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 چکیده 
مایکوپلاسماها به ویژه گونه هایی از جنس مایکوپلاسما و آکولوپلاسما بعنوان آلوده کنندگان میکروبی، رده های سالولی    سابقه و هدف

ه های سلولی باه که فرآورده بیولوژیکی تولید می کنند، در نظر گرفته می شوند. هدف از این مطالعه تشخیص سریع و دقیق آلودگی رد
 می باشد. PCR-ELISAانواع مختلف ما یکو پلاسما توسط روشهای مولکولی از ق یل 

و باا   PCR-  ELISA مطالعه حاضر به شیوه ارزیابی یک تست تشخیصی صورت پاذیرفت. ایان روش بار اسااك واکان روش کار  
گونااه هااای مختلااف مایکوپلاسااما کااه همگاای بااا  اسااتفاده از پرایمرهااای اختصاصاای جاانس مایکوپلاسااما، پرایماار هااای اختصاصاای

Digoxigenine  .نشان دار  شده و هم چنین پروب اختصاصی جنس مایکوپلاسما که با بیوتین نشان دار شده بود، انجام گرفت 
یتو پاساتور رده سلولی مختلف موجود دربانک سلولی انسات 183تعداد  جهت ارزیابی آلودگی رده های سلولی به مایکوپلاسما یافته ها 

نیاز  PCR-ELISAدر صد رده های سلولی آلودگی به مایکوپلاساما را نشاان دادناد. باا روش PCR 4/64 ایران بررسی شد.  با روش
مشاهده  PCR-ELISAو  PCRتایید گردید و هیچ گونه اختلافی بین نتایج به دست آمده توسط روش  PCRنتایج به دست آمده با 

در صد از رده های سلولی آلودگی به مایکوپلاسما را نشان دادناد .نتاایج بدسات آماده  3/27ت میکروبی نشد. در حالی که با روش کش
  درصد را نشان داد. 7/71درصد و ویژگی  111در مقایسه با روش کشت میکروبی حساسیت  PCR-ELISAتوسط روش 

ه مایکو پلاسما روش کشت میکروبی و رنگ آمیزی از آن جائی که روش معمول برای تشخیص آلودگی رده های سلولی ب نتیجه گیری 
است واین روش ها زمان بر بوده و از حساسیت پائینی نیز برخوردار هستند و سرعت عمال درتشاخیص آلاودگی رده هاای سالولی باه 

موارداورژانسای منظور درمان رده سلولی آلوده و جلوگیری از آلوده شدن رده های سلولی سالم حائز اهمیت است لذا توصیه مای شوددر
 .را که دارای حساسیت و سرعت عمل بسیار بالاتری است جای گزین روش های فوق گردد PCR-ELISAروش 

    PCR-ELISAمایکوپلاسما، رده های سلولی، کشت میکروبی،واژگان کلیدی   
 

 

 مقدمه
مایکوپلاساااماهااز آلاااوده کننااادگان اصااالی وعماااده رده هاااای سااالولی 

درصادازرده  47-5بررسی ها نشاان داده اسات کاه درسرتاسردنیا هستند، 

(. ایان مساهله نتاایج 1-7های سلولی به مایکوپلاسما هااآلوده مای باشاند 

بدست آمده ازمطالعات وتحقیقاات آزمایشاگاهی بارروی رده هاای سالولی 

راغیرقابل ق ول ونامطمهن می سازد. گزارشات مختلفی ازآلاودگی رده هاای 

 (.4هان ارائه گردیده است سلولی بانکهای سلولی سراسرج

(رشادوتمایز سالول Molicutesمطالعات نشان می دهدکه مولیکوت هاا  

ها، متابولیسم اسیدهای آمیناه واسایدهای نوکلهیاک، تولیادفرآورده هاای 

بیولوژیکی  ازق یل سیتوکین ها، منوکین ها وآنتی باادی هاای مونوکلوناال 

ریاایی وقاارچی آلاودگی راتحت تاثیر قرارمی دهند. بارخلاف آلاودگی باکت

مولیکوت ها معمولادرمحیط تولید هیچ گونه کدورت واضاحی نمای کنناد. 

هم چنین اکثرمولیکوت ها باه آنتای بیوتیاک هاای معماول مورداساتفاده 

درکشت های سلولی مقاوم هستند. به منظورپی  گیری ازاین عمل نیازباه 

 تشااخیص آلااودگی سااریع ودقیااق رده هااای ساالولی بااه انااواع مختلااف

مایکوپلاسما ضروری مای باشاد. منشاال آلاودگی کشات هاای سالولی باه 

مایکوپلاسماممکن است ازطریق پرسنل آزمایشگاهی , سارم هاای تجاارتی 

حیوانات مورداستفاده درکشت های سلولی و رده هاای سالولی آلاوده مای 

 (.9-12، 2تواند صورت بگیرد  

ماها به کاررفتاه تعدادزیادی روش های تشخیصی برای شناسایی مایکوپلاس

است که آزماای  مساتقیم شاامل کشات میکروبای مای باشدوآزمایشاات 

 DNAبا رناگ هاای فلاوروکروم،  DNAغیرمستقیم شامل رنگ آمیزی 

Probe  ،ELISA  ایمینوفلورسااانس وارزیااابی هااای بیوشاایمیایی ماای ،

 (. 14-13، 7باشند 
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 PCR-ELISA ______________________________________________________________________4شناسایی مایکوپلاسمابا 

 

ازمهم ترین عیوب روش های معمول تشخیص عفونت رده های سالولی باه 

مایکوپلاسما تجربه ومهاارت شخصای ، زماان برباودن وساختی روش مای 

دارای واکن  متقاطع وحساسیت پاایین  ELISAباشند. برای مثال روش 

است و نیازبه تعدادزیادی سلول  مایکوپلاسما جهات تشاخیص داردونتاایج 

مث ت کاذب نیز در این روش مشاهده مای شاود. درروش رناگ آمیازی باا 

رنگ های فلوروکروم،روش پیچیده است و باترکی ات محایط کشت،پوساته 

اکن  نشان مدهاد وباعا  میتوکندری و DNAهای باقی مانده سلولی ،با 

نتایج مث ت کاذب می شود. روش کشت میکروبی نیز خیلای زماان براسات 

وبعضی ازسویه های آلوده کننده اصلی رده های سلولی ازق یل مایکوپلاسما 

(درمحاایط هااای کشاات میکروباای قادربااه  M.hyorhinisهیااورینیس    

ینی   رشاادنمی باشدوبعضاای سااویه هااای دیگرازق یاال مایکوپلاسااماآرژین

M.arginini    کشت آنها مشکل است وبه سختی درمحیط هاای کشات)

میکروبی رشدمی کنند. اگرچه کوش  دربه ودی این روش ها انجام گرفته 

است ولی تشخیص سریع مایکوپلاسما درکشت های سلولی به عناوان یاک 

 PCR، ELISAمشکل جدی باقی مانده است که اخیارا ازتکنیاک هاای 

،PCR-ELISA،Real Time PCR   باارای شناسااایی مایکوپلاسااما

 (. 17،13استفاده شده است 

(. 14روش کشت میکروبی روش استاندارد تشخیص مایکوپلاسما می باشاد 

ولی درموردکشت میکروبی چون مایکوپلاسما نیازباه زماان طاولانی جهات 

رشددارند حداقل ده روزوگاهی تا سه هفته( رشدآنها در محیط های کشات 

کوپلاسما طول می کشد وایان زماان طاولانی باعا  ازدسات اختصاصی مای

رفتن رده های سلولی و آلودگی رده های سلولی به مایکوپلاسما مای شاود.  

لذا استفاده از روش سریع ، حساك واختصاصای کاه تاا حادودی باا روش 

کشت میکروبی هم خوانی داشته باشد بسیارحائزاهمیت مای باشاد. درایان 

به هم راه کشت میکروبی جهت دست رسای  PCR-ELISAمقاله ازروش 

به هدف تشخیص سریع ودقیاق رده هاای سالولی آلاوده باه مایکوپلاساما 

وتعیین میزان درصاد آلاودگی رده هاای سالولی باه مایکوپلاساما درباناک 

 سلولی انستیتوپاستورایران استفاده شد.

 

 روش کار
ناوان  دراین مطالعه که ازنوع ارزیابی یک تست تشخیصای اسات وتحات ع 

نموناه از رده هاای  143مطالعات ارزیابی فرآیندهاشناخته می شوند  تعاداد

سلولی موجود دربانک سلولی انستیتوپاستورایران به صورت تصادفی بررسی 

وجهاات مشااخص نمااودن اعت ااارروش هااا ازآزمااون غربااال گااری اسااتفاده 

(.رده های سلولی موردآزمای  شامل رده های سالولی انساانی ورده 19شد 

ای سلولی غیرانسانی ازق یل موش، میمون، خون، گوسافند وگااو بودناد. ه

بیشتررده های سالولی موجوددرباناک سالولی ازکشاورهایی مانناد ساوئد ، 

آلمان وآمریکاا باه باناک سالولی انتقاال پیاداکرده بودناد ودرایان باا ناک 

تکثیرونگه داری می شادند. از آنجائیکاه تسات اساتاندارد بارای تشاخیص  

( 14ده های سلولی به مایکو پلاسما کشات میکروبای مای باشاد آلودگی ر

آزمای  کشت میکروبی ماایکو پلاساما  PCR-ELISAجهت تائید نتایج 

بر روی محیط های مخصاو  ماایکو پلاساما انجاام گرفات وسا س روش 

PCR-ELISA  .با آن مقایسه گردید 

لی  کاه میلی لیتر نمونه کشت سلو 2الی 1برای انجام کشت میکروبی ابتدا 

اضافه شد وباه مادت  PPLO BROTHآن زردشده بود به محیط کشت 

رجاه ساانتی گاراد  37دار در دماای  2COسااعت درانکوبااتور  64الی 26

 PPLO BROTHمیلای لیتار از محایط  1انکوبه گردید. درمرحلاه بعاد

دور بردقیقاه باه  11,111توسط پی پت برداشات شاد ودرساانتریفوژبا دور

یفوژ گردید ، س س ازرسوب حاصال شاده باه میازان دقیقه سانتر 21مدت 

µl21  به محیط کشت PPLO AGAR  2 اضافه شد ودر انکوبااتورCO 

الای 2درجه سانتی گرادانکوبه گردید. درنهایت بعد از مدت  37دار در دمای 

روز محاایط کشاات درزیرمیکروسااکوپ نااوری معکااوك مااورد بررساای 3

 (.14لودگی تکرارگردید قرارگرفت  واین عمل چندین بارجهت تشخیص آ

مایکوپلاساما باه روش پروتهینااز  DNAابتدا PCR-ELISAجهت انجام 

K اسااتخراگ گردیااد. پرایمرهااا بااسااتفاده از ناارم افاازارGene Runner 

بااکتری مایکوپلاساما طراحای شادند.  16S rRNAوبراسااك تاوالی ژن 

جهت سنتزسافارش داده شاد.  ROCHپرایمرهای طراحی شده به شرکت 

دریک لوله اپندورف کلیه موادلازم را مخلوط کرده ، کاه  PCRانجام  جهت

میکرولیتاار  2,5( بااود کااه شااامل Master Mixایاان مخلااوط اصاالی  

میکرولیترپرایمرسانس dNTP10mM  ،3میکرولیتر PCR 10X  ،1بافر

 Tag DNA Polymeraseمیکرولیتاار1میکرومااولارآنتی ساانس،  5و 

نمونه ودرنهایت  DNAمیکرولیتر 1زه، میکرولیتر آب مقطر دی یونی 16,6،

در  Master Mixمیکرولیتاار رسااید. ساا س  25حجام کلاای ساالول بااه 

میکروتیوپ هایی که ازق ل مشخصات برروی آنها نوشته شاده باود تقسایم 

می شد. دراین آزمای  نیاز به یک کنترل منفی و یک کنترل مث ت بودکاه 

شاود. پروفایال دماایی  مقادیر آنهاا لحاا  Maste Mixلازم بود در تهیه 

درجه سانتی گراد به  96دناتوراسیون دردمای  -1مربوطه شامل سه مرحله 

درجه سانتی گاراد باه  55مرحله به هم پیوستن دردمای  -2ثانیه 41مدت 

درجه سانتی گاراد باه مادت 72مرحله گسترش در دمای  -3ثانیه 31مدت

ه مادت مرحلاه گساترش با 32ثانیه تکثیرشد.سا س درپایاان سایکل 41

درجه سانتی گراد گسترش یافت تا سنتز زنجیاره هاای 72دقیقه دردمای 5

نمونه هاا تاا زماان آناالیز  PCRنیمه تمام کامل شوند.پس از اتمام مراحل 

باارروی ژل آگااارز، درداخاال یخچااال نگااه داری شاادند. جهاات مشاااهده 

درصد استفاده شد. نمونه هاای ماورد نظرباه 2ازژل آگارز PCRمحصولات 

ولات 41به چاهک ها اضافه والکتروفورز با ولتااژ  Loading bufferهمراه 

برای یک ساعت انجام شد،درمرحله بعاد رناگ آمیازی باا محلاول اتیادیوم 

بروماید انجام گرفت  ودرنهایت با دستگاه ترانس ایلومیناتور نتاایج مشااهده 

 شدند.

نشاان  Digoxigenineخودرابا   PCRابتدامحصول  PCR-ELISAدر 

خانه ای بااسترپت اویدین کوت شاد در اداماه  94ده س س کف پلیت دارکر

پروب طراحی شده که با ماده بیوتین نشان دار شده بود اضافه گردید.  لازم 

الای 1به  ذکر است که ق ل از اضافه کردن پروب باید ابتداپروب را به مادت 

اماه خارگ شاود(. دراد Foldingدقیقه در آب جوش قرار داد تا از حالت  2

 2الای 1را به مدت  Digoxigenineنشان دار شده با     PCRمحصولات 

از هم جادا شاوند و باافر   DNAدقیقه در آب جوش قرار داده تا دو رشته 

 PCRهی ریداسیون را به هر خانه پلیات اضاافه نماوده سا س محصاولات 

 Digoxigenineاضافه شد درمرحله بعد ماده کونژوگه که آنتی بادی ضد 

 تترامتیال  TMBضافه شادو در نهایات سوبساترای واکان  مانناد  بود ا

آن باا دساتگاه  ODبنزیدین(اضافه شاد و تیییار رناگ را مشااهده کارده 

ELISA READER  .قرائت شد 
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 یافته ها 
پس از اث ات کارآئی ویژگی پرایمرها جهت تشاخیص جانس مایکوپلاساما  

رده سلولی ذخیره شاده در باناک سالولی باه صاورت تصاادفی  143تعداد 

اختصاصی جنس و گونه مایکوپلاسما بر روی   PCRانتخاب شدند و آزمون

از نموناه  درصد(61  نمونه 49انجام شد و تعداد  DNAه های  تمامی نمون

ها مث ت و آلوده به مایکو پلاسما بودند، که بی  تارین ساویه هاای آلاوده 

لی انسااتیتو پاسااتور ایااران شااامل، کننااده رده هااای ساالولی بانااک ساالو

مایکوپلاسما فرمنتانس، مایکوپلاسما آرجینینی، مایکوپلاساما هیاورینیس، 

درصاد ماوارد را تشاکیل مای دهناد و  91مایکوپلاسما اورال که بیشاتر از 

درصد موارد مربوط باه مایکوپلاساما ساالیواریوم، مایکوپلاساما  11کمتر از 

ره آپلاسما اوره آلیتیکاوم مای باشاد. نتاایج پیروم، آکولوپلاسما لیدلاوی، او

باود  PCRبر روی این نمونه های مشابه با نتاایج  PCR-ELISAتکنیک 

هاای حاصال  ODتایید گردید. نکته قابل توجه اینست کاه  PCRو نتایج 

مشاهده شده روی ژل با یاک  PCRو قدرت محصولات  ELISAدر روش 

مطاابق باا کیات تشخیصای   (.1هام خاوانی داشاتند  جادول  دیگر کاملا

سااخت  PCR-ELISAمایکوپلاسما بار روی رده هاای سالولی باه روش 

تعیین شاده اسات  در روش  22/1آن  ROCH ،Cut off pointشرکت 

در نظر گرفتاه شاده اسات(. بناابراین  Cut off point  ،22/1مذکور نیز 

+++  (=4/1-1/1(= ++،  6/1-4/1(= +،  22/1-6/1،  -( = 1- 22/1مااوارد  

ماورد از نموناه هاا توساط روش  51(= ++++ محاس ه گردید. تعاداد >1و  

 True) مث ااات شااادند PCR-ELISAکشااات میکروبااای و روش  

Positive)  مورد توسط روش  39تعدادPCR-ELISA  مث ات و توساط

ماورد توساط روش  96تعداد  (False Positive)روش کشت منفی شدند

و (True Negative) منفاای شاادند  PCR-ELISAکشاات و روش 

 PCR-ELISAموردی پیدا نشد که توسط کشت مث ات باشاد و توساط 

-PCR( . حساسایت آزماای  2 جدول  False Negative)منفی باشد 

ELISA  درصد می باشد بادین مفهاوم  111در مقایسه با کشت میکروبی

نیز قابل تشاخیص اسات.  PCR-ELISAکه تمامی موارد کشت مث ت با 

در مقایسه با کشات میکروبای   PCR-ELISAگی روش از طرف دیگر ویژ

در مقایساه  PCR-ELISAدرصد می باشد بدین مفهوم کاه روش   7/71

مورد منفی آن را می تواند تشخیص بدهد. نتایج تسات تعیاین  71با کشت 

باار وی سااوش میکااروب اسااتاندارد  PCR-ELISAحساساایت روش 

 11 تعاداد  10 -6ت ( نشان داد تا رقATCC 19526 مایکوپلاسما اورال 

میکروارگانیسم در هر میلی لیتر( نیز قابلیات تشاخیص ارگانیسام را دارد و 

 در رقت بالاتر قادر به تشخیص ارگانیسم نیست. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بر روی تعدادی رده های سلولی یرای  ELISAنتایج آزمون  . 1جدول 

 PCRاث ات نتایج 

OD کد بانک سلولی  رده های سلولی

 ایران

 یفرد

1.767 M.orale 

(ATCC 

19524) 

 1 

0.082 Detroit 532 NCBI 438 2 
0.182 1321 NI NCBI 118 3 
1.010 SW 480 NCBI C 

506 
6 

0.161 DU-145 NCBI C 

428 
5 

2.735 AGO 1529 NCBI 449 4 
1.019 HEP 2 NCBI 144 7 
1.044 SW 1116 NCBI 

C481 
4 

0.154 MEL III NCBI 

C456 
9 

0.132 E. coli 

(ATCC 

25922) 

 11 

0.075 D.W  11 
0.005 PBS  12 

 

 

 PCR-ELISA نتایج کشت میکروبی و  .2جدول 

 PCR-ELISA 
 مث ت

PCR-ELISA 
 منفی

 1 51 کشت میکروبی مث ت

 96 39 کشت میکروبی منفی

 96 49 جمع

    

 

 بح  
ماای مایکوپلاساماهاازآلوده کننگاان اصاالی رده هاای ساالولی درآزمایشاگاه 

باشندوتوسااط میکروسااکوپ نااوری غیرقاباال مشاااهده هسااتند.این آلااوده 

کنندگان مزمن رده های سلولی به وسیله چندین روش اختصاصای ازق یال 

 تیییررناگ باا اساتفاده ازرناگ هاای اختصاصای درمحایط هاای کشات ،

ELISA برای تشخیص پروتهین های اختصاصای ،کشات میکروبای وروش

 ی باشند.  های مولکولی قابل شناسایی م

رده سالولی ماورد آزماای  در باناک  143این مطالعه نشان می دهدکاه از 

سلولی انستیتوپاساتور ایاران نتاایج کشات میکروبای آنهاا بارروی محایط 

درصااد(آلودگی بااه  27,3رده ساالولی  51مخصااو  مایکوپلاسااما تعااداد 

-PCRمایکوپلاسمارا نشان دادند.بررسی ها توسط روش حسااك و دقیاق 

ELISA درصااد(آلودگی بااه  64,4رده ساالولی   49شااان داد کااه تعااداد ن

 مایکوپلاسما دارند .
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 PCR-ELISA _____________________________________________________________________11شناسایی مایکوپلاسمابا 

 

ی توان استن اط نمود کاه درمادت زماان مربوطاه روش به ع ارتی دیگر م 

درصد موارد قادربه تشخیص موارد آلودگی ن ود درصورتی که  29کشت در 

قابل اندازه گیری می باشد. قابل توجاه اسات کاه  PCR-ELISAبا روش 

OD  خوانده شده در دستگاه ELISA READER  با ضخامت بانادهای

مستقیمی دارد به این معنی که هار  مشاهده شده در روی ژل آگارز ارت اط

مربوطه بیشتر  ODچه باند مشاهده شده در روی ژل آگارز ضخیم تر باشد 

 (. 21،21می باشد و بالعکس 

تسات  2تست کنترل منفای و  2در هر آزمای   PCR-ELISAدر روش 

کنترل مث ت استفاده شد. نتایج فوق هم ا هنگ با نتایج بدست آمده توسط 

در مقایسه باا روش  PCR-ELISAایید می کند که روش سایر محققین ت

و تکنیاک  DNAرناگ آمیازی   ,هاای دیگار از جملاه کشات میکروبای 

 (. 13-15هی ریداسیون سریع تر وآسان تر می باشد 

 111در مقایساه باا کشات میکروبای  PCR-ELISAحساسیت آزمای  

-PCRدرصد می باشد. به این مفهوم که تماامی ماوارد کشات مث ات باا 

ELISA   نیز قابل تشاخیص اسات. از طارف دیگار ویژگای روشPCR-

ELISA  درصد می باشاد. یعنای   71,7در مقایسه با روش کشت میکروبی

 71در مقایسه باا کشات  درهماان مادت زماان در PCR-ELISAروش 

 مورد منفی آن را میتواند تشخیص دهد  منفی کاذب(.

سات کاه توساط آزماای  از جمله موارد مورد بح  در ایان مطالعاه ایان ا

PCR-ELISA  49  . رده سلولی آلودگی به مایکو پلاسما را نشاان دادناد

-PCRاز موارد دیکر ویژگی پاائین کشات میکروبای در مقایساه باا روش 

ELISA  است. این تفاوت می تواند به دلیال عادم وجاود شارایط اپتایمم

موارد قابال کشت برای همه گونه های آلوده کننده باشد. یکی از مهم ترین 

در مقایساه باا روش  PCR-ELISAبح  در ایان مطالعاه سارعت روش 

کشت میکروبی می باشد. در کشت میکروبی بر روی محیط های مخصاو  

روز زماان نیااز اسات.   11مایکو پلاسما برای تشخیص آلودگی باه حاداقل 

ساعت جواب آزماای  داده  11تا  3در مدت  PCR-ELISAولی با روش 

 می شود.

 

 جه گیرینتی
اطمینان ازسالم بودن رده های سلولی ازنظرآلودگی به مایکوپلاسما جهات  

تحقیقات مختلف بیولوژیکی وفرآورده هاای تجاارتی بسایارمهم اسات. لاذا 

را کاه دارای  سارعت عمال بسایار  PCR-ELISAتوصیه می شود روش 

بالاتری است جای گزین روش های کشت درموارد اورژانسی گردد. بااوجود 

هام زماان باا  PCR-ELISAن پیشنهاد می شوددرموارد عاادی روش ای

کشت میکروبای باشاد تاا تعیاین هویات بااکتری و گوناه آن نیاز تعیاین 

درتشخیص  PCR-ELISAگردد.مهم ترین یافته این مطالعه قدرت روش 

آلودگی رده های سالولی باه مایکوپلاساما درمقایساه بااروش هاای دیگار 

 تشخیصی می باشد.
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