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           تحقيقي  ه      مقال
  

   روماتوييد مايكوپلاسماها در سرم بيماران آرتريت DNAشناسايي 
   PCRبه وسيله 

  چكيده    

 در تعدادي از حيوانات شناخته (RA) ماتوييدرومايكوپلاسماها به عنوان عامل آرتريت  :زمينه
اي از ابهام   انساني هنوز در هالهروماتوييدبر عكس، نقش مايكوپلاسماها در آرتريت . اند شده

هاي  هاي انجام شده با استفاده از به كارگيري روش از تلاش. باشد بوده و قابل بحث مي
 دادن عوامل مذكور به اين بيماري ، جهت ارتباطRAروتين براي تشخيص مايكوپلاسماها در 

هاي مولكولي، به ويژه  هاي اخير در تكنيك اما پيشرفت. نتايج مناسبي حاصل نشده است
هاي روشني را جهت تشخيص اسيدنوكلئيك  ، افق(PCR)اي پليمراز  كاربرد واكنش زنجيره

 اين موضوع جهت تحقيق بر روي. مايكوپلاسما در اين بيماري پيچيده، به وجود آورده است
 براي تشخيص PCR انساني هستند، از تكنيك RAكه آيا مايكوپلاسماها در ارتباط با پاتوژنز 

  . حضور احتمالي آنها استفاده شد
-SHAH خيلي حساس با طيف وسيع و با استفاده از پرايمرهاي PCRيك روش  : كار روش

GPO-3 ،MGSOهاي مايكوپلاسماي استاندارد و هدف ژني   و گونهS rRNA 16طراحي گرديد  .
 مثبت و منفي، Anti-CCPهاي  اين روش طراحي شده جهت شناسايي مايكوپلاسما در نمونه

 . تأييد شده باليني، مورد استفاده واقع شدRAهاي  طور نمونه هاي سالم و همين كنترل

 Anti نمونه 100 مورد از 12هاي مشترك و ثابت جنس مايكوپلاسما، در  سكانس :ها يافته

CCP 12( مثبت(% ،نمونه100 مورد از 4 Anti CCP  منفي)نمونه باليني 91 مورد از 10، %)4 
 PCR نمونه سرم كنترل سالم مورد آزمايش به وسيله 100و يك مورد از %) 11حدود (مثبت 

با استفاده از . مخصوص جنس بهينه شده، از طريق تكثير قطعه صحيح، تشخيص داده شد
، ما قادريم عفونت ناشي از همه اعضاء جنس مايكوپلاسما در پرايمرهاي مخصوص جنس

  . را آشكار نماييمRAبيماران 
از تعدادي  حداقل درهاي مايكوپلاسمايي  اين نتايج مؤيد ارتباط بين عفونت :گيري نتيجه

با اين وجود، تحقيقات بيشتري جهت مشخص كردن نقش . باشد  ميروماتوييدبيماران آرتريت 
  . مورد نياز استRAها در پاتوژنز  اين ارگانيسم

  
   SPP ،آر، مايكوپلاسما سي ، پيروماتوييدآرتريت : واژگان كليدي

  
  23/3/1386: تاريخ پذيرش مقاله           2/4/1386 : تاريخ اصلاح نهايي          6/2/1386: تاريخ دريافت مقاله
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     179             و همكاران       حسيني                  دكتر محمدحسن شاه  

  

 

   ه  مقدم  
هـاي    مايكوپلاسماها كوچكترين بـاكتري   

ــودت ــدود    خ ــري ح ــا قط ــورف، ب   كثير پلئوم
ــلولي   500-200 ــواره س ــد دي ــانومتر و فاق  ن

بـه دليـل انـدازه كوچـك و ويژگـي           . هستند
ــاكتري ــن ب هــاي  هــا از ســوراخ انعطــافي، اي

فيلترهــاي باكتريولوژيــك بــه ســادگي عبــور 
. گردند  كرده و از اين طريق باعث آلودگي مي       

هاي منحصر بفـرد در طبيعـت،         اين ارگانيسم 
بيماري در طيف وسيعي از جانـداران و        عامل  

  ]. 1-2[از جمله انسان هستند 
مايكوپلاسماها اغلب در سـطوح خـارجي       

شوند؛ اما برخي از      هاي ميزبان يافت مي     سلول
هـاي ميزبـان هجـوم        ها و سلول    آنها به بافت  

ايـن  . نماينـد   آورده و در داخل آنها تكثير مـي       
ا را  ها طيفي از آثـار و پيامـده         ميكروارگانيسم
هـاي ميزبـان توليـد        ها و سلول    بر روي بافت  

در كنار تأثير بر روي رشد سلول و        . نمايند  مي
مورفولــوژي، مايكوپلاســماها قادرنــد اعمــال 
ــك   ــك و متابوليـ ــيميايي، ايمونولوژيـ بيوشـ

هاي ميزبان را تحت تـأثير قـرار دهنـد            سلول
ها   به طور معمول اين دسته از باكتري      ]. 4،  3[

و دسـتگاه گـوارش بـه طـور         در حفره دهاني    
ــي   ــت م ــست ياف ــوند همزي ــيش .ش ــر  پ ت

زايي،   مايكوپلاسماها را با پتانسيل كم بيماري     
ها پس از ورود      اين باكتري . گرفتند  در نظر مي  

هـاي    به جريان خون، از اين طريق در ارگـان        
بـا ايـن وجـود      . گردند  مهم وارد و متمركز مي    

ها ماننـد مايكوپلاسـما پنتـرانس،        برخي گونه 
مايكوپلاسما فرمنتانس و مايكوپلاسما پيروم،     

ها شده و   ها و سلول    توانند وارد برخي بافت     مي
هـاي حـاد و مـزمن بـا طيـف             موجب بيماري 

]. 6،  5[وسيعي از علائـم و نـشانه هـا شـوند            
داده شـده اسـت مايكوپلاسـماها داراي          نشان

. باشـند   اي با سيستم ايمني مي      ارتباط پيچيده 
طـرق مختلـف از معـرض       ها بـه      اين باكتري 

سيستم ايمني مخفي شده و با ديگـر عوامـل          
در ]. 8،  7،  5[عفوني داراي سينرژيسم هستند     

 دانشمندي بنام هافمن، شواهدي     1997سال  
هـاي مايكوپلاسـمايي      سرولوژيك از عفونـت   

ــت     ــا آرتري ــاران ب ــال در بيم ــال و غيرفع فع
 جـواني يافـت؛ امـا در مـايع     RA و  روماتوييد

ــن  ــينوويال ايـ ــيچ  سـ ــاران هـ  DNA بيمـ
اي پليمـراز     مايكوپلاسمايي با واكنش زنجيره   

PCR 9[ يافت نشد.[  
تـرين    ، يكي از معمـول    روماتوييدآرتريت  

هاي اتوايميون است كه قريب به يك         بيماري
ايـن  . باشند  درصد جمعيت دنيا از آن متأثر مي      

بيماري با التهاب غشاء سينوويال كه به طـور         
 ـ     ه بـزرگ پخـش     متقارن از مفاصل كوچك ب

نـشانه اوليـه    . گـردد   شـود، مـشخص مـي       مي
ــل    ــاك مفاص ــاب دردن ــامل الته ــاري ش بيم
. انگشتان با سفتي يا خشكي صبحگاهي است 

تشخيص سريع يا زود هنگام و درمان سريع،        
تـرين    معمول. گردد  موجب كنترل بيماري مي   

ــن    ــشخيص اي ــت ت ــرولوژيك جه ــست س ت
 روماتوييـد بيماري، مـشخص كـردن فـاكتور        

(RF) بـادي از     ، آنتـي  روماتوييدفاكتور  .  است
ــلاس  ــاگلوبولين  IgMك ــا گام ــه ب  اســت ك

 بيماران مبتلا بـه     60-80%واكنش داده و در     
 حـساس   RF. شود   ديده مي  روماتوييدآرتريت  

بــوده امــا يــك فــاكتور ويــژه بــراي آرتريــت 
 نيست چرا كه در افـراد سـالم و در           روماتوييد

گــر هـاي مختلــف يــا دي  بيمـاران بــا عفونــت 
ــاري ــون   بيم ــاي اتوايمي ــوس  (ه ــد لوپ مانن
يك، ســـندرم شـــوگرن،  متيـــساريتماتوزس

  ].10[هم ديده شده است ...) اسكلرودرما و
 درصـد بيمـاران   40-60همچنين حـدود   

بـادي بـر       اتـوآنتي  روماتوييدمبتلاء به آرتريت    
، RAكراتين  (Epidermal filaggerinعليه 

اد در سرمـشان ايج ـ   ) پري نـوكلئر    فاكتور آنتي 
فيلاگرين يك پروتئين پوستي است     . شود  مي

هـاي كـراتين بـه        كه موجب اتصال فيلامنت   
هاي توليد شده     بادي  اتو آنتي . شود  يكديگر مي 

بــر عليــه فيلاگــرين بــه وســيله تــست      
ايمونوفلورسانس غيرمستقيم مـشخص شـده      

هاي اخير نشان داده شده است        در سال . است
فيلاگـرين  كه آمينواسيد نادر سيترولين كه در      

توپهـاي    وجود دارد، يكي از اجزاء انـدك اپـي        
 با استفاده از    ELISAتست  . ژنيك است   آنتي

پپتيــد ســنتزي ســيترولينه شــده بــه عنــوان  
ژن هـدف، يـك تـست جـايگزين مفيـد             آنتي

. بجــاي ايمونوفلورســانس غيرمــستقيم اســت
يك مطالعه مستقيم نشان داد كه در صـورت         

 ــ ــيترولينه سـ ــد سـ ــتفاده از پپتيـ   يكليك اسـ
Cyclic-Citrullinated-Peptide ــاي  بجــ
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پپتيد سيترولينه خطي به عنـوان سوبـستراي        
ــساسيت از    ــزا ح ــست الاي ــه % 49ت % 68ب

بادي بر عليه     تعيين آنتي . افزايش خواهد يافت  
CCP        در حال حاضر به عنوان يك مشخصه ،

 روماتوييدبه شدت ويژه و جديد براي آرتريت        
 CCP بر عليه    بادي توليدي   آنتي. مطرح است 

 بـوده و داراي     IgGبه طور واضح از كـلاس       
. باشد   مي روماتوييدبراي آرتريت   % 97ويژگي  

بادي در مراحل اوليه بيماري توليد و         اين آنتي 
. داراي ارزش پيــــشگويي بــــالايي اســــت

 مثبـت   Anti-CCPشده بيمـاران بـا       مشاهده
 RFهــاي بيــشتري نــسبت بــه  داراي آســيب

نودوهفت درصد و    Anti-CCPبراي  (هستند  
بادي   اين آنتي ).  شصت و سه درصد    RFبراي  

بيماران قابل  % 79در مراحل اوليه بيماري در      
  ].12، 11[آشكارشدن است 

هــاي تــشخيص مايكوپلاســماها را  روش
هـاي بـر پايـه         روش -1توان به دو دسته       مي

هاي غيركشتي كه از جهت        روش -2كشت و   
ت سرعت، قابليت اعتمـاد، ويژگـي و حـساسي        

بنـدي    هايي چند با هـم دارنـد، تقـسيم          تفاوت
ــه كــشت،  روش]. 13-15[نمــود  هــاي برپاي
بـا  ) چنـدين هفتـه   (گيـر     هـايي وقـت     تكنيك

حساسيت نسبتاً پـايين و نيازمنـد امكانـات و          
طور تجربه كافي جهـت تفـسير نتـايج           همين
برخي از مايكوپلاسماها هـم ماننـد       . باشند  مي

 در محيط    به سختي  1مايكوپلاسما هيورينيس 
هـاي غيركـشتي      روش. كننـد   كشت رشد مي  

                                                 
1 - M. hyorhinis 
 
 

ــسفوريلاز -1شــامل  ــوزين ف ــالگري آدن  غرب
(Adop) 2-        تكنيك نـشانگر كـشت سـلول 

هــاي   بــا رنــگ DNAآميــزي   رنــگ-3
سازي اسـيدنوكلئيك و       دو رگه  -4فلوروكروم  

ــره -5 ــنش زنجي ــا    واك ــراز ي  PCRاي پليم
هاي بيوشـيميايي ماننـد       روش]. 16[باشد    مي

 فسفوريلاز فاقد ويژگي هـستند چـرا        آدنوزين
ــاكتري   ــي بــ ــه برخــ ــد   كــ ــا ماننــ   هــ

  باسيلوس سوبتيليس، اشريشيا كلي، سالمونلا    
تيفي موريوم، نوكلئوزيد فـسفوريلاز را توليـد        

ــه  ــي گونـ ــمن برخـ ــرده و در ضـ ــاي  كـ هـ
مايكوپلاســما، ماننــد مايكوپلاســما پنومونيــه 

FH ــما ــروم، مايكوپلاسـ ــما پيـ ، مايكوپلاسـ
. كننـد  مـل چيـزي توليـد نمـي    ليپوفيلوم در ع 

هاي سلولي    هاي بر پايه تلقيح به كشت       روش
فاقد مايكوپلاسما و حاوي انديكاتور هـم، بـه         
دليل سه پاساژ و تكنيـك نهـايي تشخيـصي          

هـاي     با رنـگ   DNAآميزي    براي مثال رنگ  (
ــد  ــدينو-6، 4 ׳فلوئورســنت مانن -2-دي آمي

ــدول دي ــل اينــ ــا  فنيــ ــد يــ هيدروكلرايــ
ــيس ــدازو ب ــست  بنزايمي ــوروكروم هوخ ل فل
هـاي بـر پايـه الايـزا بـا            ، يا سنجش  33258

. باشـند   گيـر مـي     وقـت ) هـاي ويـژه     بادي  آنتي
سازي   آميزي و دو رگه     هاي بر پايه رنگ     روش

هــم داراي حــساسيت كــم و ويژگــي پــايين 
هــاي در  بنــابراين اكثريــت روش . هــستند

دســترس شناســايي مايكوپلاســماها، جهــت 
هـاي    سـيع گونـه   شناسايي همزمان اكثريت و   

جهـت  ]. 14[مايكوپلاسمايي مناسب نيـستند     

هـاي تكثيـر    غلبـه بـر ايـن مـشكلات، روش    
ــد  ــيدنوكلئيك مانن ــر PCRاس ــه اخي ، در ده

هاي بر پايـه      روش. توسعه فراواني يافته است   
PCR          به دليل داشـتن حـساسيت، ويژگـي و 

ــشتر، روش  ــت بي ــت   دق ــب جه ــايي مناس ه
 تــشخيص طيــف وســيعي از مايكوپلاســماها

ــستند  ــه   ]. 15-21[ه ــت ك ــده اس ــت ش ثاب
هاي بـر پايـه تكثيـر، بـراي شناسـايي             روش

 ژنـــوم DNAبرخـــي قطعـــات خـــاص   
ــي    ــرعت و ويژگـ ــما، داراي سـ مايكوپلاسـ

با اين وجود، ميزان حـساسيت ايـن      . باشند  مي
 روش اسـتخراج    -1تكنيك تا حد زيادي بـه       

DNA 2-    پرايمرهاي طراحـي    -3 ژن هدف 
 نـوع   -5ل   روش شناسـايي محـصو     -4شده  

نمونه و بـسياري فاكتورهـاي ديگـر بـستگي          
پرايمرهاي طراحي شده معمـولاً جهـت       . دارد

، يـا  S rRNA 16هـاي مـشترك ژن    بخـش 
و ] S rRNA 23- S 16] 24-22هاي  بخش

سـكانس  . انـد   هاي ديگر طراحي شده     يا هدف 
هـاي     تعداد زيـادي از گونـه      rRNAهاي    ژن

ــده اســت   ــرادف ش ــين ت ــما، تعي . مايكوپلاس
طالعــات فيلوژنتيــك سيــستماتيك ايــن    م

ــسم ــين  ارگاني ــا و هم ــي  ه ــور بررس ــاي  ط ه
ــسه  ــامپيوتري مقاي ــرادف  ك ــن ت ــاي  اي اي ه
هاي به شدت ثابـت و        ريبوزومي، مؤيد بخش  

مشترك در همه انواع مايكوپلاسماهايي است   
 مناسـب   PCRكه جهت طراحي پرايمرهـاي      

 PCRبا اسـتفاده از تكنيـك       . روند  به كار مي  
توان حضور مايكوپلاسـماها را در        يتر م   دقيق
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 روماتوييـد مايع سـينوويال بيمـاران آرتريـت        
  . تحقيق نمود

ايـم كـه      در اين مطالعه مـا فـرض كـرده        
هاي مزمن مايكوپلاسمايي احتمالاً در       عفونت

ــا آســيب ــاط ب ــدزايــي آرتريــت  ارتب  روماتويي
 بـا توجـه بـه       RAالبتـه بيمـاران     . باشـند   مي

ــالاي آز  ــون حــساسيت و ويژگــي ب -Antiم

CCP       انـد   ، از طريق اين آزمون انتخاب شـده .
با اسـتفاده از پرايمرهـاي مخـصوص جـنس          

هاي ثابـت   مايكوپلاسما كه بر مبناي سكانس   
 طراحـي  16S rRNAو مشترك زيـر واحـد   

شــده اســت، حــضور مايكوپلاســما در ســرم  
  . بيماران انتخاب شده، تحقيق گرديد

  
  

     روش كار  
در اين مطالعه   : هاي باكتريايي   سويه

هاي متعلق به موليكوتس بـه كـار رفتـه        گونه
ــد از  ــارت بودن ــه  : عب ــما پنوموني مايكوپلاس

)10119NCTC ( ،مايكوپلاســما آرجينينــي ،
مايكوپلاسما هيـورينيس، مايكوپلاسـما ارال،      
مايكوپلاسما سينوويه، مايكوپلاسما گاليناروم    

ــما )1346 و 1350رازي ( ، مايكوپلاســـــــ
ــسپتيكوم  ــما )1355زي را(گاليـ ، مايكوپلاسـ
ــه  ــما )1364رازي (اوياپنومونيـ ، مايكوپلاسـ

، اوره آپلاســـما اوره )1343رازي (آگالاكتيـــا 
ــوم  ــول) 1369رازي (آليتيكـ ــما  و اكـ پلاسـ
ــدلاوي ــه عــلاوه ميكروارگانيــسم. لي هــاي  ب

اســتافيلوكوكوس اورئــوس، اســتافيلوكوكوس 

ــوژنز،   ــترپتوكوكوس پيـ ــديس، اسـ اپيدرمايـ
نومونيــــه، باســــيلوس اســــترپتوكوكوس پ

ــدس،   ــيلوس ميكوييــ ــوبتيليس، باســ    ســ
، sp، كلاســـتريديوم spكورينـــه بـــاكتريوم 

انتروكوكـــوس فكـــاليس، اشريـــشيا كلـــي، 
، sp، پروتئـــوس sp، شـــيگلا spســـالمونلا 

هليكوباكتر پيلوري، ساكاروميسس سـرويزيه،     
طـور    ،كانديدا آلبيكنس و همين   spآسپرژيلوس

 آزمـون   هاي انساني و موشي از جهـت        سلول
، PCRويژگي پرايمرهـاي مـورد اسـتفاده در         

  .مورد ارزيابي و آزمايش قرار گرفتند
 مثبـت و    Anti-CCPهاي    سرم: نمونه  

و صـد سـرم     )  نمونـه  100از هر كدام    (منفي  
 سرم افراد مبتلا    91طور    كنترل سالم و همين   

ــه  ــاليني   (RAب ــت ب ــده از جه ــد ش از ) تأيي
ــاتولوژ    ــات روم ــز تحقيق ــشگاه مرك ي آزماي
آوري  دانــشگاه علــوم پزشــكي تهــران، جمــع

هاي مثبـت بـا اسـتفاده ازكيـت           نمونه. گرديد
ــزاي  ــستان (EUROIMMUNالاي از ) انگل

  . تأييد گرديدندAnti-CCPجهت آزمون 
هاي سـرم و      از نمونه  : DNAاستخراج  

هاي باكتريايي مورد اسـتفاده       طور گونه   همين
 DNG-Plusبا به كارگيري كيـت اسـتخراج        

بـه طـور    .  استخراج گرديـد   DNA،  )ژنسينا(
خلاصه كشت مايكوپلاسما در مرحله انتهاي      

 g 000/12 دقيقـه در     30فاز لگاريتمي بـراي     
هـاي ليـوفيليزه در يـك         سويه(سانتريفوژ شد   

ليتر آب دو بار تقطير استريل، حل شـد و    ميلي
به طور مستقيم و بدون سانتريفوژ كردن وارد        

ــد   ســلولي رســوب). پروســه اســتخراج گردي
 ميكروليتـر آب دوبـار تقطيـر        100حاصل در   

ــد   ــسيون گردي ــتريل، سوسپان ــورد . اس در م
ــه ــر ســرم 100هــاي ســرم از  نمون  ميكروليت

 DNGميكروليتر ازمحلول    500. استفاده شد 
 ميكروليتـر سوسپانـسيون     100به لوله حاوي    

باكتريايي و يا صد ميكروليتر سـرم، اضـافه و          
/  حـاوي سـرم  لولـة . بلافاصله ورتكس گرديد  

 ثانيـه   Lysate،20 يـا    DNGسوسپانسيون و   
ــد ــه . شــديداً ورتكــس گردي  Lysate ،300ب

 بار  10ميكروليتر ايزوپروپانول اضافه و سپس      
 10لوله سـپس بـه مـدت        . لوله وارونه گرديد  

هزار دور در دقيقه      دقيقه در حرارت اتاق در ده     
رويي به آرامـي و بـا وارونـه           سانتريفوژ و مايع  

بـا اسـتفاده از سـمپلر،    . له، تخليه شدكردن لو 
مايع باقيمانده بر روي رسوب نيـز برداشـته و          

 درجـه   75ليتر اتانل      ميلي 1به رسوب حاصل،    
 مرتبه با وارونـه كـردن لولـه، بـه           10اضافه و 

 دقيقــه در 5بــه مــدت . خــوبي مخلــوط شــد
رويـي    هزار دور در دقيقه سانتريفوژ و مـايع         ده

.  تكـرار گرديـد  تخليه و مجـدداً مرحلـه فـوق    
رويي تخليه و با وارونـه كـردن لولـه بـر              مايع

هـاي باقيمانـده      روي دستمال كاغذي، الكـل    
 دقيقـه   5خارج و لوله حاوي رسوب به مـدت         

ــرارت  ــانتي65در ح ــه س ــت  درج ــراد، جه    گ
رسـوب  .  قـرار داده شـد     DNAخشك كردن   

 و در   30هـاي سـرم در         مورد نمونه  حاصل در 
 ميكروليتـر   100ي در هاي باكترياي   مورد نمونه 

ــداري    ــت نگه ــا جه ــتريل ي ــونيزه اس آب دي
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   ...PCR به وسيله روماتوييديماران آرتريت  مايكوپلاسماها در سرم بDNAشناسايي   182

 

 1386تابستان،2؛ شماره25دوره/مجله علمي سازمان نظام پزشكي جمهوري اسلامي ايران 

 حـل   =8pHبـا    mM 10طولاني در تـريس     
باتوجه به نـوع روتـور بـه كاررفتـه در           . گرديد

،گـاه تـا    DNAاغلب سانتريفوژها مقـداري از      
 درصد به جدار ديواره لولـه متـصل         50ميزان  

 لذا بهتـر اسـت تـا ارتفـاعي از           ؛ماند  باقي مي 
 ميكروليتر حلال   100 استفاده از    ديواره لوله با  

 هاي انساني و موشي از سلول. نهايي شسته شود
  . استخراج شدDNAهم به طريق فوق، 

DNA هــــاي   ژنوميــــك بــــاكتري
غيرمايكوپلاسمايي از طريق جوشاندن همراه     

 100بــا دترجنــت غيريــوني ترايتــون ايكــس 
يـك  .  بدين طريق بدسـت آمـد      ،)يك هزارم (

 ميكروليتر  50نظر را در    كلني از باكتري مورد     
از آب دو بار تقطيـر اسـتريل ديـونيزه حـاوي           

، سوسپانـسيون كـرده و      100ترايتون ايكـس    
 ميكروليتر روغن معـدني اسـتريل بـه آن          50

 دقيقه در دماي    15سپس به مدت    . اضافه شد 
بعـد از سـانتريفوژ در     .  حرارت داده شد   جوش،

g 000/14     دقيقـه سـانتريفوژ و      15 به مـدت 
 از مايع رويي رسـوب و        ميكروليتر 40 ،سپس

از اين  . زير روغن، به لوله جديد منتقل گرديد      
DNA   ــو ــوان الگ ــه عن ــدي ب  در مراحــل بع

 ژنوميك انـسان نيـز بـه        DNA. استفاده شد 

  . استخراج گرديدDNG Plusوسيله كيت 
 به دست آمده بـا      DNA ميكروليتر از    10
 ميكروليتر بـافر    2 با استفاده از     ،DNGروش  
.  درصد الكتروفورز شد   1ما در ژل آگاروز     راهن

هم چنين با استفاده از اسپكتروفتومتر ميـزان        
 نـانومتر و نـسبت      260جذب در طـول مـوج       

 ) 6/1 - 8/1خلـوص آن    ( آن نيز    280به260
  . به دست آمد

پرايمرهـاي    :PCRپرايمر و شـرايط     
مــورد اســتفاده در ايــن مطالعــه، پرايمرهــاي 

، MGSO ]22 و   GPO-3مخصوص جـنس    
 GPO-3است كه پرايمر جلـويي يعنـي        ] 24

ــزودن دو     ــق اف ــه از طري ــن مطالع آن در اي
ــد  ــرد   5' در GTنوكلئوتي ــدا ك ــر پي  آن تغيي

  ). 1جدول (
 ژنوميـك حاصـل     DNA ميكروليتر از    5

، بـا اسـتفاده   PCR ميكروليتري   25درميكس  
ــي مخــصوص   ــويي و عقب ــاي جل از پرايمره

بـا  ، S rRNA 16نواحي مشترك يا همسان 
يك ميكروليتر  ( ميكرومول   4/0غلظت نهايي   

 ميكروليتـر از    5/2،  )مـولار   از غلظت ده ميلـي    
ــافر  ــيناژن) (PCR) X10بــــ  5/1، )ســــ

ــولار ميلـــي  mM50از غلظـــت  (MgCl2مـ

 dNTPمـولار مخلـوط        ميلي 2/0،  ))سيناژن(
)mM10) (ــيناژن ــتفاده از  ) سـ ــا اسـ  2و بـ

ـــزيم  ـــد آنـــ ، Taq (5µ/1uL)واحــــــ
)Taq DNA Polymeraseــيناژن و )  سـ

گـراد     درجـه سـانتي    94هـاي حرارتـي       چرخه
  گـراد     درجـه سـانتي    94دودقيقه يك سيكل،    

 72 ثانيه و    20گراد     درجه سانتي  70 ثانيه،   30
 سـيكل   40 ثانيـه وطـي      20گراد    درجه سانتي 

PCR     دقيقه، تكثيـر    7 و پليمريزاسيون نهايي 
 272 با سايز مورد نظر      PCRمحصول  . يافتند
باز، در كنار سايز ماركر و كنترل مثبـت         جفت  

ــا 2و منفــي، بــرروي ژل آگــاروز   درصــد و ب
 بررسـي   UVاستفاده از اتيديوم برومايد ونـور       

  .گرديد
-PCRساخت كنترل مثبت از طريق      

CLONING :  عمــل كلــون كــردن قطعــه
 T/A جفت بـازي بـا اسـتفاده از كيـت     272

Cloning  ــانس و ــاني فرمنت ــور كمپ  در وكت
pTZ57R بـه طـور    . ين كيت، انجام گرفت    ا

 مورد نظـر را     PCRخلاصه در ابتداً محصول     
ــان از   ــس از اطمينــ ــرده و پــ   روي ژل بــ
ــل     ــراي عم ــستقيماً ب ــودن آن، م ــالص ب خ

سـپس بـا اسـتفاده از       . كلونينگ استفاده شـد   

   مايكوپلاسماها DNA ترادف پرايمرهاي مورد استفاده جهت تكثير - 1جدول 
Sequence(5’------3’)   
SHAH-GPO-3, 5'-GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT-3’ Forward Primer 

MGSO, 5’-TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3’ 
 

Reverse Primer 
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     183             و همكاران       حسيني                  دكتر محمدحسن شاه  

  

هـاي     اين كيـت، سـلول     C-mediumمحيط  
 باكتري اشريـشياكلي    DH5-alfaمستعد سويه   

ــد ــاده گردي ــ.آم ــا Ligationل  ســپس عم  ب
مخلـوط   .مذكور انجام گرفت استفاده از كيت

لايگيشن به مدت چهار ساعت در دماي اتاق        
بعـد طـي    . انكوبه شـد  ) گراد   درجه سانتي  22(

پروتكل كيت، مرحله ترانسفورماسيون انجـام      
هاي سفيد بر روي پليت حـاوي        كلني. گرفت
-Xمـادة  به عـلاوه  ) µg/ml 50(سيلين   آمپي

Gal   و IPTG هاي سفيد    كلني. نتخاب شدند  ا
سـپس بـه    . باشـند   حاوي ژن مورد نظـر مـي      

هـاي سـفيد     عـدد از كلنـي  10صورت راندوم  
انتخاب گرديده و كشت خطي بر روي پليـت         

LB agarسيلين داده شد و مجدداً   واجد آمپي
ــه صــورت ºC37در  ــه over night ب  انكوب

پس از اين مدت يك يا دو كلنـي بـه           . گرديد
 ميكروليتـر آب    50 حـاوي    cc5/1هـاي     تيوب

يك قطره روغـن معـدني      . ديونيزه اضافه شد  
استريل نيز به آن افزوده و به شدت ورتكـس          

ها با پارافيلم بسته شد        تيوب بسپس در . گرديد
 شـدند   دقيقه در حمام آب جوش قـرارداده       15و  

هـا پـاره و پلاسـميد خـارج           تا غشاء بـاكتري   
هــا بــه مــدت يــك دقيقــه در  تيــوب. گــردد

ــرعت  م ــا س ــانتريفوژ ب  دور در 12000يكروس
رويي   دقيقه سانتريفوژ گرديده و سپس از مايع      

 بـا مـواد و      PCR.  استفاده گرديد  PCRبراي  
مقادير ذكر شـده قبلـي انجـام داده شـــد و            

ــارز  ــر روي ژل آگ ــصول ب ــشاهده %2مح ، م
ها واجد قطعه مـورد نظـر         تمامي كلني . گرديد

م بـــوده، لـــذا دو عـــدد از آن هـــا بـــه نـــا
pSHA272-1   و pSHA272-2    به صـورت 

ليزقليايي، راندوم انتخاب و با استفاده از روش        
در مرحلـة بعـد     . از آنها پلاسميد استخراج شد    

PCR        را با استفاده از پلاسميدهاي اسـتخراج 
شده، انجام داده و محصول بر روي ژل آگارز         

از پلاسميدهاي حاصـل    . بررسي گرديد % 5/1
طـور جهـت      همـين  به عنوان كنترل مثبـت و     
  . تعيين توالي، استفاده شد

جهــت بررســي : حــساسيت و ويژگــي
، از دو   حساسيت جفت پرايمرهاي به كار رفته     

ــد ــتفاده شـ ــت از -1: روش اسـ ــه رقـ  تهيـ
سوسپانسيون مايكوپلاسما پنومونيه بـا واحـد       

 DNA مشخص، استخراج    (CFU)ساز    كلني
ــت ــون   از رقــ ــام آزمــ ــا و انجــ    PCRهــ

 و  pSHA-272-1ميد  سـازي پلاس ـ     رقيق -2
هــاي حــاوي   بــر روي محلــولPCRانجــام 

  .مقادير مشخص از پلاسميد
آزمون ويژگي هـم بـا اسـتفاده از تعـداد           

هــــا ماننــــد  زيــــادي از ميكروارگانيــــسم
اســتافيلوكوكوس اورئــوس، اســتافيلوكوكوس 
ــوژنز،   ــترپتوكوكوس پيـ ــديس، اسـ اپيدرمايـ
اســــترپتوكوكوس پنومونيــــه، باســــيلوس 

وس ميكويئــدس، كورينــه ســوبتيليس، باســيل
، انتروكوكـوس   sp، كلاسـتريديوم  spباكتريوم

 ،spفكـــاليس، اشريـــشيا كلـــي، ســـالمونلا
، هليكوباكتر پيلوري و    sp، پروتئوس spشيگلا
هــاي يوكــاريوت   ســلولDNAطــور  همــين

  .پست، رت و انسان انجام شد

  يابي توالي
 در جهت جلويي با اسـتفاده       DNAتوالي  

يك ترميناتور رنگي   از امكانات سكانس اتومات   
 Dideoxy-Chainبـه روش خـتم زنجيـره    

Terminationانجام و محصول، تأييد گرديد  .  
  
  

     نتايج   
در اين مطالعه سعي شد روشي مولكـولي        

حـضور  با حساسيت بالا جهت پي بـردن بـه          
 Anti-CCPهاي    سرممايكوپلاسما در نمونه    
طـور    هاي سالم و همين     مثبت و منفي، كنترل   

طراحي كنيم؛ لذا با تغييـر  ، RAد مبتلا به  افرا
 و اضافه كـردن دو      GPO-3دادن پرايمرهاي   

ــاز در ابتــداي آن  و نزديــك كــردن دمــاي ب
ــر  ــسبيدن پرايمـ ــه SHAH-GPO-3چـ  بـ

MGSO،         حساسيت و در عين حـال ويژگـي 
طـور بـا افـزايش       همـين . آن را افزايش داديم   

هـاي    دماي چسبيدن پرايمرهـا بـه سـكانس       
، شرايط سختي را نيـز      )C º70حدود  (مكمل  

 انـواع و  S rRNA 16سـكانس  . بالا بـرديم 
هـــاي مايكوپلاســـمايي را از  اقـــسام گونـــه

GeneBank      بدست آورده و پرايمرهاي تغيير 
هـاي    ها و شـماره     يافته را براساس اين ترادف    

 بررسـي  ،(Accession number)دسترسـي  
 و  GPO-3بنابراين با تغييـر پرايمـر       . نموديم

ــتفاده ازSHAH-GPO-3طراحــي  ــا اس   و ب
DNA  ــاي ــههــ ــما پنومونيــ ، مايكوپلاســ

ــما ارال،  ــينوويه، مايكوپلاس ــما س  مايكوپلاس
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مايكوپلاســـما آرجينينـــي، مايكوپلاســـما   
ــاروم،   ــما گالينــ ــورينيس، مايكوپلاســ هيــ
مايكوپلاسما گـالي سـپتيكوم، مايكوپلاسـما       

ــا، اوره    ــما آگالاكتي ــه، مايكوپلاس اوياپنوموني
آليتيكـــوم و اكـــول پلاســـما آپلاســـما اوره 

بـا  .  را بهينه نمـوديم    PCRليدلاوي، تكنيك   

تمام مايكوپلاسماهاي مورد آزمـايش، جفـت       
 272پرايمر مورد استفاده منتج بـه محـصول         

  ). 1شكل (جفت بازي گرديد 
در ايـــن مطالعـــه ســـعي شـــد از روش 

 ساده و سريع استفاده شـود؛       DNAاستخراج  
. گرديــد اســتفاده DNG Plusلــذا از كيــت 

 اين بررسـي،    DNAبنابراين مرحله استخراج    
  .روشي سريع و نسبتاً حساس است

جهت بررسـي و تأييـد ويژگـي سـنجش          
PCR       مخصوص گروه مايكوپلاسـما، قطعـه 
 و pTZ57R جفــت بــازي در پلاســميد 272

 كلـون و    DH5-alfaباكتري اشريـشيا كلـي      
-pSHA272 و pSHA272-1پلاسميدهاي  

 ايــن پلاســميد از). 2شــكل ( ســاخته شــد 2
حاوي اينـسرت، بـه عنـوان كنتـرل مثبـت و           

. طور جهت تعيين ترادف استفاده گرديد       همين
هاي موجود از طريق  ترادف حاصل با سكانس 

،مطابقـــت داده شـــد و   BLASTبرنامـــه 
Identityحــدود صددرصــد بــه دســت آمــد  .

هاي   بنابراين نتايج تعيين ترادف ما با سكانس      
  . داشتموجود در بانك ژني مطابقت

ــون، از     ــساسيت آزم ــابي ح ــت ارزي جه
پلاسميد حاوي اينـسرت بـا تعـداد مـشخص          
اســتفاده شــد و بــدين ترتيــب از طريــق     

ــت ــاوي اينــسرت،     رق ــازي پلاســميد ح س
 كپـي در نمونـه      10حساسيت تـست در حـد       

حـساسيت از   . مورد آزمـايش بـه دسـت آمـد        
ــق ــق رقي ــما   طري ــشت مايكوپلاس ــازي ك س

ني مـشخص هـم     پنومونيه با واحد سازنده كل    

-SHAH بـا اسـتفاده از پرايمرهـايPCR آگاروز ژل الكتروفورز نتايج تكثيـر-1شكل

GPO-3 و MGSO:  ســايز مــاركر  -9 و 1 ســتون bp DNA Ladder 100) فرمنتــاس( ، 
 مايكوپلاسـما  -4هيورينيس، سـتون   مايكوپلاسما -3 مايكوپلاسما آرجينيني، ستون     -2ستون  

 مايكوپلاسما  -7 اكولپلاسما ليدلاوي، ستون     -6 مايكوپلاسما فرمنتاس، ستون     -5ارال، ستون   
   ).TBE 0.5Xو بافر % 2آگاروز ( كنترل منفي -8پنومونيه، ستون 

 

 جفـت بـازي كلـون شـده و سـاخت پلاسـميدهاي              272 قطعـه    PCR نتـايج    -2شكل
pSHAH272-1 و pSHAH272-2 :  

 و 2 كنترل مثبت، سـتون  -1، ستون )فرمنتاس (bp DNA Ladder 100 سايز ماركر -Mستون 
آگـاروز  ( كنترل منفي    -4، ستون   pSHAH272-2 و   pSHAH272-1 پلاسميدهاي به ترتيب     -3
   ).TBE 0.5Xو بافر % 2
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     185             و همكاران       حسيني                  دكتر محمدحسن شاه  

  

ــد   ــشابهي بدســت آم ــايج م   انجــام شــد و نت
  ).3شكل (

-SHAHدر آزمون ويژگـي پرايمرهـاي       

GPO3 و MGSO  هـــــيچ محـــــصول ،
هـاي     بـاكتري  DNAبا  ) bp 272(اي  خواسته

هاي   غيرمايكوپلاسمايي مانند ميكروارگانيسم  
اســتافيلوكوكوس اورئــوس، اســتافيلوكوكوس 
ــوژنز،   ــترپتوكوكوس پيـ ــديس، اسـ اپيدرمايـ

ترپتوكوكوس پنومونيــــه، باســــيلوس اســــ
سوبتيليس، و باسيلوس ميكوئيـدس، كورينـه       

، انتروكوكـوس   sp، كلاستريديوم   spباكتريوم  
، شـيگلا   spفكاليس، اشريشيا كلي، سالمونلا     

sp  پروتئـــوس ،sp  هليكوبـــاكترپيلوري، و ،
ــين ــور  همـ ــوش و  DNAطـ ــسان و مـ  انـ

ــسس    ــد ساكارومي ــست مانن ــاي پ يوكاريوته
، كانديـدا آلبيكـنس،     spيلوسسرويزيه، آسپرژ 

، جفـت   C º 70در دماي چسبيدن    . ديده نشد 
  پرايمر مـورد بررسـي، يـك بانـد اختـصاصي           

هـــاي  بـــاز بـــا همـــه گونـــه   جفـــت272
طور بـا     مايكوپلاسمايي مورد آزمايش و همين    

  . هاي موليكوتس ايجاد نمود همه گونه
فقط يك بخش، يعني نوكلئوتيدهاي مـا       

 S rRNA 16نس  سـكا 1055 تـا  1029بين 
مايكوپلاسماها پتانسيل و معيارهاي مناسـب       
ــنس را دارد    ــصوص ج ــر مخ ــت پرايم . جه

ــا ســكانس   ــن بخــش ب  rRNAمطابقــت اي
ــسم، كلروپلاســت  ــدين ميكروارگاني ــا و  چن ه

هـا مؤيـد تعـداد زيـادي         طور يوكاريوت   همين
كـه  ( ايـن بخـش      5'اتصال ناجور در قسمت     

)  اســتMGSO پرايمــر 3'مطــابق انتهــاي 
اطلاعات بدست آمده از تطبيق ايـن       . باشد مي

ــسم، شــامل   ــدين ميكروارگاني ــا چن بخــش ب

هاي خويـشاوند و منـسوب بـا          اعضاي جنس 
ــترپتوكوكوس،  ــماها، يعنـــي اسـ مايكوپلاسـ
لاكتوباســيلوس، باســيلوس، كلاســتريديوم و 
اريزيپلوتريكس تأييدكننده اين موضوع اسـت      
. كه اختلافات زيادي ما بين آنهـا وجـود دارد         

هـاي    طور تطبيق اين بخـش بـا گونـه          مينه
متعدد موجود در موليكوتس، مويد هومولوژي      
و اختلافات كم، در حد يك يا دو نوكلئوتيد و          

 3 'آن هم به طور غيرمتمركز و دور از ناحيـه    
بنابراين اعـضاء   . باشد  پرايمر طراحي شده، مي   

نس موليكــوتس بــه وســيله كــاربرد ايــن جــ
در ضــمن، ايــن . گردنــد پرايمــر، تكثيــر مــي

ها بيانگر اين موضوع هم هـستند كـه           تطبيق
ــه جــنس    ــه منحــصر ب ــار رفت ــه ك پرايمــر ب
مايكوپلاسما نمي باشد و اعـضاء جـنس اوره         
آپلاسما، اسپيروپلاسما و اكول پلاسما نيز در       

 S rRNAاستفاده از اين پرايمرهـاي بخـش   
به دليل اين كه فقط يك      . يابند  ، تكثير مي  16

بخش مخصوص مايكوپلاسما تعيين هويـت      
 بــه Shah-GPO3شــد، لــذا اليگونوكلئوتيــد 

، در جفت پرايمـر مخـصوص   5'عنوان پرايمر   
  .جنس، مورد استفاده واقع شد

جهت تشخيص عفونت مايكوپلاسـمايي     
، از  مثبــــتAnti-CCPدر ســــرم افــــراد 

. استفاده نموديم پرايمرهاي مخصوص جنس،    
 جنس مايكوپلاسما در 16S rRNAسكانس 

 مثبـت  Anti CCP نمونـه  100 مـورد از  12
ــورد از 4، %)12( ــه100 م  Anti CCP نمون

ــورد از 10، %)4(منفــي  ــاليني 91 م ــه ب  نمون

انـت  هاي مشخص كلني ك    بهينه شده با استفاده از نمونهPCR آزمون حساسيت    -3شكل
   : ) مشخصCFU(شده 

 2 كنترل مثبـت، سـتون   -1، ستون )فرمنتاس (bp DNA Ladder 100 سايز ماركر - Mستون 
 CFU (-3، سـتون  )CFU 31250 (2هـاي مـشخص و بـه ترتيـب سـتون              حاوي نمونه  8الي  

ــتون )6250 ــتون )CFU 1250 ( -4، ســ ــتون )CFU 250 ( -5، ســ  ، )CFU 50 (-6، ســ
   ).TBE 0.5Xو بافر % 2آگاروز ( كنترل منفي -9، ستون )CFU 2 (-8ن ، ستو)CFU 10 (-7ستون 

 

www.SID.ir [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

ci
ri

.ir
 o

n 
20

25
-0

5-
13

 ]
 

                             8 / 14

https://jmciri.ir/article-1-1135-fa.html


Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  
   ...PCR به وسيله روماتوييديماران آرتريت  مايكوپلاسماها در سرم بDNAشناسايي   186

 

 1386تابستان،2؛ شماره25دوره/مجله علمي سازمان نظام پزشكي جمهوري اسلامي ايران 

 نمونه  100و يك مورد از     %) 11حدود  (مثبت  
سرم كنترل سالم مـورد آزمـايش بـه وسـيله           

PCR    از طريـق     مخصوص جنس بهينه شده ،
ــشخيص داده شــد   ــه صــحيح، ت ــر قطع تكثي

ــكل ( ــاران   ). 4-6شـ ــين بيمـ ــسه بـ مقايـ
ــت ــد آرتري ــا   روماتويي ــاليني ب ــده ب ــد ش  تأيي

بـا تـست دقيـق فيـشر و         (هاي سـالم      كنترل
003/0 P = (هـاي   طور نمونه و همينAnti-

CCP   با تست دقيـق فيـشر و       ( مثبت با منفي
038/0 P = ( و ياAnti-CCP مثبت با گروه 
بـا تـست دقيـق فيـشر و         (هاي سـالم      ترلكن

002/0 P =( داري را از لحـاظ   ، تفاوت معنـي

نتايج تكثير در بيماران زن و      . آماري نشان داد  
در اين مطالعه تنهـا از      . مرد شبيه يكديگر بود   

پرايمرهاي مخـصوص جـنس مايكوپلاسـما       
ــت     ــژه جه ــاي وي ــد و پرايمره ــتفاده ش اس

  . هاي شايع به كار نرفت گونه
  
  

    بحث  
ــندرم      ــلي سـ ــت اصـ ــه علـ ــر چـ اگـ

اي از ابهـام       هنـوز در هالـه     روماتوييـد  آرتريت
 امـا عوامـل عفـوني معمـولاً در ايجـاد            ؛است

ــاري ــد    بيم ــت دارن ــودايمني دخال ــاي خ . ه
هاي پاتولوژيك و كلينيكي قابل توجه        شباهت

هـاي    مابين برخـي عوامـل عفـوني در گونـه         
هــاي روماتيــسمي  حيــواني و برخــي بيمــاري

، روز بـه روز     روماتوييـد ني مانند آرتريـت     انسا
بيشتر تحقيق روي عوامل ميكروبـي مـسبب        

ليـست  .  موجب گرديده اسـت    ،اين بيماري را  
ــسم  ــويلي از ميكروارگانيـ ــامل   طـ ــا شـ هـ

هـوازي،    اي هـوازي و بـي       هـاي روده    باكتري
چندين ويـروس و مايكوپلاسـما، بـه عنـوان          

. انـد   عوامل دخيل در اين بيماري فرض شـده       
چه چند مطالعه آغـازين بـر روي عوامـل          اگر  

عفوني مسبب، اين ظن را تقويت نكرد؛ ولـي         
 بسيار جذاب   RAمفهوم ماشه ميكروبي براي     

اخيـراً شـواهدي در افـزايش نقـش         . نمود  مي
آرتريـت بدسـت    ابـتلا بـه     مايكوپلاسماها در   

  ]. 26، 25، 8، 7، 5[آمده است 
ــي،   ــن بررســ ــنس DNAدر ايــ  جــ

 مثبت با استفاده از پرايمرهاي Anti-CCPهاي نتايج آگاروز ژل الكتروفورز نمونه-4شكل
SHAH-GPO-3 و MGSO:   سـتون M -   سـايز مـاركر bp DNA Ladder 100)  فرمنتـاس( ،

 آنهـا مثبـت   PCR مثبتي كه    Anti-CCPهاي     نمونه - 7 و   5 الي   2 كنترل مثبت، ستون   - 1ستون
 كنتـرل   - 8 آن منفي شده است، ستون       PCR مثبتي كه    Anti-CCP نمونه   - 6شده است، ستون  

  )TBE 0.5Xو بافر % 2آگاروز (منفي 

فاده از پرايمرهـاي    هاي كنترل سالم بـا اسـت       نتايج آگاروز ژل الكتروفورز نمونه-5شكل
SHAH-GPO-3 و MGSO: ســتون M - ســايز مــاركر bp DNA Ladder 100) فرمنتــاس( ،

 آنها منفي شده اسـت،      PCRهاي كنترل سالم كه        نمونه -5 الي   2 كنترل مثبت، ستون     -1ستون
% 2آگاروز ( كنترل منفي -7 آن مثبت شده است، ستون      PCR نمونه كنترل سالمي كه      -6ستون

 ).TBE X5/0و بافر 
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     187             و همكاران       حسيني                  دكتر محمدحسن شاه  

  

-Antiهـاي     ي از سـرم   مايكوپلاسما در تعداد  

CCP   96اين آزمون داراي ويژگـي      ( مثبت %
 روماتوييــدجهــت آرتريــت % 78و حــساسيت 

اگر چه تعداد نمونه ها     . شناسايي گرديد ) است
در اين مطالعه كافي اما زياد نبود ولي بـا بـه             

، موفـق بـه     PCRكار بـردن تـست حـساس        
% 12 مايكوپلاسما در حـدود      DNAشناسايي  

% 4نسبت بـه    ( مثبت   Anti-CCPهاي    نمونه
ــه ــاي  در نمون ــيAnti-CCPه % 11و )  منف

نسبت به  ( باليني   روماتوييدهاي آرتريت     نمونه
ايـن اعـداد از     . شـديم ) هاي سـالم    كنترل% 1

ايـن  . باشـند   دار مـي    لحاظ آماري كاملاً معني   
ــر روي   ــشابهي بــ ــات مــ ــر مطالعــ   اواخــ
مايع سينوويال، خون كامل و بافـت مفـصلي         

لــف مولكــولي، كــشت و هــاي مخت بــه روش
در ]. 27-29[ايمونولوژيك انجام شـده اسـت    

يــك مطالعــه جهــت شناســايي عفونــت     

ــه   ــتلا بـ ــاران مبـ ــمايي در بيمـ مايكوپلاسـ
 جنس مايكوپلاسـما    DNA،  روماتوييد آرتريت

بيمــاران مــورد مطالعــه، بــا % 6/53در خــون 
ــتفاده از  ــصوص  PCRاس ــاي مخ  و پرايمره

بته در ال.  مشاهده گرديدS rRNA 16جنس 
ــه اي از روش ســاترن هيبريديزاســيون  مطالع

 اسـتفاده شـد     PCRجهت شناسايي محصول    
ــساس   ــب حـ ــه مراتـ ــه بـ ــر از روش  كـ   تـ

آگاروز ژل الكتروفـورزيس مـورد اسـتفاده در         
  ]. 5[اين مطالعه است 

در اين مطالعه سعي شده است يك سـنجش         
PCR         بر پايـه پرايمرهـاي مخـصوص گـروه 

 كـه  S rRNA 16مايكوپلاسما و هدف ژني 
بـر  . مقاصد فوق را مهيا كند، توسعه داده شود       

 S rRNA 16هـاي   اين مبنا با انتخاب سكانس
بنــدي و  تعــداد زيــادي مايكوپلاســما و صــف

هـاي    تجزيه و تحليل كامپيوتري با سـكانس      

-Shah-GPOديگر پروكاريوتها، پرايمرهاي    

 in-vitroتكثيـر  .  انتخاب شدند  MGSO و   3
 ـ  PCRبه وسيله    ا اسـتفاده از ايـن جفـت         و ب

ــر ســكانس اعــضاء   ــه تكثي ــتج ب ــر، من پرايم
موليكوت ذكر شده در بالا و عدم تكثير هـيچ          

هـا گرديـد و      نوع محصول با ساير پروكاريوت    
البتــه در ايــن بررســي، مناســب بــودن ايــن  
پرايمرهــا جهــت تــشخيص مايكوپلاســما در 

در عـين حـال     . هاي باليني ثابت گرديد     نمونه
 حاضر به وسيله تكنيـك   PCRنتايج سنجش   

شـده  بهينه  شرايط  . تعيين ترادف تأييد گرديد   
اين مطالعه سبب توليد آمپليكون اختـصاصي       
با درجه بالايي از ويژگي و حساسيت و بـدون   

اي ماننــد مطالعــه  هــيچ محــصول ناخواســته
Dussurget ،Van Kuppeveld و Haier 

  . گرديد] 30، 22، 5[
بيمـاران  هاي مايكوپلاسـمايي در       عفونت
ــاري ــا بيم ــد   ب ــف، مانن ــابي مختل ــاي الته ه

ــدوكارديت  ــا ]32[، پريكارديـــت ]31[انـ ، يـ
هـاي    ، جايي كـه پديـده     ]33[انسفالوميليتيس  

ايمونولوژيك و اتوايمونولوژيـك بـه صـورت        
اگر چـه   . همراه وجود دارد، گزارش شده است     

ها خوب مـشخص نـشده،        اساس اين عفونت  
ولــي روشــن اســت كــه چنــدين گونــه      

زا در ارتباط نزديك بـا        يكوپلاسماي بيماري ما
هـاي ميزبـان درآمـده و از ايـن            سطوح سلول 

طريق در ماشـين ژنتيكـي ميزبـان، رنـگ و           
. دننماي  آميز ايجاد مي    رويي فريبنده و سفسطه   

عقيده بـر ايـن اسـت ايـن تغييـر فنوتيپيـك             

بـا  هاي آرتريـت روماتوييـد بـاليني مثبـت نتايج آگاروز ژل الكتروفورز نمونه-6شكل
 bp DNA سـايز مـاركر   - M سـتون   :MGSO و SHAH-GPO-3اسـتفاده از پرايمرهـاي   

Ladder 100) هـاي    نمونـه -5 الـي  2 كنترل مثبـت، سـتون      -1، ستون )فرمنتاسPCR  ،مثبـت 
 ).X 5/0 TBEو بافر % 2آگاروز ( كنترل منفي -6ستون
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سطوح، نقش مهمي در برقـراري و پايـداري         
وانايي طفره  عفونت مايكوپلاسما، به واسطه ت    

طـور    و گريز از سيستم ايمني ميزبان و همين       
هـاي    تطبيق با تغييرات سريع شرايط زيستگاه     
نمايـد    كوچك موجود در ميزبـان، بـازي مـي        

هاي غيراختصاصي مـا بـين        در واكنش ]. 34[
 دلالــت بــر  ،Bمايكوپلاســماها و لنفوســيت 

ــه   ــدايت آن ب ــالاً ه ــاري و احتم ــاتوژنز بيم پ
ــنش ــود اي واك ــاي خ ــي  ه ــان ايمن ــن، نوس م

(modulation of immunity)يــــا / و
]. 35[پيشرفت و توسعه زخم در بيمـاري دارد       

پتانسيل و نقش مايكوپلاسما در انواع مختلف       
هاي مفصلي، هنوز ناشناخته است، اما        بيماري

اين عوامل، فاكتور يا كوفاكتور مهمي در ابتلا        
 بنابراين، ارتباط . ها هستند   به اين نوع بيماري   

هاي مايكوپلاسمايي و     پيچيده ما بين عفونت   
سيستم ايمني ميزبان، حداقل مسئول بخشي      

هاي التهابي رومـاتولوژيكي      از پاتوژنز بيماري  
 داده اسـت    ها نشان   براي مثال، بررسي  . باشد  مي

هـاي    در مدل ] 36[مايكوپلاسما آرتريتيديس   
ــه شــدن آرتريــت   ــواني موجــب برانگيخت حي

عـلاوه، ايـن گونـه      بـه   . گـردد   خودايمن مـي  
هـاي    مايكوپلاسمايي موادي ماننـد راديكـال     

كنـد كـه      كننده، ترشح مـي     اكسيژن و مواد تجمع   
 مورف نوكلئر مؤثر بوده     هاي پلي   روي گرانولوسيت 

 داده است   چندين مطالعه نشان  . كند  و عمل مي  
بـه  هـاي مايكوپلاسـمايي منجـر         كه عفونـت  

يـتوكين  ــزان سـ ــزايش مي ــيش اف اـبي هـاـي پ   التهـ
(Pro-infammatory cytokines) ــد ، مانن

بنـابراين،  . گردنـد    مي 6 و   4،  2،  1اينترلوكين  
هاي   مايكوپلاسما آرتريتيديس و احتمالاً گونه    

ــده     ــشي از پدي ــسئول بخ ــن م ــر ممك ديگ
 و پيـشرفت    RAخودايمني در فازهاي اوليـه      

يـا  (پاسخ ايمنـي نـاقص يـا نابجـا          . آن باشند 
بـراي  ) هاي در زير قـرار گرفتـه        ديگر عفونت 

هـاي     و ديگر بيمـاري    RAتوسعه و پيشرفت    
  ]. 37[روماتيسمي، ممكن است ضروري باشد 
هـا بـه    بررسي نقش ديگر ميكروارگانيسم  

عنــوان عامــل و يــا كوفــاكتور در ايــن نــوع  
. هاي مزمن هنوز تحت بررسي اسـت        بيماري
هـاي مربـوط بـه شناسـايي ويـروس            گزارش

هاي   ونهابشتين بار يا سايتومگالوويروس در نم     
بـه  . سينوويال هنوز مورد بحث و آناليز اسـت       

ــحبت  ــلاوه صـ ــش   عـ ــم از نقـ ــايي هـ هـ
هـاي انتروپاتوژنيـك      ها و باكتري    رتروويروس

هـاي    تعيين هويت عفونت  .  شده است  RAدر  
ــمايي در بخــش ــي از  مايكوپلاس ــاي بزرگ ه

هـاي خـوني بيمـاران        زيرمجموعه لوكوسـيت  
RA    ــماها و ــه مايكوپلاس ــيه ك ــن فرض ، اي
نقش مهمـي   هاي مزمن     الاً ديگر عفونت  احتم

به عنوان يك كوفاكتور مهم در ابتلاء به اين         
ــشتيباني مــي ــد بيمــاري دارد را پ ــه . نماي البت

تحقيقات بيشتري جهت تبيـين نقـش بـالقوه         
، در مقايـسه بـا سـاير        RAمايكوپلاسماها در   

هاي التهابي مزمن     هاي آرتريت و بيماري     فرم
  ].39، 38[مورد نياز است 

اخيـــراً، مـــشخص شـــده اســـت كـــه  
بيوتيك مينوسـيكلين داروي مـؤثري بـر          آنتي

تتراســيكلين بــراي .  اســتRAروي درمــان 
ــدت ــط      م ــه توس ــت ك ــولاني اس ــاي ط ه

ها به عنوان يكـي از داروهـاي          روماتولوژيست
دليل اين كـه چـرا      . شود   استفاده مي  RAضد  

هـاي كلينيكـي      مينوسيكلين علائـم و نـشانه     
RA    امـشخص اسـت، امـا      كنـد، ن     را كم مـي
 به مينوسيكلين   RAهاي برخي بيماران      پاسخ

شايد ناشي از حـساسيت مايكوپلاسـماها بـه         
  ].40[تتراسيكلين باشد 

 بـا كـشت     PCRمقايسه ما بين تكنيـك      
 بـا   DNAآميـزي     هاي رنـگ    ميكروبي، روش 

ــوروكروم، و تكنيــــك  رنــــگ ــاي فلــ هــ
هيبريديزاسيون مؤيد اين موضـوع اسـت كـه         

PCR    ،سريع و كارآمـد اسـت      روشي حساس .
 هفته  1-4هاي كشت ميكروبي مستلزم       روش

بــه عــلاوه، . باشــند وقــت در آزمايــشگاه مــي
هــاي  دانــيم كــه هنــوز برخــي از ســويه مــي

هـاي زيـاد در       رغم پيشرفت   مايكوپلاسما علي 
هاي ميكروبي، غيرقابل رشـد و يـا بـه            كشت

) M. hyorhinisمانند (سختي و زحمت زياد 
در مطالعات مشابه كه از     ]. 41[نمايند    رشد مي 

هاي ديگر مثل     تكنيك كشت به همراه روش    
 اسـت  داده شده    استفاده شده، نشان   PCRروش  

كه تكنيك كشت داراي نتـايج منفـي كـاذب          
  . باشد زيادي مي
آميـزي    تـرين عيـب تكنيـك رنـگ         مهم

DNA  هاي فلوروكروم هـم، مـشكل         با رنگ
ايــن اشــكال از حــضور . تفــسير نتــايج اســت

هاي آلـوده كننـده يـا اسـيدنوكلئيك           يباكتر
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ــيگنال     ــاد س ــث ايج ــه باع ــده ك ــه ش تجزي
اي گـــشته و  فلوئورســـانس خـــارج هـــسته

ترتيـب حـضور مايكوپلاسـما را مخفـي           بدين
  ]. 41[شود  دارد، ناشي مي مي

بر ) سازي  دورگه(تكنيك هيبريديزاسيون   
اي پليمـراز     پايه همان اصول واكنش زنجيـره     

ــيدنوكل ( ــايي اسـ ــي شناسـ ــژهيعنـ   ) ئيك ويـ
  اگـر چـه هـر دو روش        . بنا نهاده شـده اسـت     

هايي هم    به طور نسبي سريع هستند، اما فرق      
بــه طــور مثــال گــاهي تفــسير نتــايج . دارنــد

 ؛شـود   هيبريديزاسيون به دلايلي مـشكل مـي      
هاي  بدين معني كه گاهي افتراق بين سيگنال     

هاي غيرويژه، بـه دليـل        مخصوص و سيگنال  
هـاي    ا بـين بـاكتري    حضور واكنش متقاطع م   
بنـابراين،  ]. 42[گـردد     گرم مثبت مشكل مـي    

نتايج مثبت هيبريديزاسيون، فقط زماني مورد      
استناد است كه كشت ميكروبي، هيچ باكتري       

مزيـت  . گرم مثبـت ديگـري را نـشان ندهـد         
 حـساسيت بـالاتر آن نـسبت بـه          PCRديگر  
حـساسيت  . سـازي اسـت     هاي دو رگه    تكنيك

 كـه   DNA بـا    rRNAروش هيبريديزاسيون   
 در ،باشــد  ارگانيــسم مــي104 تــا 103حــدود 

مــواردي مــانع از تــشخيص مايكوپلاســما در 
گردد و بنابراين موارد فوق مبين        نمونه ها مي  

 نــسبت بــه  PCRهــاي تكنيــك   برتــري
هــاي كلاســيك، خــصوصاً در مــواردي  روش

  .باشد است كه تعداد عامل در نمونه كم مي

ضاسازي هاي زيـاد و ف ـ      رغم مراقبت   علي
هاي تكثيري همچـون      مناسب جهت تكنيك  

PCR      باز امكان آلودگي با ،DNA   در سيستم 
تشخيص مولكولي وجود دارد كـه در نتيجـه         

البته تجربـه   . گردد  هاي كاذب مي    باعث مثبت 
داده اسـت كـه بـا اختـصاص فـضاها و              نشان

بيني شـده،     تجهيزات مناسب در زونهاي پيش    
  لـذا  . دگـرد   اين امكان به صـفر نزديـك مـي        

كنترل مثبت،  (هاي مناسب     كنترلكار بردن     به
در مراحـل   ) منفي و يـا نوعـاًَ كنتـرل درونـي         

ــه DNAمختلــف اســتخراج  ــر و مرحل ، تكثي
تشخيص، كمك شاياني به كاهش آلودگي و       

  ]. 21[نمايد  دادن آن مي نشان
  

  : نتيجه گيري
اگر چه هنوز اطلاعات كمي درباره نقش       

ــماها   ــالي مايكوپلاســ ــاتوژنز احتمــ در پــ
هـاي   هاي مزمن وجود دارد امـا يافتـه     بيماري

اين بررسي حداقل نقش احتمالي اين عوامـل        
را به صورت يـك فـاكتور همـراه يـا عامـل              

هـاي   بنـابراين، عفونـت  . نمايد تأييد مي ثانويه
مايكوپلاسمايي حداقل در بخـشي از پـاتوژنز        

RA  تـوان    به طور كلـي مـي     . باشد  ، دخيل مي
لاســيك تشخيــصي، بــه هــاي ك گفــت روش

صرف وقت زياد،   (هاي ذاتي     دلايل محدوديت 
حساسيت كم، نياز به مهارت و تجربه زيـاد و          

فاقـد  ) طور مراحـل دشـوار و پرزحمـت         همين

آل جهت شناسـايي      معيارهاي يك روش ايده   
ــا   ــيع موليكوته ــف وس ــماها(طي ) مايكوپلاس

هـاي مولكـولي همچـون        ولـي روش  . هستند
لئيك در شــرايط هــاي تكثيــر اســيدنوك روش

ــل ويژگــي  ــه دلي ــشگاه، ب ــي،  آزماي هــاي ذات
پتانسيل بالقوه و بالفعـل، كـاربرد فراوانـي در          
تشخيص عـواملي همچـون مايكوپلاسـماها       

نتايج اين مطالعه به طور روشني دلالت       . دارند
 بر مبناي   PCRبر اين نكته دارد كه سنجش       

  هــاي ثابــت و مــشترك موجــود در  ســكانس
S rRNA 16يك مفيد، ارزشـمند و  ، يك تكن

قابل اعتمـاد بـا حـساسيت، ويژگـي، دقـت و           
قابليـــت اعتمـــاد بـــالا جهـــت شناســـايي  

هاي مزمنـي ماننـد       مايكوپلاسماها در بيماري  
  . باشد  ميروماتوييدآرتريت 
  

  سپاسگزاري 
از خانم فاطمـه اخلاقـي، دكتـر محـسن          
لطفي و خانم سهيلا مرادي از موسـسه رازي         

ــي   ــرل كيفــ ــديريت كنتــ ــش مــ  و بخــ
شناســي بــراي در اختيــار گذاشــتن  ميكــروب

هاي مايكوپلاسما، آقاي دكتـر كـورش       سوش
دسـتيار  (هـاي آمـاري       كمالي جهـت مـشاوره    

تخصصي گروه اپيـدميولوژي و آمـار زيـستي         
ــران  ــوم پزشــكي ته ــشگاه عل ــشكر و )دان ، ت

  .نماييم قدرداني مي
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