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Abstract 
Objective: Mycoplasma salivarium (M. salivarium) is one of the most common 
contaminants present in cell culture laboratories that cause undesirable effects on cell 
cultures. Thus, the identification and rapid diagnosis in controlling and prevention of this 
contaminant are important. The aim of this study is the detection of Mycoplasma 
salivarium contamination in cell culture using polymerase chain reaction (PCR) method. 
Methods: A 16S rRNA-based Mycoplasma genus and specific primer PCR method for 
M. salivarium was developed. The sensitivity and specificity of this method were 
determined. The PCR test was used after we extracted DNA from the cultured isolates. 
Results: A total of 62 cell culture samples were sent to the Mycoplasma Reference 
Laboratory at Razi Institute, Karaj, Iran for detection of Mycoplasma contamination. A 
total of 42 (67.75%) out of 62 samples scored positive according to the Mycoplasma 
genus. From these 42 samples, 15 (35.72%) reacted positively with a clear band of 434 bp 
in the M. Salivarium-specific PCR method.  
Conclusion: Due to the high percentage of M. salivarium contamination in cell cultures, 
we recommend aseptic conditions be used in the laboratory when working with cell 
cultures. The PCR method is a suitable and valuable tool for the detection of M. 
salivarium contamination in cell cultures with appropriate and specific primers. This PCR 
method can be processed in less than one day. 
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هاي سلولي با استفاده  ي آلودگي مايكوپلاسما ساليواريوم در كشتيشناسا
 PCRاز روش 
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  چكيده

شـود و    محسوب مـي  سلولي  هاي   هاي مايكوپلاسماي اصلي آلوده كننده كشت       مايكوپلاسما ساليواريوم يكي از گونه     :هدف
سـرعت تـشخيص آن، در      هاي سلولي ايجاد كند؛ در نتيجه شناسـايي ايـن آلـودگي و               تواند آثار نامطلوبي را روي كشت      مي

هاي  شناسايي آلودگي مايكوپلاسما ساليواريوم در كشت      هدف از اين مطالعه      .اهميت دارد كنترل و پيشگيري از اين موضوع       
 .بود) PCR(واكنش زنجيره پليمرازي سلولي با استفاده از روش 

هاي اختصاصي ايـن گونـه      آغازگر از سويه استاندارد مايكوپلاسما ساليواريوم و        PCRاندازي   به منظور راه   :ها مواد و روش  
هاي مورد  نمونه. در ادامه حساسيت و ويژگي اين آزمون تعيين شد          استفاده شد و   16SrRNAاي از ژن     براساس تكثير قطعه  

 .  قرار گرفتندPCR، از نظر آلودگي به جنس مايكوپلاسما و گونه ساليواريوم مورد آزمايش DNAس از استخراج بررسي پ
 مايكوپلاسما در مؤسسه رازي مـورد       مرجعهاي سلولي ارسالي به آزمايشگاه        نمونه از كشت   62 در اين مطالعه تعداد      :نتايج

 15 نمونه از نظر آلودگي به جـنس مايكوپلاسـما و از ايـن تعـداد              )  درصد 75/67 (42كه از اين تعداد     بررسي قرار گرفتند    
   . جفت باز از نظر آلودگي به گونه مايكوپلاسما ساليواريوم مثبت بودند434نمونه با ايجاد باند در )  درصد72/35(

 ط آسـپتيك   شـراي  رعايـت هاي سلولي به مايكوپلاسـما سـاليواريوم،          با توجه به بالا بودن درصد آلودگي كشت        :گيري نتيجه
 هايآغازگر از گيري بهرهضمناً با   . شود هاي سلولي توصيه مي    سازي و كار با كشت     توسط پرسنل آزمايشگاه در مراحل آماده     

هـاي كـشت سـلولي، در         امكان شناسايي و تشخيص آلودگي به مايكوپلاسما ساليواريوم در آزمايشگاه          و اختصاصي  مناسب
  .پذير است  امكانPCRوش كمتر از يك روز با استفاده از ر

  
  ، آلودگي، كشت سلولPCR مايكوپلاسما ساليواريوم، :كليدواژگان

  
  

  
  

 مقدمه
  هـاي   ترين باكتري  كوچك) Mycoplasma (مايكوپلاسماها

  
 )Molicut ( موليكـوتس  لاسو در ك ـ   فاقد ديواره سلولي بـوده    

 118-109: ، صفحات1392 پاييز 3، شماره 16، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  هاي سلولي به مايكوپلاسما آلودگي كشت
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 هـوازي  بـي ،  هايي با تنوع شـكلي زيـاد       ها باكتري  آن. قرار دارند 
و يكـي از     هستند   زندگي آزاد و عموماً كند رشد     داراي  ،  اختياري

شـوند،   هـاي كـشت سـلولي محـسوب مـي          ترين آلوده كننده   مهم
توانـد   هـاي سـلولي مـي      ها در كشت   همچنين حضور اين آلودگي   

عوارض شديدي روي ساختار و عملكرد كليـدي سـلول ميزبـان            
هايي را بـه     يانهمچنين از نظر اقتصادي نيز ز      .]4-1[داشته باشد   

توان بـه از دسـت دادن زمـان، هزينـه و      دنبال دارد؛ از جمله مي    
هاي ارزشمند، نتايج    هاي انجام شده، از دست دادن سلول       تلاش

گمراه كننده، تأثير روي اعتبـار و اهميـت اطلاعـات حاصـل از              
هـاي   تحقيق انجام شده، آثار منفي روي كيفيت و كميت سـلول          

، )Interferon(واكــسن، اينترفــرون مــورد اســتفاده در ســاخت 
ــادي آنتــي ــال ب ، )Monoclonal Antibodies (هــاي مونوكلون

، 2[هاي نوتركيب و ساير داروهاي مربوطه اشـاره كـرد            پروتئين
مشكل آلودگي مايكوپلاسـمايي در حـال حاضـر بـه طـور             . ]5

هـاي سـلولي گـزارش شـده          درصد كشت  80 تا   15گسترده در   
تـشخيص آن    سرعتايي اين آلودگي،    در نتيجه شناس  ]. 6 [است
 دسترسي به يـك روش شناسـايي قطعـي و           سلولي و  كشت در

هاي آزمايشگاهي متداول به كـار       قابل اتكا كه بتواند در پژوهش     
. حـايز اهميـت اسـت     موضـوع    ايـن  از پيشگيري و كنترل درآيد،  

هـاي    گونه مايكوپلاسـما متفـاوت را از كـشت         20تاكنون بيش از    
تواننـد منـشأ انـساني يـا حيـواني            كه مي  اند  كرده سلولي جداسازي 

  كه در اين ميان هفت گونه مايكوپلاسما هيورينيس]6[داشته باشند 
)M. hyorhinis( ــي ــما آرژنينـ ، )M. arginini (، مايكوپلاسـ

ــاليواريوم   ــما س ــما )M. salivarium(مايكوپلاس ، مايكوپلاس
، )M. fermentans(، مايكوپلاسما فرمنتانس)M. orale (اوراله

 عامـل  )Acholeplasma laidlawii (آكولوپلاسـما لايـدلاوي  
 .]7[هـاي سـلولي هـستند         درصد آلودگي در كشت    95بيش از   

ترين فلورهـاي طبيعـي      مايكوپلاسما ساليواريوم يكي از معمولي    
درصــد  80تـا   60تـوان از   حفـره دهـاني انــسان بـوده كـه مــي    

كـه   جـه بـه ايـن     هاي گلوي افراد جداسازي كـرد و بـا تو          نمونه
ــودگي    ــارزي در آل ــش ب ــساني نق ــشأ ان ــا من ــماها ب مايكوپلاس

كنند، احتمال حضور ايـن عامـل در         هاي سلولي بازي مي    كشت

هاي كـشت سـلول از نظـر ارتبـاط مـستقيم             هاي محيط  آلودگي
]. 9،  8[هاي كـشت سـلول قابـل توجـه اسـت             پرسنل با محيط  
هـاي    از روشهـاي مايكوپلاسـمايي بـا اسـتفاده      شناسايي آلودگي 

هـاي     آزمون ميكروسكوپ الكتروني، ،  آميزي كشت ميكروبي، رنگ  
گير، بـا حـساسيت نـسبتاً     ايمنولوژيكي معمولاً وقت  بيوشيميايي و 

پايين و نيازمند امكانات و همين طور تجربه كـافي بـراي تفـسير              
ــت و از آن  ــايج اس ــه  نت ــايي ك ــودگي  ج ــشخيص آل ــرعت ت  س

ي از اين موضوع نقـش شـاياني        در كنترل و پيشگير   مايكوپلاسما  
ــا اســتفاده از روش  در ســال دارد، ــر ب هــاي مولكــولي،  هــاي اخي

گيـري از    شناسايي جنس و گونه مايكوپلاسماهاي مختلف با بهره       
ــاي  ــشخيص   ) Primers(آغازگره ــه ت ــصاصي ب ــب و اخت مناس

با هزينه كمتـر و حـساسيت       ) در كمتر از يك روز كاري     (تر   سريع
كمـك شـاياني نمايـد كـه از ايـن توانـايي             هـا    بيشتر اين آلودگي  

هـاي   در كـشت  مايكوپلاسـما سـاليواريوم     توان براي شناسايي     مي
 ].10،  5[سلولي مشكوك به آلودگي با مايكوپلاسما بهره جـست          

مايكوپلاسـما سـاليواريوم    در زمينه شناسايي و تشخيص مولكولي       
هاي كشت سلول بـه روش مولكـولي در ايـران تـاكنون              از محيط 

از اين لحاظ ايـن     لعه مدون و قابل ذكري مشاهده نشده است؛         مطا
جـا كـه پيـشگيري در رأس         از آن و  كاملاً جديـد اسـت      پژوهش  

هاي كنترلي قرار دارد و همچنين سرعت تشخيص آلـودگي           برنامه
در كنتـرل و     مايكوپلاسـما سـاليواريوم      محيط كـشت سـلولي بـه      

 منظور در ايـن      به اين  پيشگيري از اين موضوع نقش شاياني دارد؛      
سـلولي  هـاي     مايكوپلاسما سـاليواريوم در كـشت      تحقيق آلودگي 

 مايكوپلاسـماي مؤسـسه رازي بـا        مرجـع ارجاعي به آزمايـشگاه     
  . با حساسيت و ويژگي مناسب مطالعه شدPCRاستفاده از روش 

  

  ها مواد و روش
  هاي باكتريايي سويه

سـما  در اين مطالعـه از مايكوپلاسـما سـاليواريوم، مايكوپلا         
اورالــه، مايكوپلاســما هيــورينيس، مايكوپلاســما آرژنينــي،     

 مايكوپلاسـما   آكولوپلاسما لايدلاوي، مايكوپلاسما فرمنتـانس و     
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  و همكارانزاده ويستا رستمي
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  .به عنوان كنترل استفاده شد )M. pneumoniae (پنومونيه
  

  كشت هاي سلولي
 نمونه كـشت سـلولي ارسـالي بـه          62در اين مطالعه تعداد     

ر مؤسسه رازي از نظر آلـودگي        مايكوپلاسما د  مرجعآزمايشگاه  
 بررسـي   PCR بـا اسـتفاده از روش        به مايكوپلاسما ساليواريوم  

  .شدند
  

  DNAاستخراج 
DNA  هاي مايكوپلاسما با اسـتفاده از روش        ژنوميك گونه

هاي سـلولي    ليتر از كشت    ميلي 5/0.  كلروفرم استخراج شد   -فنل
تفاده از ليتري انتقال يافت و سپس بـا اس ـ   ميلي 5/1هاي   به تيوپ 

العمل استاندارد شده اسـتخراج    كلروفرم طبق دستور   -روش فنل 
DNA 11[ انجام شد.[  
  

  آغازگرها
 به منظور شناسايي جـنس      PCRآغازگرهاي اختصاصي در    

 بـازي     جفـت  270مايكوپلاسما با محصول و بانـد اختـصاصي         
  .]12[استفاده شد 

.GPO3: 5´-GGG AGC AAA CAC GAT AGA TAC CCT-3´ 

.MGSO: 5 -́TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC-3  ́
به منظور شناسـايي گونـه       PCRآغازگرهاي اختصاصي در    

 بـا  16S rRNAبراسـاس تـوالي ژن   مايكوپلاسـما سـاليواريوم   
 ].13[ جفت بازي استفاده شد 434محصول و باند اختصاصي 

.MSAL F: 

 5´-ATGGATTGTAAAGTGCTGTTGCTAG-3´ 
MSAL R:. 
 5´-GCGTCAACAGTTCTCTGCCG-3´. 

ــراي راه ــنش     ب ــون، واك ــن آزم ــدازي اي  DNA روي PCRان
استخراجي از نمونـه كنتـرل مثبـت مايكوپلاسـما سـاليواريوم انجـام            
گرفت كـه در ايـن واكـنش از آغازگرهـاي اختـصاصي ايـن گونـه                 

)MSAL F-R (  معرفي شده در مطالعه تيمنتـسكي)Timenetsky( 

ــوالي براســاس 2006در ســال   16S rRNA از ژن اي  قطعــهت
در فرمول و برنامه اين واكنش چندين بار تغييراتي         . استفاده شد 

به منظور مشاهده تك باند اختصاصي مايكوپلاسما سـاليواريوم         
 جفت باز و حذف باندهاي اختصاصي داده شد كـه در            434در  

اي كه در ادامـه گفتـه شـده          نهايت اين آزمون با فرمول و برنامه      
 .است، انجام گرفت

  
 PCRشرايط 

به منظور شناسايي جـنس مايكوپلاسـما بـا اسـتفاده از روش             
PCR  ،                5/2هر كدام از اجـزاي مخلـوط بـراي هـر نمونـه شـامل 

 ،)مولار  ميلي MgCl2) 25 ميكروليتر   X10  ،2 بافر   PCRميكروليتر  
 ميكروليتر از هـر     25/0،  )مولار  ميلي dNTP) 10 ميكروليتر   5/0

آنــزيم  ميكروليتــر MGSO ،2/0 و GPO3 آغازگرهــايكــدام از 
Taq) 5 ميكروليتر   2،  ) واحد DNA      بود و حجم نهايي هر نمونـه 

 ميكروليتر رسانده شد و برنامه حرارتي       25با آب مقطر استريل به      
 بـراي    دقيقه 4گراد    درجه سانتي  94در دستگاه ترموسايكلر شامل     

گراد   درجه سانتي  58 ثانيه،   40گراد    درجه سانتي  94يك چرخه،   
 و  PCR چرخـه    40 ثانيه طي    50گراد    درجه سانتي  70 ثانيه،   60

.  دقيقـه بـود    7گراد براي     درجه سانتي  72پليمرازسيون نهايي در    
مايكوپلاسما سـاليواريوم بـا اسـتفاده از روش         به منظور شناسايي    

PCR  ،     5/2اجـزاي مخلـوط بـراي هـر نمونـه شـامل             هر كـدام از 
، )مولار  ميلي MgCl2) 25ر   ميكروليت X10  ،5/0 بافر   PCRميكروليتر  

 ميكروليتر از هركدام از     12/0،  )مولار  ميلي dNTP) 10 ميكروليتر   2/0
 Taqآنـزيم   ميكروليتـر  MSAL F ،2/0و  MSAL R آغازگرهاي

 بود و حجم نهايي هر نمونـه بـا          DNA ميكروليتر   2،  ) واحد 5(
 ميكروليتر رسانده شد و برنامـه حرارتـي         25استريل به   ر  آب مقط 

 دقيقه بـراي    7گراد    درجه سانتي  94تگاه ترموسايكلر شامل    در دس 
گـراد    درجه سـانتي   59 ثانيه،   30گراد    درجه سانتي  94يك چرخه،   

 و PCR  چرخـه 35 ثانيـه طـي   60گراد   درجه سانتي72 ثانيه،  45
.  دقيقـه بـود    7گراد براي     درجه سانتي  72پليمرازسيون نهايي در    

، كنتـرل   نشانگر انـدازه    در كنار  PCRمحصولات  در اين مطالعه    
 درصـد   1مثبت و منفي با استفاده از الكتروفورز روي ژل آگارز           
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و در ) Ethidium Bromide(آميزي با اتيديوم برومايـد   و رنگ
 . بررسي شدندماوراي بنفشزير نور 

  
  حساسيت و ويژگي

از  مـورد اسـتفاده      آغازگرهـاي جفت  براي بررسي حساسيت    
DNA    پلاسما ساليواريوم استفاده شـد و      نمونه كنترل مثبت مايكو

سـازي انجـام      تيـوپ مجـزا رقـت      10 لگاريتمي   10از آن در پايه     
 طبق برنامه و فرمول ذكر شده انجـام         PCRسپس واكنش   . گرفت
از ،  PCR آغازگرهـاي بررسي ويژگـي جفـت      همچنين براي   . شد

 اســتاندارد بــه عنــوان كنتــرل مثبــت و ســاليواريوممايكوپلاســما 
ــما  ــهامايكوپلاس ــما  ورال ــورينيس، مايكوپلاس ــما هي ، مايكوپلاس

ــانس،     ــما فرمنت ــدلاوي، مايكوپلاس ــما لاي ــي، آكولوپلاس  آرژنين
ــي   ــشيا كل ــه، اشري ــما پنوموني    )Escherichia coli (مايكوپلاس

 )Streptococcus pneumoniae (و استرپتوكوكوس پنومونيـه 
 سـاليواريوم  گونه مايكوپلاسما    PCRسپس واكنش   استفاده شد؛   

 .ام گرفتانج

  

  نتايج
 اختـصاصي گونـه مايكوپلاسـما       آغازگرهـاي با اسـتفاده از     
 با تغييرات اعمال شده انجام شد و تك         PCRساليواريوم آزمون   

 به منظـور    .مشاهده شد   جفت باز  434باند اختصاصي در ناحيه     
اندازي شده يك نمونـه از محـصول ايـن           تأييد قطعي آزمون راه   

 آلمـان ارسـال و      WMGركت  آزمون براي تعيين تـوالي بـه ش ـ       
سپس توالي آن با مايكوپلاسما ساليواريوم استاندارد ثبـت شـده           

سـپس  نتيجـه حاصـل در    . در بانك ژن مقايسه و بررسـي شـد       
 MSAR-2 JX 233552 بـا كـد   NCBIبانك ژن روي سايت 

 مايكوپلاسـما   DNA از   PCRبـراي تعيـين ويژگـي       . ثبت شـد  
پلاســما آرژنينــي،  اورالــه، مايكوپلاســما هيــورينيس، مايكو  

 مايكوپلاسـما   آكولوپلاسما لايدلاوي، مايكوپلاسـما فرمنتـانس،     
پنومونيه، اشريشيا كلي و استرپتوكوكوس پنومونيه اسـتفاده شـد          

 ايـن   DNAيـك از      اختـصاصي بـا هـيچ      آغازگرهـاي كه جفت   
ها واكنش مثبت نداد كه نشان دهنده ويژگي بـالاي ايـن             باكتري

اختـصاصي مـورد اسـتفاده در        آغازگرهـاي جفـت   . آزمون بـود  
 مربــوط بــه شناسـايي مايكوپلاســما ســاليواريوم  PCRواكـنش  

 به ازاي هر پيكوگرم نمونه اوليـه        6/4داراي حساسيتي به ميزان     
 نمونه كشت سلولي مورد بررسـي       62تعداد  در اين مطالعه    . بود

 كلروفرم اسـتخراج شـد و در ادامـه از           -با استفاده از روش فنل    
 PCR جنس مايكوپلاسما با اسـتفاده از واكـنش          نظر آلودگي به  

 نمونـه مـورد     62 نمونه از    42ن تعداد   بررسي شدند كه در اين ميا     
 مايكوپلاسـما   جـنس از نظر آلـودگي بـه       )  درصد 75/67(بررسي  

 اختـصاصي   آغازگرهـاي ها با استفاده از      سپس نمونه . مثبت بودند 
كه در ايـن    مربوط به گونه مايكوپلاسما ساليواريوم بررسي شدند        

 از  ) درصد 72/35( نمونه مورد بررسي     42 نمونه از    15ميان تعداد   
  .نظر آلودگي به مايكوپلاسما ساليواريوم مثبت بودند

  

  
  

نـشانگر  : M  در آزمـايش تعيـين حـساسيت؛     PCR بررسي محـصول     1شكل  
) 10  تـا  1كنترل منفي، از رديف     ) 1، رديف   ) جفت بازي  100خط كش ژني    (

  10-9....  و 10-4، 10-3، 10-2، 10-1، 10ي ها به ترتيب رقت
  

  
  

ط كـش  خ ـ(نـشانگر  ) Mويژگي؛  در آزمايش PCR بررسي محصول  2 شكل
ــي  ــازي100ژن ــت ب ــف ) جف ــت ) 1، ردي ــرل مثب ــما (كنت ــه مايكوپلاس گون

هـاي   بـه ترتيـب نمونـه     ) 8-3هاي   كنترل منفي، رديف  ) 2، رديف   )ساليواريوم
 آرژنينـي،  مايكوپلاسـما  ما هيـورينيس،  مايكوپلاسما سـاليواريوم، مايكوپلاس ـ   

ــدلاوي، مايكوپلاســما آكولوپلاســما ــانس، لاي ــه، فرمنت  مايكوپلاســما پنوموني
  اشريشيا كلي و استرپتوكوكوس پنومونيه
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 هاي مورد آزمايش؛   مايكوپلاسما در نمونه   جنس   PCR بررسي محصول    3 شكل
M (  نشانگر)    بانـد  (ت  كنتـرل مثب ـ  ) 1، رديـف    ) جفت بـازي   100خط كش ژني

) 2، رديـف  ) جفت بـاز 270در ناحيه  MS-NCTC 10124-05نمونه استاندارد 
  هاي استفاده شده در اين مطالعه نمونه) 8-3كنترل منفي، رديف 

  

  
  

هـاي    گونه مايكوپلاسما ساليواريوم در نمونـه      PCR بررسي محصول    4شكل  
ترل كن) 1، رديف ) جفت بازي100خط كش ژني (نشانگر ) Mمورد آزمايش؛ 

) 2، رديـف    ) جفـت بـاز    434گونه مايكوپلاسما ساليواريوم در ناحيـه       (مثبت  
  هاي استفاده شده در اين مطالعه نمونه) 10-3كنترل منفي، رديف 

  

 بحث
در ايــن مطالعــه بــراي بررســي و شناســايي آلـــودگي      

هـاي سـلولي ارجـاعي بـه         مايكوپلاسما سـاليواريوم در كـشت     
 بـا   PCRسه رازي، روش     مايكوپلاسماي مؤس  مرجعآزمايشگاه  

اندازي شد و نشان داده شد كـه         حساسيت و ويژگي مناسب راه    
هاي سلولي ارجاعي بـا درصـد بـالايي بـه مايكوپلاسـما              كشت

  .ساليواريوم آلوده بودند
 كـشت  هـاي  كننـده  آلـوده  ترين مهم يكي از  مايكوپلاسماها

مايكوپلاسـماها فاقـد مـسيرهاي      . شـوند  سلولي محـسوب مـي    
هـا   آن. هـا هـستند    هـا و پيريميـدين     ي سـنتز پـورين    آنزيمي برا 

هـاي رشـدي بـسيار       هاي بسيار سخت رشد با نيازمندي      باكتري
زيــاد هــستند كــه بــا زنــدگي درون ســلول ميزبــان كلــسترول، 

مورد نياز خـود     DNA اسيدهاي آمينه، اسيدهاي چرب و حتي     
 ها بر مبناي چنين ويژگي   ]. 14[كنند   را از سلول ميزبان تأمين مي     

ها يكي از عوامل اصـلي و مهـم          و نيازهايي اين ميكروارگانيسم   
 حاصـل در آن     زيـستي هاي   دهو فرآور ي  آلودگي در كشت سلول   

 هـاي  كـشت  در كننـده  آلـوده  عنوان ها به  شوند، آن  محسوب مي 
 مـشاهده  قابـل  عمومي آثار فاقد كرده و  رشد آرام بسيار سلولي

 آن كـدورت  و يطمح ـ رنـگ  تغييـر  مانند سلولي هاي كشت در
. تـر اسـت    مـشكل  آلـودگي  نـوع  اين هستند؛ بنابراين تشخيص  

توانـد عـوارض شـديدي روي        همچنين حضور اين آلودگي مي    
 هـاي  آزمـون  ساختار و عملكرد كليدي سـلول ميزبـان و نتـايج          

 سـلول  كـشت  در شـده  انجـام  تشخيـصي  هاي آزمون و زيستي
نبال دارد؛ در   هايي را به د    داشته باشد و از نظر اقتصادي نيز زيان       

 .برخوردار است بالايي اهميت از ها آن نتيجه شناسايي

 بايـد  اغلـب  آلـودگي  نـوع  اين شناسايي براي آل ايده روش
 بـا  مؤثر و سريع ساده، همچنين بالا، ويژگي و حساسيت داراي
 بـا  مايكوپلاسـمايي  هـاي  آلـودگي  بررسـي  .باشد مناسب هزينه

 حـساسيت  بـا  )هفتـه  چندين(گير   وقت كشت، روش از استفاده
 بـراي  كـافي  تجربه همين طور  و امكانات نيازمند و پايين نسبتاً

ــسير ــايج تف ــت نت ــاي روش. اس ــي    ه ــه بررس ــر از جمل ديگ
 بـا رنـگ فلورسـنس       DNAآميزي مستقيم     رنگ ميكروسكوپي،

)DAPI , Hoechst 33258] (15 ،16[  ــواص ــي خ ، بررس
 صـرف  لـه جم از مـشكلاتي  نيز داراي متابوليكي و بيوشيميايي    

 ].17،  6[اسـت    پـايين  ويژگـي  معمـولاً  و حساسيت زياد، زمان
ــابراين ــت بن ــاي روش اكثري ــترس در ه ــراي دس ــايي ب  شناس
 ايـن  بـر  غلبـه  براي .نيستند مناسب مايكوپلاسمايي هاي آلودگي

 اخيـر  هـاي  سـال  در PCR مانند مولكولي هاي مشكلات، روش 
 شناسـايي ،  هـا  وشاز اين ر   استفاده با. است يافته فراواني توسعه
ــه و جــنس ــا مختلــف مايكوپلاســماهاي گون  از گيــري بهــره ب
 كـاري  روز يـك  از كمتـر  در اختـصاصي  و مناسب رهايآغازگ
 تـشخيص  بـه  توانـد  مي روش اين   از استفاده و است پذير امكان
 هـا كمـك    آلودگي حساسيت بيشتر اين   و كمتر هزينه با تر سريع

 شناســايي بــراي وانتــ مــي توانــايي ايــن از نمايــد كــه شــاياني
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 بـه  مـشكوك  سـلولي  هـاي  كـشت  درمايكوپلاسما سـاليواريوم    
  ].19، 18، 14، 10، 5 [بهره جست مايكوپلاسما با آلودگي

هـاي اصـلي آلـوده       مايكوپلاسما ساليواريوم يكـي از گونـه      
 اين باكتري يكـي از      .شود هاي سلولي محسوب مي    كننده كشت 

انـسان بـوده كـه      ترين فلورهـاي طبيعـي حفـره دهـاني           معمول
هاي گلوي افراد بالغ جداسـازي       درصد نمونه  80-60توان از    مي

با توجه به شيوع بالاي اين مايكوپلاسما به عنـوان فلـور            كرد و   
طبيعي در حفره دهاني نسبت به ساير مايكوپلاسماهاي انـساني          

مايكوپلاسـماها بـا    جـايي كـه      آلوده كننده كشت سلولي و از آن      
هـاي سـلولي بـازي       رزي در آلودگي كشت   منشأ انساني نقش با   

كنند، احتمال حضور اين آلودگي توسط پرسنل آزمايشگاه با          مي
هـاي كـشت سـلول قابـل         شان با محـيط    توجه به ارتباط مستقيم   

  ].20، 1[توجه است 
 53،  1387حسيني در سال     در مطالعه انجام شده توسط شاه     

 روش  هاي سلولي مورد بررسـي بـا اسـتفاده از          درصد از كشت  
PCR  ،        از نظر آلودگي به جنس مايكوپلاسما مثبت اعلام شدند .

ــودگي مايكوپلاســما   ــه منظــور شناســايي آل ــدين مطالعــه ب چن
 و بـا    PCRبا استفاده از روش     هاي سلولي    ساليواريوم در كشت  

بكارگيري پرايمرهاي اختصاصي بر اساس سكانس قطعـه اي از          
در .  اسـت  در كشورهاي مختلف انجام گرفتـه 16S rRNAژن 

 8، 2006در ســال ) Timenetsky(مطالعــه توســط تيمنتــسكي 
هاي سـلولي از نظـر آلـودگي بـه مايكوپلاسـما             درصد از كشت  

رهـاي  آغازگدر ايـن مطالعـه از       ]. 13[ساليواريوم مثبـت بودنـد      
در . اختـصاصي معرفـي شــده توسـط تيمنتــسكي اسـتفاده شــد    

 جــعمردر آزمايــشگاه ) Lobo(مطالعــات ديگــر توســط لوبــو 
 درصـد و    2،  2005 تا   2002هاي   مايكوپلاسما در كوبا طي سال    

هـاي سـلولي از       درصد از كشت   5،  2002 -1992هاي   طي سال 
 اگـر   ].21[نظر آلودگي به مايكوپلاسما ساليواريوم مثبت بودنـد         

هاي اخير مطالعات زيادي در كشورهاي مختلف براي         چه در سال  
جملــه مايكوپلاســما هــاي مايكوپلاســمايي از  شناســايي آلــودگي

ساليواريوم انجام شده اسـت ولـي تـاكنون در زمينـه شناسـايي و               
هـاي سـلولي در ايـران        تشخيص مولكولي ايـن گونـه در كـشت        

اي بـه   بـر ايـن اسـاس مطالعـه     . اي وجود ندارد   مطالعه منتشر شده  
هـاي سـلولي ارجـاعي بـه         منظور شناسايي اين آلودگي در كشت     

  .ي مؤسسه رازي انجام شد مايكوپلاسمامرجعآزمايشگاه 
ــودگي مايكوپلاســما    ــه امكــان شناســايي آل ــن مطالع در اي

هاي سلولي با استفاده از يـك روش قابـل           ساليواريوم در كشت  
اعتماد و كـاملاً اختـصاصي بـر مبنـاي كـاربرد روش مولكـولي        

PCR   ــين در ــور روتـ ــه طـ ــن روش بـ ــارگيري ايـ ــه كـ  و بـ
در ايـن مطالعـه     . هـاي كـشت سـلولي بررسـي شـد          آزمايشگاه

رهاي اختصاصي گونـه سـاليواريوم معرفـي شـده توسـط            آغازگ
بـه كـار    rRNA 16Sاي از ژن   قطعـه تواليتيمنتسكي براساس 

گرفته شد و با ايجاد تغييراتي در ميـزان مـواد مـورد اسـتفاده و                
 انجام و در ادامه حساسيت      PCRمختلف، واكنش   زمان مراحل   

  .و ويژگي آن تعيين شد
  نمونـه  42 نمونه مورد بررسي، تعداد      62در مطالعه حاضر از     

از نظر آلودگي بـه جـنس مايكوپلاسـما مثبـت           )  درصد 75/67(
آلـودگي  از نظر )  درصد72/35( نمونه 15بودند و از اين تعداد،      

حساسيت اين آزمـون بـا      . بودندبه مايكوپلاسما ساليواريوم مثبت     
ــاي ــه   آغازگره ــاليواريوم ب ــما س ــصاصي مايكوپلاس ــزان اخت    مي

حـساسيت  .  پيكوگرم به ازاي هر ميكروليتر نمونـه اوليـه بـود    4/6
 به ازاي هر     پيكوگرم 1 در مطالعه تيمنتسكي برابر با       آغازگرهااين  

بـراي  . ميكروليتر نمونه اوليه و با ويژگي بـالا بيـان شـده اسـت       
 مايكوپلاسما سـاليواريوم،    DNA از   PCRيين ويژگي آزمون    تع

ــه، مايكوپلاســما هيــورينيس، مايكوپلاســما  مايكوپلاســما اورال
ــانس،   ــما فرمنت ــدلاوي، مايكوپلاس ــما لاي ــي، آكولوپلاس  آرژنين

مايكوپلاسما پنومونيه، اشريشيا كلي و استرپتوكوكوس پنومونيـه        
يـك از    يچ اختـصاصي بـا ه ـ     آغازگرهـاي استفاده شد كه جفت     

DNA  واكـنش  مايكوپلاسـما سـاليواريوم  ها به جـز     اين باكتري 
  .مثبت نداد كه نشان دهنده ويژگي بالاي اين آزمون بود

براساس نتايج به دست آمـده در ايـن تحقيـق ميـزان آلـودگي       
هاي سلولي به جنس مايكوپلاسما با نتايج به دست آمـده از             كشت

قت دارد و نتايج به دست      حسيني مطاب  تحقيق انجام شده توسط شاه    
هاي سلولي به مايكوپلاسما ساليواريوم      آمده از ميزان آلودگي كشت    
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در اين مطالعه نسبت به مطالعات انجام شده توسـط تيمنتـسكي و             
هاي پيش و در كشورهاي مختلف       همچنين مطالعات ديگر در سال    

هـاي سـلولي     بالا بودن درصد ايـن آلـودگي در كـشت         . بيشتر بود 
 در اثر نامناسب بودن شرايط آزمايشگاه و رعايـت نكـردن            تواند مي

سـازي و    شرايط آسپتيك توسط پرسنل آزمايشگاه در مراحل آمـاده        
  .]22، 14، 4[كار با كشت سلولي باشد 

 بـراي شناسـايي     PCRبه طـور كلـي در ايـن مطالعـه روش            
تواند  اندازي شد كه مي    مايكوپلاسما ساليواريوم براي اولين بار راه     

هـاي    بررسي آلودگي مايكوپلاسما ساليواريوم در آزمايـشگاه       براي
ضمن استفاده از اين روش     . كشت سلولي مورد استفاده قرار گيرد     

با حساسيت و ويژگي مناسـب نـشان داده شـد كـه ميـزان قابـل                 
 مرجـع هـاي سـلولي ارجـاعي بـه آزمايـشگاه            توجهي از كـشت   

 سـاليواريوم   مايكوپلاسما در مؤسسه رازي آلوده به مايكوپلاسـما       
هـا و در فاصـله       با توجه به اين كه تعداد معدودي از نمونه        . بودند

زماني محدود از لحاظ آلودگي به مايكوپلاسما سـاليواريوم مـورد           
تـر و تعـداد      بررسي قرار گرفته بودند، بـا انجـام مطالعـه گـسترده           

توان با اطمينان بيشتر به حـساسيت و ويژگـي     هاي بيشتر مي   نمونه

 از گيـري  بهره باتوان   همچنين مي . اندازي شده تكيه كرد    هآزمون را 
هـاي   نسبت بـه شناسـايي گونـه      اختصاصي   و مناسب آغازگرهاي

هاي مـورد مطالعـه در       ديگر مايكوپلاسمايي كه آلوده كننده نمونه     
  .تحقيق حاضر بودند، اقدام كرد

  

 تشكر و قدرداني
هــاي ايــن مطالعــه از محــل اعتبــارات طــرح شــماره  هزينــه

سـازي رازي      مؤسسه تحقيقات واكسن و سرم     87080-18-18-2
وسيله از معاونت آمـوزش و       تأمين و پرداخت شده است كه بدين      

تحقيقات سازمان تحقيقات و آمـوزش كـشاورزي وزارت جهـاد           
سازي رازي تـشكر و       كشاورزي، مؤسسه تحقيقات واكسن و سرم     

 ـ    همچنين از همكاري  . شود  قدرداني مي  ان دكتـر   هاي صميمانه آقاي
رضا آبتين، مهدي حمزه و سـركار خـانم          عباس اشتري، دكتر علي   

 مرجـع سليمه آهنگران و تمامي كاركنـان و همكـاران آزمايـشگاه            
سـازي رازي كـرج       مايكوپلاسما مؤسسه تحقيقات واكسن و سرم     

  . شود سپاسگزاري مي
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