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  چکيده   
از بيست  مسئول بيش چنين  و هم تراكئوبرونشيت، رينيت، فارنژيت،هاي تنفسي مانند گلودرد  گرفتاريعاملمايكوپلاسما پنومونيه  :نه و هدفيزم

 نياز بنابراين، است هايي  تشخيص مايكوپلاسما پنومونيه داراي محدوديتهاي متداول روش. است كسب شده از جامعههاي  درصد موارد پنوموني
 زيادي  پتانسيل داراي(PCR) اي پليمراز  واكنش زنجيرهاز جمله ،هاي مولكولي روش. گردد  احساس ميهاي دقيق ديگر كاملاً  روشيريکارگ ه ببه

 را فراهم يماريببيوتيكي  درمان آنتي تر عيهر چه سر توانند امکان شروع ي منتيجه  درده ووبزا  يماري ب اين عاملسريعو  قي دقجهت تشخيص
پلاسما پنومونيه  براي شناسايي مايكوPCR  مقايسه شده و يك روش سريع و عمليPCRدر اين مطالعه سعي شده است روش كشت و . ندينما

   . شود ي و بررسيطراح
 روشيک  .انجام شد  PCR كشت و،به بيمارستان مراجعه كرده بودند تنفسي اتي شکاباكه   بيمار۱۰۰هاي كلينيكي  نمونه بر روي :بررسيروش 
PCR با استفاده از پرايمرهاي حساس P4A و P4B  و هدف ژنيP1 cytadhesin ، آوري شده از   جمعآپوهاي س طراحي و بر روي نمونه

 يوالجهت تعيين ت و كلون گرديد  pTZ57R در پلاسميد PCR-Cloning روش ي وسيله هب) PCR) bp ۳۴۵محصول . شد  كار گرفته هبيماران ب
      .قرار گرفت مورد استفاده

  مثبت PCR شي آزما نظر كشت منفي بودند از  که ديگري  نمونه۳۳  در.ند مثبت هم بودPCR ي نتيجه ي داراهاي كشت مثبت  همه نمونه:ها يافته
 ۱۰حد شناسايي سنجش مولكولي حاضر در حد .  بودندPCR مستقيم مثبت ي داراي نتيجه) درصد۴۳( نمونه ۱۰۰از  نمونه ۴۳  جهيدر نت ،بود

 باكتريايي ديگر مورد ي  گونه۱۷طور  ين نمونه مايكوپلاسماي مورد استفاده و هم۱۱ بادر عين حال . ارزيابي شدارگانيسم مايكوپلاسما پنومونيه 
  .   استفاده در آزمون ويژگي هيچ محصولي تكثير نگرديد

مايكوپلاسما پنومونيه در  عبراي تشخيص سري  قابل اعتماد و يك روش حساسPCRمطالعه دلالت بر اين موضوع دارد كه اين  :گيري نتيجه
  .   هاي تنفسي است هاي عفونت نمونه

  اي پليمراز  واكنش زنجيره،كشت ، تشخيص،مايكوپلاسما پنومونيه: يدي کلگانواژ
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  مقدمه
عفونت بخش فوقاني   ي از عوامل    يك  پنومونيه سمامايکوپلا    

صورت  هتصوير كلينيكي آن ببوده و  و تحتاني تنفس در انسان      
هـاي   قراري و سرفه   تراكئوبرونشيت كند پيشرونده همراه با بي     

ــاكتري طيــف بيمــاري ).۲،۱( اســتخــشك   از ،زايــي ايــن ب
هاي ملايم فارنژيت و تراكئوبرونشيت تا موارد پنومـوني          شكل

داده   نـشان مطالعات اپيـدميولوژيك  ).۳(شود  ميرا شاملاد ح
هـاي    درصد پنومـوني   ۲۰است كه اين باكتري مسئول بيش از        

اي از   طيـف گـسترده   . )۴،۱(باشـد  كسب شـده از جامعـه مـي       
 ،ي گوارش ، خارج تنفسي مانند عوارض هماتولوژيك     ظاهراتت

 ، ايمونولوژيـك ، عروقـي -قلبـي  ، اسـكلتي  -عـضلاني  ،كليوي
تولوژيك و نورولوژيك در ارتباط با اين باكتري گـزارش          درما

 تـشخيص  هـاي   روش، كـشت در حال حاضـر ). ۵(شده است
 سه روش قابـل     هاي تكثير اسيدنوكلئيك   سرولوژيك و تكنيك  

هـاي مايكوپلاسـما    دسترس بـراي تـشخيص روتـين عفونـت       
 ،ت کـش  بريهاي مبتن روش اصولاً .شوند يمحسوب مپنومونيه 

 ـ  بـا حـساسيت نـسبتاً      گيـر  هايي وقت  تکنيک ايين و نيازمنـد     پ
 کــافي جهــت تفــسير نتــايج ي ن تجربــهيچنــ امکانــات و هــم

 ـهـم   سـرولوژيك   هـاي    روش. )۶(هستند   حـساسيت دليـل     هب
هاي فاز حاد و نقاهـت   واكنش متقاطع و نياز به سرم ، كم نسبتاً

ــدهروشــي ا  ــ ي ــه شــمار نم ــد يآل ب ــاي ســال در ).۶،۵(رون   ه
ــر ــن  اخي ــر اي ــه ب ــت غلب ــشکلاتجه ــر  روش، م ــاي تکثي   ه

ــد  ــک ماننـ ــيد نوکلئيـ ــره اسـ ــنش زنجيـ ــر  واكـ   از اي پليمـ
)[PCR] Polymerase chain reaction( ،ــعه  ي توســـ

 ـ تشخ هـاي   روش امـروزه . )۷، ۸( فراواني يافته است    بـر   يصي
 ، ويژگي و دقت بيشتر    ، به دليل داشتن حساسيت    PCR اساس
ــشخيص   روش ــت ت ــب جه ــايي مناس ــمه ــواملي ه ــون  ع چ
ــه شــمار مــلاســما پنومونيــه مايكوپ ــزان  .)۹-۱۸(رونــد يب مي

شناسايي برخي قطعات خـاص     در  ،   PCR  و دقت  حساسيت
 استخراج   روش ،نوع نمونه تا حد زيادي به ژنوم مايکوپلاسما

DNA ،و روش شناسايي  پرايمرهاي طراحي شده، ژن هدف 

 پرايمرهـاي طراحـي شـده عمومـاً       .)۶( بـستگي دارد   محصول
ژن اپـرون   ،)S rRNA ۱۶ )۱۹ترک ژن هاي مش جهت بخش

ATPase) ۲۰(،  ژنP1 )۲۴،۲۳،۲۲،۲۱( ــدف ــا ه ــاي   و ي ه
طراحـي شـده    ) tuf )۲۵ سـازي   فاكتور طويـل   مانند ژن  ديگر
 ـP1ژن  .است  را در KDa 169 ي بـا وزن مولکـول  ي پروتئين

در   را نقش مهمـي كند که د ميباكتري مايكوپلاسما پنومونيه ك 
هاي   از جهت چسبيدن به سلولتريباكزايي اين   دت بيماري ش

هـاي مـشابهي در سـاير     اگر چـه ژن ). ۲۶(نمايد  ميفايا هدف
 ـ ،شود هاي مايكوپلاسما مشاهده مي     گونه  ـ   بخـش ي ول   ههـاي ب

 ،مايكوپلاسـما پنومونيـه    P1  ژن يشدت ثابت موجود در توال    
 جـذاب   ،ن را از نظر طراحـي پرايمرهـاي مخـصوص گونـه           آ

 در ۱۳۸۵كه در سال  حاضر ي عههدف مطال ).۲۷( نموده است
روش كشت   ،دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهريار انجام گرديد      

هـاي   جهت شناسايي مايكوپلاسما پنومونيه در نمونه      PCRو  
  .  است تشخيص كلينيكي بهينه نمودن روشكلينيكي و 

  
  بررسیروش 

در کار رفتـه   ههاي موليکوتس ب گونه: هاي باکتريايي  سويه     
ــن مطا ــه عبارتايــ ــد ازلعــ ــهلا مايکوپ:نــ ــما پنومونيــ    ســ

(NCTC 10119)، مايکوپلاســما  ،نــيمايکوپلاســما آرجيني
ــما ارال،هيـــورينيس ــينوويه ، مايکوپلاسـ ــما سـ  ،مايکوپلاسـ

ــاروم  مايکوپلاســما ،)۱۳۴۶و۱۳۵۰رازي  (مايکوپلاســما گالين
رازي  (مايکوپلاسـما اوياپنومونيـه    ،)۱۳۵۵رازي   (گاليسپتيکوم

 اوره آپلاســما ،)۱۳۴۳رازي  (لاســما آگالاکتيــا مايکوپ،)۱۳۶۴
عـلاوه   هب . و اکول پلاسما ليدلاوي    )۱۳۶۹رازي  ( اوره آليتيکوم 

 ،هــــاي اســــتافيلوکوکوس اورئــــوس   ميکروارگانيــــسم
ــتافيلوکوکوس اپيدرمايــديس   ، اســترپتوکوکوس پيــوژنز ،اس

باســيلوس  ، باســيلوس ســوبتيليس،اســترپتوکوکوس پنومونيــه
هــاي  گونــه ، بــاکتريوم کورينــههــاي  گونــه ،ميکويئــدس
هـاي    گونـه  ،کلي  اشريشيا ، انتروکوکوس فکاليس  ،کلاستريديوم



...براي تشخيص  PCR   آزمونهاي كشت و یمقايسه  
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هليکوبـاکتر   ،پروتئـوس هـاي   گونه ،شيگلاهاي   گونه ،سالمونلا
 ،آسـپرژيلوس هـاي     گونـه  ، ساکاروميـسس سـرويزيه    ،پيلوري

هـاي انـساني و موشـي از          سلول چنين   و هم  ،کانديدا آلبيکنس 
 مورد ،PCRيمرهاي مورد استفاده در   جهت آزمون ويژگي پرا   

  . قرار گرفتند و ارزيابيآزمايش
  ۱۰۰ گلو ي   از ناحيه  در اين مطالعه  : هاي دستگاه تنفس   نمونه
 تـا   ۳با طيف سني بين     )  زن  درصد ۵۷ مرد و    درصد۴۳( بيمار

هاي تنفسي به بيمارسـتان    كه به علت ابتلا به عفونت      ، سال ۸۰
 ،جعه و يا بـستري شـده بودنـد   ميلاد و لقمان حكيم تهران مرا    

هاي   پآسو. )۲۸،۲۲( گيري به عمل آمد     نمونه آپوسيله سو  هب
هـاي انتقـال    حاوي محيطتر يل يليم ۵/۱هاي   شده به لوله    گرفته

هاي انتقالي بـه      با استفاده از محيط    فاقد گلوكز اضافه و سريعاً    
ــروب  ــشگاه ميك ــد   آزماي ــل گردي ــشگاه منتق ــي دان در . شناس

 هـا را    ابتدا آن  ،هاي تنفسي   نمونه سازي پس از آماده   ،آزمايشگاه
 ميكرون عبور داده و سـپس از محلـول   ۴۵/۰پور   از فيلتر ميلي  

محـيط    همزمـان بـه    ،صاف شده با اسـتفاده از تيـپ اسـتريل         
PPLO-agar سـيلين  پنـي هـاي    حاوي گلوكز و آنتي بيوتيك 

  ميكروگرم در  ۵/۲ (B آمفوتريسين ،)تريل يليم واحد در    ۲۰۰۰(
هـاي    محـيط ي همـه .  )۲۹(  تلقيح صـورت گرفـت     ،)تريل يليم

ها  پليت. انكوبه گرديدند گراد     سانتي ي  درجه ۳۷ تلقيح شده در  
و به مدت سه هفته از روز سوم به بعد از جهـت تغييـر رنـگ       

هايي كـه در طـي    محيط. يت كلني مورد مطالعه قرار گرفتند رؤ
 علـت امكـان    بـه ، روز بـه رنـگ زرد تغييـر يافتنـد    ۵كمتر از   

   مطالعـه خـارج شـدند و        از ،آلودگي بـا غيـر مايكوپلاسـماها      
  هـا ظـاهر     روز تغيير رنگ در محـيط      ۱۲ تا   ۵ چه در طي   چنان

. يافت  احتمال كشت مثبت مايكوپلاسما افزايش مي      ،گرديد مي
يـت  ؤهـا ر   پ كلنـي  ونمايي كم ميكروسـك    با استفاده از بزرگ   

  . گرديد مي
 شده  صافي نهيكروليتر از نمو م١٠٠مقدار  : DNAاستخراج 

كروليتر روغن  مي۵۰منتقل و  تريل يليم ۵/۱ ي به درون يك لوله   
 ـ لولـه سـپس .  روي آن اضافه شدمعدني استريل   ۱۵مـدت     ه ب

بلافاصـله بعـد از   . داده شـد   در دمـاي جـوش حـرارت      دقيقه  
 ۵۰ و مقـدار  سانتريفوژ شده rpm ۱۴۰۰۰در ها   لوله،حرارت

 جديـد منتقـل      ی به يك لوله   روي سديمان    ميكروليتر از مايع  
اده با اسـتفاده از کيـت    باکتريايي مورد استفهاي سوشاز  .شد

 داكسي ريبونوكلوئيك اسيد    ،)سيناژن (DNG-Plusاستخراج  
(deoxyribonucleic acid [DNA])   اسـتخراج گرديـد .

 انتهـاي فـاز     ي  طور خلاصه کشت مايکوپلاسـما در مرحلـه        هب
    سـانتريفوژ شــد rpm ۱۲۰۰۰دقيقــه در  ۳۰لگـاريتمي بـراي   

بار تقطير استريل  ليتر آب دو  در يک ميلي،هاي ليوفيليزه  سويه(
 ـ    طـور مـستقيم و بـدون سـانتريفوژ کـردن وارد       هحل شد و ب

 ۱۰۰رسـوب سـلولي حاصـل در        . ) استخراج گرديد  ي  مرحله
 ۵۰۰ .گرديـد  سوسپانـسيون  استريل تقطير دوبار ميکروليتر آب 

 ميكروليتـر   ١٠٠ حـاوي    ي   به لوله  DNGمحلول  ميكروليتر از 
. بلافاصـله ورتكـس گرديـد      سوسپانسيون باکتريايي اضـافه و    

 ثانيـه  ٢٠، Lysate  يـا DNGسوسپانـسيون و    حـاوي  ي  هلول
ــديداً  ميكروليتــر ٣٠٠ ، Lysateبــه .  ورتكــس گرديــد ش

لولـه  . گرديـد وارونـه    بار لولـه     ١٠ايزوپروپانول اضافه وسپس  
 ١٠٠٠٠ rpmقـه درحـرارت اتـاق در         دقي ١٠سپس به مـدت     

بـا وارونـه كـردن لولـه         مايع رويي به آرامي و     .شدسانتريفوژ  
 رسـوب مايع باقيمانده برروي     ، با استفاده از سمپلر    .تخليه شد 

 درجه ۷۵ ميلي ليتر اتانل ١ ، حاصلرسوببه . نيز برداشته شد  
به خوبي  آنات يمحتو ، وارونه كردن لولهمرتبه ١٠ اضافه و با

ــدمخ ــوط ش ــپس . ل ــدت س ــه م ــه در ۵ب  ١٠٠٠٠ rpm دقيق
تكـرار   فـوق    ي  حلهمر مجدداً  مايع رويي تخليه و    وسانتريفوژ  

با وارونه كردن لوله بر روي دسـتمال       مايع رويي تخليه و    .شد
  حـاوي رسـوب  ي لوله .هاي باقيمانده خارج شد     الكل ،كاغذي

 جهـت  ،گـراد   سـانتي ي   درجـه  ۶۵درحرارت   دقيقه   ۵ به مدت 
 ١٠٠ در حاصـل رسـوب   . قرار داده شد  DNAكردن  خشك  

 يا جهت نگهداري طولاني در ، استريلي ميكروليتر آب ديونيزه
از . حـل گرديـد   pH( ۸( اچ -پـي بـا  مـولار   ميلـي  ١٠تـريس 
 استخراج DNAانساني و موشي هم به طريق فوق هاي   سلول
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هاي غير مايکوپلاسمايي از طريق   ژنوميک باکتري  DNA. شد
  ۱۰۰مراه با دترجنـت غيريـوني ترايتـون ايکـس           جوشاندن ه 

 يـک کلنـي از بـاکتري    .دست آمد ه بدين طريق ب   ،)يک هزارم (
ل  ميکروليتـر از آب دوبـار تقطيـر اسـتري          ۵۰مورد نظـر را در      

 ۵۰سوسپانـسيون کـرده و    ،۱۰۰ديونيزه حاوي ترايتون ايکس  
سـپس بـه   . ميکروليتر روغن معدني استريل به آن اضـافه شـد       

بعـد از  .  حـرارت داده شـد  ،قيقه در دمـاي جـوش     د ۱۵مدت  
 سـانتريفوژ و     دقيقـه  ۱۵ به مـدت     rpm ۱۴۰۰۰ سانتريفوژ در 

 بـه  ،و زيـر روغـن  رسوب   از مايع رويي     ميکروليتر ۴٠ ،سپس
 در مراحل بعدي بـه  DNAاز اين .  جديد منتقل گرديد  ي  لوله

  . عنوان الگو استفاده شد
سـتفاده در ايـن     پرايمرهاي مـورد ا     :PCRپرايمر و شرايط    

 مايكوپلاسما P1 adhesinژن  پرايمرهاي مخصوص ،مطالعه
   .)۱جدول (است ) ۶ ،۲۹-۳۱(پنومونيه 

  

  
  . پنومونيه مايکوپلاسماDNA پرايمرهاي مورد استفاده جهت تکثير يتوال. ۱جدول 

  

Sequence(5’------3’)   

5′AGG CTC AGG TCA ATC TGG CGT GGA 3′ P4A 

5′GGA TCA AAC AGA TCG GTG ACT GGG T3′ P4B  
 

 
   ي هــاي اوليــه  هــم بــر روي نمونــهPCRتكنيـك تشخيــصي  

افتـه بـر روي     ي هاي رشد  چنين بر روي كلني    صاف شده و هم   
هـاي   نمونـه . انجـام گرديـد   ) يد كـشت  أيجهت ت (كشت   محيط
 استريل و كشيدن آن به سطح       پآ با استفاده از يك سو     ،كشت
بار  ميكروليتر آب دو٢٠٠آن به نتقال هاي واجد كلني و ا محيط

 بـه  DNA و سپس اسـتخراج     ،هيتقطير استريل و راديونيزه ته    
ژنوميک  DNA ميكروليتر از    ۵. روش جوشاندن انجام گرديد   

ــري ۲۵ر مخلــوط دحاصــل  ــا اســتفاده از  ، PCR ميكروليت ب
 بـا   P1 adhesin مخـصوص ژن   جلويي و عقبيپرايمرهاي

يکروليتـر از غلظـت ده      يـک م  ( ميكرومـول    ۴/٠غلظت نهايي   
 ،)سيناژن() ١٠ (PCR Xبافر  ميکروليتر از ۵/۲ ،)ميلي مولار

  ۵۰از غلظــت (  (MgCl2) كلريــد منيــزيم مــولار  ميلــي١/۵
 ۱۰( dNTPمـولار مخلـوط       ميلـي  ٢/٠ ،))سيناژن(مولار    ميلي
 واحـد   ۵(  واحد آنـزيم   ٢با استفاده از     و) سيناژن ()مولار  ميلي

تكثيـر  ) سـيناژن ( Taq DNA Polymerase )در ميكروليتر

 ٩۴ يا يك سيكل دو دقيقـه   شامل هاي حرارتي  چرخه .يافت
 ي   درجـه  ٩۴شـامل    (ي سـيكل متـوال    ۴٠ ،گراد سانتي  ی درجه
 ٧٢ ثانيـه و  ٣٠گـراد    سـانتي  ي   درجـه  ۶۵ ، ثانيه ٣٠گراد   سانتي
 ـ و)  ثانيـه  ٣٠گراد    سانتي  ی درجه  پليمريزاسـيون   کليک س ـ ي

محـصول   . بود  دقيقه ٧گراد به مدت     ي سانت  ی  درجه ٧٢نهايي  
PCRدر کنار سايز مارکر و ، جفت باز۳۴۵  با سايز مورد نظر 

 استفاده  با  درصد و  ٢ برروي ژل آگاروز     ،کنترل مثبت و منفي   
   .بررسي گرديد UVنور  از اتيديوم برومايد و

عمل کلون  :PCR-Cloningساخت کنترل مثبت از طريق 
ــه  ــردن قطع ــاز ۳۴۵ ي  ک ــت ب ــت    جف ــتفاده از کي ــا اس   ي ب

T/A Cloning   در وکتـور   کمپـاني فرمنتـانس وpTZ57R 
 ژل  مــستخرج ازPCRمحـصول  . م گرفــت انجـا ،کيــتايـن  

 اسـتفاده از محـيط     با. استفاده شد  کلونينگ عمل ي برا مستقيماً
C-medium ــن ــتاي ــلول، کي ــستعد ســويه    س ــاي م   ي ه
DH5-alfaســپس عمــل. بــاکتري اشريــشياکلي آمــاده شــد  
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Ligationمخلـوط  .مذکور انجـام گرفـت    با استفاده از کيت 
 ي   درجـه  ٢٢( اتـاق    ي به مدت چهار ساعت در دمـا       لايگيشن

  ی  مرحلـه  ،بعد طي پروتکل کيـت    . انکوبه گرديد ) گراد سانتي
هاي سفيد بـر روي پليـت     کلني. ترانسفورماسيون انجام گرديد  

 ي هادم بعلاوه )ليتر  ميكروگرم در ميلي۱۰۰ (سيلين حاوي آمپي
X-Gal   و IPTG  ژن  ي سفيد حاو  يها کلني .  انتخاب شدند 

  عـدد از   ١٠ سـپس بـه صـورت رانـدوم        .باشـند  مورد نظر مي  

 LB agar پليـت  ي بـر رو  و سفيد انتخاب گرديدهيها يکلن
 ـ     ٣۷داده شـد و مجـدداً در    ي کـشت خط ـ سـيلين  يواجـد آمپ

پس از  .  انکوبه گرديد   ساعت ۲۴به مدت    گراد   سانتي  ي درجه
 ۵۰ يحـاو  ليتر  ميلي۵/۱ يها لوله به ين مدت يک يا دو کلن  اي

 روغـن معـدني   ميکروليتر آب ديونيزه اضافه کرده و يک قطره    
 بسپس در .   به آن افزوده و به شدت ورتکس گرديد         استريل

 دقيقـه در حمـام آب جـوش     ۱۵ بسته شد و  ها با پارافيلم      لوله
سـميد خـارج   هـا پـاره و پلا       باکتري ي تا غشا  ،قرار داده شدند  

ها به مدت يک دقيقه در ميکروسانتريفوژ با سرعت           لوله. گردد
 يدور در دقيقه سانتريفوژ گرديده و سپس از مايع روي      ١٢٠٠٠

 با مواد و مقادير ذکر شـده        PCR.  استفاده گرديد  PCR يبرا
 درصـد  ٢  ژل آگارزمحصول بر روي  و، انجام داده شــد يقبل

 ، بـوده   مورد نظر   ی واجد قطعه ها    ي کلن يتمام. مشاهده گرديد 
ــابراين  ــدد از آنبنـ ــام  دو عـ ــه نـ ــا بـ   وpSHA345-1هـ

pSHA345-2            به صورت راندوم انتخـاب و بـا اسـتفاده از 
 بعد ي هدر مرحل  واستخراج  پلاسميد  ها   آناز  ليز قليايي   روش  
PCR      استخراج شده انجام داده     ي  را با استفاده از پلاسميدها 

از   . گرديـد  ي بررس ـ درصـد  ۲  ژل آگـارز   يبر رو و محصول   
طور جهت    مثبت و همين   پلاسميدهاي حاصل به عنوان کنترل    

  . شد استفاده تعيين توالي
  

ــي ــساسيت و ويژگ ــت  : ح ــساسيت جف ــي ح ــت بررس جه
 ي  تهيـه  :۱.  از دو روش استفاده شـد      ،پرايمرهاي مورد استفاده  

سـاز   رقت از سوسپانسيون مايکوپلاسما پنومونيه با واحد کلني      

(CFU) استخراج   ، مشخص DNA  ها و انجام آزمون    از رقت
PCR ــق :۲؛ ــميد   رقي ــازي پلاس ــام pSHA345-1س  و انج
PCRهاي حاوي مقادير مشخص از پلاسميد  بر روي محلول. 

  ي هـا  ميکروارگانيـسم  تمـام    آزمون ويژگي هـم بـا اسـتفاده از        
 DNAطـور   همـين  ايي وهاي باكتري ذكر شده در بخش سويه 

  . و انسان انجام شد موش،تهاي يوکاريو ل سلو
  

 بـا اسـتفاده از      ي در جهـت جلـوي     DNAتـوالي   : يياب يتوال
 بـه روش    ي رنگ ـ دهنـده  اتوماتيک خاتمه  ين توال يي تع امکانات

 انجــام Dideoxy-Chain Termination ي خـتم زنجيــره 
  . گرديد

  

  SPSSافـزار    اطلاعات بـا اسـتفاده از نـرم       : هاي آماري  روش
 براي (Kappa)پا آزمون كا. ل گرديدتحلي و  تجزيه۱۳ي نسخه

 مورد اسـتفاده واقـع       PCRسنجش توافق دو روش كشت و       
 .شد

  
  ها یافته
 مخـصوص  PCRيد ويژگي سـنجش  جهت بررسي و تأي        
 جفـت بـازي در      ۳۴۵ ی  قطعـه  ، پنومونيه  مايکوپلاسما ي  هگون

 کلون DH5-alfa  اشريشياکلي و باکتريpTZ57Rپلاسميد 
  ساخته شد  pSHA345-2 و pSHA345-1 پلاسميدهاي   و
عنوان کنترل  ه ب،از اين پلاسميد حاوي ژن مورد نظر. )۱شکل (

 ـ  و همين  )۱ ، ۲  شکل( مثبت  اسـتفاده  يوالطور جهت تعيين ت
هاي موجود از طريق  حاصل با سکانس ي توالي مقايسه. گرديد
 .داد را نـشان   درصـد ۱۰۰حدود  مطابقت   ، BLAST ي  برنامه

 و  حـساسيت تـست  ، ژن پلاسميد حاوياز طريق رقت سازي 
 ي   کپـي در نمونـه     ۱۰ در حـد     به عبارت ديگر حد تـشخيص     

حــساسيت از طريــق ن يــيتع. دســت آمــد همــورد آزمــايش بــ
 ي  واحـد سـازنده   سازي کشت مايکوپلاسما پنومونيـه بـا         رقيق

 ـ  کلني   دسـت آمـد    همشخص هم انجام شد و نتـايج مـشابهي ب
  ).۱شکل (
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 هـاي کلنـي    بـا اسـتفاده از نمونـه   PCRآزمون حساسيت    :۱ شکل
:  Mسـتون ).  مـشخص CFU ( مايكوپلاسما پنومونيه  شده شمارش

هـاي   حاوي نمونه  ۷ الي   ۲  ستون  ،کنترل مثبت : ۱ستون ،سايز مارکر 
 CFU (۳ سـتون    ،)CFU ۳۱۲۵۰ (۲ترتيب سـتون    ه  مشخص و ب  

 ۶ ستون   ،)CFU ۲۵۰ (۵ ستون   ،)CFU ۱۲۵۰ ( ۴ ستون   ،)۶۲۵۰
)CFU  ۵۰(، ۷ن   ستو) CFU ۱۰(،    کنترل منفي   : ۸  ستون ) ر بـاف

TBE 0.5X .(  
  

 ،هاي تنفسي  جهت تشخيص عفونت مايکوپلاسمايي در نمونه     
 PCRآزمـون   . استفاده نمـوديم   گونه  از پرايمرهاي مخصوص  

  ،)درصـد ۴۳( آزمايش شده    ي   نمونه ۱۰۰ مورد از    ۴۳مثبت در   
). ۲ شـکل (  تشخيص داده شد، صحيحي از طريق تکثير قطعه

دست  همثبت ب کشت   مورد   ۱۰ ، مورد آزمايش  ي   نمونه ۱۰۰در  
مثبـت   PCRاراي نتيجه   د هاي كشت مثبت    نمونه ي   همه .آمد

 PCRوجود داشت كـه بـا روش         ديگر ي   نمونه ۳۳.نددهم بو 
در آزمـون  . هـا منفـي بـود     كـشت آن ي جهيمثبت بودند ولي نت 

    هـــيچ محـــصول  ، P4B و P4Aويژگـــي پرايمرهـــاي  
هاي مايکوپلاسمايي    باکتري DNA با )bp ۳۴۵( يا خواستهنا

ــاكتري  و همــين،غيــر از مايكوپلاســما پنومونيــه هــاي  طــور ب
ــمايي غير ــد مايكوپلاسـ ــوس ماننـ ــتافيلوکوکوس اورئـ  ،اسـ

ــتافيلوکوکوس اپيدرمايــديس   ، اســترپتوکوکوس پيــوژنز ،اس
باســيلوس  ، باســيلوس ســوبتيليس،اســترپتوکوکوس پنومونيــه

هــاي  گونــه ،ورينــه بــاکتريوم کهــاي  گونــه ،دسئيــميکو

هـاي    گونه ، اشريشيا کلي  ، انتروکوکوس فکاليس  ،کلاستريديوم
 هليکوبـاکتر  ،پروتئـوس هـاي   گونه ،شيگلاهاي   گونه ،سالمونلا
هـاي    انسان و موش و يوکاريوتDNAطور    و همين  ،پيلوري

 ،آسـپرژيلوس هـاي   گونـه  ،پست مانند ساکاروميسس سرويزيه  
  . نشد ديده ،کانديدا آلبيکنس

  
  

 مارانيبهاي   نمونه  PCR  محصول   زآگار ژل   الکتروفورز: ۲شکل  
 ،سـايز مـارکر  :  Mستون  . مخصوص گونه با استفاده از پرايمرهاي

  كـه مـاران  يبهـاي    نمونـه :۷ و   ۵ ، ۲  سـتون   ،بـت  کنتـرل مث   :۱ستون
 PCR هـاي    نمونـه  : ۶ و   ۴ و   ۳  سـتون   ، مثبت شـده اسـت     ها  آن
بـافر  (کنترل منفي   :  ۸ ستون   ،شده است آن منفي    PCR كه   مارانيب

TBE 0.5X .(  

  
   بحث
 و  يتيدي مورب ،يتيكاهش مورتال  موجبيكي از عواملي كه          

 تـشخيص   ،گـردد  ميهاي عفوني    هاي بيماري  ز كاهش هزينه  ين
گرچـه   كـشت  بر يمبتن سنتي هاي روش .باشد  مي و دقيق  سريع

اسـت ولـي    استاندارد طلايي مطرح    در مواردي هنوز به عنوان    
هــاي يــك روش مطلــوب در شناســايي     ويژگــي عمومــاً

 ندارنـد را  ها و از جمله مايكوپلاسما پنومونيـه         ميكروارگانيسم
در مطالعات مـشابه کـه از تکنيـک کـشت بـه همـراه           ). ۷، ۸(

داده   نـشان ,  اسـتفاده شـده    PCRهاي ديگر مثل روش      روش
 داراي نتـايج منفـي   گيـر و   وقـت شده است که تکنيک کـشت  

 در مـواردي هـم كـه درمـان          . )۳۲،۱( باشد ذب زيادي مي  کا
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 كـشت    ي جـه ينت ،گيري انجام شود   بيوتيكي پيش از نمونه    آنتي
لذا براي تعيـين هويـت مايكوپلاسـما        . گردد ميمنفي گزارش   

 ـ    ،پنومونيه ي بـوده و بنـابراين   يج ضـعيف  ا روش كشت داراي نت
  . استدر اولويت  PCRچون   هميمولکولهاي  كاربرد روش

 پرايمرهـاي مخـصوص   ي  بر پايه PCRروش   ،در اين مطالعه  
  P1 Cytadhesinمايکوپلاسما پنومونيه و هدف ژني  ي گونه
 ي تـوال يبررس ـبـر ايـن مبنـا بـا     .  و اجرا شـده اسـت     يطراح

ي ديگـر  هـا  ي توالها با   آن ي  سهي مايکوپلاسما و مقا   پرايمرهاي
   انتخــاب شــدندP4B و P4A پرايمرهــاي ،هــا پروکــاريوت

 مناسـب بـودن ايـن پرايمرهـا جهـت           ،اين بررسـي  در  . )۲۹(
ي ثابـت   هـاي بـالين     در نمونـه    پنومونيـه  تشخيص مايکوپلاسما 

موجـب توليـد     صـرفاً  اين مطالعه    ي   شده شرايط بهينه . گرديد
 بالايي از ويژگي و حساسيت و ي  اختصاصي با درجهمحصول

 ،)۲۹( شـارما  ي  اي بمانند مطالعه   بدون هيچ محصول ناخواسته   
  .  گرديد)۳۱(   و تانگ)۳۰(كاديوكس

باشـد ولـي بـا      ها در اين مطالعه زياد نمي      اگر چه تعداد نمونه    
ايکوپلاسـما در  م موفق به شناسـايي    ،  PCRکار بردن تست     هب

 ۱۰رد  و صـرفاً ، بـه روش مولكـولي     ها  نمونه درصد ۴۳حدود  
 ايـن اعـداد از لحـاظ        . ها به روش كشت شـديم       نمونه درصد

در اين . باشند مي و داراي اختلاف زيادي دار  معني ملاًآماري کا 
 برابـر نتـايج     ۳/۴ مثبـت    PCRهاي   بررسي ميزان تعداد نمونه   

هـاي   هـم تعـداد نمونـه     ) ۲۲( در مطالعـه وارينـگ    . كشت بود 
PCR  هاي كشت نـشان   برابر بيشتر از نمونه۵/۳ مثبت تقريبا  

هـاي   نـه هـم تعـداد نمو    ) ۳۲(  هورن - در مطالعه ابل   .داده شد 
PCR در . دست آمـد   ههاي كشت مثبت ب   برابر نمونه  ۳ ،مثبت

 برابـر   ۴ حـداقل    PCRبررسي حاضر هم مشخص شـد كـه         
  (Kappa)با آزمـون كاپـا   . باشد تر از روش كشت مي    حساس
بـا  .  اسـت  ۲۵/۰دست آمـده       ه شاخص ب  ،گيري توافق  يا اندازه 

ر توافـق   گ ـ باشد بيان   مي ۴/۰كه اين عدد كمتر از       توجه به اين  
 در   از ايـن رو عمـلاً      . است PCRضعيف بين روش كشت و      

ــري تــصميم ــاليني اســتفاده از روش كــشت جهــت   گي هــاي ب

  .شـــود  توصـــيه نمـــي،مايكوپلاســـما پنومونيـــهتـــشخيص 
  مايكوپلاسـما پنومونيـه    ل مهم در تشخيص مولكـولي     ياز مسا 

آوري  جمـع  ي  چـون نحـوه    هاي تكنيكـي هـم     توان به جنبه   مي
انتخـاب ژن هـدف و       ، پـردازش نمونـه     و نتقالا روش   ،نمونه

نتـايج منفـي و مثبـت       (  اهميت كنترل كيفـي    ،پروتكل تكثيري 
هـايي كـه     نمونه.  اشاره نمود  )۶(سازي تكنيك   و معتبر ) كاذب

تا به حال در مطالعات مختلف جهت شناسـايي مايکوپلاسـما      
 خلـط  و  ي نمونـه : پنومونيه مورد استفاده واقع شده عبارتند از   

ــوالار لاوا ــو ،(BAL)ژ  برونکوآل ــو و نازوفــارنژ پآس  ، گل
ــارنژ ــال،آسپيراســيون نازوف ــيون تراکئ ــور، آسپيراس ــايع پل  ، م

 ـدر  . آسپيراسيون ترانس توراسـيک    هـاي   نـه  نمو ،ک مطالعـه  ي
 ـ نازوفارنژ پآسو ما  جهـت تـشخيص مايکوپلاس ـ     ال و گلـو   ي

 پآ شده که سويريگ جهيپنومونيه مورد مقايسه قرار گرفته و نت     
 نازوفـارنژ   پآ نسبت بـه سـو     ي بالاتر يصياز ارزش تشخ  گلو  

 ، سه نمونه خلـط    زي ن هندا و همکارانش  . )۲۸(برخوردار است   
BALهاي گلـو را بـا تکنيـک      و سواپ Capillary PCR 

ــها همقايــسه کــرد ــالاترين جــواب مثبــت را بــا نمون  ي نــد و ب
 ـ   پآسو ي حاضـر نيـز از    در مطالعـه  . )۲۰ (نـد ا ههاي گلو گرفت
  .و به عنوان نمونه استفاده شد گلپآسو

 با يا بدون تيمـار نمونـه   DNA  هاي مختلف استخراج روش
برخي از ايـن    . توسط محققين مختلف توضيح داده شده است      

ه با سديم    رقيق کردن نمون   :۱ :کار رفته عبارتند از    ه ب هاي روش
ــد  ــد۹/۰کلرايـ ــيل   ،درصـ ــديم دودسـ ــردن سـ ــافه کـ  اضـ

لروفرم و رسوب با استات ک/ استخراج با فنل،(SDS)سولفات
 اضـافه  ،K پيش تيمار بـا پروتيئنـاز   :۲  ،)۳۳( سديم و  اتانول 

 تيمـار بـا     :۳ ،)۳۴( کلروفـرم و رسـوب بـا اتـانول        /کردن فنل 
 :K )۲۰(، ۴يناز  ئ هضم با پروت    و (Sputazyme)اسپوتازايم    

ر بـا   تيمـا  :۵  ،)۳۵(  و سـديم آزايـد     Chelexانکوباسيون با     
ــوا(سونيکاســيون  ــا جوشــان) ج اولتراســوندام  :۶ ،)۳۶(دنو ي

 استخراج بـا    سپسايزوآميل الکل و     /کلروفرم/استخراج با فنل  
 ـ / استخراج با فنل  :۷ و   )۳۷(اتر  ي وسـيله  هکلروفرم و رسـوب ب
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 حاضـر از    ي  در مطالعـه  . )۱۶(استات سديم يا سـديم کلرايـد      
 بـا نتـايج     يني بـال  يهـا  روش جوشاندن ساده در مـورد نمونـه       

هـاي اسـتخراج بـا اسـتفاده از          روش. اده گرديـد  مطلوب استف 
ــت ــاي تجــارتي توســط کي ــ ه ــارپمحققين ــد گن  ،)۲۸(ي مانن
مطالعاتي کـه    . استفاده شده است   )۳۳(و گروندهال ) ۳۱(تانگ
ــسه،در آن ــه مقاي  DNAهــاي مختلــف اســتخراج   روشي  ب

انـد نـادر     مايکوپلاسما پنومونيه در تشخيص مولکولي پرداخته     
 تکنيـک اسـتخراج    ، هـورن  - ابـل  س نتايج بر اسا .  )۳۲( است

DNA  صـرف زمـان زيـاد و کـاهش       کلروفرم مستلزم   / با فنل
  تحقيق ؤاطور بر اساس نتايج حاصله        و همين  حساسيت است 

 DNA  ي جوشـاندن جهـت تهيـه      /زدن  روش يخ  ،)۳۸(يون
 .است همايکوپلاسما پنومونيه پيشنهاد گرديد

  ماننــد نيــه هــاي مختلفـي از ژنــوم مايکوپلاسـما پنومو   بخـش 
 ۴۱-۳۹ (P1 Adhesin ژن ،)S rRNA ۱۶) ۱۹،۱۶،۹ژن 

جهــت تعيــين  ) ۲۳ (tuf و ژن ،)۲۵،۲۴،۲۲،۲۱ ،۳۶،۳۱،۲۹،
  هــا و  پروتکــل و تحــت PCR  يوســيله ههويــت آن بـ ـ

در .  مـورد اسـتفاده واقـع شـده اسـت          ،اي مختلـف  ه تکنيک
ــه ــوني مطالعـ ــاي ژن  ،)۳۸(   يـ  P1 Adhesin پرايمرهـ
 که  است شدهيابيارز S rRNA 16هاي تر از پرايمر حساس

ــر وجــود  ــن ام ــت اي ــيشــايد عل ــدد ژن   کپ ــاي متع -P1ه

Cytadhesin دليل ويـژه بـودن و    ه در اين مطالعه هم ب . باشد
عنوان هـدف تكثيـر       هاز آن ب   , P1 ثابت ژن    يطور توال  همين

: دلايـل  ه  ب PCRهاي مختلف     روش ي مقايسه. استفاده گرديد 
 ،هاي اسـتخراج   در روش  :۲ ،ي نمونه آور اختلاف در جمع   :۱
پارامترهــاي :  ۶ ، پرايمــر: ۵ ، ژن هــدف:۴ ، حجــم نمونــه:۳

 اختلاف در انتقال:  ۸  و , روش شناسايي :۷  ،سيکل حرارتي
 ـ. باشـد   داراي مشکلات خاص خـود مـي    ،ها نمونه  ،عـلاوه ه ب

 ـ     گيـري   رفتـه در انـدازه     کـار  هاختلافات زيادي در واحدهاي ب
ين معني که   ه ا ب. خورد به چشم مي   ,ها شحدود حساسيت رو  

 در ,(CFU) کلنــي  ي واحــد ســازنده،در برخــي مطالعــات
-Color Changing Units)برخـي واحــد تغييـر رنــگ   

CCU) تعداد سلول يا مقدار ر گيد و در برخيDNA مورد  
استفاده واقع شده و حدود اين واحدها هم متغير تعريف شده     

روش ثابـت بـراي ارزيـابي       بنـابراين فقـدان يـک       . )۶( است
ها را مشکل کـرده     ن آن  مقايسه بي  ،کار رفته  همتدهاي مختلف ب  

جهـت   نياز به يک روش استاندارد و حساس         ،هنتيجدر. است
 وجـود  با .شود  احساس مي   کاملاً ،هاي مختلف  ارزيابي روش 

هـاي   هاي زياد و فـضاسازي مناسـب جهـت تکنيـک           مراقبت
 در  DNAآلـودگي بـا      بـاز امکـان      ، PCRچون   تکثيري هم 

اسخ پ باعث هنتيجدرسيستم تشخيص مولکولي وجود دارد که   
 هـاي مناسـب    کاربست کنتـرل  بنابراين  . گردد  کاذب مي   مثبت

در مراحـل   )  کنتـرل درونـي     منفـي و يـا نوعـاً       ،کنترل مثبت (
 ، تــشخيصي   تکثيــر و مرحلــه، DNAمختلــف اســتخراج 

   دادن آن  کمـــک شـــاياني بـــه کـــاهش آلـــودگي و نـــشان
  . )۷، ۸( نمايد مي

هاي   کنترل کيفي در تکنيک    مندهاي بين لابراتواري نياز    مقايسه
هـدف  . باشـد  تکثير اسيدنوکلئيک در شـرايط آزمايـشگاه مـي        

 چهـار  ارزيـابي کـارآيي    ،۲۰۰۳ در سال    )۳۹( اورسي ي  مطالعه
 ي  وسيله هسنجش متفاوت در شناسايي مايکوپلاسما پنومونيه ب      

PCR   بررسيز طريق    لابراتوار ا  سه در DNA ي از   استخراج
 سه ي   در همه  PCRنتايج مثبت کاذب    . هاي تنفسي بود   نمونه

در مطالعـه   .  ثبت گرديد  ،کننده در اين مطالعه    لابراتوار شرکت 
 انجام شد آلودگي و نتايج مثبـت     )۳۸(وسيله يون  هديگري که ب  

 ناشـي از    ها عمدتاً  اين آلودگي . کاذب به تکرر مشاهده گرديد    
 مثبـت   PCRهاي   طور نمونه  شدت مثبت و همين    ههاي ب  نمونه

ــوده اســت ــل. قبلــي ب ــ)۳۲( هــورن-اب ــارگيري تکنيــک  ه ب ک
Nested-PCR         را همراه با افزايش حـساسيت و ويژگـي و  

بـراي حـل مـشکل     .طور ريسک بيشتر آلودگي دانـست  همين
 باعـث   ضـروری اسـت کـه     امري  فضاسازي مناسب    ،آلودگي

 در اين بررسي سعي شـد       .گردد کاهش نتايج مثبت کاذب مي    
 ،كارگيري تجهيزات مقتضي هر بخش هبا فضاسازي مناسب و ب
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هاي كـاذب را بـا توجـه بـه            مثبت ريسك آلودگي و خصوصاً   
  .هاي مثبت و منفي به صفر نزديك كنيم كنترل

  
   نتیجه گیري

 ،هاي کلاسـيک تشخيـصي    توان گفت روش   طورکلي مي  هب     
 حـساسيت   ،صرف وقـت زيـاد     (هاي ذاتي  دلايل محدوديت  هب

طور مراحل دشوار و      نياز به مهارت و تجربه زياد و همين        ،کم
آل جهـت شناسـايي      فاقد معيارهاي يک روش ايده    ) پرزحمت

چون  هاي مولکولي هم    ولي روش  . پنومونيه است  مايکوپلاسما
 ـ، در شرايط آزمايشگاه   هاي تکثير اسيدنوکلئيک   روش دليـل  ه  ب

 فراواني در تـشخيص عـواملي     کاربرد ،علپتانسيل بالقوه و بالف   
 ـ   . چون مايکوپلاسـماها دارنـد    هم طـور   هنتـايج ايـن مطالعـه ب

 بـر مبنـاي   PCRروشني دلالت بر اين نکته دارد که سـنجش       
ارزشمند و قابل اعتماد جهت يک تکنيک  P1ژن  هاي سکانس

    .استتنفسي هاي  بيماري در پنومونيه مايکوپلاسماشناسايي 

  
  رتقدیر و تشک

 و خانم سـهيلا   دکتر محسن لطفي،خانم فاطمه اخلاقي از       
ــرادي  ــي  م ــرل کيف ــديريت کنت ــش م ــسه رازي بخ  و از موس

ــروب ــي ميک ــوش شناس ــتن س ــار گذاش ــراي در اختي ــاي   ب ه
هـاي   آقاي دکتر کورش کمـالي جهـت مـشاوره         ،مايکوپلاسما

دستيار تخصصي گـروه اپيـدميولوژي و آمـار زيـستي           (آماري  
معـاون  (از دكتر سيروس زينلي   ،)تهرانپزشکي  دانشگاه علوم   

 دكتـر   ،هـاي علمـي    جهت مشاوره و كمـك    ) پژوهشي پاستور 
 ي  جهت تهيـه  ) بيمارستان ميلاد ( محمدي محمودآبادي  ...شكرا
  و آقاي سيد مهدي تهراني جهت تايپ و امور كـامپيوتر           نمونه

  .ديآ يعمل م هتقدير و تشکر ب
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