.Orale) و 
عامل بيش از  (M.fermentans)مايكوپلاسمافرمنتاس

مشخصا . )3- 5(همه آلودگيهاي كشت سلولي است 95%
آلودگي كشتهاي سلولي با مايكوپلاسما موجب اثرات و 
تغييراتي در رشد سلولي، مورفولوژي، متابوليسم 
آمينواسيدها و اسيدهاي نوكلئيك، ويژگيهاي ايمونولوژيك 
و بيوشيميايي،نقص كروموزومي و نتيجتا، بدست آوردن 

 ). 1و2و5(نتايج غير قابل اعتماد مي گردد
كشت هاي پاك، كشتهاي عفوني  منشاء اصلي آلودگي
بـراي مثـال   (منبع آلودگيها ). 3(شده با مايكوپلاسما است

مايكوپلاسـما ارال  (اغلب پرسنل آزمايشگاه ) منابع مستقيم
درصـد   25-80و مايكوپلاسما سـاليواريوم از اروفـارينكس   

افراد سالم جـدا مـي شـود؛ مايكوپلاسـما فرمنتـانس هـم       
اي حيواني تجـارتي مـورد   ، و سرمه) بندرت جدا مي گردد

مايكوپلاســـما (اســـتفاده در محيطهـــاي كشـــت ســـلولي
) آرجينيني، اكولپلاسما ليدلاوي، مايكوپلاسما هيـورينيس 

مايكوپلاسماها باكتريهايي پلئومورف، با قطري ). 4و6(است
. نانومتر، و فاقد ديواره سلولي مي باشـند  200-500حدود 

يـن باكتريهـا از   بدليل اندازه كوچـك و ويژگـي انعطـافي، ا   
نانومتر كه بـراي كشـت    220و  450سوراخهاي فيلترهاي 

سلول استفاده مي شود بسادگي عبور كرده و از اين طريق 
وقتي از فيلتراسيون با فشـار بـالا   . باعث آلودگي مي گردند

جهت فيلتر كردن استفاده شـود برخـي مايكوپلاسـماها از    

رده و آلـودگي  نانومتر هم عبور ك 100فيلترهاي با تخلخل 
مانند بيشتر كشتهاي سـلولي آلـوده   ). 7(ايجاد  مي نمايند

شده با مايكوپلاسـماها، سـرمهاي عفـوني شـده بنـدرت از      
طريق بازديد بصري يا ميكروسكپي، در غياب علائم و آثـار  

براي مثال تيرگي سرم يا محـيط، تغييـرات   (روشن عفونت 
PH  قابـل  ) ي، يا اثرات سيتوپاتيك روي دودمانهاي سـلول

بعلاوه، سرم شرايط مساعدي براي رشـد  . تشخيص هستند
مايكوپلاسما را بدليل فقدان سلولهاي زنده و كمبود عناصر 
جهت رشـد و همچنـين داشـتن اجـزاء سـمي و ممانعـت       

آلودگي كم و كـاهش ميـزان آلودگيهـا    . كننده رشد، ندارد
بوسيله فيلتراسيون، موجب عدم تشخيص مايكوپلاسـما در  

  .تجارتي مي گردد سرمهاي
روشهاي تشخيص مايكوپلاسـماها را مـي تـوان بـه دو     

روشهاي غير كشتي، ) 2روشهاي بر پايه كشت، و ) 1دسته 
كه از جهت سرعت، قابليـت اعتمـاد، ويژگـي و حساسـيت     
ــدي      ــيم بنـ ــد تقسـ ــم دارنـ ــا هـ ــد بـ ــايي چنـ تفاوتهـ

روشهاي برپايه كشت، تكنيكهايي وقت ). 1و2و4و8و9(نمود
بـا حساسـيت نسـبتا پـايين و نيازمنـد      ) تهچندين هف(گير

. امكانات و همينطور تجربه كافي جهت تفسير نتايج اسـت 
برخي از مايكوپلاسماها هم مانند مايكوپلاسما هيـورينيس  

(M.hyorhinis)    ــد ــت رش ــيط كش ــختي در مح ــه س   ب
روشهاي غير كشتي شامل غربالگري آدنوزين ). 8(مي كنند

ر كشـت سـلول، رنـگ    ، تكنيك نشانگ(Adop)فسفوريلاز 
با رنگهاي فلوروكروم، دو رگه سـازي اسـيد    DNAآميزي 

مـي باشـد    PCRنوكلئيك و واكنش زنجيره اي پليمراز يا 
ــوزين    ). 1و2و10و11( ــد آدن ــيميايي مانن ــهاي بيوش روش

فسفوريلاز فاقد و يژگيند چـرا كـه برخـي باكتريهـا ماننـد      
ــي، ســالمونلا تيفــي   باســيلوس ســوبتيليس، اشريشــيا كل

ريوم، نوكلئوزيد فسـفوريلاز را توليـد كـرده و در ضـمن     مو
برخي گونه هاي مايكوپلاسما، مانند مايكوپلاسما پنومونيـه  

FH   مايكوپلاسما پيروم، مايكوپلاسما ليپوفيلـوم در عمـل ،
روشهاي بـر پايـه تلقـيح بـه     ). 12(چيزي توليد نمي كنند

كشتهاي سلولي فاقد مايكوپلاسما و حاوي انـديكاتور هـم،   
بـراي مثـال   (ه دليل سه پاساژ و تكنيك نهايي تشخيصي ب

-6،  4 ׳با رنگهاي فلوئورسنت ماننـد   DNAرنگ آميزي 
فنيل ايندول دي هيدروكلرايد يا بيس بنـز  -2-دي آميدينو

، يا سنجشهاي بـر   33258ايميدازول فلوروكروم هوخست 
). 13(وقت گير مـي باشـد  ) پايه الايزا با آنتي باديهاي ويژه
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بر پايه رنگ آميـزي و دو رگـه سـازي هـم داراي      روشهاي

بنابراين اكثريـت  . حساسيت كم ونوعا ويژگي پايين هستند
روشهاي در دسترس شناسايي آلودگيهاي مايكوپلاسمايي، 
ــاي    ــه ه ــت وســيع گون ــان اكثري ــايي همزم جهــت شناس

جهـت  ). 14(مايكوپلاسمايي آلوده كننده مناسـب نيسـتند  
تكثير اسيد نوكلئيك مانند  غلبه بر اين مشكلات، روشهاي

PCR  15و16(، در دهه اخير توسعه فراواني يافتـه اسـت .(
به دليل داشتن حساسيت، ويژگـي   PCRروشهاي بر پايه 

و دقت بيشتر، روشـهايي مناسـب جهـت تشـخيص طيـف      
وسيعي از عوامـل آلـوده كننـده، خصوصـا مايكوپلاسـماها      

 ـ). 1و2و10و11و17(هستند ر ثابت شده است كه روشهاي ب
 DNAپايه تكثير، براي شناسـايي برخـي قطعـات خـاص     

، با )18-20(ژنوم مايكوپلاسما داراي سرعت و ويژگي است
اين وجود، ميزان حساسيت اين تكنيك تا حـد زيـادي بـه    

ــتخراج  ــاي طراحــي  DNAروش اس ــدف، پرايمره ، ژن ه
ــه و بســياري   ــوع نمون شــده، روش شناســايي محصــول، ن

پرايمرهـاي طراحـي شـده    . فاكتورهاي ديگر بسـتگي دارد 
، يــا S rRNA16عمومــا جهــت بخشــهاي مشــترك ژن 

و يـا هـدفهاي   ) S rRNA 23- S16 )24-20بخشـهاي 
تعـداد   rRNAسـكانس ژنهـاي   . ديگر طراحي شده اسـت 

. زيادي از گونه هاي مايكوپلاسما، تعيين ترادف شده اسـت 
ــمها و    ــن ارگانيس ــتماتيك اي ــك سيس ــات فيلوژنتي مطالع

كامپيوتري مقايسه اي ايـن ترادفهـاي    همينطور بررسيهاي
ريبوزومي، مويد بخش هـاي بشـدت ثابـت و مشـترك در     
ــت طراحــي     ــه جه ــمايي اســت ك ــواع مايكوپلاس ــه ان هم

 . مناسب بكار مي روند PCRپرايمرهاي 
جهـت   PCRدر اين مطالعه توسعه يك روش بر پايـه  

آشكار كردن مايكوپلاسماها در نمونه هاي كشت سـلولي و  
رده هاي بيولوژيك ماننـد واكسـنها توضـيح داده    ساير فرآو
  اطلاعـات بدسـت آمـده در ايـن بررسـي نشـان      . مي شـود 

مي دهد كه روش حاضر، يـك روش نـه تنهـا سـريع و بـا      
قابليت تكرار بالا، بلكه تكنيكي با حساسيت و ويژگي زيـاد  

  . جهت شناسايي مايكوپلاسماهاي آلوده كننده مي باشد
  

  مواد و روش ها
  ي باكترياييسويه ها

در اين مطالعه گونه هاي متعلق به موليكوتس بكار 
 پنومونيه مايكوپلاسما از بودند عبارت رفته

(NCTC10119) مايكوپلاسما آرجينيني، مايكوپلاسما ،
مايكوپلاسما سينوويه،  مايكوپلاسما ارال، هيورينيس،

مايكوپلاسما گاليناروم، مايكوپلاسما گاليسپتيكوم، 
وياپنومونيه، مايكوپلاسما آگالاكتيا، اوره مايكوپلاسما ا

آپلاسما اوره آليتيكوم و اكول پلاسما ليدلاوي كه از 
بعلاوه ميكروارگانيسمهاي . انستيتو رازي تهيه شدند

، استافيلوكوكوس S.aureus)( استافيلوكوكوس اورئوس
 ، استرپتوكوكوس پيوژنز(S.epidermidis) اپيدرمايديس

(S.pyogenese)وكوكوس پنومونيه، استرپت(S. 
pneumoniae)باسيلوس سوبتيليس ، (B. subtilis) ،

گونه هايي از ، (B.mycoides)و باسيلوس ميكويئدس
  كورينه باكتريوم، كلاستريديوم، انتروكوكوس فكاليس

(E. faecalis)اشريشيا كلي ، (E.coli) ،سالمونلا ،
، (H.pylori) شيگلا، پروتئوس، هليكوباكتر پيلوري

 و ، آسپرژيلوس(S cerevisiae) ميسس سرويزيهساكارو
كه در آزمايشگاه  (C.albicans) كانديدا آلبيكنس

شناسي دانشگاه شهر قدس موجود بود و همينطور  باكتري
هاي انساني و موشي از جهت آزمون ويژگي  سلول

، مورد ارزيابي و PCRپرايمرهاي مورد استفاده در 
  .آزمايش قرار گرفتند

  
 يهاي سلول كشت

هاي سلولي مورد بررسي در اين مطالعه از بانك  كشت
 47تعداد . ايران بدست آمد/سلولي انستيتو پاستور تهران

لاين سلولي انساني و حيواني از جهت آلودگي و به طريق 
   ).1جدول (مولكولي مورد بررسي واقع شد 

 
  DNAاستخراج 
DNA  ژنوميك گونه هاي مايكوپلاسمايي از طريق

) سيناژن( DNG-Plusبه نام  DNAج كيت استخرا
بطور خلاصه كشت مايكوپلاسما در . استخراج گرديد

 gدقيقه در  30مرحله انتهاي فاز لگاريتمي براي 
سويه هاي ليوفيليزه، در يك ميلي ( سانتريفوژ شد12000

ليتر آب دو بار تقطير استريل حل شد و بطور مستقيم و 
). راج گرديدبدون سانتريفوژ كردن وارد پروسه استخ

ميكروليتر آب دوبار تقطير  100رسوب سلولي حاصل در 
ميكروليتر ازمحلول  500. استريل سوسپانسيون گرديد

DNG  ميكروليتر سوسپانسيون  100به لوله حاوي
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لولة حاوي . باكتريايي اضافه وبلافاصله ورتكس گرديد

 "ثانيه شديدا Lysate ،20يا   DNGسوسپانسيون و 
ميكروليتر ايزوپروپانول  Lysate ،500به . ورتكس گرديد

لوله سپس به . بار لوله وارونه گرديد 10سپس  اضافه و
دقيقه درحرارت اتاق در ده هزار دور در دقيقه 10مدت 

مايع رويي به آرامي وبا وارونه كردن لوله، . سانتريفوژ شد
تخليه شد، با استفاده از سمپلر، مايع باقيمانـــده برروي 

ميلي ليتر  1به رسوب حاصل، . برداشتـه شدرسوب نيز 
مرتبه با وارونه كردن لوله به 10درجه اضافه و 75اتانل 

دقيقه در ده هزار دور در  5به مدت . خوبي مخلوط شد
دقيقه سانتريفوژ و مايع رويي تخليه و مجددا مرحله فوق 

مايع رويي تخليه وبا وارونه كردن لوله بر روي . تكرار شد
لوله حاوي . ي، الكل هاي باقيمانده خارج شددستمال كاغذ

درجه سانتي گراد،  65دقيقه درحرارت  5رسوب به مدت 
رسوب حاصل . قرار داده شد DNAجهت خشك كردن 

ميكروليتر آب ديونيزه استريل، يا جهت نگهداري  100در 
. حل گرديد 8معادل  pHبا  mM 10طولاني در تريس 

ه در اغلب سانتريفوژها، باتوجه به نوع روتور به كار رفت
درصد به جدار ديواره  50ميزان  گاه تا ،DNAمقداري از

لوله متصل باقي مي ماند، لذا بهتر است تا ارتفاعي از 
ميكروليتر حلال نهايي  100ديواره لوله با استفاده از 

از سلولهاي انساني و موشي هم به طريق فوق . شسته شود
DNA استخراج شد.  

DNA ريهاي غير مايكوپلاسمايي از ژنوميك باكت
طريق جوشاندن همراه با دترجنت غير يوني ترايتون ايكس 

يك كلني از . بدين طريق بدست آمد ،)يك هزارم( 100
ميكروليتر از آب دو بار تقطير  50باكتري مورد نظر را در 

، سوسپانسيون 100استريل ديونيزه حاوي ترايتون ايكس 
ني استريل به آن اضافه ميكروليتر روغن معد 50كرده و 

، حرارت دقيقه در دماي جوش 15سپس به مدت . شد
 15به مدت  g × 14000بعد از سانتريفوژ در . داده شد

از مايع رويي پلت و زير روغن، به  ميكروليتر 40 ،دقيقه
در مراحل بعدي  DNAاز اين . لوله جديد منتقل گرديد

سلول و  از نمونه هاي كشت. به عنوان الگو استفاده شد
 DNAساير نمونه هاي مورد آزمايش هم به طريق فوق، 

بدست آمده با  DNAميكروليتر از  10. استخراج گرديد
ميكروليتر بافر راهنما در ژل  2با استفاده از  ،DNGروش 
  . درصد الكتروفورز شد 1آگارز 

   PCRپرايمر و شرايط 
پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه، پرايمرهاي 

است ) 21و25وMGSO )26و  -3GPOوص جنس مخص
آن در اين مطالعه از  -3GPOكه پرايمر جلويي يعني

. آن تغيير پيدا كرد 5 'در  GTطريق افزودن دو نوكلئوتيد 
  :بنابراين ترادف پرايمرهاي مورد استفاده عبارتند از

-3'پرايمر جلويي 
GTGGGAGCAAAYAGGATTAGATACCCT

-'5Shah-GPO-3- و پرايمر عقبي 
'3TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC- 
ژنوميك حاصل  DNAميكروليتر از  MGSO- .5 5׳ 

، با استفاده از پرايمرهاي PCRميكروليتري  25درميكس 
 Sجلويي و عقبي مخصوص نواحي مشترك يا همسان 

rRNA16،  يك (ميكرومول  4/0با غلظت نهايي
بافر ميكروليتر از  5/2، )ميكروليتر از غلظت ده ميلي مولار

PCR X)10) (سيناژن( ،ميلي مولار5/1MgCl2  ) از
ميلي مولار مخلوط 2/0، ))سيناژن( mM50غلظت 

mM) dNTP 10( )واحد  2وبا استفاده از ) سيناژن
  uL1/µ5(Taq  ،)Taq DNA Polymerase(آنزيم

درجه سانتي گراد  94و چرخه هاي حرارتي ) سيناژن
 70ثانيه،  30درجه سانتي گراد  94دودقيقه يك سيكل، 

 20درجه سانتي گراد  72ثانيه و  20درجه سانتي گراد 
 7و پليمريزاسيون نهايي  PCRسيكل 40ثانيه وطي 

با سايز مورد نظر  PCRمحصول . دقيقه، تكثير يافتند
جفت باز، در كنار سايز ماركر و كنترل مثبت و  272

درصد وبا استفاده از اتيديوم  2منفي، برروي ژل آگارز 
  .بررسي گرديد UVيد ونور بروما
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  برخي از رده هاي سلولي مورد آزمايش .1جدول

  رده سلولي  مشخصات كلي سلول  كد بانك سلولي ايران

NCBI C129  Mouse Myeloma SP2/0-Ag14 
NCBI C127  Human Burkitts Lymphoma  RAJI  
NCBI C110  Marmoset EBV transformed Lymphocytes  B95-8  
NCBI C453  Human Osteogenic Sarcoma  SAOS-2  
NCBI C170  Human Fetal Foreskin Fibroblast  HFFF P16  
NCBI C532  Mouse Colon Carcinoma  CT26  
NCBI C537  Mouse SIM Fetal Fibroblast  STO  
NCBI C439  Human Prostate Cancer  LN CAP-FGC-10  
NCBI C158  Human Hepatocyte Carcinoma  HEPG2  
NCBI C105  Human Acute Lymphoblastic Leukemia  CCRF CEM  
NCBI C101  Monkey Kidney VERO  
NCBI C189  Rat Adrenal Pheochromocytoma  PC12  
NCBI C207  Human breast Adenocarcinoma  SKBR3  
NCBI C125  Human Foetal Lung Fibroblast  MRC5  
NCBI C217  Human Promyelocytic Leukemia  HL60  
NCBI C497  Human Embryonic Kidney  HEK293  
NCBI C203  Human Breast Ductal Carcinoma  T47D  
NCBI C122  Human CML KS62  
NCBI C139  Human Colon Adenocarcinoma  CACO2  
NCBI C130  Human Histiocytic Lymphoma  U957  
NCBI C483  Mouse Monocyte macrophage  J774A1  
NCBI C511  Human Acute T cell Lymphoblastic leukemia  PEER  
NCBI C197  Human X mouse Heterohybridoma  F3B6  
NCBI C204 Human Squamous Carcinoma A431 

  
   PCR-CLONINGساخت كنترل مثبت از طريق 

جفت بازي با اسـتفاده از  272عمل كلون كردن قطعه  
 و (K1214)كمپـاني فرمنتـانس    T/A Cloningكيت 

بطور خلاصه . اين كيت، انجام گرفت pTZ57Rدر وكتور 
مورد نظر را روي ژل برده و پس از  PCRدر ابتدا محصول 

براي عمل كلونينگ  ˝اطمينان از خالص بودن آن مستقيما
اين  C-mediumسپس با استفاده از محيط . استفاده شد

بـاكتري اشريشـيا    DH5-αكيت، سلولهاي مستعد سـويه  
 با استفاده از كيتLigation سپس عمل .كلي آماده شد

مخلوط لايگيشن به مدت چهار ساعت  .مذكور انجام گرفت
عد طي ب. انكوبه گرديد) درجه سانتيگراد 22(در دماي اتاق 

ــه ترانسفورماســيون انجــام گرديــد  . پروتكــل كيــت، مرحل
 50)كلنيهاي سفيد بر روي پليـت حـاوي آمپـي سـيلين    

µg/ml)   مادة بعلاوهX-Gal  وIPTG   انتخـاب شـدند .
سپس بـه  . كلني هاي سفيد حاوي ژن مورد نظر مي باشند

هاي سفيد انتخاب گرديـده   عدد از كلني 10صورت راندوم 
سيلين  واجد آمپي LB agarپليت  و كشت خطي بر روي

ــه صــورت  ºC37داده شــد و مجــدداً در   over nightب

پــس از ايــن مــدت يــك يــا دو كلنــي بــه . انكوبــه گرديــد
ميكروليتر آب ديونيزه اضـافه   50حاوي  cc5/1هاي  تيوب

كرده و يك قطره روغن معدني استريل به آن افـزوده و بـه   
پارافيلم بسته ها با  تيوب بسپس در. شدت ورتكس گرديد

دقيقه در حمام آب جـوش قـرار داده شـدند، تـا      15شد و 
ها به مدت  تيوب. غشاء باكتريها پاره و پلاسميد خارج گردد

دور در 15000يك دقيقـه در ميكروسـانتريفوژ بـا سـرعت     
دقيقـه سـانتريفوژ گرديــده و سـپس از مــايع رويـي بــراي     

PCR استفاده گرديد .PCR   ده با مواد و مقـادير ذكـر ش ـ
 %2قبلي انجـام داده شـــد، ومحصـول بـر روي ژل آگـارز     

ها واجد قطعه مورد نظر بوده،  تمامي كلني. مشاهده گرديد
-pSHA2و  pSHA 272-1لذا دو عدد از آن ها به نـام  

ليـز  به صورت راندوم انتخـاب و بـا اسـتفاده از روش     272
را   PCRاز آنها پلاسميد استخراج و در مرحلة بعد قليايي 

اسـتفاده از پلاسـميدهاي اسـتخراج شـده انجـام داده و      با 
از . بررســي گرديــد  %5/1محصــول بــر روي ژل آگــارز   

پلاسميدهاي حاصل به عنوان كنتـرل مثبـت و همينطـور    
  . جهت تعيين توالي  استفاده شد
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  حساسيت و ويژگي

جهت بررسي حساسيت جفت پرايمرهاي مورد 
رقت از تهيه ) 1. ، از دو روش استفاده شداستفاده

سوسپانسيون مايكوپلاسما پنومونيه با واحد كلني ساز 
(CFU)  مشخص، استخراجDNA  از رقتها و انجام
 272-1 رقيق سازي پلاسميد ) 2؛   PCRآزمون 
pSHA  و انجامPCR  بر روي محلولهاي حاوي مقادير

  .مشخص از پلاسميد
ــادي از    ــا اســتفاده از تعــداد زي آزمــون ويژگــي هــم ب

ــ ــوس   ميكروارگانيسـ ــتافيلوكوكوس اورئـ ــد اسـ مها ماننـ
(Staphylococcus aureus) ــتافيلوكوكوس ، اســـ

 ،(Staphylococcus epidermidis) اپيدرمايـــديس
 Streptococcus) اســــــترپتوكوكوس پيــــــوژنز

pyogenese)،  ــه ــترپتوكوكوس پنومونيـــــــ  اســـــــ
(Streptococcus pneumoniae)،  باســــــيلوس

يكويئدس ، باسيلوس م(Bacillus subtilis) سوبتيليس
(Bacillus mycoides)  ،ــاكتريوم ــه بـــ ، كورينـــ

 Enterococcus) كلاستريديوم، انتروكوكوس فكـاليس 
faecalis)ــي ــيا كلـ ، (Escherichia coli) ، اشريشـ

ــوري   ــاكتر پيلـ ــوس، هليكوبـ ــيگلا، پروتئـ ــالمونلا، شـ سـ
Helicobacter pylori)  ( و همينطورDNA  سلولهاي

  .يوكاريوت پست، رت و انسان انجام شد
  

  (Sequencing)توالي يابي
در جهت جلويي و بـا اسـتفاده از    DNAتوالي  تعيين

ــره  ــتم زنجيـــ  Di-deoxy Chain)روش خـــ

Termination)     و بوسيله كمپاني ماكروژن كـره  انجـام
  .گرديد

  

  و بحث نتايج
در اين مطالعه سعي شد روشي مولكولي بـا حساسـيت   

  يي در بالا جهـت پـي بـردن بـه آلودگيهـاي مايكوپلاسـما      
نمونــه هــاي مختلــف طراحــي كنــيم، لــذا بــا تغييــر دادن 

، و و اضافه كردن دو باز در ابتداي آن -GPO 3پرايمرهاي
 -3SHAH-GPOنزديك كردن دماي چسبيدن پرايمـر  

ــه  ، حساســيت و در عــين حــال ويژگــي آن را  MGSOب
ــا افــزايش دمــاي چســبيدن  . افــزايش داديــم همينطــور ب

، شـرايط  ) C º70حـدود  (پرايمرها به سكانسـهاي مكمـل  
انـواع و   S rRNA16سـكانس  . سختي را نيز بـالا بـرديم  

بدست  GeneBankاقسام گونه هاي مايكوپلاسمايي را از
آورده و پرايمرهاي تغيير يافته را بر اسـاس ايـن ترادفهـا و    

، بررسـي  (Accession number)شماره هاي دسترسي 
ــا تغييــر پرايمــر . نمــوديم راحــي و ط -3GPOبنــابراين ب

3SHAH-GPO-   ــتفاده از ــا اســ ــاي  DNAو بــ هــ
 ، مايكوپلاســــما آرجينينــــي،مايكوپلاســــما پنومونيــــه

مايكوپلاسـما   مايكوپلاسـما ارال،  مايكوپلاسما هيـورينيس، 
ــالي    ــما گ ــاروم، مايكوپلاس ــما گالين ــينوويه، مايكوپلاس س
سپتيكوم، مايكوپلاسما اوياپنومونيه، مايكوپلاسما آگالاكتيا، 

اوره آليتيكوم و اكول پلاسما ليدلاوي، تكنيك اوره آپلاسما 
PCR  بـا تمـام مايكوپلاسـماهاي مـورد     . را بهينه نمـوديم

 272آزمايش، جفت پرايمر مورد استفاده منتج به محصول 
  ). 1شكل ( جفت بازي گرديد

  

  
 bpسايز ماركر .  9و1ستون  : MGSOو  -SHAH-GPO 3با استفاده از پرايمرهاي PCRآگارز ژل الكتروفورز نتايج تكثير  .1شكل

DNA Ladder 100 )مايكوپلاسما ارال. 4 ، ستون.مايكوپلاسما هيورينيس. 3،  ستون.مايكوپلاسما آرجينيني. 2، ستون).فرمنتاس.  ،
و  %2گارز آ.(كنترل منفي. 8،  ستون .مايكوپلاسما پنومونيه.  7،  ستون.اكولپلاسما ليدلاوي.  6،  ستون.مايكوپلاسما فرمنتاس.  5ستون

  ). TBE 5/0Xبافر 
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رده سلولي مورد آزمايش بوسيله  47مايكوپلاسما در 

PCR از اين . مخصوص جنس بهينه شده جستجو شد
، از طريق تكثير قطعه )%53(لاين سلولي آلوده  25تعداد، 

  ).   2شكل ( صحيح، تشخيص داده شد
مخصوص  PCRجهت بررسي و تائيد ويژگي سنجش 

جفت بازي در پلاسميد  272، قطعه گروه مايكوپلاسما
pTZ57R  و باكتري اشريشيا كليDH5-α  كلون و

ساخته  pSHA 272-2 و pSHA 272-1 پلاسميدهاي
از اين پلاسميد حاوي اينسرت، بعنوان ).  3شكل (شد 

كنترل مثبت و همينطور جهت تعيين ترادف استفاده 
 ترادف حاصل با سكانسهاي موجود از طريق برنامه. گرديد

BLAST  مطابقت و،Identity  حدود صد در صد بدست
بنابراين نتايج تعيين ترادف ما با سكانسهاي موجود . آمد

  .در بانك ژني مطابقت داشت
  

  
  

 bp DNA Ladder 100سايز ماركر :  Mستون.  تعدادي از رده هاي سلولي مورد آزمايش PCRالكتروفورز نتايج تكثير  .2شكل
كنترل : 8،  ستون .دو رده سلولي غير آلوده:  7و  6، ستون .چهار رده سلولي آلوده: 5الي  2،  ستون.نترل مثبتك: 1، ستون).فرمنتاس(

  ). X 5/0 TBEو بافر  %2آگارز . (منفي
  

  

سايز ماركر :  Mستون.  pSHA 272-2و  pSHA 272-1 جفت بازي كلون شده و ساخت پلاسميدهاي 272قطعه  PCRنتايج  .3شكل
bp DNA Ladder 100 )272-1پلاسميدهاي بترتيب : 3و  2، ستون.كنترل مثبت: 1، ستون).فرمنتاس pSHA   272-2و pSHA  ،

  ).X 5/0 TBEو بافر  %4آگارز (كنترل منفي :  4ستون
  

 DNAدر اين مطالعه سعي شد از روش استخراج 
ساده و سريع استفاده شود لذا از روش جوشاندن به همراه 

، كه X Triton 100  ني ماننديك دترجنت غير يو
حضورش در مقادير نسبتا بالاتري از دترجنتهاي يوني 

، در مرحله تكثير قابل تحمل است، استفاده SDSمانند 
 اين بررسي، DNAبنابراين مرحله استخراج . گرديد

  .روشي سريع و نسبتا حساس است
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جهت ارزيابي حساسيت آزمون، از پلاسميد حاوي 

شخص استفاده شد و بدين ترتيب از اينسرت با تعداد م
طريق رقت سازي پلاسميد حاوي اينسرت، حساسيت 

. كپي در نمونه مورد آزمايش بدست آمد 10تست در حد 

حساسيت از طريق رقيق سازي كشت مايكوپلاسما 
پنومونيه با واحد سازنده كلني مشخص هم انجام شد و 

مايكوپلاسما  DNAدر حد پيكوگرم از (نتايج مشابهي
  ). 4شكل (حاصل شد ) پنومونيه 

  

  
  

سايز ماركر :  Mستون). مشخص CFU(بهينه شده با استفاده از نمونه هاي مشخص كلني كانت شده   PCRآزمون حساسيت  .3شكل 
bp DNA Ladder 100 )( 2حاوي نمونه هاي مشخص و بترتيب ستون 8الي  2، ستون.كنترل مثبت: 1، ستون).فرمنتاسCFU 31250  (

، ستون ) .CFU 10( 7، ستون )CFU  50( 6، ستون ).CFU 250(   5، ستون ) .CFU 1250(  4، ستون ) .CFU 6250(3ستون ، .
8)CFU 2.( كنترل منفي: 9، ستون) . و بافر  %2آگارزX 5/0 TBE.(  

  
و  -SHAHGPO 3در آزمون ويژگي پرايمرهاي

MGSOهيچ محصول خواسته اي ، )bp 272 ( باDNA 
غير مايكوپلاسمايي مانند ميكروارگانيسمهاي باكتريهاي 

 aureus) (Staphylococcusاستافيلوكوكوس اورئوس 
 Staphylococcus)، استافيلوكوكوس اپيدرمايديس 

epidermidis)استرپتوكوكوس پيوژنز ، 
(Streptococcus pyogenese)باسيلوس سوبتيليس ، 

(Bacillus subtilis) استرپتوكوكوس پنومونيه ،
(Streptococcus pneumonia)  و باسيلوس

، كورينه باكتريوم، (Bacillus. mycoides) ميكوئيدس
 Enterococcus)كلاستريديوم، انتروكوكوس فكاليس

faecalis)اشريشيا كلي ، (Escherichia coli) ،
 شيگلا، پروتئوس، هليكوباكتر پيلوري سالمونلا،

(Helicobacter pylori)  و همينطورDNA  انسان و
ش و يوكاريوتهاي پست مانند ساكاروميسس سرويزيه مو

(Saccharomyces cerevisiae)،آسپرژيلوس ، 
، ديده نشد (Candida albicans) كانديدا آلبيكنس

، جفت پرايمر مورد C º 70در دماي چسبيدن ). 5شكل (
جفت باز با همه گونه هاي 272بررسي يك باند اختصاصي 

ينطور با همه گونه هاي مايكوپلاسمايي مورد آزمايش و هم

بعلاوه، هيچ محصول تكثيري وقتي . موليكوتس ايجاد نمود
كه اين جفت پرايمر با طيف وسيعي از ميكروارگانيسمهاي 

رت و  DNAليست شده در قسمت روشها و همينطور با 
  . انسان انجام شد ايجاد ننمود

تا 1029فقط يك بخش، يعني نوكلئوتيدهاي ما بين 
مايكوپلاسماها پتانسيل و  S rRNA16سكانس 1055

. معيارهاي مناسب جهت پرايمر مخصوص جنس را دارد
چندين  rRNAمطابقت اين بخش با سكانس 

ميكروارگانيسم، كلروپلاستها و همينطور يوكاريوتها مويد 
كه (اين بخش  5'تعداد زيادي اتصال ناجور در قسمت 

. مي باشد) است MGSOپرايمر  3'مطابق انتهاي 
ات بدست آمده تطبيق اين بخش با چندين اطلاع

ميكروارگانيسم، شامل اعضاي جنس هاي خويشاوند و 
منسوب با مايكوپلاسماها، يعني استرپتوكوكوس، 
لاكتوباسيلوس، باسيلوس، كلاستريديوم و اريزيپلوتريكس 
تائيد كننده اين موضوع است كه اختلافات زيادي ما بين 

اين بخش با گونه هاي همينطور تطبيق . آنها وجود دارد
متعدد موجود در موليكوتس، مويد هومولوژي و اختلافات 
كم، در حد يك يا دو نوكلئوتيد، و آن هم بطور غير 

. پرايمر طراحي شده مي باشد 3'متمركز و دور از ناحيه 
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بنابراين اعضاء جنس موليكوتس بوسيله كاربرد اين پرايمر، 

ا نشان دهنده اين در ضمن اين تطبيق ه. تكثير مي گردند
موضوع هم است كه پرايمر بكار رفته براي جنس 
مايكوپلاسما، منحصر نمي باشد و اعضاء جنس اوره 

واكول پلاسما نيز در استفاده از اين  آپلاسما، اسپيروپلاسما

بدليل . ، تكثير مي يابندS rRNA16پرايمرهاي بخش 
اينكه فقط يك بخش مخصوص مايكوپلاسما تعيين هويت 

، 5 'بعنوان پرايمر  3Shah-GPOلذا اليگونوكلئوتيد شد 
  .در جفت پرايمر مخصوص جنس مورد استفاده واقع شد

  

  
  
: 1، ستون).فرمنتاس(bp DNA Ladder 100سايز ماركر :  Mستون. بهينه شده PCRآزمون ويژگي تكنيك نتايج الكتروفورز  . 5شكل 

اشريشيا  DNA:  5، ستون.ساكاروميسس سرويزيه DNA:  4، ستون .رت  DNA:  3، ستون .انسان  DNA:  2، ستون.كنترل مثبت
:  9، ستون .انتروكوكوس فكاليس  DNA:  8، ستون . .spكلستريديوم  DNA:  7، ستون .باسيلوس سوبتيليس DNA:  6، ستون .كلي

  ).X 5/0 TBEو بافر  %2آگارز . (كنترل منفي
  

يت با مايكوپلاسماها ارگانيسمهايي غير قابل رو
ميكروسكپهاي نوري و مهمترين عوامل آلوده كننده 

اين عوامل آلوده كننده پنهان به . كشتهاي سلولي هستند
طرق مختلفي همچون شناسايي تغيير رنگ محيطهاي 
كشت، شناسايي آنتي ژنهاي خاص بوسيله الايزا، روشهاي 
بيوشيميايي، كشت در محيطهاي كشت، رنگ آميزي با 

، DAPIو 33258مانند رنگ هوخست  رنگهاي فلوروكروم
عفونت . و روشهاي مولكولي قابل شناساييند

مايكوپلاسمايي كشتهاي سلولي موجب تغييرات 
بيوشيميايي و ژنتيكي و نتيجتا تفسير نامتناسب نتايج 

بنابراين، . آزمايشها بر روي كشتهاي سلولي آلوده مي گردد
 جستجوي آلودگي مايكوپلاسمايي بطور دوره اي در

لابراتوارهايي كه با كشت سلول سروكار دارند بايستي انجام 
  ). 27و 28( شود

تلفيق نتايج سرولوژيك و بيوشيميايي اغلب وسـيله اي  
معـذالك،  . مفيد جهت تعيين هويت موليكوتهـا مـي باشـد   

داده هاي بيوشيميايي حاصل اغلب فاقد قـدرت شناسـايي   

ي و بوده و همينطـور مسـئله واكـنش متقـاطع سـرولوژيك     
حساســيت كــم، هميشــه يكــي از ســدهاي مهــم كــاربرد  

مشـكل تعيـين   ). 29-31(روشهاي سـرولوژيك مـي باشـد   
هويت سرولوژيكي خصوصا در مـواردي كـه تعـداد زيـادي     
عامل مورد شناسايي قرار مي گيرد بدلايل تكنيكي تشديد 

در اين مطالعه سعي شـده اسـت بـا اسـتفاده از     . مي گردد
 ــ ازده تعيـــين هويـــت روشـــي مولكـــولي و حســـاس، بـ

  مايكوپلاســـماهاي آلـــوده كننـــده كشـــتهاي ســـلولي و  
نتايج بدست آمـده در  . فرآورده هاي بيولوژيك افزايش يابد

اين مطالعه، دلالت بر ايـن موضـوع دارد كـه مـي تـوان از      
ــت و مشــترك  موجــود در  S rRNA16سكانســهاي ثاب

مايكوپلاسماها، به عنوان يك هدف مناسب جهت تشخيص 
ي متعدد و آلوده كننده سرمهاي حيواني، كشتهاي گونه ها

   .سلولي و فرآورده هاي بيولوژيك، استفاده نمود
  بدليل اهميت آلودگيهاي كشت سلول و ساير 
فرآورده هاي بيولوژيك، داشتن يك روش سريع و حساس 
جهت شناسايي كارآمد آلودگيهاي مايكوپلاسمايي، از 
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يده آل، اين روش بطور ا. اولويت بالايي برخوردار است

گونه تيپيك آلوده  5بايستي نه تنها قادر به شناسايي 
مايكوپلاسما هيورينيس، آرجينيني، ارال، فرمنتانس (كننده

آلودگيها % 98و عامل بيش از ) و اكولپلاسما ليدلاوي
بلكه بايستي ساير گونه هاي آلوده كننده ) 2، 3، 30(باشد

لاسما، اكولپلاسما، موليكوتس ها و متعلق به اجناس مايكوپ
 %2كه عامل باقيمانده (اوره آپلاسما و اسپيروپلاسما 

در اين مطالعه سعي شده . را شناسايي نمايد) آلودگي است
بر پايه پرايمرهاي مخصوص  PCRاست يك سنجش 

كه مقاصد  S rRNA16گروه مايكوپلاسما و هدف ژني 
تخاب بر اين مبنا با ان. بالا را مهيا كند توسعه داده شود

تعداد زيادي مايكوپلاسما و صف  S16 rRNAسكانسهاي
بندي و تجزيه و تحليل كامپيوتري با سكانسهاي ديگر 

 MGSOو  -3Shah-GPOپروكاريوتها، پرايمرهاي 
و با استفاده  PCRبوسيله  vitro inتكثير . انتخاب شدند

از اين جفت پرايمر، منتج به تكثير سكانس اعضاء 
بالا و عدم تكثير هيچ نوع محصول موليكوت ذكر شده در 

با ساير پروكاريوتها گرديد و البته در اين بررسي، مناسب 
بودن اين پرايمرها و سنجش جهت تشخيص آلودگيهاي 

در عين حال . مايكوپلاسمايي در كشت سلول ثابت گرديد
حاضر بوسيله تكنيك تعيين ترادف  PCRنتايج سنجش 

  .تائيد گرديد
با كشت ميكروبي،  PCR مقايسه ما بين تكنيك

با رنگهاي فلوروكروم، و  DNAروشهاي رنگ آميزي 
 PCRتكنيك هيبريديزاسيون مويد اين موضوع است كه 

روشهاي كشت . روشي حساس، سريع و كارآمد است
. هفته وقت در آزمايشگاه مي باشد 1-4ميكروبي مستلزم 

بعلاوه، مي دانيم كه هنوز برخي از سويه هاي مايكوپلاسما 
علي رغم پيشرفتهاي زياد در كشتهاي ميكروبي غير قابل 

) M. hyorhinisمانند (رشد ويا به سختي و زحمت زياد 
در مطالعات مشابه كه از تكنيك ). 32( رشد مي نمايند

استفاده  PCRكشت به همراه روشهاي ديگر مثل روش 
شده نشانداده شده است كه تكنيك كشت داراي نتايج 

در مورد ). 3و6و 8و21( ي باشدمنفي كاذب زيادي م
 DNAكشتها، تفسير نتايج هيبريديزاسيون و رنگ آميزي 

  . بدليل آلودگي باكتريايي غير ممكن است
با رنگهـاي   DNAمهمترين عيب تكنيك رنگ آميزي 

اين اشـكال ناشـي از   . فلوروكروم، مشكل تفسير نتايج است

 حضور باكتريهاي آلوده كننده يـا اسـيد نوكلئيـك تجزيـه    
شده كه باعث ايجاد سيگنال فلوئورسانس خارج هسـته اي  
شده و بدين ترتيب حضور مايكوپلاسما ماسك مـي گـردد   

  ). 32( ناشي مي شود
بـر پايـه همـان    ) دورگه سازي(تكنيك هيبريديزاسيون

يعنـي شناسـايي اسـيد    (اصول واكنش زنجيره اي پليمـراز 
ش اگـر چـه هـر دو رو   . بنا نهاده شده است) نوكلئيك ويژه

بطور مثال . بطور نسبي سريع هستند اما فرقهايي هم دارند
ــدلايلي مشــكل    ــيون ب ــايج هيبريديزاس ــير نت ــاهي تفس   گ

بدين معني كه نوعا تفريـق بـين سـيگنال هـاي     . مي شود
مخصوص و سيگنالهاي غير ويژه،  بـدليل حضـور واكـنش    

 مـي گـردد   متقاطع ما بين باكتريهاي گرم مثبـت مشـكل  
تايج مثبت هيبريديزاسـيون، فقـط زمـاني    بنابراين، ن). 33(

مورد استناد است كه كشت ميكروبـي هـيچ بـاكتري گـرم     
حساسيت  PCRمزيت ديگر . مثبت ديگري را نشان ندهد

ــه ســازي اســت   ــه تكنيكهــاي دو رگ ــالاتر آن نســبت ب . ب
كــه  DNAبــا  rRNAحساسـيت روش هيبريديزاســيون  

ز ارگانيســم اســت در مــواردي مــانع ا 104تــا 10 3حــدود 
تشخيص مايكوپلاسما در نمونه هـاي آلـوده مـي گـردد و     

نسـبت   PCRبنابراين موارد فوق مبين برتريهاي تكنيـك  
به روشهاي كلاسيك، خصوصا در مواردي است كـه تعـداد   

ماننـد درسـت قبـل از تهـاجم     ( عامل در نمونه كـم اسـت  
عفونت، بعد از روشهاي زدودن مايكوپلاسما، يـا در حضـور   

  ).عامل سرم با تعداد كم
علي رغم مراقبتهاي زياد و فضاسـازي مناسـب جهـت    

، باز امكـان آلـودگي بـا    PCRتكنيكهاي تكثيري همچون 
DNA   در سيســتم تشــخيص مولكــولي وجــود دارد كــه

 البته تجربه نشان. نتيجتا باعث مثبت هاي كاذب مي گردد
داده است كه با اختصاص فضـاها و تجهيـزات مناسـب در    

  ، ايـن امكـان بـه صـفر نزديـك      زونهاي پـيش بينـي شـده   
كنتـرل مثبـت،   ( لذا كاربست كنترلهاي مناسب. مي گردد

در مراحل مختلف اسـتخراج  ) منفي و يا نوعا كنترل دروني
DNA تكثير و مرحله تشخيص، كمك شاياني به كاهش ،

  . آلودگي و نشاندادن آن مي نمايد
منفــي عمــدتا بــه دو دليــل تعــداد كــم  PCRنتــايج 

بـدين  (ر نمونه و عـدم توزيـع مايكوپلاسـما    مايكوپلاسما د
معنــي كــه بــه بخشــي از ســلولهاي كشــت، مايكوپلاســما 
چسبيده و بنابراين وقتي كه براي اولين بار نمونـه تقسـيم   
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) مي شود حضور مايكوپلاسما در برخي لوله ها بيشتر است

  . بوجود مي آيد
، كـاربرد  PCRيكي از راهها جهت افزايش حساسـيت  

. اســت Nested-PCRفتــه اي از آن بنــام روش تغييــر يا
بـا اسـتفاده از دوجفـت    ) Spaepen )34دانشمندي بنام 

، آلــودگي هــاي S rRNA16پرايمــر جهــت هــدف ژنــي 
امـا  . مايكوپلاسمايي را با حساسيت بالايي شناسـايي نمـود  

در اين روش ريسـك آلـودگي سيسـتم بـا      PCRراند دوم 
DNA     دهـد  و ايجاد مثبت هـاي كـاذب را افـزايش مـي .

حساســيت و قابليــت اعتمــاد دو شــرط لازم يــك تكنيــك 
مطالعـات  . مـي باشـد   PCRتشخيص ميكروبي بر مبنـاي  

قبلي نشان داده است كه شناسايي جـنس مايكوپلاسـما از   
در مقايسه با روشـهاي كلاسـيك برتريهـايي     PCRطريق 

دارد اما اين موضوع از جهت حساسيت و ويژگي هنوز قابل 
مودن سكانس پرايمر و شرايط واكـنش  بهينه ن. بحث است

ــي و     ــيت، ويژگ ــديد حساس ــب تش ــي موج ــن بررس در اي
مشخصـا  . همينطور قابليت تكرار و اعتماد بيشتر شده است

ويژگي ارائه شده روش اخير جهت تفريـق مـابين آلـودگي    
مايكوپلاسمايي از ديگر عوامل آلوده كننده احتمالي شامل 

و مخمرهاي جوانـه   اشريشياكلي، استافيلوكوكوس اورئوس
  .زن بيشتر است

هدف اوليه در اين بررسي توسعه يك روش قابل 
اعتماد براي شناسايي مايكوپلاسماها در كشت سلول، 
سرمهاي حيواني، فرآورده هاي بيولوژيك و بر مبناي 

به همين . كاربرد تكنولوژي واكنش زنجيره اي پليمراز بود
بعنوان را  rRNAمنظور بخشهاي ثابت و مشترك ژن 

هدف تكثيري، بدليل فراواني سكانسهاي آن و همينطور 
ثابت و مشترك بودن آنها در بين اعضاء موليكوتها در طول 

 PCRبطور معمول، آناليز . تكامل، انتخاب نموديم
آلودگيهاي مايكوپلاسمايي نيازمند پرايمرهايي است كه 

ي اجازه شناسايي موليكوتها و تفريق آنها از ساير آلودگيها
بعلاوه، اين رويه بايستي فارغ . غير مايكوپلاسمايي را بدهد

. دودمانهاي سلولي باشد  DNAاز واكنش متقاطع با 
تكنيك ارائه شده حاضر كه بصورت يك پروتكل تك 

كپي از  10مرحله اي است قادر به شناسايي حداقل 
هدف در نمونه هاي بيولوژيك بوده و  DNAمولكول 

ژنوميك ديگر  DNAمتقاطع با  شواهد مويد عدم واكنش
ارگانيسمها شامل انسان، موش، ساكاروميسس سرويزيه، و 

پروتكلهاي ديگر ارائه شده توسط . اشريشيا كلي است
مايكوپلاسما، 100الي 1محققين داراي حد شناسايي بين 

بسته به گونه مايكوپلاسماي آزمايش شده، هدف ژني 
PCR نوع و طراحي پرايمر، و شرايط ،PCR،  بيان شده
  ).35-38( است

بطور كلي مي توان گفت روشهاي كلاسيك تشخيصي، 
صرف وقت زياد، حساسيت كم، (بدلايل محدوديتهاي ذاتي 

نياز به مهارت و تجربه زياد و همينطور مراحل دشوار و 
فاقد معيارهاي يك روش ايده آل جهت ) پرزحمت

. هستند) مايكوپلاسماها(شناسايي طيف وسيع موليكوتها
ولي روشهاي مولكولي همچون روشهاي تكثير اسيد 
نوكلئيك در شرايط آزمايشگاه، بدليل ويژگيهاي ذاتي، 
پتانسيل بالقوه و بالفعل، كاربرد فراواني در تشخيص 

نتايج اين مطالعه . عواملي همچون مايكوپلاسماها دارند
بر  PCRبطور روشني دلالت بر اين نكته دارد كه سنجش 

، S rRNA16ثابت و مشترك موجوددرمبناي سكانسهاي 
يك تكنيك مفيد، ارزشمند و قابل اعتماد با حساسيت، 
  ويژگي، دقت و قابليت اعتماد بالا جهت شناسايي 

هاي مايكوپلاسمايي در كشت سلول و ساير  آلودگي
البته تحقيقات بيشتري . فرآورده هاي بيولوژيك است

نمونه، ، روشهاي تغليظ DNAبايستي در زمينه استخراج 
سكانسهاي هدف، روش شناسايي محصول تكثيري انجام 

  . گردد
  

  تقدير و تشكر
دكتر محسن لطفي از موسسه رازي بخش مديريت 
كنترل كيفي براي در اختيار گذاشتن سوشهاي 
مايكوپلاسما، دكتر سيروس زينلي ، آقاي وحيد ملاكاظمي 
و شهرام آذري از بخش كشت سلول و بيوتكنولوژي 

استور ايران بدليل در اختيار گذاشتن كشتهاي انستيتو پ
  . سلولي و راهنماييهاي علمي
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