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چکیده 

سابقه و هدف: آلودگی مایکوپلاسما در کشت  سلول از مشکلات جدی در تولید فرآورده های بیولوژیک محسوب می شود. هدف ما در 
این پژوهش انتخاب بهترین روش استاندارد به عنوان روشی سریع با حساسیت، اختصاصیت و دقت بالا برای تشخیص آلودگی مایکوپلاسما 

در کشت های سلولی بانک سلولی ایران می باشد. 
آنزیمی و  مایکوپلاسما توسط سه روش کشت میکروبی،  آلودگی  به  این پژوهش40 رده ی سلولی مشکوک  مواد و روش ها: در 
مولکولی مورد مطالعه واقع گردیدند. ارزیابی آنزیمی به کمک کیت mycoalert انجام شد و در روش مولکولی از پرایمر یونیورسال طراحی 

شده بر مبنای سکانس های ثابت و مشترک موجود در 16SrRNA ریبوزومی استفاده گردید. 
یافته ها: درصد آلودگی مایکوپلاسمایی در کشت های سلولی با روش های مولکولی، آنزیمی و میکروبی به ترتیب با 57/5% و %52/5 
و 40% استحصال گردید . نتایج حکایت از تایید حساسیت،  ویژگی و صحت )دقت( بالای ارزیابی مولکولی واکنش های زنجیره ای پلیمراز 

)PCR( در مقایسه با دو روش آنزیمی و کشت میکروبی دارد. 
ارزشمند، مفید و  16SrRNA ریبوزومی، تکنیکی  ثابت و مشترک موجود در  بر مبنای سکانس های   PCR نتیجه گیری: سنجش 
قابل اعتماد با  حساسیت، اختصاصیت و دقت بالا جهت شناسایی آلودگی های مایکوپلاسمایی در کشت های سلولی و سایر فرآورده های 
بیولوژیک می باشد. تکنیک آنزیمی mycoalert با توجه به حساسیت، ویژگی و سرعت بالای آن در تشخیص آلودگی مایکوپلاسمایی 

)کمتر از 20 دقیقه( بعد از PCR ، می تواند جایگزین روش های  کشت میکروبی و رنگ آمیزی DNA فلوئوروکروم گردد.
کلمات کلیدی: کشت سلولی، آلودگی مایکوپلاسمایی، رده های سلولی انسانی- حیوانی 

.

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولکولي
دوره سوم، شماره نهم، پاییز 1391 

مقدمه
و  رابینسون  آقای  میلادی،   1956 سال  در  بار  اولین  برای 
ایشان  سلولی  کشت های  که  کردند  مشاهده   )40( همکارانش 
میلادی،  در دهه 1960  و  است  آلوده گردیده  مایکوپلاسما  به 

شایع ترین  و  ترین  مهم  از  یکی  عنوان  به  مایکوپلاسما 
معرفی  و  محسوب  سلولی  های  کشت  اصلی  آلوده کنندگان 
گردید )64،62،42،38،29،2( .مایکوپلاسما به عنوان کوچکترین 
 800 تا   300 حدود  در  اندازه ای  با  زنده  میکروارگانیسم های 
سلولی  دیواره  پلی مورف  میکروارگانیسم های  این  است.  نانومتر 
ندارند و دارای تکثیر خودبخودی و با زمان تکثیر سلولی 1-9 

ساعت و سایز ژنوتیک 600 تا 2200 کیلوباز می باشند و ضمناً
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تنریکوت ها  رده ی  و  مولیکوت ها  کلاس  جزء  مایکوپلاسماها 
طبقه بندی می شوند،که از طریق کاهش ژنومیک و تکامل برگشت 
و  ها  کلوستریدیوم  لاکتوباسیلوس ها،  از  یقین  احتمال  به  پذیر 
استرپتوکوک ها مشتق شده اند. خانواده مولیکوت ها دارای بیش از 
200 گونه می باشند که در 8 جنس طبقه بندی گردیده اند و برخی 
از آن ها ساپروفیت و دارای زندگی کومانسالی می باشند که در 
انسان، گیاه، حیوان،حشرات و محیط زیست و غیره وجود دارند. 
از مایکوپلاسماهای پاتوژن مهم مجاری تنفسی و مجاری تناسلی 
مایکوپلاسماژنیتالیوم،  مایکوپلاسماپنومونیه،  به  انسانی می توان 
مایکوپلاسماهومینیس و اوره آ پلاسما اوره آ آلیتیکوم اشاره کرد 
)61،60،37،16،3(. حضور مایکوپلاسما می تواند رشد سلول ها، 
ایمنولوژیکی  بیوشیمیایی،  خصوصیات  و  ویژگی ها  مورفولوژی، 
قرار  تأثیر  تحت  را  سلول ها  فیزیولوژی  و  متابولیسم  ژنتیکی،   ،
بدهد. بنابراین تفسیر نتایج آزمایشات بیولوژیک که به طبع آن 
می افتد،  خطر  به  بیودارویی  فرآورده های  و  محصولات  کیفیت 
که در نتیجه باعث از دست رفتن وقت، زمان، مواد و محصولات 
خاطر  همین  به  شد.  خواهد  بیولوژیک  و  دارویی  تولیدی 
اکیداً   (FDA) آمریکا  فدرال  دارویی  انجمن  و  اروپا  فارماکوپه 
آزمایشات تشخیصی مایکوپلاسما را به منظور افزایش کیفیت، 
سلامتی و ایمنی محصولات بیولوژیک و بیودارویی توصیه کرده 
است )56،55،14،13،12،10،6(. بررسی ها نشان می دهد که 5 
تا 87% درصد از رده های سلولی به مایکوپلاسماها آلوده هستند 
از گونه   20 مایکوپلاسماها،  گونه   200 از  بیش  میان  از   که 

آن ها )مولیکوت ها( که از کشت های سلولی آلوده جدا گردیده اند، که 
شامل:  مایکوپلاسماها  از  گونه  هشت  دست کم  میان،  این  از 
مایکوپلاسما  فرمنتنس،  مایکوپلاسما  آرژی نینی،  مایکوپلاسما 
هومینیس،  مایکوپلاسما  هیورینیس،  مایکوپلاسما  اورال، 
پلاسما  اکوله  و  پیروم  مایکوپلاسما  سالیواریوم،  مایکوپلاسما 
لایدلاویی مسئول بیش از 95% موارد آلودگی رده  های سلولی 
آلودگی  اصلی  . منابع   )51،48،27،17( دهند  می  تشکیل  را 
پرسنل  از:  عبارتند  سلولی  کشت های  در  مایکوپلاسمایی 
مواد  آلوده،  سلولی  کشت  محیط های  و  سرم  آزمایشگاهی، 
مصرفی، معرف ها، تجهیزات آزمایشگاهی و سلول هایی که قبلًا 
با مایکوپلاسما آلوده شده اند. در ضمن مولیکوت ها می توانند 
در کشت های سلولی حضور داشته باشند، بدون اینکه تغییراتی 

قابل مشاهده ای از بابت کدورت یا تغییر در رنگ و pH محیط 
دیواره  فاقد  اینکه  به خاطر  ها  باشند. آن  داشته  کشت سلولی 
سلولی هستند به آنتی بیوتیک های پنی سیلین و استرپتومایسین، 
کشت  های  محیط  در  معمولاً  که  مهم  خیلی  آنتی بیوتیک  دو 
روتین سلولی استفاده می شود، مقاوم هستند و مایکوپلاسماها 
و  نمایند  آلوده  را  آسانی کشت های سلولی  به  می توانند خیلی 
نیز قابل مشاهده و تشخیص  توسط میکروسکوپ های معمولی 
پلی مورف  و  بودن  کوچک  انعطاف پذیری،  قابلیت  نمی باشند، 
از  به راحتی  اجازه می دهند که  مایکوپلاسماها  به  بودن آن ها 
عبور  میکرومتر   0/22 تا   0/45 قطر  با  فیلترهای ضدباکتریایی 
نمایند )54،50،48،31،19،11،8(. برای سال های متمادی است 
و تشخیص  برای شناسایی  متعددی  و روش های  تکنیک ها  که 
مایکوپلاسما در کشت های سلولی توسعه پیدا کرده اند که این 

روش ها شامل:
1- آزمایش مستقیم که شامل کشت میکروبی 2- آزمایش های 
از  این روش ها  غیرمستقیم که شامل روش های غیرکشت که 
جهت سرعت عمل، قابلیت اعتماد و اطمینان بخشی، حساسیت، 
اختصاصیت، صحت و اقتصادی بودن روش مورد آزمون، تفاوت ها 

و اختلافاتی با هم دارند )58،45،41،39،35،23،21،15(.
چندین  تا  روز  )چند  وقت گیر  نسبتاً  کشت  پایه  بر  روش های 
هفته( با حساسیت نسبتاً پائین و نیازمند امکانات و همین طور 
تجربه کافی جهت تفسیر نتایج است و نتایج منفی کاذب نسبتاً 
زیاد به چشم می خورد، به خاطر اینکه برخی از گونه های پرنیاز 
مایکوپلاسماها نظیر مایکوپلاسما هیورینیس و غیره به سختی در 
محیط های کشت میکروبی رشد می کنند. روش های غیرکشت 
نشانگر  تکنیک   ،(Adop) فسفوریلاز  آدنوزین  غربالگری  شامل: 
رنگ آمیزی  فلوئوروکروم،   DNA رنگ آمیزی  سلولی،  کشت 
بیوشیمیایی،  روش های  الکترونی،  میکروسکوپ  شناسی،  بافت 
روش های ایمنولوژیکی، روش های DNA-DNA  هیبریداسیون 
دو  و  مرحله ای  تک   PCR و  هیبریداسیون   DNA-RNA و 
اختصاصی   PCR  ،PCR-ELISA  ،(Nested PCR) مرحله ای 
جنس و گونه مایکوپلاسما با پرایمرهای یونیورسال و اختصاصی 
و مولتیپلکس طراحی شده و Real time PCR و غیره می باشند 
مقاله  این  در   .).65،57،46،39،24،22،21،20،18،16،15،5،4(
طلایی  استاندارد  عنوان  به  میکروبی  کشت  روش  از  پژوهشی 

1391،‌مقایسه‌روش‌های.... تازه‌های‌بیو‌تکنولوژی‌سلولی‌-‌مولکولی‌دوره‌سوم،‌شماره‌نهم،‌زمستان‌

38

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
91

.3
.9

.4
.8

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
02

 ]
 

                             2 / 23

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1391.3.9.4.8
https://ncmbjpiau.ir/article-1-287-fa.html


 mycoalert ®آنزیمی روش های  همراه  به   (Gold standard)

Lonza و روش مولکولی  mycoplasma detection kit شرکت 

برای  شده  طراحی  )عمومی(  یونیورسال  پرایمرهای  با   PCR

ارزیابی و سنجش آلودگی مایکوپلاسمایی در کشت های سلولی 
کاربردی  اهداف  منظور  به  ایران  انستیتوپاستور  سلولی  بانک 

مشخص شده در زیر اقدام گردیده است:
عمل  سرعت  و  صحت  اختصاصیت،  حساسیت،  مقایسه   -1
تشخیصی روش های مختلف تشخیصی در رده  های سلولی آلوده 

به مایکوپلاسما.
و  و سریع  استاندارد  روش  عنوان  به  روش  بهترین  انتخاب   -2
سلولی  بانک  بخش  در  بالا  اختصاصیت  و  حساسیت  با  دقیق 

انستیتوپاستور ایران.
مواد و روش ها 

الف(کشت رده های سلولی:
از  مختلف  انسانی  و  حیوانی  سلولی  رده   40،1 جدول  مطابق 
تصادفی  کاملا  صورت  به  ایران  پاستور  انستیتو  سلولی  بانک 
)Random( برای ارزیابی و آنالیز سه روش تشخیصی میکروبی، 
گرفتند.  قرار  ارزیابی  و  مطالعه  مورد   PCR مولکولی  و  آنزیمی 
در  تکثیر سلولی  و  رشد  منظور  به  نظر  مورد  های سلولی  رده 
دمای اتمسفر و مرطوب حاوی 5% گاز CO2 و رطوبت 88% و 
دمای 37 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. محیط های کشت 
گاوی(  جنین  )سرم   FBS غذایی  مکمل   %10-%20 با  سلولی 
تلقیح گردیدند. در ضمن فاکتور های رشد وابسته به رده های 
سلولی مورد نظر، فاکتور های اختصاصی رشد سلولی و یا محیط 
های کشت سلولی اختصاصی رده های سلولی مورد نظر مطابق 
نماند که  ناگفته  البته  العمل مربوط افزوده گردیدند.  با دستور 
همه مکمل های غذایی رشد سلولی از جمله سرم های تجاری 
 ،PBS محیط های کشت سلولی، محلول های شستشو ،) FBS(
تریپسین و سایر مواد مصرفی به کار رفته از بابت عدم آلودگی 
مایکوپلاسمایی و منفی بودن مورد تائید قرار گرفتند. ضمنا برای 
موردنظر  سلولی  های  رده  مایکوپلاسمایی،  آلودگی  تشخیص 
بعداز هاروست کردن در محیط  برای مدت یک هفته،  حداقل 
کشت سلولی قرار گرفته و کشت های سلولی حداقل برای مدت 
سه روز نباید تعویض محیط گردند و نمی بایستی در طول این 
 مدت آنتی بیوتیکی به محیط های کشت سلولی اضافه شود )9(.

ب(DNA سویه های مختلف مولیکوت ها )مایکو پلاسما 
ها (و باکتری های مورد نیاز به عنوان نمونه های کنترل 
مثبت و کنترل منفی جهت آزمون  PCR اختصاصی جنس 

مایکو پلاسما

و  ها(  )مایکوپلاسما  ها  مولیکوت  مختلف  های  سویه   DNA

NCTC و ATCC باکتری های مختلف از کلکسیون های معتبر
 ،)NCTC 10177T( آلیتیکوم  آوره  آپلاسما  اوره  های  نام  به 
 مایکوپلاسما ژنیتالیوم )NCTC 10195(، مایکوپلاسما سالیواریوم
)NCTC10113(، مایکوپلاسماپنومونیه )NCTC 10119(، آکوله 
 ATCC(مایکوپلاسما اورال ،)ATCC 23206( پلاسما لایدلاویی
23714(، مایکوپلاسما هیورینیس )ATCC 17981(، مایکوپلاسما 

 ATCC( هومینیس  مایکوپلاسما   ،)ATCC 19989( فرمنتنس 
23114(، مایکوپلاسماآرژینینی )ATCC 23838(و مایکوپلاسما 

مثبت  کنترل  های  نمونه  عنوان  به   )NCTC 11702( پیروم 
  DNA و  مایکوپلاسما  جنس  اختصاصی   PCR آزمون جهت 
به  منفی  گرم  و  مثبت  گرم  های  باکتری  مختلف  های  سویه 
پروتئوس   ،)ATCC 25923( اورئوس  استافیلوکوکوس  های  نام 
 ATCC( باسیلوس سوبتیلیس   ،)ATCC 49565( میرابیلیس 
عنوان  به   )ATCC 49189( آئروژینوزا  سودوموناس   ،)6633 

نمونه های کنترل منفی جهت اثبات و نشان دادن عدم تداخل 
واکنش با پرایمر های یونیور سال اختصاصی جنس مایکوپلاسما 

جهت آزمون PCR مورد مطالعه و ارزیابی قرار گرفتند.

ج(شناسایی آلودگی رده های سلولی به مایکوپلاسما به 
روش کشت میکروبی

آلودگی  به  مشکوک  محیط  از  میکروبی  کشت  انجام  برای 
مایکوپلاسمایی ابتدا 1 الی 2 میلی لیتر نمونه کشت سلولی خوب 
رشد کرده و رنگ محیط را کاملًا زرد نموده )ترجیحاً بهتر است 
که هم از سوپ سلولی به انضمام خود رده ی سلولی مورد نظر 
 PPLO مشکوک به آلودگی، برداشته شود( به محیط اختصاصی
براث )حاوی گلوکز و آرژی نین( اضافه شد و به مدت 24 تا 72 
سانتی گراد  درجه   37 دمای  در  Co2دار،  انکوباتور  در  ساعت 
انکوبه شد. سپس محیط PPLO براث به خوبی به هم زده شد 
تا یک کدورت یکنواختی ایجاد شود. بعد به اندازه 1 میلی لیتر از 
محیط PPLO براث داخل لوله های اپندورف، ریخته و به مدت 
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10 دقیقه در دور 10000 سانتریفوژ شد. در مرحله بعد محیط 
رویی خالی شد و از رسوب حاصله در ته لوله اپندورف به میزان 
100 میکرولیتر برداشت و در محیط کشت جامدمایکوپلاسما، 
PPLO آگار )حاوی گلوکز و آرژی نین( بدون پخش کردن، قرار 

چسب  یا  پارافین  با  آگار   PPLO پلیت  درب  سپس  شد.  داده 
آلودگی و خشک شدن در معرض هوا،  از  به منظور جلوگیری 
خوب چسبانده شد و در انکوباتور Co2دار به مدت 3 الی 4 هفته 
 3 الی   2 هر  و  شد  نگهداری  سانتی گراد،  درجه   37 دمای  در 
روز در زیر میکروسکوپ نوری، سطح محیط جهت دیدن کلنی 
های تخم مرغی شکل یا غیرتیپیک مایکوپلاسما )شکل 1( مورد 

بررسی قرار گرفت )14،12(.
روش  طریق  از  مایکوپلاسمایی  آلودگی  شناسایی  د( 
 mycoalert ® mycoplasma detection kit آنزیمی کیت 

Lonza شرکت
روش آنزیمی ®mycoalert، یک تست انتخابی بیوشیمیایی است 
که میزان فعالیت های مشخص و معین آنزیم های مایکوپلاسما به 
نام استات کینازها و کاربامات کینازها را نشان می دهد. حضور 
این آنزیم های ویژه مایکوپلاسمایی، به عنوان یک روش سریع 
مایکوپلاسمایی  آلودگی  حساس  تشخیص  برای  گری  غربال 
که  زمانی  آورند.  می  فراهم  موردنظر  سلولی  رده  نمونه  در  را 
با  قادرند  آنزیم ها  این  شوند،  می  لیز  زنده  مایکوپلاسماهای 
استیل،  فسفات  یا  کارباموئیل  فسفات  سوبستراهای  با  واکنش 
آدنوزین دی فسفات (ADP) را به ATP )آدنوزین تری فسفات( 

کاتالیزوتبدیل نمایند )32،26(.
با اندازه گیری میزان ATP تولید شده در هر نمونه قبل و بعد از 

BRatio
A

اضافه کردن سوبسترای ®mycoalert، که این نسبت)
( به عنوان اندیکاتوری است که حضور یا عدم حضور مایکوپلاسما 
را در کشت های سلولی مورد نظر را به ما نشان می دهد. اگر این 
آنزیم ها حضور نداشته باشد خوانش دوم نسبت به خوانش اول، 
BRatio کوچکتر 

A
هیچ افزایشی را نشان نخواهد داد که نسبت 

از عدد 1 را نشان می دهد، که حاکی از عدم آلودگی رده ی سلولی 
با  مایکوپلاسمایی  آنزیم های  که  زمانی  در  می باشد.  نظر  مورد 
سوبستراهای ویژه در کیت ®mycoalert واکنش دهند، منجر به 
افزایش سطح ATP تولیدی خواهد شد، که این افزایش ATP با 
استفاده از واکنش بیولومینسانس ذیل توسط دستگاه لومینومتر 

BRatio بزرگتر از عدد 1 را 
A

شناسایی خواهد شد )که نسبت 
نشان خواهد داد که حاکی از آلودگی رده ی سلولی مورد نظر به 
مایکوپلاسما می باشد.( که  خلاصه مکانیسم واکنش به صورت 

ذیل می باشد:

  + O2mg2+لوسیفرینATP + 

 + AMP + PPi + CO2لوسیفراز وکمپلکس اکسی لوسیفرین
+ Light

با  خطی  صورت  به  شده(  )ساطع  شده  تابش  نور  شدت  که 
توسط  که  دارد  ارتباط  شده  آزاد  یا  تولید   ATP غلظت  میزان 
دستگاه لومینومتر اندازه گیری می شود و ضمناً کل مراحل این 
واکنش می بایستی در شرایط دمایی آزمایشگاه )22-18 درجه 
سانتی گراد( انجام  گیرد که دمای اپپتیم )مناسب( برای فعالیت 

لوسیفراز می باشد.
مراحل انجام واکنش به ترتیب ذیل می باشد:

1- ابتدا 2 میلی لیتر از کشت سلولی یا سوپرناتانت سلولی به لوله 
سانتریفوژ منتقل شده، با دور RPM  1500 به مدت 5 دقیقه 

سانتریفوژ شد.
کووت  به  شده  سانتریفوژ  سوپرناتانت  از  ماکرولیتر   100  -2

لومینومتر منتقل گردید.
ثانیه   1 روی  بر  را  لومینومتر  دستگاه  خوانش  برنامه  زمان   -3

تنظیم شد.
هر  به   ،(Reagent) mycoalert® معرف  ماکرولیتر   100  -4

نمونه اضافه و گرفته شد.
دستگاه  با  ثانیه   1 عرض  در  اول  خوانش  دقیقه،   5 از  بعد   -5

)A لومینومتر انجام گرفت )خوانش
 (substrate) mycoalert ® 6- سپس 100 ماکرولیتر سوبسترای

به هر نمونه اضافه شد و 10 دقیقه زمان گرفته شد.
7- بعد از 10 دقیقه،  خوانش دوم در عرض 1 ثانیه با دستگاه 

.)B لومینومتر انجام شد. )خوانش
عدد  از  کوچکتر  یا  بزرگتر  اگر  که   BRatio

A
نسبت  حال   -8

آلودگی  عدم  یا  آلودگی  که  است  نسبتی  عنوان  به  باشد،   1
مایکوپلاسمایی رده ی سلولی مورد نظر را به ما نشان خواهد داد.

1391،‌مقایسه‌روش‌های.... تازه‌های‌بیو‌تکنولوژی‌سلولی‌-‌مولکولی‌دوره‌سوم،‌شماره‌نهم،‌زمستان‌
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جدول 1- لیست رده های سلولی که به صورت تصادفی )Random(جهت بررسی آلودگی مایکوپلاسمایی از آزمایشگاه کشت روتین سلولی 
 Lonzaشرکت mycoalert mycoplasma detection kit به تعداد 40 عدد تحویل گرفته شد که  توسط 3 روش کشت میکروبی و آنزیمی

ومولکولی PCR  موردارزیابی و بررسی قرار گرفت:

نام رده های سلولیمشخصات کلی سلولی
کد بانک

ف سلولی ایران
ردی

Aedes albopictus(mosquito,Asian tiger)C6/36NCBI C6121
Human Acute T lymphoblastic leukemiaMOLT4NCBI C1492

Human bladder carcinoma5637NCBI C4503
Mouse Monocyte/MacrophageJ774A.1NCBI C4834
Human Breast AdenocarcinomaMCF7NCBI C1355

Human T cell leukemiaMOLT17NCBI C5166
Mouse connective tissue fibroblastL929NCBI C1617
Human large cell lung carcinomaQUDBNCBI C5658

Mouse melonemaB16F10NCBI C5409
Mouse neuroblastomaC1300 Clone NANCBI C54910
Human fibrosarcomaHT1080NCBI C43711

Human brain astrocytoma1321N1NCBI C11812
Human Caucasian gastric adenocarcinomaAGSNCBI C13113

Human Burkitt,s lymphoma(Thymidine kinase positive)RAJI TK+NCBI C12414
Human Burkitt,s lymphoma(Thymidine kinase deficient)RAJI TK-NCBI C13815

Human T cell acute lymphoblastic leukemiaKE37NCBI C18116
Human neuroblastomaBE(2)-CNCBI C57717

Human breast adenocarcinomaMDA-MB231NCBI C57818
Rat Adrenal fibroblast pheochromocytomaPC12NCBI C15319

Human prostatic carcinomaDU145NCBI C42820
Human breast adenocarcinomaMDA-MB361NCBI C43321
Human ovary adenocarcinomaSKOV3NCBI C20922

Human Burkitt,s lymphomaLuckesNCBI C16023
Human Burkitt,s lymphomaBL 28NCBI C10324

Human Colorectal AdenocarcinomaSW742NCBI C14625
Human Pancreatic carcinomaMIA Paca-2NCBI C45926

Mouse Myeloid LeukemiaM-NFS-60NCBI C48227
Rhesus mammary gland carcinomaMel3NCBI C45628

Mouse Swiss Webster myoblastG-8NCBI C14129
Human breast adenocarcinomaSKBR3NCBI C20730

Human-lung-carcinomaA549NCBI C13731
Monkey Kidney SV40 TransformedCOS7NCBI C14332

Marmoset-EBV transformed lymphocytesB95.8NCBI C11033
Mouse T Cell lymphomaEl4NCBI C11434
Chinese hamster OvaryCHONCBI C11135

Human acute promyelocytic leukemiaNB4NCBI C51536
Human fetal skeletal muscle cellsHSKMCNCBI C59837

Human osteosarcomaMG63NCBI C55538
Pre B cell leukemiaNalm6NCBI C21239

Human osteogenic sarcomaSaos2NCBI C45340

MG63                                                          Ve                                                              

شکل1- کشت میکروبی بر روی محیط  PPLO Agar رده سلولی Vero  به عنوان کنترل مثبت )سمت راست( و رده سلولی MG63 )سمت چپ(آلوده به 
مایکوپلاسما 

 

تازه‌های‌بیوتکنولوژی‌سلولی‌-‌مولکولی‌دوره‌دوم،‌شماره‌نهم‌،‌وحید‌ملا‌کاظمی‌ها‌و‌همکاران

41

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
91

.3
.9

.4
.8

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
02

 ]
 

                             5 / 23

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1391.3.9.4.8
https://ncmbjpiau.ir/article-1-287-fa.html


روش  به  مایکوپلاسمایی  آلودگی  شناسایی  روش  ه( 
PCR مولکولی

هر  از  قبل  مایکوپلاسما،  جنس  اختصاصی   PCR انجام   برای 
چیز بایستی به استخراج DNA مایکوپلاسمایی از نمونه سلول 
مشکوک به آلودگی مایکوپلاسمایی انجام شود که در همین ارتباط 
از  مایکوپلاسمایی   DNA استخراج  برای  ، روش های متعددی 
سوپ سلولی )سوپرناتانت( و یا خود پلت سلولی )رسوب سلولی( 
سانتریفوژ   -1 روش های  می توان  جمله  آن  از  که  دارد  وجود 
کردن 2- جوشاندن 3- استفاده از آنزیم پروتئیناز K را نام برد. 
در این تحقیق برای استخراج DNA ژنومیک از گونه های مختلف 
مایکوپلاسما و رده های سلولی مورد نظر مطابق با پروتوکل های 
استاندارد شرح داده شده توسط Tang و همکارانش )سال 2000 
میلادی( البته باکمی اصلاحات استفاده شد )47(. ابتدا از محیط 
انتهایی  فاز  به  که  نظر  مورد  سلولی  رده  حاوی  سلولی  کشت 
 100/000 حداقل  مقداری  رسیده اند،  خود  رشد  لگاریتمی 
دقیقه   1 به مدت  هاروست شده  نظر  مورد  تا200/000 سلول 
با دور g12000 سانتریفوژ گردیدند. سپس رسوب سلولی )پلت 
سلولی( در بافر STE )10 میلی مول Nacl ،20 میلی مول تریس 
HCL  و 1 میلی مول EDTA با PH برابر 8( دوباره به صورت 

سوسپانسیون در آمده و برای مدت 2 ساعت در دمای 37 درجه 
سانتی گراد با 1%               و40 میکروگرم در میلی لیتر 
پروتئیناز Promega,USA( K( انکوبه گردیدند. سپس پروتئین 
ها با اضافه کردن حجم معادل فنل- کلروفرم- الکل ایزوآمیل به 
نسبت )1:24:25( رسوب گردیدند. مجموع اسیدهای نوکلئیک 
یا DNA، سپس با اضافه کردن 0/1 حجم استات سدیم 3 مولار 
 )          ( اتانول %96  الکل  برابر 5/2( و 2/5 حجم   pH )با 
رسوب گردیدند. در ادامه، رسوب سلولی )پلت سلولی(، با الکل 
اتانول 70% )        ( شستشو داده شده و برای مدت 15 تا 30 
دقیقه در معرض هوا قرار گرفته تا کاملًا خشک شود. سرانجام 
 RNA و DNA سلولی در آب مقطر استریل فاقد DNA رسوب
به صورت سوسپانسیون در آمد و جهت نگهداری طولانی مدت، 
DNA مربوطه را به فریزر 20- درجه سانتی گراد منتقل کرد 

 .)47،34،33(

و- اولیگونوکلئوتیدها و PCR اختصاصی برای تشخیص 
مایکوپلاسما در رده های سلولی آلوده

برای شناسایی آلودگی مایکوپلاسمایی رده های سلولی مربوطه 
از  استفاده  با  )عمومی(  یونیورسال  پرایمر  یک   ،PCR روش  به 
 )3/05 نسخه   Gene-Runner( مربوطه  کامپیوتری  نرم افزار 
براساس ناحیه محافظت شده بین گونه ای 16SrRNA ریبوزومی 
مولیکوت ها طراحی و توسط شرکت سیناژن سفارش و ساخته 
شد )34،33(. پرایمر یونیورسال مربوطه به ترتیب دارای مقادیر 
 )Y(  13 موقعیت  در  سیتوزین  و  تیمین  نوکلئوتید  مساوی 
برای پرایمر جلویی با طول bp 22 و مقادیر مساوی نوکلئوتید 
 آدنین و گوانین در موقعیت R( 20( برای پرایمر عقبی با طول 
bp 21 می باشد)جدول 2( و در حجم 25 ماکرولیتر اجزاء مخلوط 

 PCR x10 فراهم شده به ترتیب عبارتند از: بافر PCR واکنش
با  dNTPها(   ) فسفات ها  دی نوکلئوتیدتری  ماکرولیتر(،   2/5(
غلظت 50 میکرومول )1 ماکرولیتر(، پرایمرهای جلویی و عقبی 
با غلظت 15 پیکومول از هر کدام )3 ماکرولیتر از هر کدام(، آنزیم 
Taq DNA پلیمراز با غلظت 1U )1 ماکرولیتر(، کلرید منیزیم 

مقطر  آب  ماکرولیتر(،   1( میلی مول   1/5 غلظت  با   (mgcl2)

استریل و DNA-RNA free )12/5 ماکرولیتر( و DNA ژنومیک 
مایکوپلاسمایی با غلظت 0/1 میکروگرم و یا DNA رده ی سلولی 
 DNA مورد نظر با غلظت 1 میکروگرم )1 ماکرولیتر( به عنوان
الگو واکنش می باشد. برنامه پروفایل حرارتی سیکل هایPCR به 
قرار ذیل می باشد: دمای ابتدایی یا دمای دناتوراسیون)واسرشت 
اولیه(، دمای 94 درجه سانتی گراد برای مدت 3 دقیقه و برنامه 
در 32 سیکل شامل:  مربوطه  ژن  برای   PCR پروفایل حرارتی 
دمای دناتوراسیون )واسرشت( در دمای 94 درجه سانتی گراد 
درجه   55-60 دمای  در  اتصال  دمای  ثانیه،   60 مدت  برای 
سانتی گراد برای مدت 30 ثانیه و دمای گسترش در دمای 72 
درجه سانتی گراد برای مدت 2 دقیقه و دمای اتصال پرایمرهای 
اختصاصی جنس مایکوپلاسما )یونیورسال( 55 درجه سانتی گراد 
و دمای اتصال پرایمرهای اختصاصی گونه های مایکوپلاسما 60 
درجه سانتی گراد می باشد و سایر شرایط PCR اختصاصی جنس 
و گونه مایکوپلاسما یکسان است و سپس محصولات  PCR با 
 DNA آنالیز گردیده و قطعات )

        
ژل آگاروز  1% درصد )

وزن     
SDS   حجم

حجمی
حجمی

حجمی
حجمی

وزن
حجمی
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تکثیری توسط دستگاه UV ترانس لومیناتور، بعد از رنگ آمیزی 
با اتیدیوم بروماید مورد بررسی واقع گردیدند. ضمناً طول قطعه 
تکثیر یافته )آمپلیکون سایز( و درصد سیتوزین و گوانین و دمای 
ذوب پرایمرهای جلویی و عقبی و سکانس )ترادف( پرایمرهای 
 یونیورسال مخصوص جنس مایکوپلاسما، مطابق جدول مربوطه

)جدول 2( می باشد در آخر لازم به تذکر است که برای انجام 
 PCR روش  و  بهینه سازی  به  ضروری  نیاز  مناسب،   PCR

اختصاصی برای جنس و گونه های مختلف مایکوپلاسماها، کاملا 
محسوس و ضروری می باشد.

یافته ها

در این پژوهش از 40 رده ی سلولی حیوانی و انسانی که به طور 
آزمایشگاه روتین کشت سلولی تحویل  از   (Random) تصادفی 
آنزیمی  بود، توسط 3 روش مختلف کشت میکروبی و  گردیده 
 PCR مولکولی  و   Mycoalert® Mycoplasma detection kit

مورد ارزیابی و مطالعه قرار گرفتند )جداول 3( و ضمناً از رده ی 
مثبت  کنترل  عنوان  )به  مایکوپلاسما  به  آلوده   Vero سلولی 
مایکوپلاسما  آلودگی  از  عاری   NSO سلولی  رده ی  و  واکنش( 
مختلف  روش   3 توسط  قبلًا  واکنش(  منفی  کنترل  عنوان  )به 
رده ی  آلودگی  که  بودند  گرفته  قرار  بررسی  مورد  شده  ذکر 
به  آن  آلودگی  که  مثبت(  کنترل  سلولی  )رده ی   Vero سلولی 
مایکوپلاسما توسط هر دو روش PCR اختصاصی جنس و گونه 
هیورینیس،  مایکوپلاسما  گونه   3 به  آلوده  )که  مایکوپلاسما 
غالب  گونه های  جمله  از  که  می باشد  فرمنتنس  آرژی نینی، 
مایکوپلاسمایی در کشت های سلولی محسوب می شوند( علاوه 
اشکال   (  mycoalert® آنزیمی  و  بر روش های کشت میکروبی 
 NSO سلولی  رده ی  و ضمناً  گرفت  قرار  تایید  مورد   )3  ،2  ،1
)رده سلولی کنترل منفی( توسط هر 3 روش کشت میکروبی و 
آنزیمی ®mycoalert و ملکولی PCR،  منفی تشخیص داده شد. 
یافته های ما در ارتباط با کشت میکروبی 40 رده ی سلولی، نشان 
می دهد که تعداد موارد مثبت )16 مورد( با درصد )40) و تعداد 
موارد منفی )24 مورد( با درصد )60) و در روش آنزیمی آزمون 
 21( مثبت  موارد  تعداد  سلولی،  رده ی   40 از   mycoalert®

مورد( با درصد )52/5) و تعداد موارد منفی )19 مورد( با درصد 
)47/5) و در روش مولکولی PCR اختصاصی جنس مایکوپلاسما 

با پرایمرهای یونیورسال طراحی شده از 40 رده سلولی، تعداد 
موارد مثبت )23 مورد( با درصد )57/5%) و تعداد موارد منفی 
)17 مورد( با درصد )42/5%) نشان داده شدند و موارد منفی 
کاذب در روش کشت میکروبی و آنزیمی ®mycoalert، به ترتیب 
7 و 2 مورد مشاهده گردیدند و موارد مثبت کاذب در هیچ مورد 
دیده نشدند. در ضمن با توجه به اینکه طبق اعلام شرکت سازنده 
برای    mycoalert®آنزیمی روش  شناسایی  حساسیت   Lonza

کمتر  های سلولی  در کشت  مایکوپلاسمایی  آلودگی  شناسایی 
از         50 اعلام گردیده است به عنوان مثال حساسیت آن 
برای تشخیص گونه های آکوله پلاسما لایدلاویی و مایکوپلاسما 
هیورینیس و مایکوپلاسما اورال             20-10 گزارش گردیده 
شد،  انجام  مطالعه  این  در  ما  که  تحقیقی  در  همچنین  است. 
رقت های مختلفی از کنترل مثبت خود کیت و رده ی سلولی 
آلوده به مایکوپلاسما )رده سلول Vero آلوده به مایکوپلاسما به 
عنوان کنترل مثبت( و سوش آکوله پلاسما لایدلاویی رقت های 
کیت  آزمون  و حساسیت  گردید  تهیه   

4096
1 تا 

 2
1 از مختلفی 

 )جدول 4( مثبت گردید. در ضمن در دمای 
256
1 مزبور تا رقت 

یونیورسال طراحی  پرایمر  °55 درجه سانتی گراد، جفت  اتصال 
شده در آزمون PCR یک باند اختصاصی با سایز 425 جفت باز 
با همه گونه های مایکوپلاسمایی مورد آزمایش و همین طور با 
همه گونه های مولیکوتس ایجاد نمود و در آزمون ویژگی جفت 
اختصاصی  محصول  هیچ  شده،  طراحی  یونیورسال  پرایمرهای 
)425 جفت باز( با DNA باکتری های غیرمایکوپلاسمایی مورد 
پروتئوس  باسیلوس سوبتیلیس،  اورئوس،  استاف  نظیر  آزمایش 
و  انسان   ، رت   DNA و  آئروژینوزا  سودموناس  و  میرابیلیس 
سایر یوکاریوت های پست دیده نشد )اشکال 4و5( و همچنین 
شده  طراحی  یونیورسال  پرایمر  حساسیت  به  بردن  پی  برای 
استخراج شده   DNA از  مخلتفی  رقت های   ،PCR آزمون  برای 
سوش آکوله پلاسما لایدلاویی به صورت رقت های متوالی تهیه 
فمتوگرم  )معادل 10   10-8 رقت  تا  تکثیری  و محصول   گردید 
یا        10( مثبت گردید و این نشان از حساسیت و ویژگی  
روش های  سایر  به  نسبت   PCR تکنیک  بالای  بسیار  دقت  و 

مستقیم و غیرمستقیم دارد )شکل 6(.

cfu
ml

cfu
ml

cfu
ml
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جدول 2- جدول توالی مربوط به پرایمر های اختصاصی جنس و گونه های مختلف مایکوپلاسما

TmGCAmplicon sizePrimer sequencemycoplasma species

53 to 54.8

50.5 to 52.4

45 to 50

45 to 48
425 bp

S:GTG GGG AGG AAA YAG GAT TAG A

AS:GGC ATG ATG ATT TGA CGT CRT
Universal  primer

55.7

58

46

46
326bp

S: TGA TCA TTA GTC GGT GGA GAG TTC

AS: TAT CTC TAG AGT CCT CGA CAT GAC TC
M.arginini

52.3

58

38

46
325bp

S: TGA TCA TTA GTC GGT GGA AAA CTA

AS: TAT CTC TAG AGT CCT CGA CAT GAC TC
M.orale

53.7

57

33

39
334bp

S: CGA TGA TCA TTA GTT GGT GGA ATA AAT

AS: AGG CAG TAT CTC TAG AGT CCT TAA CTT A
M.hyorhinis

53.5

52.3

43

38
324bp

S: TGA TCA TTA GCT GAT GGG GAA CT

AS: TCT CTT AGA GTC CTC AAC TAA ATG
M.fermentans

55.7

53.2

46

35
335bp

S: ATA GAT ACT AGC TGT CGG AGC GAT

AS: CCA ATT TAC ATT AGC AGT CTC GTT AA
M.genitalium

54.4

55.3

40

48
300bp

S: GAT GAG AAC TAA GTG TTG GCC ATA A

AS: CGC TAG AGT CCC CAA CTT AAT GA
A.laidlawii

55.1

59.1

41

39
301bp

S: ATC ATT AGT CGG TGG AGA ATC A

AS: GCA GTA TCT CTA CTA GAG TCC TCA ACT TAAT
M.hominis

53.5

56.7

43

41
324bp

S: TGG ATG TTA GAT GTC GGG GTA AA

AS: GTT GGC AGT ATC GCT AGA CAA A
M.pirum

56.3

56.7

57

41
329bp

S: GAT ACT AGC TGT CGG GGC GAT

AS: AAT TTG CAT TAG TAG CAG TCT CGC TAG
M.pneumoniae

57.4

58

50

46
324bp

S: GAT CAT TAG TCG GCA GAG AAC TCG

AS: TAT CTC TAG AGT CCT CGA CAT GAC TC
M.salivarium

51.1

57.4

41

50
323bp

S: CAT CAT TAA ATG TCG GCT CGA A

AS: CGG TAG CAG TAT CGC TAG AAA AGC
U.urealyticum

1391،‌مقایسه‌روش‌های.... تازه‌های‌بیو‌تکنولوژی‌سلولی‌-‌مولکولی‌دوره‌سوم،‌شماره‌نهم،‌زمستان‌
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جدول 3- نتایج ارزیابی 40 رده سلولی  مشکوک به آلودگی مایکو پلاسمایی که توسط آزمون های مختلف 3 روش کشت میکروبی ، مولکولیPCR  وآنزیمی

 mycoalert شرکت Lonzaمورد بررسی وارزیابی قرار گرفت:

نتایج آزمون 
فکد بانک سلولی ایراننام رده های سلولی

ردی PCRmycoalertکشت میکروبی
negativenegativenegative C6/36NCBI C6121
negativenegativenegativeMOLT4NCBI C1492
negativenegativenegative5637NCBI C4503
negativenegativenegativeJ774A.1NCBI C4834
positivepositivepositiveMCF7NCBI C1355
positivepositiveNegative(False-negative)MOLT17NCBI C5166
positivepositivepositiveL929NCBI C1617
positivepositivepositiveQUDBNCBI C5658
positivepositiveNegative(False-negative)B16F10NCBI C5409
positivepositivepositiveC1300 Clone NANCBI C54910
negativenegativenegativeHT-1080NCBI C43711
negativenegativenegative1321N1NCBI C11812
positivepositivepositiveAGSNCBI C13113
positive Positive(weakNegative(False-negative)RAJI TK+NCBI C12414
negativenegativenegativeRAJI TK-NCBI C13815
positivepositivepositiveKE-37NCBI C18116
positivepositivepositiveBE(2)-CNCBI C57717
positivepositiveNegative(False-negative)MDA-MB231NCBI C57818
positiveNegative(False-positivePC12NCBI C15319
positivepositivepositiveDU145NCBI C42820
negativenegativenegativeMDA-MB361NCBI C43321
negativenegativenegativeSKOV3NCBI C20922
negativenegativenegativeLuckesNCBI C16023
negativenegativenegativeBL28NCBI C10324
negativenegativenegativeSW742NCBI C14625
positiveNegative(False-Negative(False-negative)MIA Paca-2NCBI C45926
positivepositiveNegative(False-negative)M-NFS-60NCBI C48227
positivepositiveNegative(False-negative)MEL-IIINCBI C45628
positivepositivepositiveG-8NCBI C14129
positivepositivepositiveSKBR3NCBI C20730
negativenegativenegativeA549NCBI C13731
positivepositivepositiveCOS7NCBI C14332
negativenegativenegativeB95.8NCBI C11033
positivepositivepositiveEL4NCBI C11434
negativenegativenegativeCHONCBI C11135
positivepositivepositiveNB4NCBI C51536
negativenegativenegativeHSKMCNCBI C59837
positivepositivepositiveMG63NCBI C55538
negativenegativenegativeNalm6NCBI C21239
positivepositivepositiveSaos2NCBI C45340

45

تازه‌های‌بیوتکنولوژی‌سلولی‌-‌مولکولی‌دوره‌سوم،‌شماره‌نهم‌،‌وحید‌ملا‌کاظمی‌ها‌و‌همکاران
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                        1        2        3        4        5       6       7       8        9       10     11     12       13

شکل 2-  نتایج الگوی الکتروفورز تکثیرمحصول PCR رده های سلولی Vero)مایکوپلاسما مثبت(وNSO )مایکوپلاسما منفی( به عنوان رده های سلولی کنترل مثبت و 

 کنترل منفی تست هایمان به انضمام تعدادی دیگری از رده های سلولی ذخیره شده در بانک سلولی ایران که از بابت آلودگی مایکوپلاسمایی به ترتیب از چپ به راست عبارتند از:

 ،CHO(negative) حفره سوم: رده سلولی ،NSO(negative control) حفره دوم: کنترل منفی رده سلولی( DNA-free water) ،حفره اول:کنترل منفی

  DU145(positive) حفره ششم: رده سلولی ، L929(positive) حفره پنجم: رده سلولی ،Vero(positive control) حفره چهارم:کنترل مثبت رده سلولی

،حفره هفتم :رده سلولی MOLT17(positive) ،حفره هشتم: رده سلولی Saos2(positive) ، حفره نهم : رده سلولی B16F10(positive)  ،حفره دهم: 

سلولی  رده  دوازدهم:  ،حفره   NSO(negative control) سلولی  رده  منفی  کنترل  یازدهم:  ،حفره   Vero (positive control) سلولی  رده  مثبت  کنترل 

100bp DNA Ladder(Roche VIII )حفره چهاردهم: سایز مارکر، J774.A(negative) 5637 ،حفره سیزدهم: رده سلولی (negative)

                             

               500bp       

300bp

     100bp

13      12     11      10        9         8         7        6         5         4          3         2         1                            

   500 bp
   300 bp
   200 bp
   100 bp

شکل 3- نتایج الگوی الکتروفورز محصول PCR  رده سلولی Vero آلوده به مایکوپلاسما به عنوان کنترل مثبت با پرایمر های اختصاصی گونه های مختلف 
مایکوپلاسما که به ترتیب از چپ به راست عبارتند از:

ــه مایکوپلاســما هومینیس)منفــی( ،حفــره ســوم:با پرایمــر  ــا پرایمــر اختصاصــی گون حفــره اول: ســایز مارکــرbp DNA Ladder )Roche VIII 100( ،حفــره دوم:ب

ــا پرایمــر اختصاصــی  ــا پرایمــر اختصاصــی گونــه مایکوپلاســما پنومونیه)منفــی( ،حفــره پنجــم: ب اختصاصــی گونــه مایکوپلاســما پیروم)منفــی( ،حفــره چهارم:ب

گونــه آکولــه پلاســما لایدلاویی)منفــی( ،حفــره ششــم: بــا پرایمــر اختصاصــی گونــه مایکوپلاســما ســالیواریوم)منفی( ،حفــره هفتــم: بــا پرایمــر اختصاصــی گونــه 

ــا آمپلیکــون ســایز  ــا پرایمــر اختصاصــی گونــه مایکوپلاســما آرژینینی)مثبــت ب ــا آمپلیکــون ســایزbp 334( ،حفــره هشــتم: ب مایکوپلاســما هیورینیس)مثبــت ب

bp 326 ( ،حفــره نهــم: بــا پرایمــر اختصاصــی گونــه مایکوپلاســما فرمنتنــس )مثبــت بــا آمپلیکــون ســایز bp 324( ،حفــره دهــم: بــا پرایمــر اختصاصــی گونــه 

ــه اوره آ  ــا پرایمــر اختصاصــی گون ــره دوازهــم: ب ــه مایکوپلاســما ژنیتالیوم)منفــی( ،حف ــا پرایمــر اختصاصــی گون ــره یازدهــم: ب مایکوپلاســما اورال)منفــی( ،حف

DNA-free water( )پلاســما اوره آلیتیکوم(منفــی( ،حفــره ســیزدهم: کنتــرل منفــی

1391،‌مقایسه‌روش‌های.... تازه‌های‌بیو‌تکنولوژی‌سلولی‌-‌مولکولی‌دوره‌سوم،‌شماره‌نهم،‌زمستان‌
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جدول 4- ارزیابی نتایج آزمون mycoalert mycoplasma detection kit ،کنترل مثبت خود کیت وتهیه رقت های مختلف 1/2 تا 1/4096 از آن و تشخیص 

 FB12 Berthold detection systems حساسیت کنترل مثبت کیت مربوطه با استفاده از دستگاه لومینومترمدل

کنترل مثبت کیت مربوطهB/Areading Breading Aنتیجه آزمون
 Positive>1151/345206/4351/364کنترل مثبت رقیق نشده کیت
Positive>177/553103/4561/3341/2 رقت
Positive>130/98551/6831/6681/4 رقت
Positive>121/34947/1612/2091/8 رقت
Positive>111/86424/6182/0751/16 رقت
Positive>14/53612/8932/8421/32 رقت
Positive>12/3555/5562/3591/64 رقت
Positive>11/1704/1903/5791/128 رقت
Positive>11/4543/4792/3921/256 رقت
Negative<10/7962/1902/7511/512 رقت
Negative<10/3741/1853/1681/1024 رقت
Negative<10/4470/9852/2031/2048 رقت
Negative<10/2860/5711/9961/4096 رقت
Negative<10/6300/6811/080کنترل منفی کیت

   13       12     11     10       9        8       7       6       5        4        3        2        1                      

شکل 4 - نتایج الگوی الکتروفورز تکثیر محصول PCR   تعدادی از سوش های مایکوپلاسما با پرایمر یونیور سال طراحی شده  جنس مایکوپلاسما که چاهک ها 
به ترتیب از سمت چپ به راست عبارتند از:

چاهــک اول: ســایز مارکــر100bp DNA Ladder))Roche VIII ،چاهــک دوم: ســوش مایکوپلاســما اورالــپ ،چاهــک ســوم: ســوش مایکوپلاســما هیورینیــس                   

،چاهــک چهــارم: ســوش مایکوپلاســما آرژینینــی  ،چاهــک پنجــم: ســوش مایکوپلاســما ژنیتالیــوم ،چاهــک ششــم: ســوش مایکوپلاســما هومینیــس  ،چاهــک 

هفتــم: : ســوش آکولــه پلاســما لایدلاویــی ،چاهــک هشــتم: ســوش مایکوپلاســما ســالیواریوم ،چاهــک نهــم : ســوش مایکوپلاســما پیــروم ،چاهــک دهــم: ســوش 

مایکوپلاســما پنومونیــه ،چاهــک یازدهــم: ســوش اوره آپلاســما اوره آلیتیکــوم ،چاهــک دوازدهــم: ســوش مایکوپلاســما فرمنتنــس ،چاهــک ســیزدهم : کنتــرل 

.)DNA-free water )منفــی

                                                                                                                                                      
       

  500bp
 

                                                                                                                                                    
300bp

                                                                                                                                                    
100bp
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bp 500
bp 400
bp 300
bp 200

شکل 5- نتایج الگوی الکتروفورز تکثیرمحصولات PCR حاصل از استخراج DNA سلول های آلوده و عاری از مایکوپلاسما و سوش های مختلف باکتری و 
مایکوپلاسما چاهکها از چپ به راست به ترتیب عبارتند از:

ــی رده  ــرل منف ــوم:DNA  کنت ــره س ــت رده ســلولVero positive ،حف ــرل مثب ــره دوم: DNAکنت ــر 100bp DNA Ladder)Roche VIII ،حف ــایز مارک ــره اول: س حف
ــره ششــم: DNAســویه  ــوس ،حف ــری اســتاف اوروئ ــره پنجــم:DNA ســویه باکت ــارم:DNA  رده ســلولی negative(B95.8( ،حف ــره چه ســلولی NSO negative ،حف
باکتــری پروتئــوس میرابیلیــس ،حفــره هفتــم: DNAســویه باکتــری باســیلوس ســوبتیلیس ،حفــره هشــتم: DNAســویه باکتــری ســودوموناس آئروژینــوزا ،حفــره 
نهــم: DNAرده ســلولیpositive(COS7( ،حفــره دهــم: DNAرده ســلولیMG63)positive( ،حفــره یازدهم:DNAســوش مایکوپلاســما هومینیــس ،حفــره دوازدهــم: 

)DNA-free water(ســوش مایکوپلاســما اورال ،حفــره ســیزدهم:کنترل منفــیDNA

 

13      12      11      10       9        8        7         6        5        4        3         2         1              

   bp 500
   bp 300

    bp 100

شکل 6: نتایج الگوی الکتروفورز آزمایش حساسیت PCR و تهیه رقت های دهدهی از سوش آکوله پلاسما لایدلاویی از رقت 1-  10   تا رقت10- 10 به منظور 
حساسیت تشخیص پرایمر مورد نظر و چاهک ها به ترتیب از چپ به راست عبارتند از:

معادل   10  -2 :رقت    سوم  ،چاهک  )مثبت(  نانوگرم   100 معادل    10  -1 رقت  دوم:  ،چاهک   )DNA-free water(منفی کنترل  اول:  چاهک 
پیکوگرم)مثبت(   100 معادل   10  -4 رقت   پنجم:  ،چاهک  )مثبت(  1نانوگرم  معادل   10  -3 رقت  چهارم:  ،چاهک  نانوگرم)مثبت(   10
رقت  هشتم:  ،چاهک  پیکوگرم)مثبت(   1 معادل   10  -6 رقت  هفتم:  ،چاهک  پیکوگرم)مثبت(   10 معادل   10  -5 رقت  ششم:   ،چاهک 
7- 10 معادل 100 فمتوگرم)مثبت( ،چاهک نهم: رقت 8- 10 معادل 10 فمتوگرم)مثبت( ،چاهک دهم: رقت 9- 10 معادل 1فمتوگرم )منفی( ،چاهک یازدهم: رقت 

)100bp DNA Ladder) Roche VIIIچاهک سیزدهم: سایز مارکر، DNA-free water( )10- 10 معادل 100 آتوگرم(منفی( ،چاهک دوازدهم: کنترل منفی

1391،‌مقایسه‌روش‌های.... تازه‌های‌بیو‌تکنولوژی‌سلولی‌-‌مولکولی‌دوره‌سوم،‌شماره‌نهم،‌زمستان‌
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تجزیه و تحلیل آماری

و  میکروبی  کشت  های  آزمون  نتایج  ارزیابی  و  بررسی  برای 
ملکولی  PCR و آنزیمی ®mycoalert از طریق آنالیز آماری به 
 IBM SPSS Statistics کمک نرم افزار معتبر و مربوطه به نام
version 20 ، برنامه )Excell 2007( ، با استفاده از فرمول های 

مربوطه به شرح ذیل به بررسی پارامتر های آماری زیر پرداخته 
شد :

جدول5- مقایسه پارامترهاي آماري مربوط به هر سه روش مورد آزمون

 ارزش
 پیش
 بیني
 نتایج
مثبت

 میزان
دقت

 میزان
اختصاصیت

 میزان
نوع آزمونحساسیت

 کشت%100%85.10%100%69.56
میکروبي

 روش%100%95.23%100%91.30
آنزیمی

%100%100%100%100PCR

نتایج آزمون آماری

با توجه به جدول شماره 5 و نمودار شماره 1 معین مي  شود که 
میزان حساسیت، میزان اختصاصیت، میزان صحت، ارزش پیش 
بیني نتایج مثبت و منفي هر آزمون چند درصد است. .در اینجا 
دیگر روش  دو  به  نسبت  مورد  نمونه 40  تعداد  با   PCR روش 

نمودار1- بررسي پارامترهاي آماري به هر سه روش مورد آزمون.

 )کشت میکروبی و آنزیمي( از میزان حساسیت بیشتري )%100) 
این در حالي است که در شرایط کاملا مشابه  برخوردار است، 
میزان حساسیت براي روش کشت میکروبی و آنزیمي با همان 
تعداد نمونه )40 مورد( به ترتیب  این میزان برابر 69.56% و 
91.30% بوده است همچنین میزان اختصاصیت هر سه آزمون 
 برابر 100% مي  باشد. میزان دقت هر آزمون به شرح زیر است:

آزمون کشت میکروبی میزان دقتي برابر 85.10% دارد، آزمون 
آنزیمي دقتي برابر 95.23% و آزمون PCR  میزان دقت %100 
را دارا مي  باشد. اما ارزش پیش بیني نتایج مثبت براي هر سه 
آزمون برابر 100% مي  باشد، اما ارزش پیش بیني نتایج منفي 
براي آزمون PCR برابر 100%، آزمون آنزیمي 90.47% و آزمون 

کشت میکروبی برابر 77.41% می باشد.

 مقایسه دو به دو روش ها
مقایسه دو به دو روش هاي آزمون کشت میکروبی، آنزیمي و 

PCR به شرح جدول زیر مي  باشد:

جدول6- مقایسه دو به دو روش

 سطح
معني داري

مقدار آماره آزمون  
t- testآزمون

 کشت آنزیمي0.0581.955
میکروبي

0.0062.876PCR

0.1601.433PCRآنزیمي
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با توجه به جدول 6 معین مي  شود که چون سطح معني داري، 
براي روش کشت و روش آنزیمي برابر 0/058 مي  باشد و از سطح 
0/05 بیشتر مي  باشد بنابراین مي  توان بیان کرد که روش کشت 
میکروبي و آنزیمي تفاوت چنداني با یکدیگر ندارند. با مقایسه 
این که سطح  به  توجه  با   PCR و روش  میکروبی  روش کشت 
معنی داری، آزمون کمتر از 0/05 می باشد بنابراین با اطمینان 
 95% می توان گفت روش کشت میکروبی و روش PCR تفاوت

معناداری با یکدیگر دارند. به همین ترتیب با مقایسه دو آزمون 
آنزیمی و PCR چون سطح معناداری بیشتر از 0/05 می باشد 
نیز  روش  دو  این  که  کرد  بیان  توان  می  اطمینان  با  بنابراین 

تفاوت چندانی با یکدیگر ندارند.

رتبه بندي روش ها با استفاده از آزمون فریدمن
آن  اهمیت  باشد  کمتر  ها  رتبه  میانگین  هرچه  آزمون  این  در 

متغیر بیشتر است )جداول شماره 7، 8(.

جدول 7- میانگین رتبه هر روش

نوع آزمونمیانگین رتبه
1.89PCR

1.96 mycoalert mycoplasmaآنزیمي
detection kit

کشت میکروبي2.15

جدول 8- نتایج آزمون فریدمن

سطح معني داريآماره آزمون
9.7500.008

از  کمتر  آزمون  داري  معني  سطح  چون   8 جدول  به  توجه  با 
0.05 مي  باشد بنابراین ادعاي یکسان بودن اولویت بندي این 
سه روش رد مي  شود بنابراین، این سه روش به ترتیب اهمیت 

اولویت بندی به صورت زیر قابل طبقه بندی مي  باشند:
1-روش PCR  2-روش آنزیمي 3-روش کشت میکروبي

بحث

و  بیولوژیک  تحقیقات  در  وسیعی  طور  به  سلولی  کشت های 
بیوزیستی  و  بیودارویی  فرآورده های  تولید  برای  بیوتکنولوژی 
مورد استفاده قرار می گیرند. مایکوپلاسما از جمله عوامل آلوده 
این  و  است  سلولی  رده های  ناپذیر  اجتناب  و  معمول  کننده 
مسئله مشکل عمده تحقیقات بیولوژیکی در استفاده از کشت های 
سلولی است و مایکوپلاسماها می توانند، پارامترهای متعددی را 
در کشت های سلولی تحت تأثیر قرار دهند که موجب تغییرات 
بیوشیمیایی ، ژنتیکی و ایمونولوژیکی و غیره  شوند که در نتیجه 
فرآورده های  آلودگی  و  آزمایشات  نامناسب  تفسیر  به  منجر 
می بایستی  ها  سلول  بنابراین   .)44،42( شد  خواهد  بیولوژیک 
قبل از استفاده حتماً از بابت آلودگی مایکوپلاسمایی غربالگری 
گردند. ثابت شده است که میزان فراوانی آلودگی رده های سلولی 
درصد  با  و   %35 تا   %5 جهان  سرتاسر  در  مایکوپلاسما  به 
آلودگی های مختلفی]%16- %5 )28(،%87- %5 )30،29(،%25/7 
 %29 تا   %25  ،)51(  %63 تا   %3  ،)43)%23،)4(  %29،)36(
امروزه  است.  گردیده  گزارش   ])1(  %35 تا   %15  ،)17(
غیرمستقیم  و  مستقیم  تکنیک های  مایکوپلاسمولوژیست ها، 
را  سلولی  کشت های  در  مایکوپلاسما  آلودگی  تشخیص  برای 
توسعه داده اند. واژه مستقیم اشاره دارد به رشد کلنی میکروبی 
کلاسیک مایکوپلاسما بر روی محیط کشت آگار که کلنی ها و 
قرار  تشخیص  مورد  مستقیماً  را  مایکوپلاسما  زنده  سلول های 
می دهد که از محسنات قابل توجه این روش، این است که چون 
با مایکوپلاسماهای زنده سروکار داریم که برای ما بسیار ارزشمند 
خلاف  بر  میکروبی  های  کشت  در  کاذب  مثبت  نتایج  و  است 
که  غیرمستقیم  واژه  شود.  نمی  دیده  مستقیم  غیر  های  روش 
را  مایکوپلاسما  ژنی  محصولات  که  روش هایی  به  دارد  اشاره 
اندازه گیری می کنند یا بر اساس فعالیت های آنزیمی و متابولیکی 
و فرآورده های دیگر بنا نهاده شده است. خیلی از این تکنیک ها، 
پیچیده، تفسیر آن ها مشکل، ارزیابی های شخصی بحث برانگیز 
، طولانی مدت و گران قیمت دارند. یک روش ایده آل و مناسب  
،دقت  )ویژگی(  اختصاصیت  حساسیت  و  بوده  سریع  بایستی 
)صحت( بالا داشته باشد  و تفسیر آن آسان بوده از نظر ارزش 
اقتصادی مقرون به صرفه باشد. محیط های متعدد براث و آگار 
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برای کشت سلول های عاری از مایکوپلاسما و کشت های آلوده به 
 pH- Hay flick, مایکوپلاسما وجود دارند که شامل محیط های
 DM1 و   SP4 و غیر اصلاح شده( و محیط  )اصلاح شده   Friis

دست  به  نتایج  بهتر،  و  مناسب  کیفیت  کنترل  برای  می باشد. 
با دومین روش تشخیصی  از کشت میکروبی، می بایستی  آمده 
در  نمی توانند  که  مایکوپلاسما  گونه های  برای  و  گردد  تائید 
 ،M.hyorhinis) مانند  کنند  رشد  مصنوعی  کشت  محیط های 
 ،)M.vulturii، M.amphoriforme،  M.orale،M.genitalium

یک اندیکاتور سلولی به عنوان روش انتخابی مورد بررسی قرار 
خواهد گرفت که از معایب مهم و قابل توجه کشت میکروبی عدم 
رشد برخی از گونه های مهم مایکوپلاسما نظیر گونه های فوق 
الذکر در محیط های کشت میکروبی می باشد که باعث ایجاد 
نتایج منفی کاذب می گردد که در مورد یافته های تحقیقی ما 
نیز دقیقا 7 مورد منفی کاذب در آزمون کشت میکروبی مشاهده 
میکروبی  کشت  روش های  دیگر  معایب  از  همچنین  گردید. 
سرعت عمل بسیار پائین به خاطر کند رشد بودن و بالا بودن 
و  تکثیر  )زمان  مایکوپلاسماهاست  تقسیم سلولی  تکثیرو  زمان 
ذکر  ساعت   9 تا   1 مایکوپلاسمایی  های  سلول  سلولی  تقسیم 
در  وقت  هفته   2-6 زمان  گذراندن  مستلزم  که  است(  گردیده 
مایکوپلاسمایي  هاي  کلني  احتمالي  ظهور  براي  آزمایشگاه 
به  مایکوپلاسما  اینکه  دلیل  به  آنزیمی  روش  )7(. در  می باشد 
ناقص  ها  آن  تنفسی  مسیر  سیتوکروم،  سیستم  فقدان  دلیل 
جز  به  اسید  تری کربوکسیلیک  چرخه  غیاب  در  که  می باشد، 
)آدنوزین   ATP تولید  سیستم  دی هیدروژناز،  مالات  فعالیت 
ها  آن  در  اکسیداتیو  فسفریلاسیون  به  وابسته  تری فسفات( 
و  آرژنین  تخمیری  مسیرهای  بنابراین  می باشد.  متوقف 
کربوهیدرات که از جمله سیستم های بقاء تولید ATP در اکثریت 
مولیکوت ها هستند، به جزء اوره آپلاسما که عمدتاً سیستم تولید 
کیت  می باشد.  اوره  هیدرولیز  به   وابسته  ها  آن  در   ATP

بر  آن  هدف  که  است  بیوشیمیایی  تست  یک   ،  mycoalert®

و  کینازها  استات  نظیر  مایکوپلاسما  آنزیم های  حضور  اساس 
کاربامات کینازها می باشد، که این آنزیم ها توانایی این را دارند 
که در حضور سوبستراهای فسفات استیل و فسفات کارباموئیل، 
آدنوزین دی فسفات (ADP) را به ATP )آدنوزین تری فسفات( 
کاتالیز و تبدیل نمایند که این تبدیل باعث تولید یک سیگنال 

می شود  لوسیفراز  به  وابسته  تشخیصی  سیستم  بیولومینسانس 
که نور ساطع شده )منتشر شده( برای هر نمونه سلولی توسط 
از محسنات  اندازه گیری می شود که  و  ثبت  لومینومتر  دستگاه 
  mycoalert ® mycoplasma detection )کیت  آنزیمی  روش 
 PCR که  بر خلاف روش های مولکولی مثل )Lonza شرکتkit

زنده  های  مایکوپلاسما  و  مایکوپلاسمایی  های  آنزیم  با  چون 
سروکار داریم از بابت ارزش تشخیصی مایکوپلاسماهای زنده در 
های  درمان  روند  ادامه  در  بخصوص  آلوده  سلولی  های  کشت 
کیموتراپیوتیک یا آنتی بیوتیک تراپی برای ما خیلی ارزشمند و 
با اهمیت می باشد و ضمنا سرعت عمل بسیار بالای این روش، 
این است که نتایج لومینسانس و کمی لومینسانس که در عرض 
کمتر از 20 دقیقه  با حساسیت، اختصاصیت، دقت و صحت بالا 
مشخص می گردد و ما در مطالعه حاضر خودمان به جز دو مورد 
 MIA و )NCBI C153 کد بانک سلولی( PC12 رده های سلولی
آنزیمی  روش  با  که   )NCBI  C459سلولی بانک  )کد   paca-2

 38( موارد  بقیه  گردید،   گزارش  کاذب(  )منفی   mycoalert®

مورد رده های سلولی مابقی( نتایج آزمون PCR از بابت آلودگی 
با  شده  تست  سلولی  رده های  مایکوپلاسمایی  آلودگی  عدم  و 
روش آنزیمی ®mycoalert کاملًا مطابقت داشت و در ضمن در 
 این تحقیق ، رقت های مختلفی از کنترل مثبت خود کیت و 
رده ی سلولی آلوده به مایکوپلاسما )رده سلولی Vero  آلوده به 
پلاسما  آکوله  سوش  و  مثبت(  کنترل  عنوان  به  مایکوپلاسما 
لایدلاویی ،رقت های مختلفی به صورت رقت های متوالی تهیه 
 )جدول 4( 

256
1 گردید و حساسیت آزمون کیت مزبور تا رقت 

اولا  که  است  این  تکنیک  این  معایب عمده  از  و  گردید  مثبت 
چون با آنزیم های مایکوپلاسمایی سروکار داریم از نظر میزان، 
و  ها  کیناز  استات  یعنی  مزبور  های  آنزیم  پایداری  و  تراکم 
قابل قبول در کشت های سلولی  باید درحد  کاربامات کینازها 
برای تشخیص مایکوپلاسما توسط دستگاه لومینومتر باشند در 
این  ثانیا  آید.  می  دست  به  کاذب  منفی  جواب  اینصورت  غیر 
اوره  مختلف  های  گونه  و  جنس  شناسایی  به  قادر   تکنیک  
باشد  نمی  آلیتیکوم  اوره  پلاسما  آ  اوره  جمله  از  پلاسماها  آ 
همچنین قابلیت تشخیص و تعیین گونه های اختصاصی جنس 
پروتوکل هایی  با   PCR تکنیک    .)32،26( ندارد  را  مایکوپلاسما 
نواحی و   16  Sr RNA نواحی  براساس   که 
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ریبوزومی گونه های مختلف مایکوپلاسما که   S16-23SrRNA

 (Nested PCR) دو مرحله ای PCR تک مرحله ای و PCR شامل
 Real و  الکتروفوروزیس  ،ژل  و گونه  اختصاصی جنس   PCR و 
Time PCR بنیان نهاده شده است. نتایج به دست آمده در این 

مطالعه، دلالت بر این امر دارد که می توان از سکانس های ثابت 
و مشترک Sr RNA  16 ریبوزومی موجود در مایکوپلاسما در 
آزمون مولکولی PCR به عنوان یک هدف مناسب جهت تشخیص 
های  سرم  در  مایکوپلاسمایی  کننده  آلوده  و  متعدد  گونه های 
استفاده  بیولوژیک  فرآورده های  و  سلولی  کشت های  حیوانی، 
نمود. این روش ) PCR مولکولی( به طور ایده آل می بایستی نه 
تنها قادر به شناسایی 8 گونه تیپیک آلوده کننده مایکوپلاسما 
فرمنتانس،  اورال،  آرژی نینی،  هیورینیس،  )مایکوپلاسما 
که  لایدلاویی(  پلاسما  آکوله  و  پیروم  سالیواریوم، هومینیس، 
عامل بیش از 98% آلودگی های کشت های سلولی می باشند را 
کننده  آلوده  گونه های  سایر  بایستی  می  بلکه  باشد،  دارا 
مولیکوت ها متعلق به جنس های مایکوپلاسماها، آکوله پلاسماها، 
 %2 باقی مانده  عامل  )که  اسپیروپلاسماها  و  آپلاسماها  اوره 
آلودگی است( را شناسایی نماید. در این تحقیق سعی شده است 
جنس  مخصوص  پرایمرهای  پایه  بر   PCR  سنجش یک  که 
مهیا  را  بالا  مقاصد  که   16  SrRNA ژنی  هدف  و  مایکوپلاسما 
سکانس های انتخاب  با  مبنا  این  بر  شود  داده  توسعه   کند، 

SrRNA  16، تعداد زیادی گونه های مختلف مایکوپلاسما و صف 

دیگر  سکانس های  با  کامپیوتری  تحلیل  و  تجزیه  و  بندی 
پروکاریوت ها، پرایمرهای مخصوص جنس مایکوپلاسما  طراحی 
با استفاده از این   PCR به وسیله invitro و ساخته شد. تکثیر
جفت پرایمر منتج به تکثیر سکانس اعضاء مولیکوت ها ذکر شده 
پروکاریوت ها  سایر  با  محصول  نوع  هیچ  تکثیر  عدم  و  بالا  در 
این  بودن  مناسب  بررسی،  این  در  البته  2و3(.  )اشکال  گردید 
آلودگی های  تشخیص  جهت  سنجش  و  پرایمرها  جفت 
مایکوپلاسمایی در کشت های سلولی ثابت گردید و از محسنات 
قابل توجه روش مولکولی PCR بخصوص در یافته های تحقیقی 
ارزش  و  )دقت(  اختصاصیت، صحت  حساسیت،  میزان  که  ما  
پیش بینی نتایج مثبت و منفی 100% را در مقایسه با دو روش 
کشت میکروبی و روش آنزیمی نشان می دهد همچنین برای پی 
بردن به حساسیت پرایمر یونیورسال طراحی شده برای آزمون 

PCR، رقت های مخلتفی از DNA استخراج شده سوش آکوله 

و  کرده  تهیه  متوالی  های  رقت  صورت  به  لایدلاویی  پلاسما 
 )10 cfu

ml محصول تکثیری تا رقت 8-10 )معادل 10 فمتوگرم یا
مثبت گردید و این نشان از حساسیت و ویژگی  و دقت بسیار 
و  مستقیم  روش های  سایر  به  نسبت   PCR تکنیک  بالای 
بحث،  قابل  موارد  ترین  مهم  6(. از  )شکل  دارد  غیرمستقیم 
 mycoalert® آنزیمی  روش  و  میکروبی  کشت  تکنیک  مزایای 
با  شده  ذکر  روش  دو  هر  در  که  است  این   Lonza شرکت 
خود  این  که  دارد  کار  و  سر  مایکوپلاسما  زنده  ارگانیسم های 
به  نسبت  واکنش  در  زنده  مایکوپلاسماهای  حضور  بر  مزیتی 
ارگانیسم   DNA با   PCR مولکولی  روش  در  اما  دارد،   PCR

باکتری مورد نظر ما سرو کار داریم که ممکن است میکروارگانیسم 
مورد نظر زنده و یا مرده باشد که مثلًا ممکن است که در طول 
دوره درمان رده های سلولی با آنتی بیوتیک های مختلف مربوطه، 
ارگانیسم های زنده مایکوپلاسما در رده ی سلولی مورد نظرکاملًا 
از بین رفته باشد، اما به خاطر حضور DNA ارگانیسم های مرده 
کاذب  مثبت  موارد    ،  PCR واکنش  در  مزبور  در کشت سلولي 
کاذب  مثبت  نتایج  توجه  قابل  معایب  جمله  از  که  شود  دیده 
روش های مولکولی PCR بخصوص آزمون PCR دو مرحله ای 
عیب  ترین  مهم   .)52( می گردد  Nested PCR محسوب  مثل 
مشکل  فلوئوروکروم  رنگ های  با   DNA آمیزی  رنگ  تکنیک 
باکتری های  از حضور  ناشی  اشکال  این  است.  آن  نتایج  تفسیر 
ایجاد  باعث  که  شده  تجزیه  نوکلئیک  اسید  یا  کننده  آلوده 
سیگنال فلوئورسانس خارج هسته ایی شده و بدین ترتیب حضور 
رنگ  در  بنابراین  می شود  ناشی  می گردد،  پنهان  مایکوپلاسما 
آمیزی DAPI Staining و H33258 موارد مثبت و منفی کاذب 
به طور قابل توجهی دیده می شود. تکنیک هیبریداسیون )دورگه 
سازی( بر پایه همان اصول PCR بنا نهاده شده است. اگرچه هر 
دو روش به طور نسبی سریع هستند، اما تفاوت هایی با هم دارند 
به طور مثال، گاهی تفسیر نتایج هیبریداسیون به دلایلی مشکل 
می شود. بدین معنی که نوعاً تفریق بین سیگنال های مخصوص 
و سیگنال های غیراختصاصی،  به دلیل حضور واکنش متقاطع 
نتایج  بنابراین  می گردد.  مشکل  مثبت  گرم  باکتری های  مابین 
مثبت تکنیک هیبریداسیون، فقط زمانی مورد استناد است که 
کشت میکروبی، هیچ باکتری گرم مثبت دیگری را نشان ندهد. 

1391،‌مقایسه‌روش‌های.... تازه‌های‌بیو‌تکنولوژی‌سلولی‌-‌مولکولی‌دوره‌سوم،‌شماره‌نهم،‌زمستان‌
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تازه‌های‌بیوتکنولوژی‌سلولی‌-‌مولکولی‌دوره‌سوم،‌شماره‌نهم‌،‌وحید‌ملا‌کاظمی‌ها‌و‌همکاران

آن  بالاتر  اختصاصیت  و  حساسیت   PCR دیگر  مزیت  بنابراین 
روش  و  سازی(  )دورگه  هیبریداسیون  های  روش  به  نسبت 
 DNA آمیزی  رنگ  و  میکروبی  و کشت   mycoalert® آنزیمی 
با   rRNA فلوئوروکروم می باشد. حساسیت روش هیبریداسیون
DNA که حدود 103 تا 104 ارگانیسم است که در مواردی مانع 

از تشخیص مایکوپلاسما در نمونه های آلوده می گردد. در صورتی 
که در روش مولکولی PCR وReal timePCR  دارای حساسیتی 
در حدود 1 تا DNA 10 میکروارگانیسم می باشد که نشان از 

حساسیت بسیار بالای  PCR  و Real time PCR می باشد.
 Del Guidice )1980( از جمله بررسی کشت های سلولی توسط
و )Mc Garriry )1985 با روش کشت میکروبی و PCR نشان 
دادند که از 30 رده ی سلولی آزمایش شده ،14 نمونه با روش 
مثبت  میکروبی،  روش کشت  با  نمونه  تنها 10  و  مثبت   PCR

سویه های  از  بعضی  رشد  عدم  نیز  تفاوت  این  دلیل  بود.  شده 
مایکوپلاسما هیورینیس در کشت میکروبی پیشنهاد شده است. 
از  بیشتر  بایستی  می  حداقل  مایکوپلاسما  به  آلوده  سلول  در 
محیط  روی  تا  باشد  داشته  وجود  مایکوپلاسما  باکتری   1000
یا   PCR مایکوپلاسما رشد کنند ولی در روش   های مخصوص 
می تواند  نیز  مایکوپلاسما  باکتری   10 از  کمتر   PCR ELISA

مبین  فوق  موارد  )63،49،30،7(. بنابراین  شود  شناسایی 
برتری های تکنیک PCR نسبت به روش های کلاسیک خصوصا 
)درست  باشد  کم  نمونه  در  عامل  تعداد  که  است  مواردی  ً در 
قبل از تهاجم عفونت، بعد از روش های زدودن مایکوپلاسما، یا 
زیاد  مراقبت های  علی رغم  عامل(.  کم  تعداد  با  سرم  در حضور 
 ،PCR و فضاسازی مناسب جهت تکنیک های تکثیری همچون
مولکولی  در سیستم های تشخیص   DNA با  آلودگی  امکان  باز 
وجود دارد. که در نتیجه باعث به وجود آمدن مثبت های کاذب 
خواهد شد. البته تجربه نشان داده است که با اختصاص فضاها 
به  امکان  این  شده،  پیش بینی  مناطق  در  مناسب  تجهیزات  و 
)نظیر  مناسب  کنترل های  انتخاب  لذا  می گردد.  نزدیک  صفر 
کنترل مثبت،کنترل منفی و اینترنال کنترل( در مراحل مختلف 
تشخیص  و  آلودگی  کاهش  به  شایانی  کمک   DNA استخراج 
 PCR مایکوپلاسما در کشت های سلولی دارد. نتایج منفی کاذب
عمدتاً به چند دلیل می تواند باشد: 1- تعداد کم مایکوپلاسماها 
توزیع  عدم  و  شدن  متراکم  و  انباشتگی  هم  به   -2 نمونه  در 

مناسب مایکوپلاسماها )بدین معنی که به بخشی از سلول های 
کشت، مایکوپلاسماها چسبیده و بنابراین وقتی که برای اولین 
برخی  در  مایکوپلاسماها  حضور  می شود،  تقسیم  نمونه   بار 
نمونه ها بیشتر است(، 3- واکنش های زنجیره ای پلیمراز باید از  
DNA استخراج شده و خالص سلولی که عاری از محصولات زائد 

تجزیه سلولی سوپرناتانت کشت سلولی برای انجام واکنش مورد 
استفاده قرار بگیرد، زیرا اجزاء محیط کشت سلولی ممکن است 
حاوی مواد مهار کننده ای باشد که مانع از انجام فعالیت آنزیم 
به  باید حتما    PCR بنابراین تکنیک  پلیمراز شود.   DNA تک 
طور مناسب و شایسته برگزیده شود و سایر روش های دیگر نیز با 
حداکثر دقت به مرحله ی اجرا گذاشته شود. روش PCR می تواند 
تکثیر  مرحله  دو  یا  و  پرایمر  جفت   1 با  تکثیر  مرحله  یک   با 
)nested PCR) با 2 جفت پرایمر صورت پذیرد. دومین مرحله 

PCR در Nested PCR، حساسیت و اختصاصیت تکنیک مورد 

روش  عیوب  و  اشکالات  از  یکی  اما  دهد.  می  افزایش  را  نظر 
است  شده  تولید  کاذب  مثبت  احتمالی  نتایج   Nested PCR

که به آلودگی با DNA هدف ارتباط دارد. بنابراین برای انجام 
تشخیص  برای   PCR آزمون  روتین کشت سلولی،  های  آزمون 
مطلوب  خیلی  سلولی  کشت های  در  مایکوپلاسمایی  آلودگی 
کشت های  در  مایکوپلاسما  تیتر  اما  است،  بخش  رضایت  و 
کافی   ،PCR آزمون  توسط  آلودگی  تشخیص  برای  باید  سلولی 
از روش های درمان  اما شرایط ویژه ، مثلًا پس  باشد.  و مناسب 
آلوده  سلولی  کشت های  در  مایکوپلاسما  آنتی بیوتیک تراپی  و 
سلولی  کشت  فرآورده های  در  مایکوپلاسما  تشخیص  برای  یا 
 Nested PCR روش  غیره،  و  گاوی(  جنین  )سرم   FBS مثل 
احتمالی  از روش های  یکی  مؤثرتر می باشد.  و  مفیدتر  می تواند 
 RT-PCR آزمون  انجام   ، تکنیک  این  حساسیت  افزایش  برای 
)واکنش نسخه برداری معکوس PCR( که RNA ریبوزومی را که 
 rRNA کد شده DNA به میزان زیادی در سلول در مقایسه با
ریبوزومی وجود دارد، مورد تشخیص و شناسایی قرار می دهد.  
به هر حال کارکرد و حساسیت RT-PCR برای تشخیص آلودگی 
مایکوپلاسما به مراتب بیشتر و مؤثرتر می باشد. به طور خلاصه، 
در هر حال پیشنهاد ما این است که برای تشخیص آلودگی های 
روتین مایکوپلاسما در کشت های سلولی از PCR تک مرحله ای 
آلودگی  آزمون های  برای  ژنومیک   DNA شناسایی  اساس  بر 
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به  که  هایی  آزمایشگاه  ضمناً  شود.  استفاده  سلولی  کشت های 
دستگاه PCR دسترسی ندارند، ضروری است که از تکنیک های 
 DNA رنگ آمیزی  و  میکروبی  هایی کشت  نظیر روش  دیگری 
فلوئوروکروم و سایر روش ها استفاده نمایند، برخی از این متدها 
به صورت کیت های تجاری نیز در دسترس می باشند )59(. دو 
تکنیک دیگری نیز که جدیداً بر اساس فلوئورسانس هیبراسیون 
تری فسفات( که  )آدنوزین   ATP تولید  و   (FISH) آزمون  درجا 
برای  لومینومتر  و  فلوئورسانس  میکروسکوپ  توسط  ترتیب  به 
سلولی  کشت های  در  مایکوپلاسمایی  های  آلودگی  تشخیص 
مورد استفاده قرار می گیرند. اما نتایج اولیه تحقیقاتی در مورد 
به سرعت عمل  توجه  با  ویژه  به  بالا،  پارامترهای ذکر شده در 
این روش ها بسیار نوید بخش و امیدوار کننده است. نتایج تست 
تست  نتایج  و  می شود  انجام  ساعت   3 تا   2 حدود  در   FISH

لومینسانس می تواند در عرض کمتر از 20 دقیقه تعیین گردد. 
همه تکنیک های شرح داده شده در بالا، در زمانی که کشت های 
منفی  می گیرند،  قرار  بیوتیک ها  آنتی  با  درمان  تحت  سلولی 
شده  درمان  سلولی  کشت های  همه  کلی  حالت  در  می گردند. 
آنتی بیوتیک  بدون  محیط  در  هفته   2 برای  می بایستی حداقل 
 .)53( شوند  تست  دوباره  سلول ها  اینکه  از  قبل  بگیرند،  قرار 
تشخیص  برای  که  است  این  مایکوپلاسمولوژیست ها  پیشنهاد 
آلودگی مایکوپلاسما در کشت های سلولی حداقل 2 تا 3 روش 
جدید به صورت پارالل و مستقل و توأمان با هم برای شناسایی 
قرار گیرند و سلول ها  ارزیابی  آلودگی مایکوپلاسما مورد  کامل 
یا  و  بودن  عاری  تشخیصی  تست های  همه  که  زمانی  تا  باید 
نداده،  از مایکوپلاسما نشان  را  بودن رده ی سلولی مزبور  آلوده 
طول  در  شوند.  نگهداری  سلولی  قرنطینه کشت  آزمایشگاه  در 
کشت های سلولی مستمر و مداوم، یک روش حساس و دقیق 
می بایستی به طور منظم و فعال برای کنترل کیفی و مدیریت بر 

کشت های سلولی مورد نظر، مورد استفاده قرار بگیرد.

نتیجه گیری

توسط  تحقیق  این  آمده در  بدست  نتایج  خلاصه  بطور  پس 
آنزیمی  های  روش  با  مقایسه  مولکولی PCR در  های  روش 
®Mycoalert و کشت میکروبی میزان حساسیت، اختصاصیت، 

نتایج مثبت و منفی  بینی  ارزش پیش  و  میزان دقت )صحت( 
ترتیب  به  ادامه  در  و   PCR مولکولی  تکنیک  برای  را   ٪100
91.30% ، 100% ،95.23% ، 100% و 90.47%  را برای آزمون 
آنزیمی ®Mycoalert و %69.56 ، %100 ، %85.10 ، %100 
و 77.41% را برای آزمون کشت میکروبی به ما نشان می دهند. 
ثابت و مشترک  بر مبنای سکانس های   PCR بنابراین سنجش 
موجود در SrRNA  16 ریبوزومی به عنوان یک تکنیک مفید، 
ارزشمند و قابل اعتماد با حساسیت، ویژگی و دقت بسیار بالا 
در  مایکوپلاسمایی  آلودگی های  شناسایی  و  تشخیص  جهت 
کشت های سلولی و سایر فرآورده های بیولوژیک )نسبت به سایر 
برای  معمول  روش  که  آنجایی  از  باشد.  می  مطرح   ها(  روش 
های  روش  مایکوپلاسما،  به  سلولی  رده های  آلودگی  تشخیص 
کشت میکروبی و رنگ آمیزی DNA فلوئوروکروم هستند و این 
نیز  پایینی  از حساسیت  و همچنین  بوده  زمان بر  اولا  ها  روش 
برخوردار هستند )موارد منفی و مثبت کاذب متعدد و فراوان( 
و سرعت عمل در تشخیص آلودگی رده های سلولی، به منظور 
آلوده شدن رده های  از  آلوده و جلوگیری  درمان رده ی سلولی 
سلولی سالم بسیار حائز اهمیت می باشد، بنابراین برای تشخیص 
آنزیمی  روش  سلولی  های  کشت  در  مایکوپلاسما  آلودگی 
®Mycoalert )فقط 2 مورد منفی کاذب( با توجه به حساسیت 

آلودگی  تشخیص  در  آن  بالای  بسیار  و سرعت عمل  ویژگی  و 
از  بعد  دقیقه(   20 از  کمتر  در  تشخیصی  )زمان  مایکوپلاسما 
روش های مولکولی Real time PCR و PCR می تواند جایگزین 
فلوئوروکروم   DNA رنگامیزی  و  میکروبی  کشت  روش های 
شود و به صورت همزمان همراه با تکنیک های مولکولی برای 
انتخابی  روش  یک  عنوان  به  مایکوپلاسمایی  آلودگی  تشخیص 
 مطرح و مورد استفاده قرار گیرد. در هر صورت، مقایسه مابین 
روش های میکروبی،  کشت  با   PCRمولکولی های   تکنیک 

تکنیک  و  فلوئوروکروم  رنگ های  با   DNA آمیزی  رنگ 
هیبریداسیون )دو رگه سازی( اسید های نوکلئیک و روش های 
این موضوع  Lonza موید  ®Mycoalert  شرکت  آنزیمی کیت 
است که آزمون مولکولیPCR تکنیک و روشی حساس، سریع 
و موثر و مطمئن با کارایی بسیار بالا )100٪( می باشد )25(. 
بالا  جهت  در   PCR )کارآیی(  بازدهی  افزایش  منظور  به  البته 
تحقیقات  به  نیاز  آن  عمل  و صحت  ویژگی  و  بردن حساسیت 
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نمونه،   تغلیظ  روش های   ،DNA استخراج  زمینه  در  بیشتری 
پرایمر،  مناسب  طراحی  و  نوع   ،PCR ژنی  هدف  سکانس های 
پروب و اینترنال کنترل، روش های شناسایی محصول تکثیری، 
گونه مایکوپلاسمایی آزمایش شده و بهینه سازی شرایط اپتیمال 
کاملًا  نمونه   DNA با   PCR واکنش های  توقف  عدم  و   PCR

محسوس و ضروری می باشد.

تشکر و قدردانی
بدینوسیله اینجانب بر خود لازم و ضروری می دانم که از اعضاء 
و پرسنل محترم بخش بانک سلولی ایران به ویژه ریاست محترم 
و  شکرگزار  علی  محمد  دکتر  آقای  جناب  سلولی  بانک  بخش 
همکاران گرامی آقایان دکتر امیر امان زاده ، دکتر شهرام آذری، 
دکترشاهین بنکدار و آقای حسن صنعتی و خانم ها سرکار خانم 
ناهید احمدی، تهمینه موسوی و لیلا قاضی زاده و کلیه همکاران 
و عزیزانی که نهایت مساعدت و همکاری را در به انجام رساندن 
این پروژه تحقیقاتی داشته اند ،کمال تشکر و امتنان را داشته و 
از درگاه ایزد منان برای همگی سلامتی، شادی و آرزوی موفقیت 

خواستارم.
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