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چکیده

سابقه و هدف :آلودگی لاین های سلولی و فراورده های بیولوژیکی یکی از مشکلات عمده تکنیک کشت سلولی می باشد. تشخیص 
سریع ودقیق آلودگی مایکوپلاسما قسمت مهمی از کنترل آزمایشگاه های کشت سلول است، وباید روشی در هر آزمایشگاه کشت سلول 
وجود داشته باشد. سلول های آلوده منتهی به نتایج غیر قابل اطمینان می شود، بنابراین نیاز به یک روش مطمئن در آزمایشگاه امری 
ضروری می باشد. واکنش زنجیره ای پلیمراز یک تکنیک سریع، حساس و با ویژگی بالا در تشخیص باکتریها به شمار می رود. هدف از 

این مطالعه بررسی کارآیی PCR در شناسایی آلودگیهای کشت سلول و سایر فرآورده های بیولوژیک است.
روش کار: در این مطالعه ابتدا تکنیک PCR با استفاده از پرایمرهای   MGSO و GPO-1  و هدف ژنی 16SrRNA  بهینه گردید. 
همچنین روش PCR مورد استفاده از لحاظ حساسیت و ویژگی بررسی گردید. سرانجام DNA به روشی ساده از 72 لاین سلولی استخراج 

و با PCR آزمایش شد.
یافته ها: محصول  715 جفت بازی توسط پرایمرها تکثیر و از طریق تعیین توالی تائید گردید. در بررسیهای ویژگی، با هیچکدام از 
DNA های تست شده محصولی تکثیر نشد. این روش دارای حساسیتی در حد 10 کپی از ژنوم هدف بوده و با DNA میکروارگانیسم 

های دیگر، آمپلیکون ناخواسته ای مشاهده نشد. 
نتیجه گیری: نتایج حاصله از این مطالعه مشخص می کند که این روش مولکولی در تشخیص آلودگی مایکوپلاسما در کشت های 

سلولی و فراورده های بیولوژیک از حساسیت و ویژگی بالایی برخوردار می باشد.
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مقدمه:

از  یکی  و    Mollicutes کلاس  به  متعلق  مایکوپلاسماها 
کوچکترین میکروارگانیسم های زنده آزاد و توانا درخود تکثیری 
کشت  های  کننده  آلوده  جدیترین  از  باکتریها  این   هستند. 

سلول، فراورده های بیولوژیک ومخرب نتایج بیولوژیک به شمار 
شامل  و  سلولی  دیواره  فاقد  1(همچنین   ،28،20،6( آیند.  می 
 580 kb اندازه  به  فقط یک غشای سلولی، ریبوزومها، وژنومی 
از  توانند  باشند. به دلیل سایز کوچک، مایکوپلاسماها می  می 
فیلترهای 0/22 و µm 0/45 عبور کنند، فیلترهایی که به طور 
معمول برای استریل کردن معرف های کشت سلول استفاده می 

شود.)14،26( . مایکوپلاسماها اغلب آلوده کننده هایی با رشد
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آهسته می باشند که به طور معمولی به تعداد کم وجود دارند، 
ایجاد مشکلاتی در کشت سلول شوند.  باعث  اما ممکن هست 
مایکوپلاسمایی نشان داده شده است که سرعت رشد  آلودگی 
سلولی، متابولیسم امینواسیدی و نوکلئیک اسید، آنتی ژنیسیته 
کروموزومی  نقص  باعث  علاوه  به  و  دهد،  می  تغییر  را  سلولی 
آلودگی  منشا   .)3،14،21،26،27( شود  می  غشایی  وتغییرات 
مایکوپلاسماها شناخته شده  بیشترکشت های سلولی حیوانی، 
اند )15(. آلودگی کشت های سلولی با مایکوپلاسماها مشکلی 
هست که در میان بیشتر آزمایشگاه های کشت سلول دیده می 
باقی  ناشناخته  طولانی  مدت  برای  است  ممکن  آلودگی  شود. 
را  سلول  دیگر  های  پاسخ  و  ژن،  بیان  سلول،  تکثیر  و  بماند، 
تحت تاثیر قرار دهد. شناسایی آلودگی قسمت مهمی از کنترل 
آلودگی   .)26( باشد  می  سلول  کشت  های  آزمایشگاه  کیفی 
امر  در  استفاده  مورد  سلولی  های  در کشت  مایکوپلاسما  های 
تحقیقات مشکلات بسیاری را ایجاد می نمایند. در بیشتر نمونه 
ها شناسایی چشمی این آلودگی یا شناسایی میکروسکوپی آن 
غیر ممکن هست. اگر چه مایکوپلاسما آسیب قابل مشاهده ای 
متابولیسم سلولی،  مسلما  اما  نمی شود،  ها سبب  در سلول  را 
رشد سلول در محیط کشت ، سنتز پروتئین، ترشح سایتوکان، را 
 DNA تحت تاثیر قرار می دهد و حتی  باعث آسیب رساندن به
و RNA می گردد. مطالعات مختلف نشان می دهد که درصد 
کشت های آلوده شده در بانک های سلولی بین 10% تا %85 
می باشد. آلودگی مایکوپلاسما می تواند از سرم گاوی، پرسنل 
آزمایشگاه، کشت های آلوده دیگر، یا از حیواناتی که سلول ها 
از آنها گرفته شده است، قابل انتقال باشد)20،29(. بیشترگونه 
شناسایی  آلوده  سلولی  های  کشت  در  که  مایکوپلاسما  های 
 )Mycoplasma شده اند عبارتند از: مایکوپلاسما فرمنتانس
 )Mycoplasma( مایکوپلاسما هیورینیس ، fermentans(
 )Mycoplasma آرجنینی  مایکوپلاسما   ،hyorinis

 ،  )Mycoplasma orale(ارال مایکوپلاسما   ،  arginini(
.)8،22،30( )Achoplasma laidlawi( اکولپلاسما لیدولای

 شناسایی مایکوپلاسما می تواند توسط روش های کشت مستقیم 
ارگانیسم و روش های غیر مستقیم انجام پذیرد )23،5(. روشهای 

غیر کشتی شامل : 1( رنگ آمیزی DNA با رنگ های فلورسنت 
2( دو رگه سازی اسید نوکلئیک 3( تستهای بیوشیمیایی و  4( 
واکنش زنجیره ای پلیمراز PCR  می باشد )5،8،20،22،29(.

و  بوده  حساس  بسیار  روش  یک  پلیمراز  ای  زنجیره  واکنش 
سلول  در کشت  مایکوپلاسما  تشخیص  مناسبی جهت  تکنیک 
می باشد. مقایسه روش PCR با دیگر روشها ) هیبریدیزاسیون 
DNA/RNA و کشتهای میکروبی ( مشخص می کند که روش 

PCR یک متد سریع و قابل اعتماد  برای شناسایی مایکوپلاسما 

هست )26،27(. یکی از مراحلی که در تکنیک PCR از اهمیت 
ویژه ای برخوردار است ژن هدف و تعیین سکانس پرایمرها می 
 SrRNA 16 سکانس های ،  PCR باشد. در بیشتر  روش های
این ژن  زیرا که  استفاده می شود  الگو  به عنوان سکانس های 
بین  در  مشترک  و  شده  حفظ  های  ترادف  با  مناطقی  دارای 
مطالعه  این  هدف   .)9،13،17،24( باشد  می  مایکوپلاسماها  
شناسایی جنس مایکوپلاسما در نمونه های کشت سلولی و نیز 
فراورده های بیولوژیکی از طریق روش مولکولی بر پایه PCR  و 

سکانسهای ثابت SrRNA 16 می باشد. 

مواد و روش ها:

سویه های باکتریایی مورد استفاده : 

رفته  بکار  ها  مولیکوت  به  متعلق  هاي  گونه  مطالعه  این  در 
 ،  )NCTC 10119(پنومونیه مایکوپلاسما  از  عبارتند  که  است 
مایکوپلاسما آرجینیني، مایکوپلاسما هیورینیس ، مایکوپلاسما 
گالیناروم)رازي  مایکوپلاسما  سینوویه،   مایکوپلاسما   ، ارال 
 )1355 )رازي  گالیسپتیکوم  مایکوپلاسما   ، 1350و1346( 
مایکوپلاسما   ،  )1364 اویاپنومونیه)رازي  مایکوپلاسما   ،
آلیتیکوم)رازي  اوره  آپلاسما  اوره    ،  )1343 آگالاکتیا)رازي 

1369( و اکولو پلاسما لیدلاوي .

 تهیه نمونه ها:

کشتهای سلولی مورد استفاده در این مطالعه از آزمایشگاه سلول 
 72 است.  شده  تهیه  قم  واحد  دانشگاهی  جهاد  بنیادی  های 
مزانشیمال  های  )سلول  انسانی  سلولی  های  رده  شامل  نمونه 
و سلولهای خونساز( و اجزاء محیط کشت از جهت آلودگی به 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 1393،  توسعه یک روش...
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مایکوپلاسما بررسی شده اند.

 DNA استخراج

از روش جوشاندن جهت استخراج DNA استفاده شده است. به 
این ترتیب که µl 100 از سوسپانسیون سلولی به همراه روغن 
  g معدنی در حرارت جوش قرار داده شد  و پس ازسانتریفوژ در
استفاده  PCR مورد  الگو در تست  بعنوان  12000، مایع رویی 

قرار گرفت )25(. 

سکانس نوکلئوتیدی پرایمرها

سکانس پرایمرها مورد استفاده به شرح زیر می باشند:

Sequence(5’------3)

5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCATAG-3′GPO-1

5′-TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3′MGSO

 PCR شرایط

ترکیبات لازم جهت انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز در حجم 
 DNA 25 میکرولیتر به ترتیب زیرتهیه گردید. 5 میکرولیتر از
الگو )template ( ، 1 میکرولیتر از هر کدام از پرایمرهای جلویی 
)سیناکلون(   )10X(  PCR بافر  از  میکرولیتر   2/5  ، عقبی  و 
)سیناکلون(،    50  mM غلظت  MgCl2 با  0/75میکرولیتر    ،
 0/4 و  )سیناکلون(   )10mM(  dNTP مخلوط  میکرولیتر   0/5
آب  میکرولیتر   14 و  )سیناکلون(   Taq ازآنــــزیم  میکرولیتر 
استفاده  به حجم رساندن  استریل دیونیزه جهت  تقطیر  بار  دو 
گردید. برنامه حرارتی مورد استفاده و اپتیمایز شده عبارت بود 
ثانیه ، 60 درجه سانتي  از: حرارت 93 درجه سانتي گراد 20 
گراد 20 ثانیه، و در نهایت 72 درجه سانتي گراد 30 ثانیه که 
طي 40 سیکل عمل تکثیر انجام گردید. محصول PCR با سایز 
مورد نظر ) 715 جفت باز(، در کنار سایز مارکر و کنترل مثبت 
و منفي، برروي ژل آگاروز 1/5 % درصد و با  استفاده از اتیدیوم 
برو ماید و نور UV در دستگاه ترانس ایلومینیتور بررسي گردید.

حساسیت و ویژگی آزمون: 

جهت بررسی حساسیت جفت پرایمرهای مورد استفاده در این 

آزمون از سوسپانسیون مایکوپلاسما آرجنینی با CFU مشخص، 
نهایت  در  و  استخراج   آنها   DNA و  تهیه  مختلفی  های  رقت 
انجام  مشخص  تعداد  واجد  های  نمونه  روی  بر    PCR آزمون 
شد.آزمون ویژگی هم با استفاده از DNA تعدادی از ارگانیسمها 
سودوموناس  توبرکلوزیس،  مایکوباکتریوم  موش،  انسان،  مانند 
انجام  اورئوس  استافیلوکوکوس  تیفی،  سالمونلا  آئروجینوزا، 

پذیرفت.

یافته ها:

در این مطالعه  تعداد 72 نمونه شامل رده های سلولی انسانی 
)مزانشیمال و خونساز( و اجزاء محیط کشت بررسی شد، که در 
8/5% از نمونه های مورد بررسی )6 مورد( آلودگی با مایکوپلاسما 
مشخص گردید. با تست بررسی حساسیت آزمون نشان داده شد 
دارای حساسیتی  مطالعه  این  در  استفاده  مورد  پرایمرهای  که 
برابر CFU 10 و از ویژگی بالایی برای شناسایی مایکوپلاسماها 
برخوردار می باشند.  بکار بردن روش جوشاندن جهت استخراج 
تحقیق  این  دیگر  مزایای  از  تجاری  های  کیت  بجای   DNA

و  پایین  امکانات  با  و  باشد، که روشی سریع و ساده است  می 
 GPO-1,MGSOانجام پذیر می باشد. با استفاده از پرایمرهای
پنومونیه،  مایکوپلاسما  مانند  مایکوپلاسماها  انواع   DNA و 
مایکوپلاسما  هیورونیس،  مایکوپلاسما  آرجنینی،  مایکوپلاسما 
ارال، مایکوپلاسما لیدولای، اوره آپلاسما اوره الیتیکوم، تکنیک 
تمام   DNA با  PCR تست  این  گردید.  سازی  بهینه   PCR

 715bp محصول  ایجاد  باعث  آزمایش،  مورد  مایکوپلاسماهای 
گردید )شکل1(.

GPO-پرایمرهای از  استفاده  با   PCR شده  سازی  بهینه  تست   .1 شکل 

MGSO,1 : ستونM سایز مارکر 100bpDNA Ladder )فرمنتانس(، 

و  آگارز%1/5  مقطر()  )آب  منفی  کنترل   2 ستون  مثبت،  کنترل   1 ستون 

       M         1                       2

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، مهدیه سادات غیاثی و همکاران
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  .) TBE 0.5Xبافر

ارزیابي حساسیت آزمون از طریق رقیق سازي کشت مایکوپلاسما 
با واحد سازنده کلني مشخص انجام پذیرفت. نشان داده شد که 
حساسیت این تست در حد 10 کپی در نمونه مورد آزمایش می 

باشد )شکل2( .

شکل2. تست بررسی حساسیت آزمون PCR بهینه شده: ستون M سایز 

مارکر bp DNA Ladder 100 )فرمنتانس(، ستون 1 کنترل مثبت، ستون 

CFU 2 106 ، ستون CFU 3 105 ، ستون CFU   4 103 ، ستون 5 100 

CFU ، ستونCFU  6 10 ، ستون CFU  7 1 ، ستون  8 کنترل منفی 

  .) TBE 0.5Xآگارز1/5% و بافر(

مورد  پرایمرهای  که  گردید  مشخص  ویژگي،  آزمون  انجام  با 
غیر  باکتریهاي   DNA با  اي  ناخواسته  محصول  هیچ  استفاده 
مایکوپلاسمایي مانند مایکوباکتریوم توبرکلوزیس ، سودوموناس، 
 DNA همینطور  و  اورئوس  استافیلوکوکوس  تیفی،  سالمونلا 

انسان و موش ایجاد نکردند )شکل3(.

مارکر  سایز   :M ستون  شده.  بهینه   PCR ویژگی  آزمون  تست   .  3 شکل 

 DNA( مثبت  کنترل  ستون1:  )فرمنتانس(،   100 bp DNA Ladder

DNA موش،   :3 انسان، ستون   DNA  :2 آرجنینی(، ستون  مایکوپلاسما 

آئروجینوزا،  سودوموناس  ستون5:  توبرکلوزیس،  مایکوباکتریوم   :4 ستون 

ستون6: استافیلوکوکوس اورئوس، ستون 7: سالمونلا تیفی، ستون 8: کنترل 

) TBE0.5Xمنفی )آگارز2% و بافر

آلودگی مایکوپلاسما در 72 نمونه شامل رده های سلولي مختلف 
)رده های مزانشیمال و خونساز ( و اجزاء محیط کشت بوسیله 
نمونه   6 تعداد،  این  از  شد.  جستجو  جنس  مخصوص   PCR

آلوده)8/5%(، از طریق تکثیر قطعه صحیح، تشخیص داده شد. 

بحث

مایکوپلاسماها از ارگانیسم های غیر قابل رویت با میکروسکوپهای 
پلئومورف،  خودتکثیر  باکتریهاي  کوچکترین  همچنین  و  نوری 
می  سلولي  دیواره  فاقد  و  نانومتر،   200-500 حدود  قطري  با 
این  انعطافي،  ویژگي  و  کوچک  اندازه  داشتن  بدلیل  باشند. 
برای  که  نانومتری   450 و   220 فیلترهاي  سوراخ  از  باکتریها 
کشت سلول استفاده می شود بسادگي عبور کرده و بدین ترتیب 
باعث آلودگي کشت های سلولی مي گردند. این ارگانیسم ها از 
روند.  می  شمار  به  سلول  کننده کشت  آلوده  عوامل  مهمترین 
از جمله مشکلاتی هستند که  ژنتیکی  و  بیوشیمیایی  تغییرات 
و  ایجاد،  سلولی  کشت  کننده  آلوده  های  مایکوپلاسما  توسط 
این مشکلات منتج به نتایج غیر قابل اعتماد در روند تحقیقات 
با  کننده  آلوده  عوامل   این  شناسایی   .  )9،10،19( گردد  می 
های  رنگ  با  آمیزی  رنگ  سرولوژی،  بیوشیمیایی،  های  روش 
DAPI (، کشت در محیط های  فلوروکروم ) رنگ هوخست و 
باشد )10،19(.  می  انجام  قابل  مولکولی  های  روش  و  کشت 
مایکوپلاسما در کشت سلول  برای تشخیص  روشهای مختلفی 
از  بسیاری  در  شود.  می  کاربرده  به  بیولوژیک  های  فرآورده  و 
در  مایکوپلاسما  شناسایی  جهت  روش  دو  ترکیب  از  مطالعات 
حداقل  به  را  کاذب  نتایج  تا  شود  می  استفاده  سلولی  کشت 
برسانند. PCR همراه با کشت به طور بسیار گسترده بکار برده 
شده است، که قادر به تشخیص نمونه های آلوده می باشند ) 
9،13،23(. همچنین در مطالعه ی دیگری از دو تکنیک کشت و 
رنگ آمیزی DNA استفاده شده است. روش کشت روشی وقت 
 DNA گیر و دارای نتایج منفی کاذب زیاد و روش رنگ آمیزی
هم تفسیر نتایج بدست آمده از آن به دلیل آلودگی باکتریایی 
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بکار  های  تکنیک  میان  از  باشد )1،2،16،26،28(.  می  مشکل 
مولکولی  روش  شامل  که  مایکوپلاسما  تشخیص  در  شده  برده 
PCR ، روش های رنگ آمیزی DNA با رنگ های فلوروکروم 

 PCR تکنیک  که  است  شده  مشخص  است،  بیوشیمیایی  و 
روشی حساس، سریع و با ویژگی بالا می باشد )2( روش های 
نیازمند  آزمایشگاه  در  ای  هفته   1-4 زمان  به  میکروبی  کشت 
هستند. در ضمن هنوز تعدادی از سویه های مایکوپلاسما وجود 
دارند که در کشت های میکروبی غیر قابل رشد و یا به سختی 
یک  داشتن  کنند)2(.  می  رشد  هیورونیس  مایکوپلاسما  مانند 
مایکوپلاسما  آلودگی  تشخیص  برای  حساس  و  سریع  روش 
ای  ویژه  اهمیت  از  بیولوژیک  های  فرآورده  و  سلول  کشت  در 
گونه   5 شناسایی   توانایی  باید  روش  این  باشد.  می  برخوردار 
داشته  را  سلول  کشت  کننده  آلوده  مایکوپلاسماهای  تیپیک 
باشد که شامل مایکوپلاسما هیورونیس، مایکوپلاسما آرجنینی، 
مایکوپلاسما ارال، مایکوپلاسما فرمنتانس، اکولوپلاسما لیدولای 
سلولی  کشت  در  ها  آلودگی   %95 از  بیش  عامل  که  هستند 
به  قادر  باید  علاوه  وبه  باشند.  می  بیولوژیک  های  فرآورده  و 

شناسایی سایر گونه های آلوده کننده نیز باشند.

در این مطالعه سعی شده است با استفاده از روشی مولکولی و 
حساس، به شناسایی مایکوپلاسماهای آلوده کننده کشت های 
سلولی و فرآورده های بیولوژیکی پرداخته شود. نتایج حاصل از 
این مطالعه، تاییدی بر این موضوع هست که  سکانس های ثابت 
و مشترک 16SrRNA موجود در مایکوپلاسماها، به عنوان یک 
هدف ژنی مناسب جهت تشخیص این آلوده کننده ها  در کشت 

های سلولی و محصولات بیولوژیکی می باشند.

هدف اصلی از این بررسی رسیدن به یک روش قابل اعتماد و 
سریع جهت شناسایی مایکوپلاسما در کشت های سلولی و نیز 
این  در  است.  بیولوژیک  های  فراورده  و  حیوانی  های  سرم  در 
مطالعه که بر مبنای واکنش زنجیره ای پلیمراز)PCR( طراحی 
  DNA گردید توانستیم به حداقل حساسیت  10 کپی از مولکول
هدف رسیده و همچنین هیچ واکنش متقاطعی با DNA ژنومیک 
دیگر ارگانیسم های مورد آزمایش مثل سودوموناس ائروجینوزا، 
اورئوس  استافیلوکوکوس  و  توبرکلوزیس  مایکوباکتریوم  انسان، 
  100-1 بین  شناسایی  حد  مطالعات  بعضی  در  اما  نشد.  دیده 

مایکوپلاسما می باشد، که با توجه به گونه مایکوپلاسمای بررسی 
شده، نوع و طراحی پرایمر، هدف ژنی و شرایط PCR متفاوت 
است)4،7،12،21(. بدین ترتیب بخش های ثابت و مشترک ژن 
SrRNA 16 را به عنوان سکانس هدف انتخاب گردید. گزینش 
این سکانس به دلیل تکرر آن در طول ژنوم و نیز ثابت و مشترک 
بودن آنها در بین اعضاء مولیکوت ها هست. از دیگر ویژگی های 
این مطالعه روش استخراج DNA می باشد، که به روش ساده 
جوشاندن انجام پذیرفته است. این روش بدلیل سادگی، سریع 
بودن و زمان کم و علاوه بر آن  عدم استفاده از مواد شیمیایی 
از   ،  DNA استخراج  جهت  دیگر  مواد  و  کلروفرم  فنل-  مثل 
ویژگیهای منحصر بفردی برخوردار است. آلودگی مایکوپلاسما 
فراورده  و  سلول  کننده کشت  تحدید  مهم  فاکتورهای  از  یکی 
را  بیولوژیکی سلول  های  ویژگی  که  باشد،  بیولوژیک می  های 
مناسب   روشی  بکاربردن  رو  این  از  دهد.  می  قرار  تاثیر  تحت 
برای شناسایی مایکوپلاسماها بسیار مهم است. زیرا روش های 
زیاد، حساسیت  وقت  نظر صرف  از  محدودیت  علت  به  مرسوم 
تشخیص  لازم جهت  های  ویژگی  دارای  مهارت،  داشتن  و  کم 
مایکوپلاسماها در کشت سلول و فرآورده های بیولوژیکی نمی 
ای  زنجیره  واکنش  اساس  بر  مولکولی  های  روش  اما  باشند. 
پلیمراز)PCR( به دلیل ویژگی های ذاتی آن از اهمیت بسزایی 
برخوردارند. نتایج مشاهده شده در این مطالعه مبتنی بر دقت و 
سرعت و حسایت و ویژگی بالای تکنیک PCR بر مبنای سکانس 
آلودگی  تشخیص  جهت   16SrRNA در  مشترک  و  ثابت  های 
مایکوپلاسما در کشت سلول و فراورده های بیولوژیک می باشد .
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