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[1] Cervical cytopathological findings in Korean women with Chlamydia trachomatis, 
Mycoplasma ... [2] Frequency and antimicrobial sensitivity of Ureaplasma urealyticum and 
Mycoplasma ... [3] Prevalence of Mycoplasma genitalium and Mycoplasma ... [4] Accuracy 
of urethral swab and urine analysis for the detection of Mycoplasma ... [5] Mycoplasma 
hominis necrotizing pleuropneumonia ... [6] A case report of Mycoplasma hominis brain ... [7] 
Hematoma and abscess formation caused by Mycoplasma ... [8] A new case of Mycoplasma 
hominis mediastinitis and sternal ... [9] Intra-abdominal Mycoplasma hominis infection ... 
[10] Diagnosis and antimicrobial therapy of Mycoplasma ... [11] Hypogammaglobulinemic 
patient with polyarthritis mimicking rheumatoid arthritis ... [12] Congenital and opportunistic 
infections: Ureaplasma species ... [13] Mycoplasma hominis prosthetic valve endocarditis: the 
value of ... [14] Mycoplasma hominis empyema in an 18-year-old stem cell and lung ... [15] 
Association of Mycoplasma hominis ... [16] Life on arginine for Mycoplasma hominis: clues 
from its minimal genome and comparison ... [17] Simultaneous detection of Mycoplasma 
pneumoniae, Mycoplasma ... [18] Diversity of Mycoplasma hominis clinical isolates from ... [19] 
DNA sequencing reveals limited heterogeneity in the 16S rRNA gene ... [20] Molecular basis of 
size and antigenic variation of a Mycoplasma ... [21] Truncation as a novel form of variation of 
the p50 gene in Mycoplasma ... [22] The Mycoplasma hominis P120 membrane protein contains 
a 216 amino acid ... [23] Bailey & Scott's diagnostic ... [24] New diagnostic real-time PCR for 
specific detection of ... [25] Association between preterm labor and genitourinary tract infections 
... [26] Mollicutes in vaginal microbiology: Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum ... 
[27] Isolation of Mycoplasma hominis from ... [28] Localized reversible frameshift mutation in 
an ... [29] Coupled phase-variable expression and epitope masking ... [30] The use of enzyme-
linked immunosorbent assay for detection of Mycoplasma ... [31] Prevalence of Mycoplasma 
genitalium, Mycoplasma hominis and Chlamydia  ...

Aims Mycoplasma hominis has today been described as an opportunistic pathogenic bacterium 
in the human genital and it is not possible to detect infection by culture, molecular and 
serological methods because of genetic changes and surface antigens of the bacterium. The 
purpose of this study was to evaluate the efficacy of indirect immunofluorescence method for 
the detection of infection caused by this organism.
Materials & Methods A total of 300 serum and vaginal discharge samples were collected from 
patients referred to Sarem Hospital. Antibody titer against Mycoplasma hominis in human 
serum samples were measured using an indirect immunofluorescence kit and the presence 
of bacteria in vaginal discharge was assessed by two methods of culture and real-time PCR.
Findings Of the 300 samples tested, 36 cases (12%) were detected by culture and real-time 
PCR. Indirect immunofluorescence method showed false negative results in 19 cases and false 
positive results in 41 cases compared to the reference method. Therfore the sensitivity and 
specificity of this method were 47% and 85.5%, respectively
Conclusion Indirect immunofluorescence method is not suitable for screening purposes due 
to its low sensitivity and for the detection of Mycoplasma hominis infection, it is necessary to 
employ sensitive molecular methods such as real-time PCR.
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رازی ای پليمواکنش زنجيره و کشت با غیرمستقیم
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  چکيده
زای یک باکتری بیماریعنوان بهامروزه  مایکوپلاسما هومینیس ف:اهدا

ن ناشی از آ تناسلی انسان مطرح بوده و تشخیص عفونت مجاریطلب در فرصت
تغییرات ژنتیکی و  دلیلبههایی همچون کشت، مولکولی و سرولوژی، با روش
، این پژوهش هدفپذیر نیست. راحتی امکانهای سطحی باکتری بهژنآنتی
ی از تشخیص عفونت ناشکارآیی روش ایمونوفلورسانس غیرمستقیم برای  بررسی
  د. بوم گانیزاین اُر
نمونه سرم و ترشحات واژینال از مراجعین به بیمارستان  ٣٠٠تعداد ها: روش و مواد

رم در نمونه س مایکوپلاسما هومینیسبادی علیه آوری شد. تیتر آنتیصارم جمع
افراد با استفاده از کیت تجاری ایمونوفلورسانس غیرمستقیم مورد سنجش قرار 

 ایواکنش زنجيره ات واژن با دو روش کشت وگرفت و حضور باکتری در ترشح
  ارزیابی شد.  تايمپليمرازی ريل

روش ) به%١٢مورد ( ٣٦نمونه مورد آزمایش، باکتری مذکور در  ٣٠٠از ها: یافته
تشخیص داده شد. روش  تايمای پليمرازی ريلواکنش زنجيرهکشت و 

مورد نتایج منفی  ۱۹ایمونوفلورسانس غیرمستقیم در مقایسه با روش مرجع، در 
مورد نتایج مثبت کاذب نشان داد. بدین ترتیب حساسیت و ویژگی  ۴۱کاذب و در 

  محاسبه شد. %۸۵٫۵و  ۴۷این روش به ترتیب 
روش ایمونوفلورسانس غیرمستقیم با توجه به حساسیت پایین، : گیرینتیجه

و برای تشخیص عفونت  شودنمیروش مناسبی برای مقاصد غربالگری محسوب 
های حساس مولکولی مانند لازم است تا از روش مایکوپلاسما هومینیسناشی از 

  استفاده شود. تايمای پليمرازی ريلواکنش زنجيره
 ،فونتع دستگاه تناسلی، ،ییایباکتر سینوزیواژ س،ینیهوم سماکوپلایماها: کلیدواژه

  تايمای پليمرازی ريلواکنش زنجيره، PPLO مونوفلورسانس،یا
  

  ۲۰/۰۹/۱۳۹۷ تاريخ دريافت:
  ۰۳/۰۵/۱۳۹۸ تاريخ پذيرش:

  samansaadat_2006@yahoo.comنويسنده مسئول: *

  
  مقدمه

ی زایک باکتری بیماریعنوان بهامروزه  مایکوپلاسما هومینیس
تناسلی  -و حضور آن در مجاری ادراری استطلب مطرح فرصت

های جنسی، اهمیت این انسان و سهولت انتقال آن از طریق تماس
. [2 ,1]ندکهای عفونی مقاربتی بیشتر میباکتری را در مبحث بیماری

-یادرار یمجار یهادر عفونت سینیهوم کوپلاسمایمااگرچه حضور 
 نیا ییاما توانا، [4 ,3]در موارد زیادی توصیف شده است یتناسل
 یهاآبسه ،[5]یمونوهمچون پن ییهاعفونت جادیدر ا یباکتر
های داخل ، عفونت[8]هاو عفونت زخم [7]هماتوم لیتشک، [6]یمغز

 ی وخودخودبه یهاسقط ،[11]یعفون تیآرتر، [10]تیمننژ، [9]شکمی
. گرفت دهیناد دیرا نبا [13]یمیباکترو  ، اندوکاردیت[12]عفونت نوزادان

عفونت ناشی از این باکتری در بیماران پیوندی نیز از اهمیت خاصی 
 یباکتر نیا یهمراه ریاخ یهایبررس در. همچنین [14]برخوردار است

  .[15]شده است دهیدنیز از جمله سرطان پروستات  ییهایمیبدخبا 
وده محدود ب مایکوپلاسما هومینیساز آنجا که توان تولید انرژی در 

و ساختار مستحکم پپتیدوگلیکان در دیواره سلولی آن مشاهده 
های متداول ای و تشخیصآوردن نیازهای تغذیه، فراهم[16]شودنمی

باکتریولوژیک از قبیل کشت و مشاهده مستقیم برای شناسایی این 

های هایی مواجه است. به همین دلیل روشباکتری پُرنیاز با دشواری
کاهش  دلیلبه (PCR) ازمریپل یارهیواکنش زنج مولکولی از قبیل

زمان تشخیص و افزایش حساسیت سنجش، از سوی مراکز 
تشخیصی در سراسر دنیا از جمله ایران مورد استقبال قرار 

ه ها با توجه بگونه روش که این؛ البته باید توجه داشت [17]اندگرفته
های سنگین، برای مقاصد غربالگری چندان مناسب نیستند. هزینه

 سمایکوپلاسما هومینیای گونهتنوع ژنتیکی درون دلیلبههمچنین 
و تغییرات ژنتیکی فراوان در ژنوم این باکتری، انتخاب الگویی 

ار ک PCRعنوان هدف پرایمرهای مورد نیاز در روش مناسب به
. [18]ای نیاز داردهای منطقهایزوله ای نبوده و به بررسیساده

 rRNA	16S ای این باکتری حتی در مورد ژنگونههتروژنیتی درون
؛ به نحوی که توالی نوکلئوتیدهای این ژن [19]خوردنیز به چشم می

  دهد. های مختصری را نشان میهای مختلف، تفاوتدر ایزوله
از جمله ایمونوفلورسانس و الایزا در تشخیص های سرولوژی روش

نه بادی علیه آن در نموغیرمستقیم این باکتری یعنی سنجش آنتی
شمار توانند روش مناسبی برای مقاصد غربالگری بهسرم بیمار، می

بودن هزینه و سرعت تشخیص بالا روند. سهولت انجام روش، پایین
ای که در مسیر مدهها هستند. مشکل عگونه روش از مزایای این

وجود دارد، تغییرات  مایکوپلاسما هومینیستشخیص سرولوژیک 
های سرولوژی، مبتنی های سطحی این باکتری است. روشژنآنتی
های سطحی بوده و همان گونه که اشاره شد باکتری مذکور ژنبر آنتی
20]-ژنی فراوان استهای سطحی خود دارای تغییرات آنتیژندر آنتی

22] .  
روند  و پیچیدگی مایکوپلاسما هومینیسبا توجه به اهمیت بالینی 

م، اتخاذ روشی که با های ناشی از این اُرگانیزص عفونتتشخی
ی کردن نیازهای تشخیصحساسیت و اختصاصیت بالا قادر به برآورده

  رسد. نظر می ضروری به ،باشد
نس اارزیابی حساسیت بالینی روش ایمونوفلورس ،این پژوهش هدف

کننده در سرم زنان مراجعه IgGبادی غیرمستقیم برای سنجش آنتی
عنوان یک تست غربالگری در به بیمارستان تخصصی صارم، به

تن با درنظرگرف مایکوپلاسما هومینیستشخیص عفونت ناشی از 
  بود. استاندارد طلاییعنوان به real-time PCRکشت و 

  
  هامواد و روش

حاصل از  سوآبنمونه سرم و نیز  ۳۰۰تعداد تجربی، پژوهش  این در
کننده به بیمارستان مخاط یا ترشحات ناحیه واژن از زنان مراجعه

گرفته شد. کلیه مراجعین،  ۱۳۹۷و  ۱۳۹۶های صارم تهران طی سال
 نظر بودند که صرف سال ۴۵ تا ۲۰ بین سنی محدوده در متاهل زنان
 نامهرضایت گرفتن و نامهپرسش تکمیل از بالینی، پس علایم از

  طبق نظر متخصص زنان، وارد مطالعه شدند.  کتبی،
های فاقد ماده لیتر خون در لولهمیلی۲از هر بیمار برداری: نمونه

ضدانعقاد گرفته شد و سرم آنها پس سانتریفیوژ و جداسازی، در فریزر 
C°۲۰- منظور استخراج نگهداری شد. بهDNA های و انجام تست

واژینال گرفته شد و پس از تخلیه  سوآبمولکولی، از هر بیمار یک 
 سالینبافر فسفات لیتر محلول استریلمیلی۳محتویات آن در 

(PBS)در دمای ، C°۲۰-  نگهداری شد. همچنین در کنار سایر
مایکوپلاسما منظور کشت شناسی، بهاقدامات متداول میکروب

داکرون، یک نمونه  سوآب، از هر بیمار با استفاده از هومینیس
  واژینال گرفته شد. 

مایع و  PPLOکشت  هاییطاز محکشت و تعیین هویت باکتری: 
 یهاــپ یطمحعنوان به) اـانيـاسپ؛ Cat#1262 )Condalabامد ــج
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های لازم از قبیل سرم اسب، عصاره مخمر و که مکمل استفاده شد
آرژینین، طبق دستورالعمل شرکت سازنده به آن اضافه شد. برای 

یکی پلاست ه) با دستاستیرنین (پلی داکروهاسوآباز انجام کشت 
 وآبسشتند استفاده شد. دا مجزا قرار یلاستر هاییبندکه در بسته

 PPLOکشت  یطدر محواژینال  نهبلافاصله پس از برداشت نمو مذکور
کالچر سریع روی محیط کشت و چنانچه امکان ساب قرار گرفتیع ما

PPLO  ،یدر دما یخچالساعت در  ۲۴حداکثر تا آگار وجود نداشت 
C°۸-۲ از  یکرولیترم۲۵حداقل کالچر، منظور ساببهشد.  ینگهدار

استاندارد های محتویات محیط کشت مایع، با استفاده از لوپ
آگار  PPLOیط کشت مح یرو یاصورت نقطهبه شناسی،میکروب
هر  ید. براشوپخش  یطدر سطح مح که ینبدون ا یافت،انتقال 
 هایمحیط آگار در نظر گرفته شد. حیطم یکشت رو هنقط ۳نمونه، 
تور انکوبادر  ،بلافاصله پس از کشتآگار  PPLOمایع و  PPLOکشت 
نسبی قرار گرفتند. رطوبت  C°۳۵ و درجه حرارت 2COگاز  %۵حاوی 
  . شدفراهم  انکوباتور مخزن آب داخل یکبا قراردادن  یطمح
رنگ،  ییرصرف نظر از تغ یعکشت ما یطمح یحاو یهالوله یتمام

ساعت  ۴۸شدن یساعت و حداکثر پس از سپر ۲۴حداقل ظرف مدت 
مذکور پس  یهالولهداده شدند. انتقال آگار  یط کشتمح یمجدداً رو
گاز  %۵و در مجاورت  C°۳۵ بلافاصله در انکوباتور یهکالچر اولاز ساب

2CO ند. به شد یرنگ بررس ییرصورت روزانه از نظر تغرار گرفته و بهق
 کالچرساب یگرد باریکها، لوله یندر ا یرنگ ارغوان همحض مشاهد

آگار حداقل ظرف مدت  های. پلیتآگار صورت گرفت یط کشتدر مح
از انکوباتور خارج شده  روز، ۵شدن یساعت و حداکثر پس از سپر ۴۸

شت ک یطکار سطح مح ینا یشدند. برا ینیبازب یو از نظر وجود کلن
 ۴ یبا عدس ینور یکروسکوپم یرز یافته،جامد در نقاط کشت

 هاییکلن مشاهدهبرابر) مورد مشاهده قرار گرفت. ۴۰ یینما(درشت
 طیدر سطح مح یمرو،مرغ نتخم یهبرآمده شب یابا مرکز متراکم  یزر

آمیزی گرم و بررسی میکروسکوپی با پس از تهیه لام و رنگآگار که 
 می قابل مشاهده نبود،برابر، هیچ گونه میکرواُرگانیز۱۰۰۰نمایی درشت
ته در نظر گرف مایکوپلاسما هومینیساز نظر  کشت مثبتعنوان به
مایکوپلاسما عنوان بههای جداشده هویت باکتریتعیین  .[23]شد

، به روش مولکولی و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی هومینیس
16S	rRNA تنهایی و انجام شد. تغییر رنگ محیط کشت مایع به

  بدون رشد باکتری روی محیط کشت آگار، منفی گزارش شد.
-realاز روش : PCR	real‐timeو انجام تست  DNAاستخراج 

time PCR تعیین هویت  به دو منظور استفاده شد: الف) برای
آگار؛ ب) برای  PPLOیافته روی محیط کشت های رشدباکتری

  های واژینالسوآبدر  مایکوپلاسما هومینیستشخیص 
 DNA، مایکوپلاسما هومینیسبرای تعیین هویت و تشخیص 

آگار و همچنین  PPLOیافته روی محیط کشت های رشدباکتری
DNA های داکرون برداشت شده سوآبهای واژینال که توسط نمونه

 High Pure PCR Templateبودند، با استفاده از کیت 
Preparation Kit-Roche Life Science, Cat# 

11796828001 )Roche مطابق دستورالعمل شرکت ) آلمان؛
شده با استخراج DNAسازنده استخراج شدند. غلظت و کیفیت 

شده، استخراج DNAهای گیری شد. نمونهدستگاه نانودراپ اندازه
مورد آزمایش قرار  real-time PCRهای الگو در تستعنوان به

	16Sژن  گرفتند که برای این کار از توالی rRNA  مایکوپلاسما
. [24]هدف پرایمرهای اختصاصی استفاده شدعنوان به هومینیس

ای مورد استفاده و مشخصات محصول حاصل از آنها توالی پرایمره
  قابل مشاهده است.  ۱در جدول 

  

  real-time PCRپرایمرهای مورد استفاده در روش مولکولی  )۱جدول 

طول   پرایمر  ژن
(bp)  

دمای ذوب 
(°C)  

16S	rRNA  F: TTTGGTCAAGTCCTGCAACGA  ۱۰۱  ۸/۷۸  
R: CCCCACCTTCCTCCCAGTTA  

  

با استفاده از دستگاه مدل  real-time PCRهای از آنجا که تست
Step one )Applied Biosystems انجام به ) ايالات متحده؛

) دانمارک؛ Ampliqon(مسترمیکس ها از رسید، در تمامی واکنش
(رنگ مرجع) استفاده شد.  Roxحاوی سایبرگرین (رنگ گزارشگر) و 

بودن محصول واکنش، منحنی ذوب منظور اطمینان از اختصاصیبه
  در تمامی موارد رسم شد.

شامل  real-time PCRمخلوط واکنش برای انجام تست 
میکرومولار از هر یک از پرایمرهای ۲/۰میکرولیتر مسترمیکس، ۱۰

تا  ۲میکرولیتر از الگو بود (با غلظت بین ۵پیشرو و معکوس و 
نانوگرم در میکرولیتر) که حجم نهایی مخلوط واکنش با آب مقطر ۱۰۰

ز بندی واکنش نیمیکرولیتر رسانده شد. برنامه زمان۲۰فاقد نوکلئاز به 
 C°۹۵دقیقه در  ۱۵ورت تنظیم شد که ابتدا مخلوط واکنش به این ص

دقیقه  یکو  C°۹۵ثانیه در  ۱۵صورت سیکل به ۴۵گرفت و سپس قرار 
سویه استاندارد  DNAشد. در هر سری کاری، از تعریف  C°۶۱در 

کنترل مثبت عنوان به ATCC 23114 مایکوپلاسما هومینیس
-realبودن واکنش اصیمنظور اطمینان از اختصاستفاده شد. به

time PCR محصول حاصل از واکنش در یک نمونه بالینی، پس از ،
فاقد سایبرگرین، تعیین  Ampliqonبا مستر میکس  PCRانجام 

  توالی شد که برای این کار پرایمر پیشرو مورد استفاده قرار گرفت. 
 هایونهنمروش ایمونوفلورسانس غیرمستقیم: بادی بهسنجش آنتی

 IgGبادی اختصاصی کلاس سرمی تمامی افراد از نظر وجود آنتی
مورد ارزیابی قرار گرفتند. برای این کار  مایکوپلاسما هومینیسعلیه 

 Anti-Mycoplasmaاز کیت ایمونوفلورسانس غیرمستقیم 
hominis IIFT )EUROIMMUNو طبق دستورالعمل  )آلمان ؛

ی هاطور خلاصه، سلولشرکت سازنده استفاده شد. در این روش به 
های در قالب میکروچیپ مایکوپلاسما هومینیسآلوده و غیرآلوده به 
اند. نمونه سرمی های مخصوص تثبیت شدهکوچک روی لام

های مذکور اضافه روی لام ۱:۱۰شده افراد مورد مطالعه با رقت رقیق
مایکوپلاسما بادی اختصاصی علیه شد. در صورت وجود آنتی

شدند. در مرحله بعد، های آلوده متصل میسلول ، بههومینیس
شده با ماده فلورسئین هیومن نشاندارها با آنتیکروچیپمی
ررسی قرار آمیزی شده و زیر میکروسکوپ فلورسانس مورد برنگ

صورت نقاط سبز درخشان در میکروچیپ گرفتند. موارد مثبت به
  ه بود.قابل مشاهد مایکوپلاسما هومینیسهای آلوده به سلول

  

  هایافته
روش  روش کشت و هم به نمونه هم به ۲۱نمونه واژینال،  ۳۰۰از بین 

real-time PCR  روش  نمونه فقط به ۱۵وreal-time PCR  مثبت
مایکوپلاسما ) از نظر %۱۲بیمار ( ۳۶ ،شدند. بنابراین در کل

در ترشحات واژن خود مثبت بودند. در این پژوهش، معیار  هومینیس
د آگار بو PPLOشدن کشت، رشد باکتری روی محیط کشت مثبت

های کلنیعنوان بهمرغ نیمرو، های شبیه تخمکه با تشکیل کلنی
نگ د. تغییر ردر نظر گرفته ش مایکوپلاسما هومینیسمشکوک به 
شد باکتری روی محیط تنهایی و بدون رمایع به PPLOمحیط کشت 

د. منفی گزارش ش مایکوپلاسما هومینیسکشت جامد، از نظر کشت 
 های کشتای از تصویر مربوط به یک کشت مثبت در محیطنمونه

  قابل مشاهده است. ۱مایع و جامد در شکل 
  



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ یآرش پولادو  سامان سعادت ۱۳۸
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 PPLOمایع و  PPLOهای کشت در محیط مایکوپلاسما هومینیسرشد ) ۱شکل 
مایع که حاوی آرژینین بوده و در صورت رشد  PPLOالف) محیط کشت آگار؛ 

محیط،  pHو تبدیل این اسیدآمینه به آمونیاک و افزایش  مایکوپلاسما هومینیس
های شود؛ ب) ظاهر کلنیرد از زرد به ارغوانی میموجب تغییر رنگ معرف فنل

آگار، با اندازه کوچک و شبیه  PPLOروی محیط کشت  مایکوپلاسما هومینیس
	برابر)۴۰نمایی میکرومتر دارند (بزرگ۳۰۰تا  ۲۰مرغ نیمرو که قطری بین تخم

 از استفاده با و real-time PCR روشبه بالینی ایزوله ۲۱تمامی 
	16Sاختصاصی  پرایمرهای rRNA و گرفتند قرار آزمایش مورد 
 والیت تعیین. شد تایید هومینیس مایکوپلاسماعنوان به آنها هویت
 بودناختصاصی بالینی، ایزوله یک از حاصل PCR واکنش محصول
  ).۳و  ۲های شکل( کرد تایید را PCR واکنش
در نمونه  مایکوپلاسما هومینیسبیماری که حضور  ۳۶از بین 

 real-time PCRهای کشت و واژینال آنها حداقل با یکی از روش
بادی اختصاصی علیه این نفر از نظر آنتی ۱۷به اثبات رسیده بود، 

نفر دارای نتیجه منفی بودند. از طرفی از  ۱۹م مثبت و زمیکرواُرگانی
روش مولکولی  روش کشت و هم به ای که هم بهنمونه ۲۶۴بین 

 م دارای تیترمورد علیه این میکرواُرگانیز ۴۱، فاقد باکتری مذکور بودند
حساسیت و ویژگی روش ایمونوفلورسانس  بادی بودند.نتیآمثبت 

به  مایکوپلاسما هومینیسبادی علیه غیرمستقیم برای سنجش آنتی
  . )۲(جدول  محاسبه شد %۸۴٫۵و  ۴۷ترتیب 

  

  
مایکوپلاسما  rRNA	16Sحاصل از واکنش پرایمرهای اختصاصی با ژن  PCRمحصول ؛ یک ایزوله بالینی PCRکروماتوگرام حاصل از تعیین توالی محصول  )٢شکل 
تنها از پرایمر پیشرو استفاده شد. همان  rRNA	16Sدر یک ایزوله بالینی، برای تعیین توالی در پژوهشکده صارم مورد ارزیابی قرار گرفت. برای تکثیر قطعه ژنی  هومینیس

  نوکلئوتید تعیین توالی شدند. ٤٩، PCRبازی محصول جفت ١٠١شود، از توالی گونه که در کروماتوگرام مشاهده می
  

  
یک  rRNA	16S، با هدف قراردادن ژن PCRنوکلئوتید حاصل از تعیین توالی محصول  ۴۹یک ایزوله بالینی؛ توالی  PCRتوالی محصول  BLASTنتیجه حاصل از ) ۳شکل 

نوکلئوتید از ژن  ۴۹الی مذکور با توالی نشان داد که تو BLASTواقع شد. نتیجه  BLASTمورد  NCBIدر پایگاه اطلاعاتی  مایکوپلاسما هومینیس،ایزوله بالینی مشکوک به 
16S	rRNA  به شماره  مایکوپلاسما هومینیسسویه استانداردATCC 23114  همخوانی داشت. %۱۰۰به میزان   

  

مقایسه روش ایمنوفلورسانس غیرمستقیم با روش مرجع در تشخیص ) ۲جدول 
  مایکوپلاسما هومینیسعفونت ناشی از 
ایمنوفلورسنت 
  غیرمستقیم

	PCR	real‐timeها براساس کشت و وضعیت نمونه
  جمع

  منفی  مثبت
  ٥٨  ٤١  ١٧  مثبت
  ٢٤٢  ٢٢٣  ١٩  منفی
  ٣٠٠  ٢٦٤  ٣٦  جمع

  

  بحث
طلب تزای فرصیک باکتری بیماریعنوان به مایکوپلاسما هومینیس

های و روش [26 ,25]دارد زنان بالغ وجود %۵۰تا  ۲۰در دستگاه تناسلی 

  

های مولکولی در تشخیص تشخیصی مرسوم از جمله کشت و روش
 [22 ,18]تغییرات ژنتیکی فراوان دلیلبهعفونت ناشی از این باکتری، 

، از موفقیت چندانی [27]ای خاص این باکتریو نیازهای تغذیه
های سرولوژی با رسد که روشین به نظر میبرخوردار نیستند. چن

 توجه به سهولت و هزینه پایین، در تشخیص غیرمستقیم عفونت
تری محسوب های مناسب، گزینهمایکوپلاسما هومینیسناشی از 

-realشوند. در این پژوهش با درنظرگرفتن کشت در کنار روش 
time PCR ص و تعیین هویت یروش مرجع در تشخعنوان به

های سرولوژی ، حساسیت یکی از روشمایکوپلاسما هومینیس
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ه بادی علیمنظور سنجش آنتیهای ایران که بهمعتبر در آزمایشگاه
شده  گیرد، بررسیباکتری مذکور در سرم بیماران مورد استفاده قرار می

  است. 
در  مایکوپلاسما هومینیسبیمار از نظر حضور  ۳۶در این پژوهش 

افراد مثبت در نظر گرفته شدند. از آنجا که برای عنوان بهناحیه واژن، 
تشخیص عفونت در این افراد از روش استاندارد طلایی کشت در کنار 

توان با استناد به می استفاده شد، real-time PCRروش تاییدی 
آن، اعتبار یک روش تشخیصی دیگر مانند روش ایمونوفلورسانس را 

رود در سرم افراد آلوده به این باکتری، ار میمورد ارزیابی قرار داد. انتظ
. م مذکور وجود داشته باشدبادی اختصاصی علیه میکرواُرگانیزآنتی

روش ایمونوفلورسانس غیرمستقیم ای که بهبیمار آلوده ۳۶از بین 
مورد نتیجه منفی داشتند، یعنی روش  ۱۹مورد آزمایش قرار گرفتند، 

بادی در سرم افراد آلوده به ش آنتیموارد قادر به سنج %۵۳مذکور در 
نبود. به عبارت دیگر، حساسیت روش  مایکوپلاسما هومینیس

ایمونوفلورسانس غیرمستقیم در مقایسه با روش استاندارد طلایی 
  است.  %۴۷تنها 
بادی علیه عوامل باکتریایی، های سرولوژی در تشخیص آنتیروش
شوند. ها طراحی میمهای سطحی میکرواُرگانیزژنی آنتیبر مبنا

های سطحی خود دچار تغییر و ژنچنانچه باکتری مورد نظر در آنتی
های سرولوژی در بروز مورفیسم شود، خطای حاصل از روشپلی

ها یا ینادهسنتایج منفی کاذب دور از انتظار نخواهد بود. 
ها، اهداف مناسبی های اتصالی مستقر در غشای باکتریپروتئین

کافی  کژنیبوده و چنانچه از ثبات آنتیایمنی میزبان  برای سیستم
های سرولوژی برخوردار باشند، الگوهای مناسبی برای طراحی روش

داده شده است که  روند. در مطالعات گذشته نشانشمار میبه
های خود را با ینعوامل اتصالی یا ادهس مایکوپلاسما هومینیس

ها بلندشدن این پروتئینهایی که منجر به کوتاه یا موتاسیون
ده، ننهای کدکتغییر داده یا با تغییر در قالب خوانش ژن [21]شودمی

. این [28]سازدپذیر متفاوت میطور برگشتها را بهبیان این پروتئین
م، احتمالاً شرایط های اتصالی اُرگانیزختار پروتئینتنوع در سا

مختلف در  هایتری را برای اتصال باکتری به گیرندهمناسب
، به نحوی که باکتری [20]کندهای مختلف بدن میزبان فراهم میاُرگان
را  هاییسازد تا در نواحی خارج از دستگاه تناسلی، عفونتقادر می را

 های مذکور. علاوه بر این، تغییر فاز پروتئین[17 ,13 ,10 ,5]ایجاد نماید
فرار  ت در بدن ودر سطح باکتری یک راهکار مناسب برای انتشار عفون

توان نتیجه . از این رو می[29]رودشمار می از سیستم ایمنی میزبان به
ارای طحی خود دهای سدر پروتئین مایکوپلاسما هومینیسگرفت که 

ردار مورفیسم بالایی برخوفراوانی بوده و از پلی ژنیکتغییرات آنتی
 های ایمونواسی مانند الایزا واست بنابراین طراحی روش

ن بادی علیه ایایمونوفلورسانس غیرمستقیم برای سنجش آنتی
 هایپذیر نبوده و نیاز به بررسی ایزولهراحتی امکانباکتری به
  ای دارد. منطقه
مایکوپلاسما های غشایی پروتئین [30]و همکاران باسینزکا

استخراج نموده و سپس  Triton X-114را با استفاده از  هومینیس
با استفاده از محلول پروتئینی حاصل، یک روش الایزا طراحی نمودند. 

های آن به همچنین با استفاده از لیزات باکتریایی و انتقال پروتئین
اندازی کردند. بلات راهغشای نیتروسلولوزی، یک تست وسترن

ها یزولهاز ابلات، حداقل با یکی مارانی که سرم آنها در تست وسترنبی
 های مثبت واقعی و افرادی که با هیچنمونهعنوان بهشد، مثبت می

های منفی در نمونهعنوان بهدادند ها واکنش نشان نمییک از ایزوله
ها با روش الایزا نیز مورد نظر گرفته شدند. سپس تمامی نمونه

 نمونه مورد مطالعه در پژوهش ۳۰۴ارزیابی قرار گرفتند. از میان 

 بلات مثبت اما بهونه وجود داشتند که به روش وسترننم ۱۵ایشان، 
 دلیلهبتوانست روش الایزا منفی گزارش شدند. نتایج منفی کاذب می

د که این ژن باشمنبع آنتیعنوان بهاستفاده از تنها سه ایزوله بالینی 
دور از  سهومینی مایکوپلاسما مورفیسم شدیدنتایج با توجه به پلی

تند که الگوی باند نمونه وجود داش ۲۸انتظار نیست. از طرفی، تعداد 
 اما با روش ،بودن تست بوددهنده منفیبلات نشانآنها در وسترن

الایزا مثبت گزارش شدند. نتایج مثبت کاذب نیز با درنظرگرفتن 
کامل سطح باکتری و احتمال قرابت  یهااستفاده از پروتئین

تواند قابل توجیه های مشابه، مینیبا سایر پروتئ ژنی آنهاآنتی
. در مطالعه مذکور از روش استاندارد طلایی برای تعیین [30]باشد

بلات استفاده نشد. های الایزا و وسترنو ویژگی روش حساسیت
 منظوربهها گونه روش رسد که برای طراحی ایننظر می چنین به

از  ، لازم است تاهومینیسمایکوپلاسما بادی علیه تشخیص آنتی
ژن استفاده شود. های بیشتری برای تامین منبع آنتیایزوله

همچنین برای جلوگیری از موارد مثبت کاذب بهتر است تا 
های متقاطع دارند از مجموعه هایی که احتمال بروز واکنشژنآنتی

های هدف خارج شوند. همین گروه، سه سال بعد در پروتئین
و الایزا برای تشخیص عفونت ناشی  PCRز دو روش پژوهشی دیگر ا

فرد آلوده که حضور  ۱۹از باکتری مذکور استفاده کردند. از بین 
 PCRروش در ناحیه اندوسرویکس آنها به مایکوپلاسما هومینیس

بادی مثبت شدند. در این نفر از نظر آنتی ۶اثبات شده بود، تنها 
نبع معنوان بهزوله بالینی های سطحی سه ایمطالعه نیز از پروتئین

ژن استفاده شد و حساسیت روش الایزا در شناسایی افراد بیمار، آنتی
 دهد که استفادهاعلام شد. این حساسیت پایین نشان می %۳۲فقط 
ی مونواسهای ایهای تنها سه ایزوله بالینی در طراحی روشژناز آنتی

 نتایج منفی کاذبگیری منجر به بروز کافی نبوده و به نحو چشم
. در پژوهش حاضر که از روش ایمونوفلورسانس [31]خواهد شد

های اختصاصی علیه بادیغیرمستقیم برای شناسایی آنتی
های ژن، باکتریاستفاده شد، منبع آنتی هومینیس مایکوپلاسما

های هدف را آلوده کرده و در قالب کاملی بودند که سلول
ورد های ماند. تنوع سویهیت شدههایی روی اسلاید تثبمیکروچیپ

اما حساسیت پایین  ،ها مشخص نبوداستفاده در این میکروچیپ
دهنده عدم کارآیی لازم این کیت در شناسایی ) نشان%۴۷این روش (

موارد مثبت بود. از طرف دیگر، کیت ایمونوفلورسانس مورد استفاده 
که این موارد نتیجه مثبت کاذب داشت  %۱۵٫۵در این پژوهش در 

هدف عنوان بهتوان به استفاده از سلول کامل باکتری امر را می
 واکنش دلیلبههای موجود در سرم بیمار نسبت داد که بادیآنتی

د منجر تواننها میهای مشابه در سایر باکتریژنمتقاطع با سایر آنتی
م، انیزمورفیسم ذاتی اُرگوجه به پلیبه بروز چنین نتایجی شوند. با ت

شده در یک منطقه جغرافیایی قابلیت استفاده در های طراحیکیت
سایر مناطق را نداشته و چنانچه برای مقاصد تشخیصی و 

ای های منطقهشوند باید با توجه به ایزولهاپیدمیولوژیک مصرف 
بادی در جمعیت سازی شوند. این امر احتمال شناسایی آنتیبومی

  دهد. ایی خاص را افزایش میمورد مطالعه در یک منطقه جفرافی
در جمعیت مورد مطالعه با استفاده  مایکوپلاسما هومینیسفراوانی 

که  در حالی ،بود %۱۲ لکولی و صرف نظر از علایم بالینیاز روش مو
دست آمد. به %۷این میزان در صورت استفاده از روش کشت، تنها 

ری رگ باکتیکی از دلایل عمده جدانشدن باکتری در ترشحات واژن، م
اسیدی ناحیه واژن بوده که مانع رشد باکتری در  pHدر اثر 
شود. از این رو برای تشخیص های کشت اختصاصی میمحیط

در مجاری تناسلی بهتر است از نمونه حاصل  هومینیس مایکوپلاسما
از مخاط دهانه رحم استفاده شود که محیط مناسبی برای زیست این 
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  شود.باکتری محسوب می
های ایمونواسی مانند ایمونوفلورسانس غیرمستقیم برای روش

 ویژه در مواردبه هومینیس مایکوپلاسمابادی علیه سنجش آنتی
حی های سطژنغربالگری، با توجه به ماهیت متغیر و تغییرات آنتی

صورت الزام به  های مناسبی محسوب نشده و درباکتری، روش
ای ههای منطقبا درنظرگرفتن ایزولهها باید گونه روش استفاده از این
  سازی روش اقدام نمود.نسبت به بومی

  
  گیرینتیجه

روش ایمونوفلورسانس غیرمستقیم با توجه به حساسیت پایین، 
شود و برای روش مناسبی برای مقاصد غربالگری محسوب نمی

ز لازم است تا ا مایکوپلاسما هومینیستشخیص عفونت ناشی از 
  استفاده شود. real-time PCRلکولی مانند های حساس موروش
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