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  :چكيده
 به مشکلاتي در ارگانيسم تواند هاƽ سلولي در شرايط آزمايشگاه با گونه هاƽ مايکوپلاسما مي آلودگي کشت :مقدمه و اهداف 

دست آوردن نتايج ه هاƽ مايکوپلاسمايي، جهت ب  يک پروتکل تشخيص روتين براƽ عفونتتهيهبنابراين، . منجر شودهاƽ زنده 

 بر پايه يهاي هاƽ متواتر، اين اواخر تکنولوژƽ در روش دليل محدوديته ب. تحقيقاتي قابل اعتماد،  ضرورƽ و انکارناپذير است

هاƽ جنس  براƽ شناسايي و تشخيص تمامي گونه (PCR)روش هاƽ بر پايه واکنش زنجيره اƽ پليمراز يد نوکلئيک خصوصا اس

 جهت آشکار کردن PCRروشي بر پايه  هدف از انجام اين مطالعه ارائه . اندارائه شدهعنوان روشي سريع و ويژه ه مايکوپلاسما، ب

  .بود مايکوپلاسماها در نمونه هاƽ کشت سلولي و ساير فرآورده هاƽ بيولوژيک مانند واکسن ها

  بهينهPCR روش و گونه هاƽ استاندارد، MGSO و SHAH-GPO-3 با استفاده از پرايمرهاƽ مخصوص جنس :روش بررسي

محصول .  آزمايش شدPCR استخراج و با DNAلولي هاƽ س سپس از کشت.  و از جهت حساسيت و ويژگي بررسي گرديدشد

 .تکثيرƽ کلون و تعيين توالي گرديد

هاƽ فرآورده هاƽ   جهت تشخيص جنس مايکوپلاسما در آلودگيتهيه و PCR  حساسي از در اين مطالعه، روش: يافته ها

وان ژن هدف، جهت تکثير با عنه هاƽ مشترک و ثابت ب دليل داشتن سکانسه  ب16S rDNAژن . بيولوژيک توسعه داده شد

، داراbp  ۲۷۲ ƽ اين روش حساس توسعه داده شده، با محصولي به اندازه  . قرارگرفتپرايمرهاƽ تغيير يافته مورد استفاده 

 هاƽ سلولي انسان، واکنش ردهها،   بسيارƽ از ميکروارگانيسمDNA ژنوم هدف بوده و با DNA کپي از ۱۰حساسيتي در حد 

  .از اين جهت، پرايمرها داراƽ حساسيت و ويژگي فوق العاده بالايي هستند .درمتقاطع ندا

،  يک تکنيک مفيد،   قابل اعتماد با S rRNA۱۶ بر مبناƽ سکانس هاƽ ثابت و مشترک موجود در PCRسنجش  :نتيجه گيري

.  رآورده هاƽ بيولوژيک استو دقت بالا جهت شناسايي آلودگي هاƽ مايکوپلاسمايي در کشت سلول و ساير ف حساسيت،  ويژگي،

 ،  روش هاƽ تغليظ نمونه،  سکانس هاƽ هدف،  روش شناسايي محصول تکثيرDNA ƽالبته تحقيقات بيشترƽ در زمينه استخراج 

     .بايدانجام گيرد
   ، آلودگي، تشخيص مولکولي، کشت سلولPCRمايکوپلاسما،  :كليد واژه ها 
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  : مقدمه
هاƽ زنده آزاد و  مايکوپلاسماها يکي از کوچکترين ميکروارگانيسم

ترين و جدƽ ترين  ها مهم اين باکترƽ. تکثيرƽ هستند توانا در خود

آلوده کننده هاƽ کشت سلول، فرآورده هاƽ بيولوژيک و 

 هاƽ سلولي، و مخرب نتايج آزمون يدƽ در کشتبيوتکنولوژيک تول

 که در کشت سلولي هستندهاƽ تشخيصي  هاƽ بيولوژيک و تست

طور گسترده اƽ ه مشکل آلودگي در حال حاضر ب. انجام مي شود

سلولي، آزمون رده هاƽ سلولي، بسته به   درصد کشت۸۰ الي ۱۵در 

ه هاƽ کنترل کيفي، گزارش شد مورد استفاده، و کيفيت تست

 Mycoplasma) مايکوپلاسما آرجينيني گونه ۵).  ۱و۲(است

arginini) ، ƽاکولپلاسما ليدلاو(Acholplasma laidlawi) ، 

مايکوپلاسما  ، (M. hyorhinis)مايکوپلاسما هيورينيس

 (M. fermentans)مايکوپلاسما فرمنتاس  و (M. Orale)رالوا

مشخصا . )۳-۵(هاƽ کشت سلولي است آلودگي% ۹۵عامل بيش از 

هاƽ سلولي با مايکوپلاسما موجب اثرات و تغييراتي  آلودگي کشت

 ƽمتابوليسم آمينواسيدها و اسيدها ،ƽدر رشد سلولي، مورفولوژ

هاƽ ايمونولوژيک و بيوشيميايي،نقص  نوکلئيک، ويژگي

 بدست آوردن نتايج غير قابل اعتماد مي هنتيجدر کروموزومي و 

  ). ۱و۲و۵(گردد

هاƽ عفوني شده با  هاƽ پاک، کشت دگي کشتمنشاء اصلي آلو

) براƽ مثال منابع مستقيم(ها  منبع آلودگي). ۳(مايکوپلاسما است

رال و مايکوپلاسما ومايکوپلاسما ا(اغلب پرسنل آزمايشگاه 

 درصد افراد سالم جدا مي شود؛ ۲۵-۸۰نکس  از اوروفارساليواريوم

هاƽ  ، و سرم) ندرت جدا مي گردده  هم بفرمنتانس مايکوپلاسما

هاƽ کشت  حيواني تجارتي مورد استفاده در محيط

مايکوپلاسما آرجينيني، اکولپلاسما ليدلاوƽ، مايکوپلاسما (سلولي

 ). ۴و۶(است) هيورينيس

ƽحدود  مايکوپلاسماها باکتر ƽ۲۰۰-۵۰۰هايي پلئومورف، با قطر 

ذ به سهولت از مناف، بنابراين . نانومتر، و فاقد ديواره سلولي هستند

 ƽکشت سلول استفاده مي شود۲۲۰ و ۴۵۰فيلترها ƽنانومتر که برا  ،

وقتي از . عبور کرده و از اين طريق باعث آلودگي مي گردند

فيلتراسيون با فشار بالا استفاده شود برخي مايکوپلاسماها از 

 نانومتر هم عبور کرده و آلودگي ايجاد مي ۱۰۰فيلترهاƽ با تخلخل 

ندرت از طريق بازديد بصرƽ يا ه  بودهآلهاƽ  سرم). ۷(نمايند

براƽ مثال (ميکروسکپي، در غياب علائم و آثار روشن عفونت 

 ، يا اثرات سيتوپاتيک روPH ƽتيرگي سرم يا محيط، تغييرات 

  علاوه، سرم  شرايط  ه ب. قابل تشخيص هستند) هاƽ سلولي دودمان

  

هاƽ  سلولدليل  فقدان ه مساعدƽ   براƽ رشد  مايکوپلاسما را  ب

زنده و کمبود عناصر رشد و همچنين داشتن اجزاء سمي و ممانعت 

وسيله ه ها ب آلودگي کم و کاهش ميزان آلودگي. کننده رشد، ندارد

هاƽ  فيلتراسيون، موجب عدم تشخيص مايکوپلاسما در سرم

  . تجارتي مي گردد

) ۱هاƽ تشخيص مايکوپلاسماها را مي توان به دو دسته  روش 

روشهاƽ غير کشتي، که از جهت ) ۲ پايه کشت، و روشهاƽ بر

هايي چند با هم  سرعت، قابليت اعتماد، ويژگي و حساسيت تفاوت

هاƽ برپايه کشت،  روش). ۱و۲و۴و۸و۹(دارند تقسيم بندƽ نمود

با حساسيت نسبتا پايين و نيازمند امکانات ) چندين هفته(وقت گير

برخي از . و همينطور تجربه کافي جهت تفسير نتايج است

 (M. hyorhinis)مايکوپلاسماها هم مانند مايکوپلاسما هيورينيس 

هاƽ غير کشتي  روش). ۸(به سختي در محيط کشت رشد مي کنند

تکنيک ) ۲ ،(Adop)غربالگرƽ آدنوزين فسفوريلاز ) ۱شامل 

هاƽ    با رنگDNAرنگ آميزƽ ) ۳نشانگر کشت سلول، 

واکنش زنجيره اƽ ) ۵و دو رگه سازƽ اسيد نوکلئيک )۴فلوروکروم، 

هاƽ بيوشيميايي  روش). ۱و۲و۱۰و۱۱( مي باشد PCRپليمراز يا 

ها   برخي باکترƽزيرا .ند امانند آدنوزين فسفوريلاز فاقد و يژگي

مانند باسيلوس سوبتيليس، اشريشيا کلي، سالمونلا تيفي موريوم، 

 ƽنوکلئوزيد فسفوريلاز را توليد کرده و در ضمن برخي گونه ها

 ، مايکوپلاسما پيروم، FHکوپلاسما، مانند مايکوپلاسما پنومونيه ماي

 روش). ۱۲(مايکوپلاسما ليپوفيلوم در عمل چيزƽ توليد نمي کنند

هاƽ سلولي فاقد مايکوپلاسما و حاوƽ  هاƽ بر پايه تلقيح به کشت

براƽ (انديکاتور هم، به دليل سه پاساژ و تکنيک نهايي تشخيصي 

 ƽمثال رنگ آميزDNAفلوئورسنت مانند  ب ƽ۶ ، ۴ ׳ا رنگها- ƽد

فنيل ايندول دƽ هيدروکلرايد يا بيس بنز ايميدازول -۲-آميدينو

هاƽ بر پايه الايزا با آنتي   ، يا سنجش۳۳۲۵۸فلوروکروم هوخست 

ƽويژه باد ƽبر پايه رنگ  روش). ۱۳(وقت گير مي باشد) ها ƽها

ژگي پايين آميزƽ و دو رگه سازƽ هم داراƽ حساسيت کم ونوعا وي

 هاƽ در دسترس شناسايي آلودگي بنابراين اکثريت روش. هستند

هاƽ مايکوپلاسمايي، جهت شناسايي همزمان اکثريت وسيع گونه 

جهت غلبه بر ). ۱۴(هاƽ مايکوپلاسمايي آلوده کننده مناسب نيستند

 ، در PCRهاƽ تکثير اسيد نوکلئيک مانند  اين مشکلات، روش

 يهاƽ مناسب و روش)۱۵و۱۶( يافته استدهه اخير توسعه فراواني

جهت تشخيص طيف وسيعي از عوامل آلوده کننده، خصوصا 

  هاƽ  ثابت شده که روش). ۱و۲و۱۰و۱۱و۱۷(مايکوپلاسماها هستند
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    DNAبر پايه  تکثير،  براƽ شناسايي برخي   قطعات خاص   

، معذالک، ) ۱۸-۲۰(مايکوپلاسما داراƽ سرعت و ويژگي استژنوم 

روش استخراج ) ۱ميزان حساسيت اين تکنيک تا حد زيادƽ به 

DNA ، ۲ ( ،طراحي شده، ) ۳ژن هدف ƽروش ) ۴پرايمرها

نوع نمونه و بسيارƽ فاکتورهاƽ ديگر بستگي ) ۵شناسايي محصول، 

هاƽ مشترک ژن  پرايمرهاƽ طراحي شده عموما جهت بخش. دارد

S rRNA  ۱۶يا بخش ،     ƽهاS rRNA ۲۳- S ۱۶   )۲۴-۲۰ ( ،

 rRNAهاƽ  سکانس ژن. هاƽ ديگر طراحي شده است و يا هدف

 .تعداد زيادƽ از گونه هاƽ مايکوپلاسما، تعيين ترادف شده استدر 

ها و همينطور   مطالعات فيلوژنتيک سيستماتيک اين ارگانيسم 

هاƽ ريبوزومي، مويد  هاƽ کامپيوترƽ مقايسه اƽ اين ترادف بررسي

 مشترک در همه انواع مايکوپلاسمايي بخش هاƽ بشدت ثابت و

 ƽاست که جهت طراحي پرايمرهاPCRمناسب بکار مي روند  .  

 جهت پـي بـردن بـه آلـودگي هـاƽ            در اين مطالعه سعي شده است     

مايکوپلاسمايي در نمونه هاƽ مختلف روشي مولکولي با حساسيت         

 جهـت آشـکار     PCR يک روش بر پايـه       در واقع . بالا طراحي کنيم  

کوپلاسماها در نمونه هاƽ کشت سلولي و سـاير فـرآورده           کردن ماي 

  .ها توسعه داده شود هاƽ بيولوژيک مانند واکسن

  :ها مواد و روش
 :گونـه هـاƽ بکـار رفتـه عبـارت بودنـد از            : سويه هاƽ باکتريـايي   

 ، مايکوپلاسما آرجينينـي،  (NCTC 10119)مايکوپلاسما پنومونيه

رال ،مايکوپلاسما سـينوويه،     ومايکوپلاسما هيورينيس ،مايکوپلاسما ا   

ــاروم ــما گالينــ ــما ) ۱۳۴۶و۱۳۵۰رازƽ (مايکوپلاســ ، مايکوپلاســ

، ) ۱۳۶۴رازƽ  (، مايکوپلاسما اوياپنومونيه  ) ۱۳۵۵رازƽ  (گاليسپتيکوم

،  اوره آپلاســــما اوره ) ۱۳۴۳رازƽ (مايکوپلاســــما آگالاکتيــــا 

ــوم ــدلاوƽ ) ۱۳۶۹رازƽ (آليتيک ــما لي ــول پلاس ــ . و اک ــلاوهه ب   ،ع

ــسمميکرو ــاƽ  ارگانيــــ ــوس هــــ ــتافيلوکوکوس اورئــــ اســــ

(Staphylococcus aureus)استافيلوکوکوس اپيدرميديس ، (S. 

epidermidis) اســترپتوکوکوس پيــوژنز ، (Streptococcus 

pyogenese)  اسـترپتوکوکوس پنومونيـه ، (S. pneumoniae) ، 

 .B)، و باسـيلوس ميکويئـدس  (B. subtilis)باسيلوس سـوبتيليس 

mycoides)، گونƽکورينه باکتريوم،ه ها  ƽکلاستريديومگونه ها   ،

ــشيا (Enterococcus faecalis)انتروکوکــوس فکــاليس  ، اشري

 گونـه هـاƽ    سـالمونلا ، گونـه هـاƽ    ،(Escherichia coli)کلـي 

 Helicobacter) پروتئوس، هليکوباکتر پيلورƽگونه هاƽ ،شيگلا

pylori) ــرويزيه ــسس ســ  Saccharomyces) ، ساکاروميــ

cerevisiae) ،   ƽآلبيکنس  کانديدا   ، آسپرژيلوس  گونه ها  

  

 (Candida albicans )انساني و موشي  همينطور سلول ، و ƽها

 ، مـورد    PCRاز جهت آزمون ويژگي پرايمرهاƽ مورد اسـتفاده در          

  .ارزيابي و آزمايش قرار گرفتند

هـاƽ سـلولي از بانـک سـلولي انـستيتو            کشت :هاƽ سلولي  کشت

 سـلولي انـساني و      رده ٤٧تعـداد   . ايـران بدسـت آمـد     /پاستور تهران 

حيواني از جهت آلودگي و به طريق مولکـولي مـورد بررسـي واقـع               

  . شد

 ژنوميـک گونـه هـاƽ مايکوپلاسـمايي از          DNA:  DNAاستخراج  

ــتخراج   ــت اس ــق کي ــام DNAطري ــه ن ــيناژن (DNG-Plus ب ) س

 هاƽ انساني و موشي هم بـه طريـق فـوق           از سلول . استخراج گرديد 

DNAاستخراج شد .  

DNA  ƽغير مايکوپلاسمايي از طريق جوشاندن        ژنوميک باکتر ƽها

  ،)يـک هـزارم   (۱۰۰همراه با دترجنت غيـر يـوني ترايتـون ايکـس       

 يک کلني از باکترƽ فوق بدين روش اسـتخراج  DNA . بدست آمد

از نمونـه هـاƽ   . گرديد و در مراحل بعدƽ به عنوان الگو استفاده شد    

ير نمونه هاƽ مورد آزمايش هم بـه طريـق فـوق،            کشت سلول و سا   

DNAاستخراج گرديد  .  

 با اسـتفاده از      ، DNG بدست آمده با روش      DNAميكروليتر از   ١٠

هم .  درصد الكتروفورز شد   ١ ميكروليتر بافر راهنما در ژل آگاروز        ٢

 ٢٦٠در طـول مـوج       ميزان جـذب     چنين با استفاده از اسپكترفتومتر    

بدست  ) ٦/١ - ٨/١خلوص آن   ( آن نيز    ٢٨٠هب٢٦٠نانومتر و نسبت    

  . آمد

 پرايمرهـاƽ مـورد اسـتفاده ، پرايمرهـاPCR:           ƽپرايمر و شرايط    

که پرايمـر  بود )۲۱و۲۵وMGSO) ۲۶ و GPO-3مخصوص جنس  

 آن در ايــن مطالعــه از طريــق افــزودن دو GPO-3جلــويي يعنــي 

يمرهـاƽ  بنابراين ترادف پرا  .  آن تغيير پيدا کرد    ۵ ' در   GTنوکلئوتيد  

  پرايمر جلويي :مورد استفاده عبارتند از

'۳-GTGGGAGCAAAYAGGATTAGATACCCT-'۵Shah-
GPO-3-  و پرايمر عقبي   

  '۳TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC- ۵׳ 

MGSO-  .  ميكروليتر از    ٥ DNA       ٢٥ ژنوميک حاصـل درمـيكس 

 ƽــر ــي  PCRميكروليت ــويي و عقب ــا اســتفاده از پرايمرهــاƽ جل  ، ب

 با غلظت نهايي   ،١٦ S rRNAحي مشترک يا همسان مخصوص نوا

 ٥/٢، )يــک ميکروليتــر از غلظــت ده ميلــي مــولار( ميكرومــول ٤/٠

    MgCl2 ميلي مولار٥/١ ، )سيناژن (PCR (10X)ميکروليتر از بافر 

  dNTP ميلي مولار مخلوط ٢/٠، ))سيناژن(   mM٥٠از غلظت (

 (10mM)) ـــد آنــــزيم واحــــ٢ وبا استفاده از  )سيناژنTaq  

http://daneshresan.com/
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(5µ/1uL) ، )Taq DNA Polymeraseو چرخــه )   ســيناژن

 درجـه   ٩٤ درجه سانتي گراد دودقيقه يك سـيكل،         ٩٤هاƽ حرارتي   

 درجـه   ٧٢ ثانيـه و     ٢٠ درجه سـانتي گـراد       ٧٠ ثانيه،   ٣٠سانتي گراد   

 و پليمريزاسيون نهـايي      PCR سيكل   ٤٠ ثانيه وطي    ٢٠سانتي گراد   

 جفـت   ٢٧٢ با سايز مورد نظر      PCRمحصول  .  دقيقه، تكثير يافتند   ٧

 ٢باز، در کنار سايز مارکر و کنترل مثبت و منفي، برروƽ ژل آگاروز              

   بررسي گرديدUVنور  درصد وبا استفاده از اتيديوم برومايد و

عمل کلون  : PCR-CLONINGساخت کنترل مثبت از طريق 

  T/A Cloning جفت بازƽ با استفاده از کيت  ٢٧٢ کردن قطعه

 اين کيت، pTZ57R در وکتور  و(K1214)کمپاني فرمنتانس 

 مورد نظر را PCRبه طور خلاصه در ابتدا محصول . انجام گرفت

 براƽ ˝روƽ ژل برده و پس از اطمينان از خالص بودن آن مستقيما

 C-mediumط  سپس با استفاده از محي. عمل کلونينگ استفاده شد

 باکترƽ اشريشيا DH5-alfaاين کيت، سلول هاƽ مستعد سويه 

مذکور    با استفاده از کيتLigation   سپس عمل.کلي آماده شد

مخلوط لايگيشن به مدت چهار ساعت در دماƽ اتاق  .انجام گرفت

بعد طي پروتکل کيت، مرحله . انکوبه گرديد) گراد  درجه سانتي٢٢(

کلني هاƽ سفيد بر روƽ پليت حاوƽ . ام گرديدترانسفورماسيون انج

 IPTG و X-Gal  مادة   به علاوه (µg/ml 50)آمپي سيلين   

. کلني هاƽ سفيد حاوƽ ژن مورد نظر مي باشند.  انتخاب شدند

هاƽ سفيد انتخاب   عدد از کلني١٠سپس به صورت تصادفي 

سيلين   واجد آمپيLB agarگرديده و کشت خطي بر روƽ پليت 

پس از اين .  به يک شب  انکوبه گرديدºC٣٧ه شد و مجدداً در داد

 ميکروليتر آب ٥٠ حاوƽ cc٥/١هاƽ  مدت يک يا دو کلني به لوله 

ديونيزه اضافه کرده و يک قطره روغن معدني استريل  به آن افزوده 

بسته شد و ها با پارافيلم  سپس در لوله . و به شدت ورتکس گرديد

وش قرار داده شدند، تا غشاء باکترƽ ها  دقيقه در حمام آب ج١٥

ها به مدت يک دقيقه در  لوله . پاره و پلاسميد خارج گردد

دور در دقيقه سانتريفوژ گرديده و ١٢٠٠٠ميکروسانتريفوژ با سرعت 

 ƽسپس از مايع رويي براPCRاستفاده شد   .PCR با مواد و  

 ƽژل مقادير ذکر شده قبلي انجام داده شــد، ومحصول بر رو

 .ند بود مورد نظرها واجد قطعه تمامي کلني. مشاهده گرديد% ٢آگارز

به  pSHA272-2  وpSHA272-1 ها به نام لذا دو عدد از آن

آنها از ليز قليايي  روش  انتخاب و با استفاده ازتصادفيصورت 

  را با پلاسميدهاPCR ƽاستخراج و در مرحلة بعد پلاسميد 

بررسي % ٥/١استخراج شده انجام داده و محصول بر روƽ ژل آگارز 

از پلاسميدهاƽ حاصل به عنوان کنترل مثبت و همينطور .  گرديد

  . جهت تعيين توالي  استفاده شد

جهت بررسي حساسيت جفت پرايمرهاƽ : حساسيت و ويژگي

قت از سوسپانسيون تهيه ر) ۱. ، از دو روش استفاده شدمورد استفاده

 مشخص، (CFU)مايکوپلاسما پنومونيه با واحد کلني ساز 

رقيق سازƽ ) ۲  ؛ PCR از رقت ها و انجام آزمون DNAاستخراج 

 بر روƽ محلول هاPCR ƽ و انجام pSHA-272-1پلاسميد 

  .حاوƽ مقادير مشخص از پلاسميد

ا، غير از آزمون ويژگي با استفاده از تعداد زيادƽ از ميکروارگانيسم ه

مايکوپلاسماها که در سويه هاƽ باکتريايي نام آنها ذکر شد و 

 سلول هاƽ يوکاريوت پست، رت و انسان انجام DNAهمينطور 

  .شد

  در جهت جلويي با DNAتوالي  : (Sequencing)توالي يابي

استفاده از امکانات سکانس اتوماتيک ترميناتور رنگي به روش ختم 

 انجام و محصول تائيد Dideoxy-Chain Terminationزنجيره 

  . گرديد

  

  :يافته ها
براƽ طراحي روش مولکولي با حساسيت بالا با تغيير دادن 

 ƽپرايمرهاGPO-3آن ƽو نزديک  و اضافه کردن دو باز در ابتدا ،

،  MGSO به SHAH-GPO-3کردن دماƽ چسبيدن پرايمر 

طور با همين. حساسيت و در عين حال ويژگي آن را افزايش داديم

 Cحدود (افزايش دماƽ چسبيدن پرايمرها به سکانس هاƽ مکمل

º۷۰( سکانس . ، شرايط سختي را نيز بالا برديمS rRNA ۱۶ انواع 

 به دست GeneBankو اقسام گونه هاƽ مايکوپلاسمايي را از

آورده و پرايمرهاƽ تغيير يافته را بر اساس اين ترادف ها و شماره 

بنابراين . ، بررسي نموديم (Accession number)هاƽ دسترسي 

 و با استفاده SHAH-GPO-3 و طراحي GPO-3با تغيير پرايمر 

 سويه هاƽ موليکوت ، که در سويه هاƽ باکتريايي نام DNAاز 

با تمام مايکوپلاسماهاƽ .  را بهينه نموديمPCR تکنيک ،برده شد 

 ۲۷۲مورد آزمايش، جفت پرايمر مورد استفاده منتج به محصول 

  ).۱شکل (جفت بازƽ گرديد

 PCR  رده سلولي مورد آزمايش به وسيله ۴۷   مايکوپلاسما در 

 رده ۲۵از اين تعداد،  . مخصوص جنس بهينه شده جستجو شد

، از طريق تکثير قطعه صحيح، تشخيص داده %)۵۳(سلولي آلوده 

   ).   ۲شکل (شد
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   سايز مارکر،۹و۱ستون :   MGSO و SHAH-GPO-3 با استفاده از پرايمرهاPCR ƽآگاروز الکتروفورز نتايج تکثير  ژل :۱شکل

 bp DNA Ladder ۱۰۰) ۵ ستون; رالوا مايکوپلاسما ،۴ستون ;هيورينيس مايکوپلاسما ،۳ ستون;آرجينيني مايکوپلاسما ،۲ ستون; )فرمنتاس ، 

  ).TBE 0.5Xو بافر % ۲آگاروز ( کنترل منفي، ۸ ستون ;مايکوپلاسما پنومونيه، ۷ ستون ; اکولپلاسما ليدلاوƽ، ۶ستون ;مايکوپلاسما فرمنتاس
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 ;)فرمنتاس (bp DNA Ladder ۱۰۰ سايز مارکر ، Mستون:  تعدادƽ از رده هاƽ سلولي مورد آزمايشPCRنتايج الکتروفورز تکثير  :۲شکل

  ;دو رده سلولي غير آلوده ،۷ و ۶ستون  ; چهار رده سلولي آلوده، ۵ الي ۲ستون ; کنترل مثبت،۱ستون

   ).TBE 0.5Xو بافر % ۲آگاروز ( کنترل منفي;۸ستون 
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 مخصوص گروه PCR جهت بررسي و تائيد ويژگي سنجش 

 و pTZ57R جفت بازƽ در پلاسميد ۲۷۲مايکوپلاسما، قطعه 

 ƽاشريشيا کليباکتر DH5-alfa ƽکلون و پلاسميدها 

pSHA272-1و pSHA272-2 از اين  ). ۳شکل ( ساخته شد

عنوان کنترل مثبت و همينطور جهت ه پلاسميد حاوƽ اينسرت، ب

هاƽ موجود  ترادف حاصل با سکانس. تعيين ترادف استفاده گرديد

 حدود صد در صد Identity ،مطابقت و BLASTاز طريق برنامه 

هاƽ موجود  بنابراين نتايج تعيين ترادف ما با سکانس. دست آمده ب

  .در بانک ژني مطابقت داشت

  

  

 
   .pSHAH272-2 و pSHAH272-1 جفت بازƽ کلون شده و ساخت پلاسميدهاƽ ۲۷۲ قطعه PCRنتايج : ۳شکل 

 و pSHAH272-1ترتيب ه  پلاسميدهاƽ ب،۳ و ۲ستون; کنترل مثبت،۱ ستون;)فرمنتاس (bp DNA Ladder ۱۰۰ سايز مارکر ، Mستون

pSHAH272-2 ; و بافر % ۲آگاروز ( کنترل منفي ، ۴ ستونTBE 0.5X.(   

  

 ساده و سريع DNAدر اين مطالعه سعي شد از روش استخراج 

استفاده شود لذا از روش جوشاندن به همراه يک دترجنت غير يوني 

 ، که حضورش در مقادير نسبتا بالاترƽ از Triton X 100مانند 

ير قابل تحمل است،  ، در مرحله تکثSDSهاƽ يوني مانند  دترجنت

   اين بررسي DNAبنابراين مرحله استخراج . استفاده گرديد

  .،روشي سريع و نسبتا حساس است

جهت ارزيابي حساسيت آزمون، از پلاسميد حاوƽ اينسرت با تعداد 

مشخص استفاده شد و بدين ترتيب از طريق رقت سازƽ پلاسميد 

نه مورد  کپي در نمو۱۰حاوƽ اينسرت، حساسيت تست در حد 

حساسيت از طريق رقيق سازƽ کشت . دست آمده آزمايش ب

مايکوپلاسما پنومونيه با واحد سازنده کلني مشخص هم انجام شد و 

)  مايکوپلاسما پنومونيه DNAدر حد پيکوگرم از (نتايج مشابهي

   ).۴شکل (حاصل شد 

 ƽدر آزمون ويژگي پرايمرهاSHAH-GPO3 و MGSO هيچ ، 

ƽمحصول خواسته ا)bp ۲۷۲ ( باDNAƽغير   باکتر ƽها

 انسان و موش و DNAو همينطور مورد آزمايش مايکوپلاسمايي 

 ، C º ۷۰در دماƽ چسبيدن . ديده نشد ، هاƽ پست  يوکاريوت

 جفت باز با ۲۷۲جفت پرايمر مورد بررسي يک باند اختصاصي 

همه گونه هاƽ مايکوپلاسمايي مورد آزمايش و همينطور با همه 

علاوه ، وقتي که اين جفت ه ب. وليکوتس ايجاد نمودگونه هاƽ م

 شده در نام بردههاƽ  پرايمر با طيف وسيعي از ميکروارگانيسم

، هيچ محصول  رت و انسان انجام شدDNAها و با  قسمت روش

ƽايجاد ننمودتکثير  .  

 ۱۰۵۵ تا ۱۰۲۹فقط يک بخش ، يعني نوکلئوتيدهاƽ ما بين 

ا پتانسيل و معيارهاƽ مناسب  مايکوپلاسماهS rRNA ۱۶سکانس 

مطابقت اين بخش با . جهت پرايمر مخصوص جنس را دارد

ها و   چندين ميکروارگانيسم ، کلروپلاستrRNAسکانس 

 'ها مويد تعداد زيادƽ اتصال ناجور در قسمت  همينطور يوکاريوت

مي )  استMGSO  پرايمر ۳ 'که مطابق انتهاƽ ( اين بخش ۵

مده تطبيق اين بخش با چندين دست آه اطلاعات ب. باشد

ميکروارگانيسم، شامل اعضاƽ جنس هاƽ خويشاوند و منسوب با 

مايکوپلاسماها، يعني استرپتوکوکوس، لاکتوباسيلوس، باسيلوس، 

کلاستريديوم و اريزيپلوتريکس تائيد کننده اين موضوع است که 

همينطور تطبيق اين بخش . اختلافات زيادƽ ما بين آنها وجود دارد

ا گونه هاƽ متعدد موجود در موليکوت، مويد هومولوژƽ و ب

  طور غير ه  و آن هم ب ، ، در حد يک يا دو نوکلئوتيد اختلافات کم
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  ). مشخصCFU(  بهينه شده با استفاده از نمونه هاƽ مشخص کلني کانت شده PCRآزمون حساسيت  : ۴شکل 

 ۲به ترتيب ستون  حاوƽ نمونه هاƽ مشخص و۸ الي ۲ ستون; کنترل مثبت،۱ ستون;)فرمنتاس (bp DNA Ladder ۱۰۰ سايز مارکر ، Mستون

)CFU ۳۱۲۵۰ (، ۳ ستون) CFU ۶۲۵۰ (، ۴ ستون ) CFU ۱۲۵۰ (، ۵ ستون  ) CFU ۲۵۰(، ستون   

۶) CFU  ۵۰ (، ۷ ستون) CFU ۱۰(، ۸ ستون)CFU ۲(، کنترل منفي ،۹ ستون ) افر و ب% ۲آگاروزTBE 0.5X.(   

  

  

بنابراين .   پرايمر طراحي شده مي باشد۳ 'متمرکز و دور از ناحيه 

اعضاء جنس موليکوت به وسيله کاربرد اين پرايمر، تکثير مي 

در ضمن اين تطبيق ها نشان دهنده آن است که پرايمر به . گردند

کار رفته براƽ جنس مايکوپلاسما، منحصر نمي باشد و اعضاء جنس 

آپلاسما، اسپيروپلاسما و اکول پلاسما نيز در استفاده از اين اوره 

به دليل اينکه فقط .  ، تکثير مي يابندS rRNA ۱۶پرايمرهاƽ بخش 

يک بخش مخصوص مايکوپلاسما تعيين هويت شد لذا 

 ، در جفت ۵ ' به عنوان پرايمر Shah-GPO3اليگونوکلئوتيد 

  .پرايمر مخصوص جنس مورد استفاده واقع شد

  

  :حثب
عفونت مايکوپلاسمايي کشت هاƽ سلولي موجب تغييرات 

بيوشيميايي و ژنتيکي و نتيجتا تفسير نامتناسب نتايج آزمايش بر 

بنابراين، جستجوƽ آلودگي . روƽ کشت هاƽ سلولي آلوده مي گردد

مايکوپلاسمايي به طور دوره اƽ در آزمايشگاه هايي که با کشت 

  ). ۲۷و ۲۸(شودسلول سروکار دارند بايستي انجام 

تلفيق نتايج سرولوژيک و بيوشيميايي اغلب وسيله اƽ مفيد جهت 

معذالک، داده هاƽ بيوشيميايي . تعيين هويت موليکوتها مي باشد

حاصل اغلب فاقد قدرت شناسايي بوده و همينطور مسئله واکنش 

لوژيکي و حساسيت کم، هميشه يکي از سدهاƽ مهم متقاطع سرو

در اين مطالعه سعي ). ٢٩-٣١(کاربرد روشهاƽ سرولوژيک مي باشد

شده است با استفاده از روشي مولکولي و حساس، بازده تعيين 

هويت مايکوپلاسماهاƽ آلوده کننده کشت هاƽ سلولي و فرآورده 

ر اين مطالعه، نتايج به دست آمده د. هاƽ بيولوژيک افزايش يابد

دلالت بر اين موضوع دارد که مي توان از سکانس هاƽ ثابت و 

 موجود در مايکوپلاسماها، به عنوان يک S rRNA ۱۶مشترک 

هدف مناسب جهت تشخيص گونه هاƽ متعدد و آلوده کننده سرم 

هاƽ حيواني، کشت هاƽ سلولي و فرآورده هاƽ بيولوژيک، استفاده 

   . نمود

 گونه ۵اين روش بايستي نه تنها قادر به شناسايي به طور ايده آل، 

مايکوپلاسما هيورينيس، آرجينيني، اورال، (تيپيک آلوده کننده

ƽآلودگي ها % ۹۸و عامل بيش از ) فرمنتانس و اکولپلاسما ليدلاو

بلکه بايستي ساير گونه هاƽ آلوده کننده موليکوت ) ۲، ۳، ۳۰(باشد

، اکولپلاسما، اوره آپلاسما و ها و متعلق به جنس هاƽ مايکوپلاسما

راهم شناسايي ) آلودگي است% ۲که عامل باقيمانده (اسپيروپلاسما 

 بر پايه PCRدر اين مطالعه سعي شده است يک سنجش   . نمايد

 S rRNAپرايمرهاƽ مخصوص گروه مايکوپلاسما و هدف ژني  

نتخاب بر اين مبنا با ا . که مقاصد بالا را مهيا کند توسعه داده شود۱۶

 ƽسکانس هاS rRNA۱۶ ƽمايکوپلاسما و صف بند ƽتعداد زياد 

  پروکاريوت ها،  و تجزيه و تحليل کامپيوترƽ با سکانس هاƽ ديگر



  …PCR آلودگي مايكوپلاسمايي در كشت سلول به روش  تشخيص  / 22
  

 ƽپرايمرهاShah-GPO-3 و MGSOتکثير .  انتخاب شدندin-

vitroوسيله  ه  بPCR و با استفاده از اين جفت پرايمر، منتج به 

تکثير سکانس اعضاء موليکوت ذکر شده در بالا، و عدم تکثير هيچ 

ها گرديد و البته در اين بررسي،  تنوع محصول با ساير پروکاريو

هاƽ  مناسب بودن اين پرايمرها و سنجش جهت تشخيص آلودگي

در عين حال نتايج . مايکوپلاسمايي در کشت سلول ثابت گرديد

  .وسيله تکنيک تعيين ترادف  تائيد گرديده  حاضر بPCRسنجش 

هاƽ رنگ   با کشت ميکروبي، روشPCRمقايسه ما بين تکنيک 

 ƽآميزDNAفلوروکروم، و تکنيک هيبريديزاسيون   با رنگ ƽها

 روشي حساس، سريع و کارآمد PCRمويد اين موضوع است که 

 هفته وقت در  ۴يک تا هاƽ کشت ميکروبي مستلزم  روش. است

علاوه، مي دانيم که هنوز برخي از سويه ه ب. آزمايشگاه مي باشد

يکروبي م هاƽ زياد در کشت هاƽ مايکوپلاسما علي رغم پيشرفت

رشد              ) M. hyorhinisمانند (غير قابل رشد و يا به سختي زياد 

در مطالعات مشابه که از تکنيک کشت به همراه ). ۳۲(مي نمايند

داده شده   استفاده شده نشانPCRهاƽ ديگر مثل روش  روش

است که تکنيک کشت داراƽ نتايج منفي کاذب زيادƽ مي باشد 

ها، تفسير نتايج هيبريديزاسيون و   کشتدر مورد). ۳و۶و۸و۲۱(

 ƽرنگ آميزDNAدليل آلودگي باکتريايي غير ممکن استه  ب .  

هاƽ   با رنگDNAترين عيب تکنيک رنگ آميزƽ  مهم

اين اشکال ناشي از حضور . فلوروکروم، مشکل تفسير نتايج است

ƽآلوده کننده يا اسيد نوکلئيک تجزيه شده که باعث  باکتر ƽها

ترتيب  گنال فلوئورسانس خارج هسته اƽ شده و بدينايجاد سي

  ). ۳۲( مي گردد ناشي مي شودپنهانحضور مايکوپلاسما 

  PCRبر پايه همان اصول ) دورگه سازƽ(تکنيک هيبريديزاسيون

طور نسبي سريع هستند ه اگر چه هر دو روش ب. بنا نهاده شده است

نتايج  گاهي تفسير ،طور مثاله ب. هايي هم دارند اما فرق

بدين معني که نوعا تفريق . دلايلي مشکل مي شوده هيبريداسيون ب

دليل ه هاƽ غير ويژه،  ب هاƽ مخصوص و سيگنال بين سيگنال

ƽگرم مثبت مشکل مي  حضور واکنش متقاطع ما بين باکتر ƽها

بنابراين، نتايج مثبت هيبريديزاسيون، فقط زماني مورد ). ۳۳(گردد

ي هيچ باکترƽ گرم مثبت ديگرƽ را استناد است که کشت ميکروب

  حساسيت بالاتر آن نسبت به تکنيکPCRمزيت ديگر . نشان ندهد

 rRNAحساسيت روش هيبريديزاسيون . هاƽ دو رگه سازƽ است

 ارگانيسم است در مواردƽ مانع از ۱۰ ۴ تا ۱۰ ۳ که حدود DNAبا 

 بنابراين موارد .تشخيص مايکوپلاسما در نمونه هاƽ آلوده مي گردد

ƽتکنيک  فوق مبين برتر ƽهاPCRکلاسيک،   نسبت به روش ƽها

مانند (خصوصا در مواردƽ است که تعداد عامل در نمونه کم است

هاƽ زدودن  درست قبل از تهاجم عفونت، بعد از روش

  ).مايکوپلاسما، يا در حضور سرم با تعداد کم عامل

هاƽ  ب جهت تکنيکهاƽ زياد و فضاسازƽ مناس علي رغم مراقبت

 در سيستم DNA ،  باز امکان آلودگي با PCRتکثيرƽ همچون 

باعث مثبت هاƽ کاذب  در نتيجه  تشخيص مولکولي وجود دارد که

البته تجربه نشان داده است که با اختصاص فضاها و . مي گردد

پيش بيني شده، اين امکان به ) زونهاƽ(تجهيزات مناسب در مناطق 

کنترل مثبت، (لذا کاربست کنترل هاƽ مناسب. دصفر نزديک مي گرد

 ،  DNAدر مراحل مختلف استخراج ) منفي و يا نوعا کنترل دروني

تکثير و مرحله تشخيص،  کمک شاياني به کاهش آلودگي و 

  . نشاندادن آن مي نمايد

تعداد کم مايکوپلاسما در ) ۱:  منفي عمدتا به دو دليلPCRنتايج 

بدين معني که به بخشي از (يکوپلاسما عدم توزيع ما) ۲نمونه و 

 ƽکشت،  مايکوپلاسما چسبيده و بنابراين وقتي که برا ƽسلول ها

اولين بار نمونه تقسيم مي شود حضور مايکوپلاسما در برخي لوله 

  . به وجود مي آيد) ها بيشتر است

 ،  کاربرد روش تغيير PCRيکي از راه ها جهت افزايش حساسيت 

با ) Spaepen)  ۳۴.  استNested-PCR نام يافته اƽ از آن به

،  آلودگي S rRNA ۱۶استفاده از دوجفت پرايمر جهت هدف ژني 

اما دور . هاƽ مايکوپلاسمايي را با حساسيت بالايي شناسايي نمود

 و ايجاد DNA در اين روش ريسک آلودگي سيستم با  PCRدوم 

عتماد دو حساسيت و قابليت ا.  مثبت هاƽ کاذب را افزايش مي دهد

ƽشرط لازم يک تکنيک تشخيص ميکروبي بر مبنا  PCR مي 

مطالعات قبلي نشان داده است که شناسايي جنس . باشد

 در مقايسه با روش هاƽ کلاسيک PCRمايکوپلاسما از طريق 

اما اين موضوع از جهت حساسيت و ويژگي . برترƽ هايي دارد

 شرايط واکنش بهينه نمودن سکانس پرايمر و. هنوز قابل بحث است

در اين بررسي موجب تشديد حساسيت، ويژگي و همينطور قابليت 

مشخصا ويژگي ارائه شده روش . تکرار و اعتماد بيشتر شده است

اخير جهت تفريق مابين آلودگي مايکوپلاسمايي از ديگر عوامل 

آلوده کننده احتمالي شامل اشريشياکلي، استافيلوکوکوس اورئوس و 

  . بيشتر استمخمرهاƽ جوانه زن

  ƽهدف اوليه در اين بررسي ارائه يک روش قابل اعتماد برا

شناسايي مايکوپلاسماها در کشت سلول، سرم هاƽ حيواني، 

 ƽکاربرد تکنولوژ ƽبيولوژيک و بر مبنا ƽفرآورده هاPCRبه .  بود  

   عنوان  را بهrRNA   مشترک ژن همين منظور بخش هاƽ ثابت و
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هاƽ آن و همينطور ثابت و  سکانس هدف تکثيرƽ، به دليل فراواني

ها در طول تکامل،  مشترک بودن آنها در بين اعضاء موليکوت

هاƽ   آلودگيPCRطور معمول، آناليز ه ب. نتخاب نموديما

مايکوپلاسمايي نيازمند پرايمرهايي است که اجازه شناسايي 

هاƽ غير مايکوپلاسمايي  ها و تفريق آنها از ساير آلودگي موليکوت

علاوه، اين رويه بايستي فارغ از واکنش متقاطع با ه ب. را بدهد

DNAسلولي باشد   دودمان ƽه ک ارائه شده حاضر که بتکني. ها

صورت يک پروتکل تک مرحله اƽ است قادر به شناسايي حداقل 

 هدف در نمونه هاƽ بيولوژيک بوده و DNA کپي از مولکول ۱۰

  ژنوميک ديگر ارگانيسمDNAشواهد مويد عدم واکنش متقاطع با 

ها شامل انسان، موش، ساکاروميسس سرويزيه، و اشريشيا کلي 

ديگر ارائه شده توسط محققين داراƽ حد هاƽ  پروتکل. است

گونه )۱ مايکوپلاسما، بسته به ۱۰۰ الي ۱شناسايي بين 

نوع و طراحي )PCR ، ۳هدف ژني )۲مايکوپلاسماƽ آزمايش شده، 

  ).۳۵-۳۸( ، بيان شده استPCRشرايط ) ۴پرايمر ، و 

  

  : نتيجه گيري
 هاƽ ثابت و  بر مبناƽ سکانسPCR که سنجش نشان دادندنتايج 

،  يک تکنيک مفيد،  ارزشمند و S rRNA۱۶مشترک موجود در 

 دقت بالا جهت شناسايي وقابل اعتماد با حساسيت،  ويژگي،

هاƽ مايکوپلاسمايي در کشت سلول و ساير فرآورده هاƽ  آلودگي

البته تحقيقات بيشترƽ بايستي در زمينه استخراج .  بيولوژيک است

DNAتغليظ نمونه،  سکانس  ،  روش ƽهدف،  روش  ها ƽها

   . شناسايي محصول تکثيرƽ انجام گردد

  :تقدير و تشكر
دکتر محسن لطفي و خانم سهيلا مرادƽ از موسسه رازƽ آقاƽ از 

شناسي براƽ در اختيار  بخش مديريت کنترل کيفي و ميکروب

آقاƽ هاƽ مايکوپلاسما، آقاƽ وحيد ملاکاظمي و  گذاشتن سوش

دليل در ه تيتو پاستور ايران بشهرام آذرƽ از بخش کشت سلول انس

 صميمانه هاƽ علمي هاƽ سلولي و راهنمايي اختيار گذاشتن کشت

  .سپاس گزارƽ مي شود
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