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ABSTRACT

Background & Objectives: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) in-
volves the severe obstruction of the airways. Polymerase chain reaction (PCR) is 
a method with high sensitivity, specificity, accuracy and time-efficiency, which 
could be used for the identification of different pathogens, especially Mycoplasma 
pneumonia. This study was performed for the molecular detection of M. pneumo-
nia isolated from the pulmonary secretions of patients with COPD.
Materials and Methods: This descriptive cross-sectional study was conducted 
during 12 months (November 2013-2014) in Kerman, Iran. After genomic DNA 
extraction using CinnaPure DNA kit, molecular detection of M. pneumonia strains 
was performed with a specific primer for P1 gene using a gradient thermocycler. 
Results: In total, 100 respiratory secretion samples were collected from COPD 
patients. Analysis of agarose gel electrophoresis for the evaluation of PCR prod-
ucts of the P1 gene indicated 76 samples (76%) to be positive for this gene. There-
fore, M. pneumonia genome could be detected in these samples.
Conclusion: M. pneumonia is considered as a significant risk factor in patients 
with COPD. In comparison with other methods, PCR has higher sensitivity and 
specificity as opposed to culture, which requires live bacteria.
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شناسایی مایکوپلاسما پنومونیه از ترشحات تنفسی بیماران مبتلا به سندرم انسدادی مزمن ریوی با 
استفاده از روش PCR در استان کرمان، ایران

چکیده

سابقه و هدف: بیماری مزمن انسدادی ریه نوعی بیماری مزمن انسدادی است که با مسدود 
بودن مسیر هوایی مشخص می شود. PCR به دلیل داشتن حساسیت، دقت بالا و صرفه جویی در 
 Mycoplasma( زمان یک روش مناسب برای تشخیص پاتوژن ها به ویژه مایکوپلاسما پنومونیه
از  پنومونیه  مایکوپلاسما  مولکولی  شناسایی  حاضر،  مطالعه ی  از  هدف  می باشد.   )pneumonia

ترشحات تنفسی بیماران مبتلا به COPD است.
مواد و روش ها: این مطالعه ی توصیفی-مقطعی، در یک بازه زمانی 12 ماهه از آذر 1393 تا 
با استفاده از کیت سیناژن  انجام شد. پس از استخراج DNA ژنومی  1394 در استان کرمان 
پرایمر  از  استفاده  با  پنومونیه  مایکوپلاسما  سویه های  مولکولی  شناسایی   ،)Cinna Pure-DNA(

اختصاصی برای ژن P1 و با کمک گرادیانت ترموسایکلر انجام شد.
نتایج: در مجموع، تعداد 100 نمونه ی تنفسی از بیماران مبتلا به COPD به دست آمد. نتیجه 
آنالیز الکتروفورز ژل آگارز برای بررسی محصول PCR ژن P1، نشان داد که 76 نمونه )76 
درصد( از نظر وجود این ژن مثبت بودند و از نظر ژنوم مایکوپلاسما پنومونیه قابل ردیابی بودند.

نتیجه گیری: مایکوپلاسما پنومونیه یک فاکتور خطر در افراد مبتلا به COPD می باشد. PCR در 
مقایسه با روش های دیگر از حساسیت و اختصاصیت بسیار بالاتری برخوردار است و برای انجام 

آن برخلاف روش کشت، نیازی به زنده بودن باکتری در نمونه نیست.

PCR، P1 ،واژه های کلیدی: سندرم انسدادی مزمن ریوی، مایکوپلاسما پنومونیه
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مقدمه
 Chronic Obstructive( ریه  انسدادی  مزمن  بیماری 
انسدادی  بیماری  نوعی   )Pulmonary Disease: COPD

ریوی است که با مسدود بودن مسیر هوایی به صورت مزمن 
مشخص می شود )1(. علائم این بیماری با افزایش سن تشدید 
می یابد. اصلی ترین نشانه های این بیماری تنگی نفس، سرفه و 
خلط می باشد. از معمول ترین عوامل مسبب COPD استعمال 
دخانیات بوده؛ اما عواملی دیگر از قبیل آلودگی هوا و وراثت 
نیز در ایجاد آن نقش دارند )2(. حدود پنج درصد از جمعیت 
کره زمین به این بیماری مبتلا هستند و تخمین زده می شود 
که در سال 2012، سومین عامل مرگ بیش از سه میلیون 
افزایش سن، جنسیت )مذکر   .)3( بوده است  نفر در جهان 
بودن(، سابقه بستری و وجود بیماری های همراه مانند: آسم، 
فشار خون و آلرژی از عوامل خطرساز در بستری شدن مکرر 
 Acute Exacerbation of Chronic اثر  در  و مرگ  بیماران 
AECOPD( Obstructive Pulmonary Disease( می باشند 

مربوط   ،AECOPD درصد   50-75 عامل  همچنین   .)4(
ویروس ها  و  باکتری ها  میان  این  در  که  است  عفونت ها  به 
اختصاص  به خود  را  با هم 25 درصد  و  به تنهایی  هر کدام 
 ،)Haemophilus influenzae( آنفلوآنزا  هموفیلوس  داده اند. 
 ،)Streptococcus pneumoniae( پنومونیه  استرپتوکوکوس 
کلامیدیا  و   )Moraxella catarrhalis( کاتارالیس  موراکسلا 
مسبب  عوامل  از   )Chlamydia trachomatis( تراکوماتیس 

این بیماری محسوب می شوند )5(. 
 Mycoplasma( پنومونیه  مایکوپلاسما  احتمالی  نقش 
قرار  بررسی  مورد  ریه  انسدادی  بیماری  در   )pneumonia

دیواره  فاقد  باکتری های  مایکوپلاسماها   .)6( است  گرفته 
سلولی هستند و تنها ارگانیسم های دارای استرول در غشای 
از  و  ندارند  را  آن  سنتز  توان  خود  که  بوده  سیتوپلاسمی 
مقاوم  باعث  سلولی  دیواره  نداشتن  می کنند.  کسب  محیط 
شدن این باکتری ها در برابر آنتی بیوتیک های مؤثر بر دیواره 

مانند پنی سیلین ها شده است. 
سبب  گاهی  پنومونیه  مایکوپلاسما  از  گونه ی  انسان  در 

به  مایکوپلاسما  ابتدا  در  می شود.  )پنومونی(  سینه پهلو 
 .)7( می کند  نفوذ  هوایی  مجرای  غشای  محافظ  سلول های 
واکنش  یک  ایجاد  به  شروع  سلول ها  این  کشتن  با  سپس 
به  نیز  موارد  از  برخی  در  و  ناحیه شده  در سراسر  التهابی 
درون جریان خون نفوذ می کند. مایکوپلاسما پنومونیه یکی از 
عوامل عفونت بخش فوقانی و تحتانی در انسان بوده و تابلوی 
با  همراه  کندپیشرونده  تراکئوبرونشیت  به صورت  آن  بالینی 
این  بیماری زایی   .)8( است  خشک  سرفه های  و  بی قراری 
میکروارگانیسم شامل یک فارنژیت ساده و تراکئوبرونشیت تا 
پنومونی حاد می باشد. مطالعات نشان داده که مایکوپلاسما 
پنومونی های  موارد  درصد   20 از  بیش  مسئول  پنومونیه 
 Community Acquired Pneumonia:( کسب شده از جامعه
باکتری طیفی  این  ریوی  CAP( است )9(. علاوه بر عوارض 

وسیعی از عوارض سیستمیک غیرریوی مانند: راش، سندرم 
استیونس-جانسن، آنسفالیت، مننژیت آسپتیک؛ بیماری های 
قلبی-عروقی مانند آترواسکلروزیس و بیماری های خودایمن 
مخچه ای،  آتاکسی  عرضی،  میلیت  مننگوآنسفالیت،  مانند: 
و  باره  گیلن  سندرم  مغزی،  ساقه  سندرم  بل،  فلج  کری، 
مننژیت آسپتیک را ایجاد می کند )10(. عفونت های حاصل از 
این پاتوژن به اریترومایسن خوراکی و یا ماکرولیدهای جدید 
مانند آزیترومایسین و یا کلاریترومایسین پاسخ می دهد و در 
مواردی هم کورتیکواستروئید توصیه می شود )9(. روش های 
عفونت های  روزمره  تشخیص  برای  قابل دسترس  معمول 
مایکوپلاسما پنومونیه شامل: کشت، سرولوژی و تکنیک های 
 .)11( می باشند   )NAAT( نوکلئیک  اسید  تکثیر  بر  مبتنی 
روش های مبتنی بر کشت، وقت گیر، هزینه بر با اختصاصیت 
و  آزمایشگاهی  تجهیزات  نیازمند  که  هستند  پایین  نسبتاً 
آزمایشات  می باشد.  نتایج  تفسیر  جهت  باتجربه  کارشناس 
و  )مثبت  متقاطع  واکنش های  بروز  به دلیل  نیز  سرولوژیک 
منفی کاذب(، حساسیت نسبتاً پایین و نیازمندی به سرم های 
مختلف فاز بیماری )حاد و مزمن( ایده آل نیستند. به همین 
مشکلاتی،  چنین  بر  غلبه  برای  اخیر  سال های  در  دلیل، 
استفاده از آزمایشات NAAT مانند واکنش زنجیره ای پلیمراز 
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سح به دلیل   PCR  .)12( است  یافته  فراوانی  توسعه   )PCR(

روش  زمان  در  صرفه جویی  و  بالا  دقت  حساسیت،  داشتن 
مناسبی جهت مقاصد تشخیصی باکتری های پاتوژن به ویژه 

مایکوپلاسما پنومونیه می باشد.
ملهوترا  و  سال 2005  در  همکاران  و   )Chalker( چاکر 
دادند،  نشان   2013 سال  در  همکاران  و   )Malhotra(
  IgM،IgG تشخیص برای  که  سرولوژیک  مرسوم  روش های 
زمان می باشند؛  تا 10  نیازمند 7  استفاده می شوند،   IgA و 
در  نمونیه  مایکوپلاسما  تشخیص  برای   P1 ژن  از  بنابراین 
نمونه های بالینی استفاده کردند )13،14(. در سال های اخیر، 
شناسایی این ارگانیسم با طراحی پرایمرهای اختصاصی برای 
 P1 فاکتور اتصالی ،ATPase 16، ژن اپرانs rRNA ژن های
 tuf ادهسین اصلی ارگانیسم در اتصال(، فاکتور طویل سازی(
 P12 و P11 ،P4B ،P4A ،)HSP60( و پروتیئن شوک حرارتی
امکان پذیر شده است )15(؛ بنابراین هدف از مطالعه ی حاضر، 
شناسایی مولکولی مایکوپلاسما پنومونیه از ترشحات تنفسی 
با   )COPD( انسدادی مزمن ریوی بیماران مبتلا به سندرم 
می باشد.  PCR روش  در   P1 پرایمرهای  تکثیر  از   استفاده 

موادوروشها
یک  مدت  به  مقطعی-توصیفی  نوع  از  حاضر  پژوهش 
شهید  )بیمارستان های  کرمان  استان  در   )1393( سال 
باهنر، افضلی پور و سیدالشهدا( به منظور شناسایی مولکولی 
به  مبتلا  بیماران  تنفسی  ترشحات  از  پنومونیه  مایکوپلاسما 
از  نمونه گیری  انجام شد.  آسان  نمونه گیری  با روش   COPD

 COPD 100 بیمار )54 مرد و 46 زن( پذیرش شده به دلیل
افراد  این   )Inclusion Criteria( ورود  ملاک  گردید.  انجام 
از ترشح  پایداری  به مطالعه، وجود حداقل 24 ساعت نشانه 

چرک، خلط و یا هر دو علامت، خس خس و یا تنگی نفس 
و معیار خروج )Exclusion Criteria( عدم ابتلای بیماران به 
بیماری سل ریوی، آسم، آلرژی و یا بیماری قلبی طبق نظر 
پزشک متخصص ریه بود. پس از اخذ نمونه ها به منظور غنی-

انتقال به محیط آزمایشگاه، تمامی آن ها  سازی در محیط و 
 organism Broth:  PPLO  Broth( محیط انتقالی روی  بر 
دمای  در  ساعت   72 مدت  به   )Pleuro Pneumonia–Like

37 درجه سلسیوس و 5 درصد CO2 گرمخانه گذاری شدند. 
به منظور شناسایی مولکولی سویه های مایکوپلاسما پنومونیه 
از نمونه های حاصله، ابتدا DNA ژنومی سویه ها با استفاده از 
 Cinna Pure DNA( سیناژن  منفی  گرم  باکتری های  کیت 
 DNA خلوص  درجه  گردید.  استخراج   )KIT-PR881613
استخراج شده از دستگاه اسپکتروفتومتر نانودراپ )ترمو،آمریکا( 
گرفت.  قرار  بررسی  مورد   A260/A280 نسبت  براساس 
DNA سلولی  و سلامت  یک پارچگی  ارزیابی  برای  همچنین 
استخراج شده از نمونه ها بر روی ژل آگارز 0/8 درصد، الکتروفورز 
انجام گردید. پرایمرهای مورد استفاده برای شناسایی مولکولی 
مایکوپلاسما پنومونیه در جدول 1 عنوان شده است. پس از 
واکنش    ،NCBI سایت  در  انتخاب شده  آغازگرهای   BLAST

PCR چندگانه ای )Multiplex-PCR( به حجم نهایی lµ25 با 

برای 31  آلمان(  )اپندورف،  ترموسایکلر  از گرادیانت  استفاده 
 PCR سیکل انجام گرفت )16(. در پایان، محصولات واکنش
 )0/5 µg/ml( در ژل آگارز یک درصد حاوی اتیدیوم بروماید
 ATCC پنومونیه  مایکوپلاسما  استاندار  سویه  با  مقایسه  در 

29342 الکتروفورز گردید )جدول 2 و 3(.

نتایج
نمونه   100 از  که  کرد  مشخص  حاضر  مطالعه  نتایج 

جدول 1: توالی الیگونوکلئوتیدی آغازگرهای استفاده شده

ژن هدفتوالی نوکلئوتیدی)ʹ3→ʹ5(غلظت*طول قطعه )bp(منبع

16277
1/0PmolF=5ʹ-AGGCTCAGGTCAATCTGGCGTGGA-3ʹ

P1
1/0PmolR= 5ʹ-GGATCAAACAGATCGGTGACTGGGT-3ʹ
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مایکوپلاسما  نظر  از  درصد(   76( نمونه   76 جمع آوری شده 
پنومونیه مثبت بودند و ژن P1 را حمل می کردند. از مجموع 
از  تمامی سویه های تحت مطالعه، 34 سویه )44/7 درصد( 
از زنان به دست آمد. این  مردان و 42 سویه )55/3 درصد( 
در  را  مایکوپلاسما  از  نوع  این  با  آلودگی  بالای  آمار  نتایج 
 بیماران مبتلا به سندرم انسدادی مزمن ریوی نشان می دهد.

در 12  را   PCR الکتروفورز محصول  ژل  نتیجه   1 در شکل 
نمونه نشان داده شده است.

بحثونتیجهگیری
کشت و جداسازی مایکوپلاسماها در ایران به دلیل زمان بر، 
بنابراین  با مشکلاتی همراه است؛  بودن  و پرهزینه  وقت گیر 
پایه ی  بر  و  سرولوژیک  تست های  براساس  پژوهش ها  اغلب 

هستند  استوار  IgG ضدمایکوپلاسمایی  و   IgM اندازه گیری 
نمونه ی جمع آوری شده،  از یک صد  تحقیق حاضر  در   .)17(
76 درصد آن ها از نظر مایکوپلاسما پنومونیه مثبت بودند که 
نشان دهنده ی آمار بالای آلودگی با این نوع مایکوپلاسما در 
بیماران مبتلا به COPD می باشد. شریفی و همکاران )18( 
در سال 1390 در پژوهشی با مقایسه روش های PCR، الایزا 
و کشت نشان دادند که از 12 نمونه مثبت )6 درصد( با روش

 PCR، 10 نمونه )5 درصد( از نظر IgM و 4 نمونه )2 درصد( 
از نظر کشت مثبت بودند. این محققین دریافتند که PCR در 
مقایسه با روش های الایزا و کشت حساس ترین روش بوده و از 

 ،)ATCC 29342 مایکوپلاسما پنومونیه( C+ ، 100 bp Plus DNA size marker :از سمت چپ به راست به ترتیب .PCR شکل1: نتایج آزمون
)ATCC 25922 اشریشیا کلی( C-

PCR جدول 2: اجزای مخلوط واکنش

اجزای دخیل در واکنشمقدار مورد نیاز

6 lµ PCR master mix 5X

0/7 lµ0/8 μM آغازگرها به غلظت

0/8 lµالگو DNA 10 ng

17/5 lµآب دوبار تقطیر

25 lµحجم نهایی

جدول3: دستورالعمل دمایی مربوط به سیکل های دستگاه ترمال 
سایکلر

دما )درجه زمان
مرحله انجام PCRسلسیوس(

دناتوراسیون اولیه595 دقیقه

واسرشتگی )Denaturation(4595 ثانیه

اتصال پرایمرها )Annealing(6058 ثانیه

طویل سازی )Extension(6072 ثانیه

تکثیر نهایی572 دقیقه
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سح طرفی روش الایزا نیز حساس تر از کشت می باشد. این یافته ها 

بر   PCR که  می دهد  نشان  و  است  هم ارز  کنونی  مطالعه  با 
روی نمونه های سوآپ گلو سریع، حساس و اختصاصی است 
و تشخیص عفونت تنفسی با عامل مایکوپلاسما پنومونیه را 
مقدور می نماید. تولی )Tully( و همکاران )19( اظهار کردند 
که اگرچه کشت مایکوپلاسماها همچنان روش استانداردی 
از  معایبی  دارای  اما  می باشد؛  ارگانیسم  این  شناسایی  برای 
قبیل نیاز به محیط های اختصاصی و روند تهیه محیط کشت، 
مدت زمان انکوباسیون طولانی )4-1 هفته( نیاز به آزمایشگاه 
تخصصی، باکتری زنده و احتمال ابتلای کارکنان آزمایشگاه 
خود  پژوهش  در   )20( همکاران  و  شاه حسینی  می باشد. 
دریافتند که مایکوپلاسماها سخت رشد و نیازمند به شرایط 
ویژه ای برای کشت می باشند که در گونه های مختلف، متفاوت 
است و باید نیازمندی هر گونه فراهم شود. در نتایج تحقیق 
معظمی و همکاران )21( مشخص شد که از 170 نمونه خلط 
در بیماران مشکوک به آنفولانزا هیچ سویه ای از مایکوپلاسما 
پنومونیه یافت نشد که با مطالعه پیش رو مغایرت دارد و دلیل 
این اختلاف می تواند در نوع بیماران تحت مطالعه )آنفلوانزا 
عفونی  عوامل  بررسی  راستای  در  باشد.   )COPD مقابل  در 
ریوی،  مزمن  بیماری های  با  کلامیدیایی  و  مایکوپلاسمایی 
مطالعاتی انجام شده است. برای مثال گور )Gurr( و همکاران 
)22( ارتباط مایکوپلاسما پنومونیه را با بیماری مزمن ریوی 
)23( این  و همکاران   )Bucholtz( اما بوکولتز  دادند؛  نشان 
پژوهش  در   )24( همکاران  و  عطایی  نمودند.  رد  را  ارتباط 
خود نشان دادند که از 131 نمونه سینوویال، 22/9 درصد از 
نظر وجود مایکوپلاسما پنومونیه مثبت بودند که این فراوانی 
با مطالعه ی حاضر مغایرت دارد و علت این اختلاف می تواند 
همکاران  و   )Zendulkova( زندولکاوآ  باشد.  نمونه  نوع  در 
تشخیص  جهت  معمول  آزمایش های  که  دریافتند   )25(
کلاسیک  روش های  پایه  بر  عمدتاً  مایکوپلاسما  گونه های 
مانند آزمایشات بیوشیمیایی و ایمونوفلورسنت استوار است. 
با  است  ممکن  اما  می باشند؛  سودمند  گرچه  روش ها  این 
نتیجه روش های  باشند. در  واکنش های مثبت کاذب همراه 

پتانسیل  دارای  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش  جمله  از  مولکولی 
بوده  بیماری زا  عوامل  سریع  و  دقیق  تشخیص  جهت  بالایی 
و می تواند امکان شروع هر چه سریع تر درمان آنتی بیوتیکی 
بیماری را فراهم نمایند. هم ارز با نتایج مطالعه پیش رو، وایترز 
کشت  تکنیک  که  داد  نشان   )26( همکاران  و   )Waiters(
 PCR وقت گیر و دارای نتایج منفی کاذب زیادی در مقایسه با
از  پیش  آنتی بیوتیکی  درمان  که  هم  مواردی  در  می باشد. 
نمونه گیری انجام شود، نتیجه ی کشت منفی گزارش می گردد؛ 
بنابراین برای تعیین هویت مایکوپلاسما پنومونیه، روش کشت 
دارای نتایج ضعیفی بوده و کاربرد روش های مولکولی همچون 
و همکاران   )Morozumi( موروزومی  است.  اولویت  در   PCR

)27( نشان دادند که مایکوپلاسما پنومونیه عامل گرفتاری های 
و  تراکئوبرونشیت  رینیت،  فارنژیت،  گلودرد،  مانند:  تنفسی 
همچنین مسئول بیش از 20 درصد پنومونی های کسب شده 
از جامعه است؛ بنابراین PCR روش دقیق، سریع، قابل اعتماد 
در  پنومونیه  مایکوپلاسما  سریع  تشخیص  برای  حساس  و 

نمونه های عفونت های تنفسی می باشد.
نتایج تحقیق پیش رو نشان داد که مایکوپلاسما پنومونیه 
یک فاکتور خطر در افراد مبتلا به بیماری انسداد ریه می باشد. 
و  سریع  واکنش  یک  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش  همچنین 
یک  حضور  شاخص  به عنوان   DNA تشخیص  برای  حساس 
میکروارگانیسم در مقادیر بسیار کم نمونه است. این روش در 
از حساسیت  به ویژه روش کشت،  دیگر  با روش های  مقایسه 
و اختصاصیت بسیار بالاتری برخوردار است و برخلاف روش 
کشت، برای انجام نیازی به زنده بودن باکتری در نمونه مورد 
آزمایش نیست. همچنین مزیت آن بر روش های سرولوژیک 
عدم بروز واکنش های متقاطع و استفاده از سرم های مختلف 

فاز بیماری )حاد و مزمن( می باشد.

تشکروقدردانی
نویسندگان مقاله بر خود لازم می دانند که از همکاران و 
کارکنان محترم آزمایشگاه میکروبیولوژی پاسارگاد در انجام 

کار عملی پژوهش حاضر کمال تشکر و قدردانی نمایند.
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