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هاي سلولي به  در تعيين آلودگي رده PCRهاي كشت ميكروبي و  روش ي مقايسه

  مايكوپلاسما

  
  4يدكتر فاضل شكر ،3يتهران ي، دكتر محمود جد2يفاضل ني، دكتر حس1محمد رضا عربستاني

  

  خلاصه

 ،هاي تحقيقـات پايـه   اقتصادي و بيولوژيكي در زمينه ي ند كه به عنوان مشكل عمدهتهس هاي سلولي كنندگان اصلي رده آلوده ازمايكوپلاسماها  :مقدمه

 كشت ميكروبـي آغـاز شـد و    ي هاي سلولي ابتدا به وسيله تشخيص مايكوپلاسما در كشت. دنشو هاي بيوتكنولوژي در نظر گرفته مي تشخيص و فرآورده

و  DNAprobe ،PCR-ELISA ،PCRآزمايش ، هاي سرولوژي از قبيل آزمايش ايمونوفلورسانس غير مستقيم آزمايش و DAPIسپس رنگ آميزي 

Real-Time PCR هاي سلولي مختلف موجود در بانك سلولي ايران با  لودگي ردهآدر اين مطالعه به بررسي  .براي شناسايي مايكوپلاسما توسعه يافت

  .ميكوپلاسما پرداختيم

هاي سـلولي مـورد اسـتفاده قـرار      هاي مختلف مايكوپلاسما در كشت يك روش سريع حساس اختصاصي براي تشخيص گونه ،اين مطالعه در :ها روش

  .مختلف مايكوپلاسما انجام گرفت ي گونه 11استفاده از پرايمرهاي اختصاصي جنس  با و PCR اين روش بر اساس واكنش. گرفت

هاي سلولي آلودگي به مايكوپلاسما را نشان  درصد رده PCR 6/48بانك سلولي مورد بررسي با روش  سلولي مختلف موجود در ي رده 183 از :ها يافته

 PCR دست آمده توسـط روش ه نتايج ب .هاي سلولي آلودگي به مايكوپلاسما را نشان دادند درصد از رده 3/27كه با روش كشت ميكروبي  در حالي ؛داد

  . درصد را نشان داد 7/70درصد و ويژگي  100كشت ميكروبي حساسيت در مقايسه با روش 

هاي آلوده  ترين گونه عمده ترين و هاي مختلف مايكوپلاسما نشان داد كه مهم دست آمده با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي گونهه نتايج ب :گيري نتيجه

 مايكوپلاسـما اورال  و مايكوپلاسما هيـوراينيس  ،آرجينيني مايكوپلاسما ،مايكوپلاسما فرمانتانسهاي سلولي به ترتيب اهميت آلودگي شامل  رده ي كننده

  .هاي سلولي با بيش از يك گونه مايكوپلاسما آلوده بودند برخي از ردهكه اين مطالعه همچنين نشان داد . بودند

  PCR ،كشت ميكروبي ،هاي سلولي رده ،مايكوپلاسما: يديواژگان كل

  

  مقدمه

ــا مايكوپلاســما كوچــك ــده ب ــرين ميكروارگانيســم زن  ت

ايـــن  .نـــانومتر اســـت 300 -  800اي حـــدود  انـــدازه

سلولي نـدارد و داراي   ي پلئومرف ديواره  ميكروارگانيسم

 ي رده ءجـز مايكوپلاسـماها  . اسـت خودي  هتكثير خود ب

 هـا تنريكـوت  ي راسـته  و ) Mollicutes( هـا موليكوت

)Tenricutes (شــــوند  بنــــدي مــــي طبقــــه)1- 2( .

هـاي   رده ي عمده كنندگان اصلي و ها آلودهمايكوپلاسما

در سراسـر دنيـا هسـتند كـه بـه       )Cell lines( سلولي

بيولـوژيكي در   عنوان يك مشـكل اصـلي اقتصـادي و   

ي بيولـوژيكي  ها تحقيقات تشخيص و فرآورده ي زمينه

 87تـا   5دهـد كـه    ميها نشان  بررسي. شوند قلمداد مي

ي ســلولي بــه مايكوپلاســماها آلــوده هــا از رده درصــد

موليكوت وجـود   ي گونه 120از  تر بيش). 3-6( هستند

ي هـا  هدرصـد مـوارد آلـودگي رد    95از   بـيش ارد اما د

  ). 7-9(دهند  ميتشكيل ها  آن از گونه 5را سلولي 

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


 و همكاران محمد رضا عربستاني  ...در PCRهاي كشت ميكروبي و   مقايسه روش 

 1677  1389 هفته اول اسفند/ 121شماره /  28سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

ي سلولي به مايكوپلاسـما  ها آلودگي كشت أمنش  

ــارتي     ــرم تج ــگاهي و س ــنل آزمايش ــق پرس از طري

ي كشت مورد استفاده قـرار  ها حيوانات كه در محيط

  .)10(، است گيرند مي

بـــراي شناســـايي  زيـــادي هـــاي تشخيصـــي روش

آزمايش مستقيم شـامل   .روند مي مايكوپلاسما به كار

ي غيرمسـتقيم شـامل   هـا  كشت ميكروبي و آزمـايش 

ــزي  ــگ آمي ــا  DNAرن ــگ ب ــا رن ــوروكره وم، ي فل

ELISA DNA Probe  ، ايمونوفلورســــــانس

هـاي بيوشـيميايي    ارزبابي ميكروسكوپ الكتروني و

بهبـودي ايـن   اگر چـه كوشـش در   ). 9،11(باشد  مي

تشـخيص  كماكـان  ولـي   اسـت  ها به كار رفته روش

هاي سـلولي بـه عنـوان يـك      مايكوپلاسما در كشت

از اسـتفاده  بـه تـازگي   . مشكل جدي باقيمانده است

ــك ــاي تكنيـــ  Polymerase Chain هـــ

Reaction(PCR) ،PCR-ELISA  وReal Time 

PCR توسـعه يافتـه    هـا  براي شناسايي مايكوپلاسما

پراكنــدگي  بــه علــت گســتردگي و ).12- 14(اســت 

هاي سلولي يكي از اقـداماتي   مايكوپلاسما در كشت

هاي سلولي آلوده بـه   درمان ردهاست، كه انجام شده 

تـا   است كههاي مختلف  بيوتيك مايكوپلاسما با آنتي

  . اند يادي مؤثر بودهز حدود

به همراه كشت   PCRدر اين مقاله از روش 

بررسي توانايي اين روش در ميكروبي جهت 

هاي سلولي آلوده به  دقيق رده تشخيص سريع و

هاي اصلي  عيين گونه، تمايكوپلاسما

 و ي سلوليها رده ي كننده هاي آلوده مايكوپلاسما

 ي سلولي به مايكوپلاسماها هتعيين ميزان آلودگي رد

  .استفاده شد

  ها روش

براي انجـام كشـت ميكروبـي از محـيط مشـكوك بـه       

 ي ليتـر نمونـه   ميلي 2الي  1ابتدا  آلودگي به ميكوپلاسما

كشت سلولي كه خوب رشد كرده و رنـگ محـيط را زرد   

و بـه  شـد  اضافه  PPLO-BROTHبه محيط  بود، نموده

دار و  اكسيد كـربن  ديساعت در انكوباتور  48تا  24مدت 

گــراد انكوبــه و ســپس بــه  ســانتي ي درجــه 37در دمــاي 

كـه در   PPLO-BROTHر از محـيط  ليت ميلي 1 ي اندازه

به  و برداشتهبود،  شدهدور بر دقيقه سانتريفيوژ  10000

ــاتور شــد اضــافه  PPLO-AGARمحــيط  و در انكوب

 2درجه انكوبه و هـر   37ودر دماي دار  اكسيد كربن دي

ميكروسـكوپ نـوري    توسـط  روز محـيط كشـت   3تا 

  .گرفتاينورت مورد بررسي قرار 

مايكوپلاسـما را بـه    DNA ابتـدا  PCRبراي انجام   

 دو نـوع ). 14( كـرديم اسـتخراج   K روش پروتئينـاز 

PCR هاي سلولي مـورد   براي تشخيص آلودگي كشت

اختصاصـي جـنس    PCR يك نوع. استفاده قرار گرفت

هاي  اختصاصي گونه PCR  مايكو پلاسما و نوع ديگر

 هاي مـورد اسـتفاده در دو نـوع    محلول ي كليه. آن بود

PCR  جز پرايمرهـاي مـورد اسـتفاده    ه ب ند،بوديكسان

پرايمرها بر اساس توالي ژن . كه با يكديگر فرق داشتند

16SrRNA  و  بودندباكتري مايكوپلاسما طراحي شده

مايكوپلاسما بـه طـور    ي براي جداسازي جنس و گونه

لازم بـه ذكـر اسـت مكـان     . ردندك مياختصاصي عمل 

 ـايزوله  به طور كامل PCR انجام آزمون  ي و همـه  ودب

در صـد   70ها بـا الكـل صـنعتي     سطوح و ميكروپيپت

 ي اپندورف كليه ي سپس در يك لوله. ندضدعفوني شد

كـه ايـن   ، مخلـوط شـد   PCR مواد لازم جهـت انجـام  

 شـد  ناميـده  )Master Mix( مخلـوط اصـلي  ، مخلوط
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   ).1مطابق جدول (

مواد لازم تهيـه شـده را     ميعمو PCR جهت انجام  

را كه از  ها و سپس لولهاضافه كرديم   Master Mixبه

نوشـته شـده و    هـا  آنقبل مشخصات نمونـه بـر روي   

يك عـدد كنتـرل مثبـت و     ،شامل يك عدد كنترل منفي

در دسـتگاه ترموسـايكلر قـرار     بـود يمان ها تعداد نمونه

مطابق جـدول  ( سيكل دمايي 32در ژن مربوطهيم تا داد

  .يابد تكثير ) 2

به مـدت   Extention ي همرحل ،32در پايان سيكل   

گراد ادامـه   سانتي ي درجه 72در دماي  هاضاف ي دقيقه 5

   .شدندي نيمه تمام كامل ها تا تمام زنجيره يافت

ي هـــا تصاصــي گونـــه اخ PCR جهــت اجـــراي   

 ،شـد اپندورف اضافه  ي مواد لازم به لوله ،مايكوپلاسما

 32ژن مربوطـه در    ميعمـو  PCR سـپس طبـق روش  

تكثيـر   3سيكل دمايي طبق پروتوكل مندرج در جدول 

  .يافت

دستگاه را خاموش كرده  PCR پس از اتمام مراحل  

را تا زمان آناليز بر روي ژل آگارز در داخـل   ها و نمونه

  .كرديمداري  يخچال نگه

درصـد اسـتفاده    2از ژل آگارز  DNAجهت ديدن   

ــراي رنــگ .دشــ لــول اتيــديوم از مح  DNAآميــزي  ب

سـپس ژل آمـاده شـده را داخـل      .دش ـبرومايد استفاده 

 TBE 1Xو از محلول بافر  قرار دادهز روالكتروفتانك 

ي مثبت و منفـي تانـك   ها و بعد الكترود كرديماستفاده 

را به منبع تغذيه وصل نموده و سپس دستگاه را روشن 

 .پيدا كرد دقيقه ادامه 60-30حدود اين فرايند و  يمكرد

ز را خاموش كرده و ژل را بـر  روسپس دستگاه الكتروف

لوميناتور قرار داده و از ژل عكـس   روي دستگاه ترانس

  .رفتيم

  ها يافته

ــودگي      ــود آل ــي وج ــور بررس ــه منظ ــه ب ــن مطالع در اي

ــت  ــمايي در كشـ ــون   مايكوپلاسـ ــلولي آزمـ ــاي سـ هـ

 ي رده 183راه اندازي و سپس بـر روي    PCRتشخيصي

سلولي موجود در بانك سلولي انستيتو پاستور ايران مـورد  

  .بررسي قرار گرفت

 K مايكو پلاسـما بـه روش پروتئنـاز     DNA ابتدا

  ).1شكل(استخراج گرديد

مايكو پلاسـما پرايمرهـاي    DNA بعد از استخراج

جــنس مايكوپلاســما شناســائي  ياختصاصــ و  ميعمــو

در  .دجفت بـاز بـو   425محصول آن  ي كه اندازه شدند

 هـاي  ضمن همين عمل با پرايمرهاي اختصاصي گونـه 

ــر روي تعــدادي از رده  ــا مختلــف مايكوپلاســما ب ي ه

هـاي اسـتاندارد مـايكو پلاسـما      سلولي آلوده و سـوش 

  ).2شكل ( انجام شد

با استفاده از پرايمرهـاي   PCR محصول ي اندازه

پـس  . بـود جفت باز  326- 300اختصاصي گونه بين 

جهـت    ميويژگي پرايمرهـاي عمـو  از اثبات كارآئي 

ــداد    ــما تع ــنس مايكوپلاس ــخيص ج  ي رده 183تش

سلولي ذخيـره شـده در بانـك سـلولي بـه صـورت       

ــون  ــاب و آزم ــادفي انتخ ــتفاده از   PCR تص ــا اس ب

انجام شـد و تعـداد    DNA روي  ميپرايمرهاي عمو

مثبت و آلوده به مايكوپلاسـما    نمونه) درصد40( 89

ي هـا  دن آلـودگي رده با توجـه بـه مثبـت ش ـ    .بودند

و نيز به   ميسلولي به مايكوپلاسما با پرايمرهاي عمو

 كنترل مثبـت اسـتاندارد   ي دليل داشتن تنها يك گونه

 ي مايكوپلاسما اورال پرايمرهـاي اختصاصـي گونـه   

ي سـلولي آلـوده   هـا  تـك رده  مايكوپلاسما براي تك

. گونه مورد شنا سائي قـرار گرفتنـد   8گذاشته شد و 
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ســلولي آلــوده بــه جــنس     ي رده 89از مجمــوع 

بــا ) درصــد 83(ســلولي  ي رده 75مايكوپلاســما 

در حـين  . پرايمرهاي اختصاصـي نيـز مثبـت شـدند    

ي مختلـف  هـا  اختصاصي گو نه PCR انجام آزمايش

سلولي شناسـائي شـدند    ي مايكوپلاسما تعدادي رده

زمان به بيش از يك گونه مايكوپلاسما  كه به طور هم

كـه تسـت اسـتاندارد بـراي     يي آنجـا  از. آلوده بودند

هاي سـلولي بـه مايكوپلاسـما     تشخيص آلودگي رده

 PCR يـد نتـايج  أيجهت ت ،باشد ميكشت ميكروبي 

ــر روي    ــما ب ــي مايكوپلاس ــت ميكروب ــايش كش آزم

از . هاي مخصوص مايكوپلاسما انجام گرفـت  محيط

 باها  عدد از رده 50سلولي مورد آزمايش  ي رده 183

مايكوپلاسما مثبت شد و هـيچ يـك   كشت ميكروبي 

 PCRي مثبت با كشت ميكروبي با آزمونها از نمونه

نمونه بـا كشـت    39كه تعداد  منفي نشدند در حالي

  .مثبت شدند PCR با ،منفي

با كشـت   ي در مقايسه PCR حساسيت آزمايش

  ميبدين مفهوم كـه تمـا   .بوددرصد  100ميكروبي 

يص نيـز قابـل تشـخ    PCR موارد كشـت مثبـت بـا   

ــد ــي روش  . بودن ــر ويژگ ــرف ديگ در  PCR از ط

بدين  .دبودرصد  7/70با كشت ميكروبي  ي مقايسه

ــه روش ــوم ك ــه PCR مفه ــت ي در مقايس ــا كش  ب

 ـ .مورد منفي آن را تشـخيص بدهـد   71 توانست ه ب

توان استنباط نمود كه روش كشت  عبارت ديگر مي

 PCRدرصد موارد منفي كاذب دارد كه با روش 29

  .استگيري  اندازهقابل  

هاي سلولي مورد  كشت ي كننده هاي آلوده گونه

  .دست آمدنده ب 4مطالعه طبق جدول 

  

هاي مورد استفاده در  نوع و مقدار مواد ومحلول .1جدول 

  PCR واكنش يك
  

حجم مورد  غلظت محلول

 استفاده

) ميكروليتر(  

PCR X10 5/2بافر   

dNTP )mM(  10  1 

 SENSE )µm(   5 3پرايمر 

 Anti SENSE )µm( 5  3پرايمر 

DNA پليمراز )u/µl(  5 1 

4/14  -  يونيزه آب مقطر دي  

DNA  1  -  نمونه 

 25  -  حجم كلي
  

  اختصاصي جنس مايكوپلاسما  PCRسيكل دمايي اجراي . 2جدول 
  

  دما  نام مرحله

  )گرادسانتي يدرجه(

  مدت

  )ثانيه(

Denaturation 94 60 

Annealing 55 30 

Extention 72 60 
  

هاي  اختصاصي گونه PCRسيكل دمايي اجراي  .3جدول 

  مايكوپلاسما
  

 دما  نام مرحله

)گراد ي سانتي درجه(  

 مدت 

)ثانيه(  

Denaturation 94 60 

Annealing 60 30 

Extention 72 60 
  

هاي  كشت ي كننده آلوده يهاي مايكوپلاسما گونه .4جدول 

  سلولي مورد مطالعه 

مايكو پلاسما ي گونه  فراواني 

تعداد)درصد(  

M.fermentance( )5/35(39 (مايكوپلاسما فرمنتانس  

M.arginini( )5/25(28(مايكوپلاسما آرجينيني  

M.hyorhinis(  )6/23(26( مايكوپلاسما هيوراينس  

  M.orale ( )10(11( مايكوپلاسما اورال

  M.salivarium (  )8/1 (2(ساليواريوم مايكوپلاسما

M.pirum( مايكوپلاسماپيروم
 ( )8/1( 2  

   )A.ladlawii( آكولوپلاسما ليدلاوي
)9/0( 1  

U.urealyticum(آلايتيكوم آپلاسما اوره اوره
 ( 

)9/0( 1  

110 )100(  مجموع  
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 ي استخراج شده  DNAالگوي الكتروفروزي  .1شكل 

  Kمايكوپلاسما با روش پروتئيناز 
  

  )ATCC 19524(باكتري مايكوپلاسما اورال DNA 1چاهك  -1

  )RITC 1596(باكتري مايكوپلاسما بويس 2DNAچاهك  -2

  )iE. col)ATCC 25922باكتري  DNA 3 چاهك  -3

  )CCRF- CEM)NCBI 2105 سلول  DNA 4چاهك  -4

  

  
  اختصاصي جنس مايكوپلاسما  PCRالگوي الكتروفروزي .  2شكل 

  

 VIII ROCH ي شماره DNAماركر  1چاهك  -1

  )ATCC 19524(مايكو پلاسما اورال2چاهك  -2

  )RITC 1596(مايكوپلاسما بويس 3چاهك  -3

  )E. coli)ATCC 25922باكتري  4چاهك  -4

  هاي خون محيطي استخراج شده از سلول DNA 5چاهك  -5

  يونيزه دي كنترل منفي آب مقطر 6چاهك  -6

  

  بحث

معمـول و   ي كننـده  مايكوپلاسما از جمله عوامـل آلـوده  

اين مسئله مشـكل   وهاي سلولي است  ناپذير رده اجتناب

هـاي   تحقيقات بيولوژيكي در اسـتفاده از كشـت   ي عمده

هاي گو نـاگوني بـر روي آلـودگي     بررسي. استسلولي 

هاي سـلولي بـا مايكوپلاسـما انجـام شـده اسـت و        رده

هـاي   هاي سلولي بانك آلودگي ردهگزارشات مختلفي از 

  .سلولي سراسر جهان ارائه گرديده است

ي سـلولي بـه مـايكو    هـا  ميزان فراواني آلودگي رده

تـا   5، )3،5(درصـد 29تـا  25، )9(درصد63تا  3 پلاسما

 درصد 35تا  15 ،)15(درصد 35تا  20 ،)6(درصد  87

  .گزارش شده است) 16(

 5گونـه موليكـوت وجـود دارد امـا      120از  تر بيش

 95بـيش از   ي كننده از عوامل اصلي آلوده ها آنگونه از 

  ).2،3،7،9(باشند ميي سلولي ها  درصد رده

سـلولي   ي رده 183حاضر طي بررسي  ي در مطالعه

با مايكوپلاسما و  ها آندر رابطه با تعيين ميزان آلودگي 

ي بـا روش  يكوپلاسـما ماي ي كننده ي آلودهها انواع گونه

دسـت آمـده كـه    ه نتايج زير ب PCR كشت ميكروبي و

دهـد   مـي اين مطالعه نشـان  .گيرند ميمورد بررسي قرار 

سـلولي مـورد آزمـايش در     ي رده 183كشت ميكروبي 

ــوص      ــيط مخص ــر روي مح ــران ب ــلولي اي ــك س بان

) درصـــد 3/27(ســـلولي  ي رده 50 در مايكوپلاســـما

 هـا  بررسـي . ان دادنـد نش ـ را لودگي بـه مايكوپلاسـما  آ

دهـد كـه    نشان مي PCR توسط روش حساس و دقيق

ــداد  ــلولي  ي رده 89تع ــه ) درصــد6/48(س ــودگي ب آل

 ـ . لاسما دارندپمايكو دسـت آمـده   ه نتايج فوق نتـايج ب

 PCR كنـد كـه روش   ميييد أت را توسط ساير محققين

ــا روش ي در مقايســه ــه كشــت   ب ــر از جمل ــاي ديگ ه

و تكنيك هيبريداسـيون   DNA رنگ آميزي  ،ميكروبي

ي هـا  بررسـي . باشـد  تـر مـي   و دقيق تر حساس ،تر سريع

درصـد از   95مختلف توسـط محققـين نشـان داد كـه     

 5ي سلولي متعلق بـه  ها رده ي كننده عوامل اصلي آلوده

ــه ــما  ي گونـ ــي(مايكوپلاسـ ــما آرجينينـ  ،مايكوپلاسـ

ــما اورال ــانس  ،مايكوپلاســ ــما فرمنتــ  ،مايكوپلاســ

) آكولوپلاســما ليــدلاوي  ،اينسمايكوپلاســما هيــور 

  ).11(هستند

حاضـر بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي      ي نتايج مطالعـه 

ــه  ــه گون ــان داد ك ــه نش ــا اختصاصــي گون ــلي ه ي اص

ي سلولي مورد مطالعـه بـه ترتيـب    ها رده ي كننده آلوده

كننـدگي شـامل مايكوپلاسـما     ين ميـزان آلـوده  تـر  بيش

پلاســما كويما ،مايكوپلاســما آرجينينــي  ،فرمنتــانس

ــه ــمام ،نسيورايــ ــما  ،اورال ايكوپلاســ مايكوپلاســ
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 آكولوپلاسما ليـدلاوي ، روميپلاسما پكويمام، ساليواريو

فقـط يـك مـورد    . هسـتند آلايتيكوم  آپلاسما اوره اورهو 

آلودگي با آكولوپلاسما ليدلاوي مشاهده شـد كـه ايـن    

توسـط سـاير    شـده دهد بر خلاف نتايج ارائه  مينشان 

 ي كننـده  ي اصـلي آلـوده  هـا  ه از گونهاين گون، محققين

يكـي  . ي سلولي بانك سلولي ايران نبـوده اسـت  ها رده

ديگر از موارد مورد بحث در اين مطالعه تعيين آلودگي 

مايكوپلاسـما   ي ي سلولي با بـيش از يـك گونـه   ها رده

رده سـلولي كـه بـا پرايمرهـاي اختصاصـي       75از . دبو

 3دگي بـه  سـلولي آلـو   ي رده 16, مثبت دادنـد  واكنش

 2سـلولي آلـودگي بـه     ي رده 18 ،مايكوپلاسما ي گونه

ســلولي تنهــا آلــوده بــه يــك گونــه  ي رده 41گونــه و 

  .مايكوپلاسما بودند

  

جمله موارد مورد بحث در اين مطالعه اين است  از

رده سلولي  89  ميبا پرايمرهاي عمو PCRكه آزمايش 

كـه بـا    آلودگي به مايكوپلاسما را نشان دادند در حالي

ــه   ــي گون ــاي اختصاص ــلولي را  ي رده 75 ،پرايمره س

كننده را مشخص  آلوده ي ي و نوع گونهيتوانستيم شناسا

سـلولي   ي رده 50تنها  روبيبا روش كشت ميك. ميينما

يكي از دلايلـي  . آلودگي به مايكوپلاسما را نشان دادند

ســلولي آلــوده را بــا  ي رده 89كــه مــا نتوانســتيم هــر 

تواند بـه دليـل    ميي كنيم ياصي شناساپرايمرهاي اختص

ــه  ــه گون ــه هم ــي ب ــدم دسترس ــا ع ــت ه ــرل مثب ي كنت

 PCRسـازي آزمـون    مايكوپلاسما باشد كه امكان بهينه

از طرف ديگـر  . سازد ميمشكل  ها گونه ي همه رايرا ب

ــ ــنه ب ــل اي ــيش از  دلي ــه ب ــه 120ك موليكــوت  ي گون

 11 و تنهـا )  2(سلولي وجود دارد  ي رده ي كننده آلوده

ــود   ــده ب ــي ش ــي طراح ــر اختصاص ــي  ،زوج پرايم ول

ــو  ــاي عم ــا   ميپرايمره ــت شناس ــويهيقابلي ــاي  ي س ه

لـذا  , سـلولي را داشـتند   ي رده ي كننده غيرمعمول آلوده

با پرايمرهاي اختصاصي  ها برخي از نمونه اكنشعدم و

ن يير حساسـيت پـا  گ ـاز مـوارد دي . قابل توجيـه اسـت  

اين . است PCRبا روش  ي كشت ميكروبي در مقايسه

دليـل عـدم وجـود شـرايط اپتـيمم      ه تواند ب ميتفاوت 

يكـي از  . كننده باشد ي آلودهها گونه ي كشت براي همه

و  ساسـيت ترين موارد قابل بحث در اين مطالعه ح مهم

ــرعت روش  ــه PCRس ــت   ي در مقايس ــا روش كش ب

ــي  ــيميكروب ــد م ــر روي  . باش ــي ب ــت ميكروب در كش

بـراي تشـخيص   هـاي مخصـوص مايكوپلاسـما     محيط

روز زمـان نيـاز اسـت ولـي بـا       10آلودگي به حـداقل  

داده  سـاعت بعـد   4تا  3 جواب آزمايش  PCRروش 

  .شود مي

  

  يريگ جهينت

كــه روش معمــول بــراي تشــخيص آلــودگي يي از آنجــا

هاي سلولي به مايكوپلاسما روش كشت ميكروبـي و   رده

بـر بـوده و    هـا زمـان   اين روش آميزي است و روش رنگ

يني نيـز برخـوردار هسـتند و    يچنـين از حساسـيت پـا    هم

ي سـلولي بـه   هـا  تشخيص آلـودگي رده  سرعت عمل در

سـلولي آلـوده و جلـوگيري از آلـوده      ي منظور درمان رده

لذا توصـيه   .هاي سلولي سالم حائز اهميت است شدن رده

كه داراي حساسيت و سرعت عمـل   PCRشود روش  مي

  .اي فوق گردده بسيار بالاتري است جايگزين روش
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Abstract 
Background: Mycoplasma is a major contaminant agent of cell lines and is cosiderd as a serious 
problem of economic and biological importance in basic research, diagnosis, and biotechnology 
products. Detection of mycoplasma infection in cell cultures started on microbiological culture; later, 
other methods like DAPI staining and serological tests such as Indirect Immunofluorescnse, ELISA, 
DNA probe, PCR, PCR-ELISA, and Real-Time PCR developed for detection of mycoplasma. In this 
study, we detect the contamination of varity of mycoplasma species in cell lines in national cell bank 
of Iran. 
Methods: In this study, a sensitive, specific, and rapid method was used for detection of varity of 
mycoplasma species in cell lines. This method was based on a PCR reaction using genus specific 
primers for 11 mycoplasma species. 

Results: Mycoplasma contamination using this assay was examind for 183 different cell lines 
deposited in national cell bank of Iran. PCR showed that 48.6% of cell lines were contaminated with 
mycoplasma while 27.3% of them were found to be infected by microbial culture. In comparison to 
microbiological culture, PCR method was shown to be 100% sensitive and 70.7% specific. 

Conclusion: Our results using species specific primers reveald that the most important contaminating 
mycoplasma species in cell lines were mycoplasma fermentans, mycoplasma arginini, mycoplasma 
hyorhinis, and mycoplasma orale. We were also able to identify a number of cell lines which were 
contaminated whit more than one species of mycoplasma. 
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