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 چکیده:
 ، هیچ روش فنوتیپی برای تیپ بندی ژنیتالیوم مایکوپلاسمادلیل مشکلات زیاد جهت کشت هب ف:اهداو  زمینه

 فرصتی برای اهداف تیپ بندی ایجاد کرده است.  قابل دسترس بودن سکانس ژنوم کامل آنولی  .وجود نداردآن 

 در زنان مبتلا  PCR- RFLPبا  ژنیتالیوم مایکوپلاسماتعیین ژنوتیپ مولکولی شناسائی و این مطالعه جهت 

 انجام گرفت. های ژنیتال عفونتبه

 1341-44های طی سالدرمانگاه زنان بیمارستان حضرت رسول)ص( نده بهبیمار مراجعه کن 211 از :روش بررسی

آزمایشگاه ارسال شد. برای انجام به( PBS) بافر در هنونم شد. تهیه (واژن و سرویکس) از ناحیه ژنیتال ابسونمونه 

PCR- RFLP  هیاحبرای تکثیر ن ژنیتالیوم مایکوپلاسمااز یک جفت پرایمر اختصاصی bp842  16ژنS rRNA 

های مثبت تحت اثر آنزیم های، نمونهمحصول آن و سکانس کردن PCRد. بعد از انجام شاستفاده 

مشخص  ژنیتالیوم مایکوپلاسمادر نهایت ژنوتیپ  قرار گرفتند. AluI  ,Taq I, CacI8, BbsI EcoRI, محدودالاثر 

 گردید. 

 -PCRنتایج  ود.ب ژنیتالیوم مایکوپلاسماحاوی  PCR روشبه (%2/2) نمونه 11، ژنیتال نمونه 211از  :هایافته

RFLP   آنها با سکانس ژنوم سویه سکانس تمام و ندهمگی از یک ژنوتیپ بودنشان داد که G37  مایکوپلاسما

 مایکوپلاسماتایپینگ و شناسائی  توانایی CacI8الاثر دتنها آنزیم محدوهای فوق از بین آنزیم بود.یکسان  ژنیتالیوم

  شت. را دا ژنیتالیوم

یکسان  هایزولها شود. تماممی جدااز نمونه ژنیتال  مایکوپلاسما ژنیتالیوممطالعه حاضر نشان داد که : گیرینتیجه

 عفونتو  تی ژنتیکی وجود نداردیدر بین آنها هتروژنس ،لذا .مشاهده نشدتفاوتی  آنهاو در الگوهای آنزیمی  هستند

  باشد. منحصر بفردنتشار یک سویه تواند ناشی از ادر افراد مختلف می

 PCR-RFLP، ژنوتایپینگ،  ژنیتالیوم مایکوپلاسما کلید واژه:

mailto:rmirnejadreza@yahoo.com
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 مقدمه:
توزیه    ررتاهاپ تهاتو ن     درکدهد که   مطالعات نشان می

   هاررگانیسمتعیین رتیدمیولو ی میکر  زیرر .ضر ری رست

هها ککه    ههای کترهرپ تهاتو ن   طررحی ر ش ها ب عفونت

 ههایی ریز ل  کتدمیکتد. تایپیتگ تاتو ن مشخص یفرر رن م

نیز  ربسر  هسرتد، آیا رز نظر  نریکی  ک  رز نظر رتیدمیولو ی

ههای فتهوتیپی   در گذشر  رز  یژگهی  ؟باشتدهم مربوپ میب 

مانتد بیوتیپ، سر تیپ، باکرریوفا  یها باکرریوسهین تیهپ      

بیوتیهه  ت ههت تایپیتههگ   آنرههی حساسههیت بهه  رلگههوی 

های .  لی با تیشرفت ر ششدرسرفاده میها رگانیسممیکر ر

در تایپیتههگ ههها ریههن ر شمولکههولی در د  دههه  ر یههر،  

تورن با تایپیتگ مولکولی می رند.بسیار کارآمد شدهمولکولی 

ودگی های بیکارسهرانی، شتاسها ی مخهازن آله    شیوع عفونت

گیهاهی در میهی ،    تاتو ن هایناشی رز غذر یا رنرشار سوی 

 گاسیون با یه  بهاکرری   ژازی  نوتیپ  اص در کونتدرس

ها ب  ما آگهاهی  چتین رین ر ش. هم اص رر مشخص کرد

رصوپ رتیدمیولو ی   تکامل   رنرشار بسیاری رز  ی رزبیشرر

بتهدی  ز تیهپ دهتد. با رسهرفاده ر رر می ییهای باکرریابیکاری

تلوگیری رز شهیوع بسهیاری رز   ها با مولکولی در بیکارسران

ککه   عه   تامهای بیکارسرانی ب  رقرصاد   سلامت ونتعف

های مولکهولی که  بهرری تایپیتهگ     فتا ری. ودشمیشایانی 

 PFGE :ر نههد عاارتتههدرزبکههار مههیههها میکر ررگانیسههم

(Pulsed Field Gel Electrophoresis) ، 

آنزیکهی، آنهالیز تلاسهکیدها       های مرکهی بهر بهرش   ر ش

 . PCR (4-1)بتدی بررساس های تیپر ش

رز عورمل م م ریجاد کتتده  های تتاسلی یکیمایکوتلاسکا

بیکاری رلر ابی های شای   ر یتیت، سر یسیت   عفونت

(  Pelvic Inflammatory Disease:PIDلگن )

زریکان هسرتد.  –های زنان در زنان مررتع  کتتده ب  کلیتی 

سطوح د ب های سطیی  وررگانل  سیل  ها بمسرین ررگانی

قدرت بالای با توت  ب  .چساتدخاطی مجاری تتاسلی میم

کلونیزرسیون در رند سر یکس، رحرکاپ ریجاد عوررض 

 دنااپ   طر آفرین برری مادر   نوزردش رر ب

  ربرری ر لین با مایکوتلاسکا  نیرالیوم. (6 5)دررند

 ری اهای ردررری رز مجرز نکون  1891در ساپ 

 غیرگتوککی ریتردررری مردرن مارلا ب  ر رت

(Non-gonococcal urethritis (NGU))  تدر

های زیادی ب  شااهت مایکوتلاسکاید. رین گرد

، ر رتریت، PID  عامل  دررد مایکوتلاسکا تتکونی 

 .(7-11) رستسر یسیت   رند مرریت

دلیل مشکلات زیاد ت ت کشت  در حاپ حاضر ب

و ی ر ش فتوتیپی   سر ل ، هیچمایکوتلاسکا  نیرالیوم

 لی قابل دسررس بودن  . تود ندررد آنبتدی برری تیپ

سکانس  نوم کامل رین ررگانیسم فرصری رر برری 

 آن   شتاسا ی بتدیمارکرها برری رهدرف تیپ یتسرجو

های مولکولی ک  یکی رز ر ش. (11-14)ریجاد کرده رست

-میکرررگانیسمهک  رنورع بتدی شتاسا ی، تکایز   تیپبرری 

رسرفاده رز  رست. PCR-RFLPباشد، رسرفاده میها قابل 

رسرفاده در شتاسا ی   تکایز ررگانیسم بسرگی ب  فتا ریرین 

های   آنزیم PCRرز ترریکرهای  یلی ر رصاصی در 

رین مطالع  ت ت شتاسا ی   تعیین  .(1)مید درلاثر دررد

 -PCR ر ش با مایکوتلاسکا  نیرالیوم نوتیپ مولکولی 

RFLP  های  نیراپ رنجام گرفت. عفونتمارلا ب  در زنان 

 
 ها:مواد و روش

بیکار با علا م  112رین مطالع   در ها:ری نمونهوآجمع

-ب  1899تا ش ریور  1897ک  رز آذر  (1تد پ بالیتی )

درمانگاه زنان   زریکان بیکارسران درنشگاهی حضرت 

نیوه . رسوپ رکرم )ص( مررتع  کرده بودند، رنرخاب شدند

رفررد رین گون  بود ک  تس رز معایت    شرری  رنرخاب  

توس  مرخصص زنان   بررسی نرایج رزمایشگاهی آن ا   

 قال رز مررتع ، توس  سورب بیوتی  طیعدم دریافت آنری

های  ر ن نکون  سورب گرفت.گیری رز آن ا رنجام مینکون 
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بافر در میکر تیوپ حا ی تس رز تلقیح   سر یکس 

(PBS) شد. میعاً ب  آزمایشگاه ررساپ سری 

  :و انجام آن   PCRآماده سازی واکنش 

 high ها با رسرفاده رز کیترز نکون  DNAرسرخررج  

pure PCR template Preparation Kit     سا ت(

در  PCRرنجام شد.  رکتش ( کشور آلکان Rocheشرکت 

در نظر گرفر  شد. هر نکون  شامل  μL82حجم ن ا ی 

μL15 2X Master mix ککپانی  )سا تAmpliqon 

III  21.5حا ی درنکارک( کشورmM MgCl  ،μgr  1 

DNA  ،رلگوpmol12  رز هر ترریکرR,F  ( 1)تد پ  

  بود. μL82 آب مقطر د بار تقطیر رسرریل تا حجم

 

 نده توزیع فراوانی علائم در زنان مشكوك به ابتلا به مایكوپلاسماهای ژنیتال مراجعه کن :1جدول 

 به کلینیک زنان و زایمان بیمارستان  حضرت رسول)ص(

 درصد تعداد علامت

 5/01 22 سوزش

 2/00 22 خارش

 2/10 070 ترشح فراوان

 3/3 7 تکرر ادرار

 2/5 11 درد زير شکم

 9/22 132   واژينیت

 2/22 55  سرويسیت

 0/1 2  اندومتريک

PID 2 0/1 

 

 
 PCR-RFLP سکانس ترریکرها ت ت: 2جدول 

Primers                                          Oligonucleotide sequences 

MyUu F                                         5` - TGG   AGT    TAA    GTC    GTA   ACA   AG-3` 

MyUu R                                        5`-  CTG   AGA    TGT    TTC    ACT    TCA   CC-3` 

 
 

 

 84دقیق   5در دسرگاه ترموسایکلر شامل  PCRیتد فرآ 

 84ثانی  در  82سیکل  82دنااپ آن  گررد، بدرت  سانری

مرحل   گرردسانریدرت   56ثانی  در  62، گرردسانریدرت  

Annealing   62  در  گرردسانریدرت   71ثانی  در  

 رنجام گرفت. گرردسانریدرت   71دقیق  در  5ن ایت 

بود، ک  رز کشور  G37 مایکوتلاسکا  نیرالیومشاهد سوی   

 ت ی  شد.  Dohnدرنکارک   رز  طریق دکرر 

 :PCRآنالیز محصول 

رز رلکرر فورز در  پ  PCRبرری بررسی میصولات   

 ®SYBRبا رنگ  DNAآمیزی   رنگ %8آگار ز 

Green رز تولیدرت شرکت QIAGen ( آمریکاسا ت) 

 Gelه رز دسرگاه ها با رسرفادرنجام شد.  پ

Documentation  میصوپ  شد.بررسیPCR  بدست

ت ت تأ ید  مایکوتلاسکا  نیرالیوم( bp462آمده )قطع  

در  ن بان   GQ367563.1تعیین تورلی شد   با شکاره  

 ت انی ثات گردید. 
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-PCR روشبه ژنیتالیوم مایکوپلاسماژنوتایپینگ 

RFLP : 

تکثیر  DNAت ت تایپیتگ، بعد رز دریافت سکانس 

با رسرفاده رز برنام   مایکوتلاسکا  نیرالیوم (فایآمپلی)

BLAST ردیف  نوتیپ آن با تورلی  نوم سکانس شده 

(Align)  رفزرر نرمشدند. سکانس مورد مطالع  بWeb 

Cutter های ر آنزیممیل رث  ها آنزیمف رست ، درده شد

-PCRرنجام  برری. دریافت شدمید درلاثر مخرلف 

RFLP  میصولاتPCR  مایکوتلاسکا بدست آمده
 ,AluI  ,Taq Iهای مید درلاثر  تیت رثر آنزیم ، نیرالیوم

CacI8, BbsI ,EcoRI   (15)قررر گرفرتد . 

 : PCR-RFLPروش اجرای برش آنزیمی  یا 

ربرهدر  رکهتش   ،  PCR-RFLPبرری رنجام برش آنزیکی یا 

15 μl  6.3. شهد مثات ت یه    هایبرری نکون ذیلμl   آب

 μl 0.2 بافر آنزیم، μl 1.5مقطر رسرریل عاری رز نوکلئاز، 

.  PCRمیصهوپ   7 μl( ، u 20-10رلاثر ) دآنهزیم میهد  

 طهور  ههای فهوب به   بعد رز ت ی   رکتش بهالا حها ی آنهزیم   

تز آنزیم ب  هاآنزیمتکام  های حا ی ، میکر تیوپتدرگان 

TaqI  سهاعت   1مدت ب  گرردسانریدرت   87در بن ماری

در ترموسایکلر در دمهای  TaqI  میکر تیوپ حا ی آنزیم 

. بعهد رز  گرفرتدساعت قررر  1مدت ب  گرردسانریدرت   65

 هکرره با  %8ر ی  پ آگار ز  RFLP میصوپد  ساعت 

. دندشه آنزیم نخورده رلکرر فهورز   PCRمارکر   میصوپ 

حاصهل رز بهرش آنزیکهی تکهامی      رندرزه قطعاتدر ن ایت 

مثات با یکدیگر مقایس  شدند    نوتیهپ   PCRهای نکون 

 .دمربوط  بررساس آن ا تعیین گردی

 

  یافته ها:

میانگین ساپ ) 65تا  16ستی درمت  زن با  112رز ها نکون 

(  %8/84 نفر ) 189 شد. آ ریتک  (ساپ 8/81 ± 7/8

 6زریکان ندرشرتد    (%7/76نفر) 161 مراهل بودند،

مررتع  کتتدگان ررین درشرتد. علا م سابق  سز(  %8/1نفر) 

 نشان درده شده رست. هیچکدرم سابق  ربرلا  1در تد پ 

های   کوکسی کاندیدر، تریکوموناس ،TORCHستدرم  ب 

 گرم متفی ندرشرتد.

رندرزه  د.ش تدر (%1/5نکون  ) 11 رز مایکوتلاسکا  نیرالیوم  

 bp462 مایکوتلاسکا  نیرالیومبدست آمده  PCRمیصوپ 

 (. 1بود)شکل 

 

 

 
رز نظر  8 (. نکون 100bp DNA ladder, SM#333مارکر ) 1ردیف ، مایکوتلاسکا  نیرالیومتصویر  پ رلکررفورز  :1شکل 

 ها متفی هسرتد.باشد. بقی  نکون مثات می مایکوتلاسکا  نیرالیوم

 

 

نشان درد ک  تس رز برش آنزیکی  PCR-RFLPنرایج 

وهای برش آنزیکی تفا تی در رلگ ،مثات PCRمیصوپ 

 .(1)شکلبودند   هکگی دررری ی  رلگو  شت تود ندر

PCR-RFLP علا ه بر تا ید نریج  PCR نشان درد 

11/ ... با روش  مایکوپلاسما ژنیتالیومشناسائی و تعیین ژنوتیپ مولکولی   
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رز ی   های مثاتتکام نکون  در مایکوتلاسکا  نیرالیوم

مشاب  سکانس  نوم  PCRسکانس میصوپ بود.  نوتیپ 

  .بود G37 مایکوتلاسکا  نیرالیومشاهد سوی  

 

 

 
مایکوتلاسکا  نیرالیوم مثات  PCRنشان دهتده میصوپ   1  1ردیف های مایکوتلاسکا  نیرالیوم. تصویر  پ رلکررفورز برش آنزیکی : 2شکل 

رست ک   مایکوتلاسکا  نیرالیوممثات   PCRمیصوپ هضم آنزیکی میصوپ 8. ردیف برش نخوردند TaqI   BbsIرست ک  با آنزیم های 

رست ک   مایکوتلاسکا  نیرالیوممثات   PCRمیصوپ 1ریجاد شده رست. ردیف  bp 881   bp71ورده   د  قطع  برش    Cac8Iیمبا آنز

 رست. (100bp DNA ladder, SM#333مارکر ) 5عتورن شاهد مثات در نظر گرفر  شد. ردیف تیت برش آنزیکی قررر نگرفر    ب 

 

 بحث:
رار معدر حاپ حاضر، هیچ ر ش فتوتیپی   سر لو ی   

 لی  . تود ندررد  نیرالیوم مایکوتلاسکابتدی  برری تیپ

فرصری  رین باکرریقابل دسررس بودن سکانس  نوم کامل 

بتدی ریجاد کرده رر برری تسرجو مارکرها برری رهدرف تیپ

 .(11-15)رست

 هایریز ل  PCR-RFLPمطالع  حاضر نشان درد بعد رز   

 آن اوهای آنزیکی تفا تی در رلگ  نیرالیوم مایکوتلاسکا

در بین آن ا هرر  نسیری  نریکی  تود  ،لذر .مشاهده نشد

عفونت در رفررد  لذر، رتد.ها یکسان هس  تکام ریز ل  ،ندررد

متیصربفرد  تورند ناشی رز رنرشار ی  سوی مخرلف می

با سکانس  نوم  PCRسکانس میصوپ  چتین،باشد. هم

 (G37لیوممایکوتلاسکا  نیراسوی  ) شاهدتر توتیپ 

تورن گفت ک  گون  شای  در رست. بتابررین، مییکسان 

 باشد.می G37مایکوتلاسکا  نیرالیومریررن سوی  

  ها  بررسی با رین آنزیم حاضر مشاب  مطالع ری مطالع 

 لی سایر مطالعات ک  بررساس برش آنزیکی یافت نشد. 

رنجام شده  MG192/P110 صوص های دیگر ب  ن

هرر  نسیری در لوکوس سکانس  ؛دهتد ک نشان می

MG192/P110 چون بعد رز برش  ،شودمشاهد می

گردد   هرر  نسیری آنزیکی، رلگوهای مرفا تی ریجاد می

تورند ناشی رز رنرشار ی   نریکی  تود دررد، عفونت نکی

 . مطالع  حاضر رز نظر(16-19)باشد متیصربفردسوی  

مشاب   بالیتیهای بدست آ ردن ی  تیپ در بین نکون 

مورد  بالیتیهای ی ک  سورست   هککاررن  Hjorthمطالع  

بررسی آن ا فاقد میل برش آنزیم مورد رسرفاده بوده   

 .(18)هکگی رز ی  تیپ بودند

بیشرر بیکاررن مررتع  کتتهده رز ترشهح فهرر رن،  هارش       

-رین نرایج مشاب  مطالعات دیگهر به    .بردندسوزش رنج می

   Zdrodowska – Stefanowات صههوص مطالعهه 

Christopoulos (. 12،11باشد )می 

کشهد  هفر  طهوپ مهی   9 مایکوتلاسکا  نیرالیوم چون کشت

)تکثیهر   ههای آمپلهی کهردن   مطالعات نشهان درده که  ر ش  

ر ش سههری    حسههاس تههر رز کشههت     DNA (نکههرد

هکانتههد مطالعهه    حاضههر (. نرههایج مطالعهه  14-11)رسههت

Stellrecht  مایکوتلاسکا کشت تشخیص ی تاب ک  رست
. ریهن  رنجهام درد  PCR فتها ری  رر فق  بررسهاس   نیرالیوم

اد و همکارانرضا میر نژ (1331، پاییز3شماره  4مجله میکرب شناسی پزشکی ایران )سال  /13  
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بهرری   یتورند ر ش متاسها می PCRک دهد نرایج نشان می

ههای  مایکوتلاسهکا سایر    مایکوتلاسکا  نیرالیومتدرسازی 

 (.11باشد) بالیتیهای  نیراپ رز نکون 

تلاسکا مایکوآلوده ب  تامع  مورد مطالع   رز درصد 7/5
   Luki. رین نرایج تقریاا هکانتد مطالع  هسرتد  نیرالیوم

باردرر رنجام  در زنان PCR فتا ریک  با  رستهککاررن 

تدر  مایکوتلاسکا  نیرالیوممورد( 1) درصد 6/8 شد   رز

 (. ر رلافات مشاهده شده بین د  مطالع  18کردند)

)زنان  تورند ناشی رز تعدرد نکون ، گر ه مورد مطالع می

 .(18)باشد PCR  نوع  باردرر (

ک  در ررتااپ با بررسی میزرن  یمطالع  حاضر با مطالعات

رنجام گرفر  رست،  مایکوتلاسکا  نیرالیومتدرسازی 

 مایکوتلاسکا  نیرالیومدررد. میزرن تدرسازی مطابقت نسای 

درصد در 4/84( تا 14بین صفر درصد در رنگلسران)

 ( مرغیر رست. 9نیوزیلتد)

 رز  مایکوتلاسکا  نیرالیومدر مورد میزرن تدرسازی 

. رنجام شده رست رندکمطالعات در ریررن  بالیتیهای نکون 

رین  ( میزرن تدرسازی16 15)   طتی در مطالع  رفرخاری

 درصد1های تتاسلی حد د باکرری رز رفررد دچار عفونت

ناشی رز تعدرد ، ک  تفا ت دررد حاضربا مطالع  رست. نرایج 

 باشد.می  PCRنکون    نوع

مرفا ت  مایکوتلاسکا  نیرالیومدر مطالعات مخرلف شیوع 

تورند ناشی رز نوع مطالع ، رین رمر می .گزررش شده رست

عفونت ربرلاء ب ، بیوتی مصرف آنری) تکعیت مورد مطالع 

  غیره(، تعدرد نکون ،  مرعددتتسی  تود شرکای  ،تتاسلی

ررن، نژرد، فرهتگ، متطق  گیری، سن بیکار ش نکون 

( PCRتغررفیایی   ر ش آزمایشگاهی)کشت   نوع 

 باشد.

 نتیجه گیری:
ک  بین  دهدمینشان  PCR-RFLP فتا ری نرایج

مشاهده هرر  نسیری ریز ل  شده  مایکوتلاسکا  نیرالیوم

-گفت ک  عورمل ریجاد کتتده عفونت تورنمی ،لذر ،دشونکی

در بین زنان  سکا  نیرالیوممایکوتلاناشی رز  های تتاسلی

رست.  متیصربفردمورد مطالع  ناشی رز رنرشار ی  سوی  

تر آساندرمان بیکاررن   تیگیری متشا آلودگی رر  رمررین 

بتدی ساده، تیپ ر شی  PCR-RFLP فتا ریکتد. می

  رست. رین ر شقابل تکرررتذیری با قدرت تکایز بالا 

 ابی تکل  ررزیتورند برری مطالعات مخرلف رز می

تدید یا سوی   دلیل ظ ور سوی  های درمانی بشکست

 ی ک تدید مایکوتلاسکا  نیرالیومهای قالی، در ثات سوی 

های مایکوتلاسکا، در تیشگیری   درمان شوندتدر می

چتین رین همشود. رن متشاء آلودگی رسرفاده  نیراپ با یاف

های ونتیولو ی عفر ش ت ت شتاسا ی   درک ب رر رتیدم

 متاسب رست. های  نیراپ مایکوتلاسکا

 

 تشکر و قدردانی:
  ت ررن رز معا نت میررم تژ هش درنشگاه علوم تزشکی 

مرکز تیقیقات سلولی   مولکولی درنشگاه علوم تزشکی 

رین مطالع  یاری نکودند  در رترری رر ش یدب شری ک  ما

 رز کشور درنکارک   Dohn د. رز آقای دکررشوتشکر می

، مایکوتلاسکا  نیرالیوم الص  DNA اطر ررساپ نکون  ب 

 گردد. قدردرنی می
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درنشکده ب درشت درنشگاه علوم تزشکی ت ررن. ش ریور 
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. بررسی آلودگی با   هککاررن فاطکی نسب ف، زررعری ح

ان مارلا ب   ر یتوز باکرریایی های  نیراپ در زنمایکوتلاسکا

مجل  درنشگاه علوم تزشکی . PCRکشت متفی با ر ش 
  . 52تا  45ص ، 1، د ره هشرم، شکاره 1895 کرگان


