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Abstract 

Background: Bacterial infections on the initiation or escalation, play a role in MS, and reports of the 

involvement of ‎mycoplasma with worldwide distribution in these patients  ‎ Mycoplasma with the host cell‏.‏

membrane ‎to mimic the autoimmune attack and the other macrolide antibiotics have become resistant to the 

first ‎treatment. The purpose of this research was to identify mutations causing resistance to tetracycline 

in ‎mycoplasmas isolated from patients with MS Kerman province.  

Methods: A total of 32 samples of cerebrospinal fluid and 48 samples of urine results in a non-random sampling 

of ‎patients with MS prepared and enrich one night in PPLO broth, were gathered during a‎ 7 weeks of ‎continuous 

cultivation in PPLO broth and agar. DNA was extracted from positive examples to identify ‎the type of bacteria 

(Nested-PCR) and was used tetracycline resistant (rrs3 and rrs4) of 16SrRNA the ‎method (Duplex-PCR), as well as 

was performed nucleotide sequencing and phylogenetic tree. 

Results: Growth was observed in 12 cases, but after (Nested-PCR), only 5 samples were detected (1 sample 

of ‎cerebrospinal fluid and urine samples 4) mycoplasma. But In (Duplex-PCR), to show only urine ‎samples, alleles  .‏

Conclusion: The phylogenetic was found to have mutated alleles at different points, but for a definitive answer 

to ‎the resistance to tetracycline, additional research is required. Based on the findings, have mutated ‎alleles has the 

potential to tetracycline resistance. 
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 چکیدُ
ًَت زمینه: ی ثز زذبلت  )ام اط( هَلتیپل اعکلزٍسیظّبی ثبکتزیبیی ثز ؽزٍؿ یب تؾسیس حولات، زر ثیوبری فف ًمؼ اعبعی زارًس ٍ گشارؽْبیی هجٌ

پَلاعوب ثب تملیس اس غؾبی علَل هیشثبى هٌزز ثِ حولات ذَز ایوٌی هی ی زر ایي ثیوبری ٍرَز زارز. هبیک تًؾبر رْبً پَلاعوب ثب ا ؽَز ٍ اس عَی زیگز ثِ هبیک
تًی لیي رٍػ زرهبى همبٍم ؽسُثیَتیکآ اَى اٍ س. ّسف ایّبی هبکزٍلیس ثِ فٌ لَی رْؼاً لَک ٌٌسُ همبٍهت ثِ تتزاعبیکلیي زر ي تحمیك ؽٌبعبیی ه ّبی ایزبز ک

پَلاعوبّبی رسا ؽسُ اس ثیوبراى هجتلا ثِ ام اط اعتبى کزهبى ثَز.  هبیک
ًَِ هبیع هغسی ًخبعی ٍ   23تعذاد : کارروش یِْ ٍ یک ضب غ 84ًو ًَِ هبیع ادراری بِ رٍش غیرتصبدفی از بیوبراى هبتلا بِ ام اس ت ٌی سبزی در ًو

PPLO broth ،7 م در ًَِ  PPLO brothّفتِ کطت هذاٍ و جبم گردیذ. ازً  صَرت گرفت. برای ضٌبسبیی جٌس ببکتری  DNAاستخراج  ،ّبی هثبتٍ آگبر، اً
ّوچٌیي تعییي  .گردیذ( استفبدُ Duplex-PCRبِ رٍش ) 61SrRNAاز شى  (rrs3  ٍrrs4ّبی دارای هقبٍهت بِ تتراسبیکلیي )( ٍ جذایNested-PCRِاز )

جبم ضذ کلئَتیذی ٍ رسن درخت فیلَشًتیک اً اَلی ًَ  .ت
ًَِ رضذ هطبّذُ ضذ، اهب بعذ از  63: در  ها:یافته ْب Nested-PCRًو ًَِ ) 5در ، تٌ خبعی ٍ  6ًو ًَِ هبیع هغسیً  پَلاسوب تطخیص  8ًو ًَِ ادراری( هبیک ًو

Duplex-PCRًَِدادُ ضذ. در  و ْبً  طبى دادًذّبی ادراری، ، تٌ ظر راً   .آللْبی هَردً 
ذ، اهب برای پبسخ قطعی بِ ایجبد هقبٍهت بِ تتراسبیکلیي، بب رسن درخت فیلَشًتیک هطخص ضذ آللْب در ًقبط هتفبٍتی جْص پیذا کردُ گیری:نتیجه اً

سیل هقبٍهت بِ تتراسبیکلیي جْص پتحقیقبت تکویلی لازم است. بر اسبس یبفتِ ذیذا کردُّب، آللْبی دارای پتبً  .اً
 

پَلاسوب، هقبٍهت آًتی بیَتیکیهَلتیپل اسکلرٍزیس، بیوبری rrs3  ٍrrs4آللْبی  ها:کلید واژه  .، تتراسبیکلیي، هبیک
 

اَُ ةیذ ر، یهحج ت م،یًم نحوه استناد به این مقاله: لَ ییؽٌبعب. زذ لَک  هجتلا وبراىیث اس ؽسُ رسا یکَپلاعوبیهب یْبیثبکتز زر يیکلیتتزاعب ثِ همبٍهت کٌٌسُ زبزیا یرْؾْب یه
لَت ثِ ساؽتی ـ زرهبًی تجزیش.  .کزهبى اعتبى (اط ام) ظیاعکلزٍس پلیه ؾگبُ فلَم پشؽکیٍ  ذسهبت ثْ   101-100(:1)41؛ 1311هزلِ پشؽکی زاً
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 هقدهِ 
کِ سًسگی  ّغتٌسیی بّکَچکتزیي ثبکتزی ّبهبیکَپلاعوب

م، حزن کن س ٍ ثِ زلیلًهغتمل زار سرا پذیزفتِ اًگلیسًسگی  صًَ . اً
س تئیي ّبی عغحی ٍیضُ هبیکَپلاعوبغؾبی پلاعوبیی ٍ پزٍ ، هبًٌ

س. ٌکٌهی تملیساس غؾبء علَلی هیشثبى  ک پَؽؼ فول کززُ ٍی
ایي عیغتن ، ؽَزثبکتزی ثبفج تحزیک عیغتن زفبفی هیشثبى هی

ّن تؾریـ زّس ٍ هٌزز ٍ ثبکتزی را اس  علَل ذَزی لبزر ًیغت
س (.2،1) ؽَزالتْبة زر ثبفتْبی هرتلف هی ایزبز ثِ  آًچِ زر هبًٌ
فبلیت، پلی رازیَ کَلیتیظ، یوبریْبی رٍهبتَئیس، هٌٌضیت، آًغث

اٍى پزیؾی، فزؿ، عٌسر، ی هغشی، التْبة ًربؿغآتبک م گیلي ثبرُ ر
هَلتیپل  (.4،3) ؽَزهؾبّسُ هیهَلتیپل اعکلزٍسیظ ٍ 

 التْبثی هشهٌی یب ی ذَز ایوٌیرثیوبیک ، (MS)اعکلزٍسیظ 
 زّسیٌِ ؽسى عیغتن فقجی هزکشی رخ هیزهیلکِ زر آى  اعت

 ،یک(تلزٍْبی اعکپلاکّب )ثغتِ ثِ عبیش ٍ هَلقیت سذن (.7-5)
کی ثِ فَرت کبّؼ یب اس زعت زازى فولکزز ًتبیذ کلیٌی

عِ صیکی ثرؼ هزثَ اًَی ٍ زر ًتیزِ اعت ًَرٍلَ رشئی ّبیی اس ًبت
اَیی، تکلن،  اذتلالاتی :(8) کٌستب پیؾزفتِ را ایزبز هی زر ثیٌبیی، ؽٌ

اًَی زر حفؼ کٌتزل ثسى، فلذ فض لات، زفـ ازرار ٍ هسفَؿ، ًبت
ر ایزبز هبیکَپلاعوب زّوبى عَر کِ اؽبرُ ؽس،  (.9-12)افغززگی 

ایي ثبکتزی زر توبم  ٍ .ًمؼ زارز هَلتیپل اعکلزٍسیظ ثیوبری
تَرِ ثِ ایي ًکتِ ثی تَرْی ثِ آى ثب  ٍ ٍرَز زاؽتِ ثِ ٍفَررْبى 

اًبیی لاسم را ثب تَرِ ثِ ذقَفیبت عبذتوبًی  کِ ایي ثبکتزی تَ
همبٍهت ٍرَز ثِ کبفی فسم تَرِ  هَرت، زر ثمبی ذَز ًسارز

تیکیًتیآ حبل حبضز  زر(. 13) اعت ؽسُزر هبیکَپلاعوب  ثیَ
تیکهبیکَپلاعوب  لٍیس کِ ثًغجت ثِ آًتی ثیَ اى ِ ّبی هبکز فٌَ

تزیي زرهبى، اعتفبزُ هی  ْبیهمبٍهت پیسا کززُ ٍ گشارؽ ،ؽسًسثْ
اى، کزُ، آهزیکب  ٍ سیبزی اس ؽکغت هبکزٍلیسّب اس صاپي، چیي، تبیَ

ِ ث ،ایّبی هٌغمِثب تَرِ ثِ تفبٍت ارٍپب )اعکبتلٌس، اعپبًیب، آلوبى(
ٍ عزفِ تت عَلاًی هست  ی ؽبهلرّبی ثیوبًؾبًِفلت تساٍم 

م  ثِ فلت ٍلَؿ  بًغبلج ،ایي همبٍهت(. 15،14،2) زارز ٍرَزهساٍ
، کِ تقبهل هبکزٍلیس را ثب سیزٍاحس SrRNA23  ّبیی زر صى رْؼ

اس عزفی ریغک (. 17،16) زّسهیثشرگ ریجَسٍهی هْبر کززُ، رخ 
یؾتز تقساز ثیوبراى ث ٍ 100: 100000تب 10: 100000اثتلا ثِ ام اط 

ًفز  40000زر ایزاى ثیؼ اس (. 14)ًفز افلام ؽسُ  2500000اس 
تیک ّبی ربیگشیي  (.18) هجتلا ثِ ام اط ٍرَز زارز ى آًتی ثیَ اکٌَ

ًَْب هقزفی ؽسُ ل ئَیٌَ س هبکزٍلیس، تتزاعبیکلیي ٍ ک صی اتی (.15)اً َلَ
زلیك ام اط ٌَّس ؽٌبذتِ ؽسُ ًیغت، اهب یک احز هتمبثل پیچیسُ ثیي 

س آًزب کِ (. ا19) زارزاعتقساز صًتیکی ٍ فبکتَرّبی هحیغی ٍرَز 
س هی زرهبى ففًَت زر کٌتزل ام اط اًَ زبم ًمؼ زاؽتِ ثبؽس، ت اً

تیکی زر کؾَرّبی تغت ّبی تؾریـ ففًَت ٍ زرهبى آًتی ثیَ
سُ 2013اس عبل  (.9)اعت  ر گزفتِغزثی هَرز تَرِ لزا ًٍس فشایٌ  ر

اکِ هی زیسُ ؽساس ففًَت هبیکَپلاعوب  ای ط ثِ  ،ًستَ احتوبل هزثَ
هًَیٍِلَؿ یک اپیسهی هخلاً زر هَرز  اعلافبت ، هبیکَپلاعوب ًَ

ّبی کؾٌسگی ٍ همبٍهت ثبکتزی زر هیشثبى، فسم اس هکبًیغن یکو
ثزای  PCRاعتفبزُ اس  ٍ یاعلافبت کبفی زر هَرز همبٍهت صً

ُ ؽٌبعبیی هبیکَپلاعوب کِ هٌزز ثِ ؽٌبعبیی هَارز ثیؾتز اس آى ؽس
م ثمبء  (.20،10) ٍرَز زارز ،اعت ثبکتزی زر ثسى ٍ حضَر هساٍ
س ام اط صى زر آى، هٌزز ثِ تحزیکبت ذَز ایوٌی آًتی  ؽَزهیهبًٌ

اَى ًویزب کِ هبیکَپلاعوبّب را اس آً(. 15)  فمظ ثزاعبط ًؾبًِت
هل ثیي هیشثبى ٍ ٍ ففًَت ًتیزِ تقب ّبی کلیٌیکی تؾریـ زاز

ّبی تغت ، ربیگشیٌی پی عی آر ثِ ربیهبیکَپلاعوب اعت
صیکی، عزیـ تربة اهیس ثرؼ اعت ،عزٍلَ (. 20) حغبط ٍ یک اً

م رٍی هکب یٍی ًیغنتحمیمبت هساٍ اس رْت هْن ّبی همبٍهت زار
زى سهبى زر زرهبى ثزذی اس ثیوبریْب ٍ هَرت افشایؼ یبفتِ،  ثَ

حَز ثزای زرهبى زارٍّبی ضسکؾف  هیکزٍثی رسیس ٍ ه
یٍضُهبیکَپلاعوب  رٍی ًغل رسیس تتزاعبیکلیي، ثز توزکش  ثب ثِ 
صیکرٍػ اعتفبزُ تٌْب اس(. 21)ؽسُ اعت  کِ  ّبی عزٍلَ

ن ًوی یاعلافبتی اس همبٍهت صً ٍ فسم تحمیك رٍی  کٌسفزاّ
ّب زر ثی تَرْی ًغجت ثِ ففًَتٍ ّبی همبٍهت زارٍیی هکبًیغن

اس رولِ ًمبط ضقف ثقضی اس تحمیمبت  ،ثیوبراى هجتلا ثِ ام اط
زُ اعت سی زال ثز همبٍهت هبیکَپلاعوب  (.9،2) ثَ اس آًزب کِ ؽَاّ

تحمیك ثِ رْت  ، لذا زر ایي(22)ثِ تتزاعبیکلیي ثسعت آهسُ 
زر  ،افشایؼ حغبعیت ٍ اذتقبفیت زر ؽٌبعبیی هبیکَپلاعوب

زرار ثیوبراى ام اط اس تکٌیک ّبی هبیـ هغشی ًربفی ٍ اًوًَِ
Nested-PCR  للْبی زارای پتبًغیل آٍ ثِ رْت رغتزَی

ٌیک اس تک 16SrRNA( زر صى rrs3  ٍrrs4) همبٍهت ثِ تتزاعبیکلیي
Duplex PCR ٍ ُتیسی ایي  اعتفبز اَلی ًَکلئَ ّب آللعپظ تقییي ت

زبم  ز . گززیساً ّسف  عَاثمی هجٌی ثز تحمیمبت لجلی،ثب تَرِ ثِ ًجَ
لَکَلی رْؼاس ایي تحمیك تقییي  ّبی صًی ایزبز کٌٌسُ َّیت ه

همبٍهت زارٍیی ثِ تتزاعبیکلیي زر هبیکَپلاعوبّبی هَرَز زر 
هبیـ هغشی ًربفی ٍ ازرار ثیوبراى هجتلا ثِ ام اط اعتبى کزهبى زر 

ز.  1394تبثغتبى   ثَ
 

 کاررٍش 
ٍ ثز اعبط هغبلقبت لجلی ٍ  همغقی –ایي پضٍّؼ تَفیفی 

ًوًَِ هبیـ هغشی  32ؽبهل  ،ًوًَِ 80 رٍیثز  ،%95عغح اعویٌبى 
ًوًَِ ازراری اس ثیوبراى هجتلا ثِ ام اط اعتبى کزهبى  48ًربفی ٍ 

زوي ام اط کزهبى(   ثِ فَرت هجتٌی ثز ّسف ٍ غیزتقبزفیکِ )اً
ز، ُ ؽس تْیِ صی پبعبرگبزثَ لَ ثٍیَ اًزبم هٌتمل ٍ  ثِ آسهبیؾگبُ هیکز
ًَهیلی لیتز  ًیناثتسا  ؽس. اعتزیل ثزاث  PPLOِ، ثِ هحیظ اس ّز ًو

Cعبفت زر زهبی  24ٍ ثِ هست زازُ اًتمبل 
ى  37◦ اًکَثبعیَ

 PVDFثزاث تَعظ فیلتز هرقَؿ  PPLOّبی گززیس. هحیظ
هحیظ  ثِ ٍ رسااس هحلَل ثزاث  لیتزهیلی 2 عپظ، فبف ؽس

 CO2 ؽزایظزر  هٌتمل ٍ pH 6/7ثب ثزاث  PPLOؽبهل کؾت زٍم 
 (.23) ًگْساری ؽس زر گزهربًِ رٍس 5تب  3 ثزای زرفس، 10تب  5



ِ تتراسایکلیي در باکتریْای هایکَپلاسوای جدا شدُ شٌاسایی هَلکَلی جْش  103ٍ  ّوکاراى /  ًقیب                                                                      ّای ایجاد کٌٌدُ هقاٍهت ب

 

ٍ هحیظ هبیـ  PPLOثِ هحیظ  ،اس ّز کسام اس هحیظ ّب زٍ پبعبص
PPLO  ِهحیظ .ؽسآگبر گزفتPPLO  رٍس زر  7هست ثِ  گبر زارآ

کَثبتَر  0زار ٍ زهبی  CO2اً
C37 ٍ  هحیظPPLO  ِهبیـ ّن ث

پبعبص  2 ،ؽس ٍ ثقس اس ایي هستگزهربًِ گذاری رٍس  3تب  2هست 
 هٌتملآگبرزار،  PPLOیکی ثِ هحیظ هبیـ ٍ زیگزی ثِ هحیظ اس آى 

تغت  ،یس رٌظ هبیکَپلاعوببیرْت ت ،ّبکلٌی ؽَْر اس . پظؽس
ثب اعتفبزُ اس  DNAاعترزاد  (.24) ّبی هَلکَلی اًزبم ؽس

-100ؽزکت کیبصى ثب ًبم  DNAپزٍتکل کیت اعترزاد 
CAT.NO.K1014 (100 sample )kia spin PCR template 

purification kit  اًزبم ؽس. زر ایي پضٍّؼ  آلوبىعبذت کؾَر
 Nested-PCRثززى حغبعیت ٍ اذتقبفیت کبر اس رْت ثبلا 

ل هزحلِهرلَط ٍاکٌؼ زر  (.25) اعتفبزُ گززیس کِ زر  PCR اٍ
زعتگبُ  زرتْیِ ٍ  زازُ ؽسُ اعتًؾبى  2رسٍل ؽوبرُ 

لزار گزفت ٍ  آلوبىعبذت  BIO-RAD T100تزهَعبیکلز هسل 
. ثزای کٌتزل (2 ؽوبرُ رسٍل) ثزای آى افوبل ؽس PCRثزًبهِ 

تْیِ ؽسُ اس هَعغِ هخجت اس رٌظ اعتبًسارز هبیکَپلاعوب 
صی پبعبرگبز  لَ ثزای کٌتزل هٌفی اس آة همغز  ٍپضٍّؾی هیکزٍثیَ

 زٍم، تْیِ ؽس هزحلِهرلَط ٍاکٌؼ زر عپظ ل اعتفبزُ ؽس. اعتزی
ثزای ؽٌبعبیی اذتقبفی رٌظ هبیکَپلاعوب اس  .(2رسٍل )

صى  bp 163ثزای تکخیز ًبحیِ  GSO  ٍMASOپزایوزّبی 
16SrRNA ثزًبهِ (1 رسٍل) اعتفبزُ ؽس .PCR  زبم ثسیي ؽزح اً
لیِ، Nested PCRثزای اًزبم  :ؽس لیِ  ثب پزایوز اٍ  94ٍاعزؽت اٍ

یَِ  1زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  زررِ  94زلیمِ، ٍاعزؽت حبً
 1زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  60زلیمِ، اتقبل  1عبًتیگزاز ثِ هست 

 90زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  75ثغظ  ،عیکل( 35)ثِ تقساز  زلیمِ
زبم حبًیِ،  90زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  72ثغظ ًْبیی  ،حبًیِ ثزای اً

Nested PCR  ِلی زررِ عبًتیگزاز  94ثب پزایوز زٍم، ٍاعزؽت اٍ

یِ  6ثِ هست   1زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  94زلیمِ، ٍاعزؽت حبًَ
 33)ثِ تقساز  زلیمِ 1زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  55زلیمِ، اتقبل 

ثغظ ًْبیی  ٍ زلیمِ 1زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  70، ثغظ عیکل(
زبم ؽس. زلیمِ، 1زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  70 ثزای اًبد آسهَى  اً

Douplex PCR  لیِ ثزًبهِ سهبًی ؽبهل زررِ  98ٍاعزؽت اٍ
زررِ عبًتیگزاز ثِ  98زلیمِ، ٍاعزؽت حبًَیِ  5عبًتیگزاز ثِ هست 

)ثِ  زلیمِ 1زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  62حبًیِ، اتقبل  45هست 
زلیمِ، ثغظ  5زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  72، ثغظ عیکل( 35تقساز 
زبم گزفت. زلیمِ 5زررِ عبًتیگزاز ثِ هست  72ًْبیی  ثزای  اً

کٌتزل هخجت اس اعتبًسارز هبیکَپلاعوب ٍ ثزای کٌتزل هٌفی اس 
یک عپظ ٍ آة همغز اعتزیل اعتفبزُ ؽس.  E.coli اعتبًسارز

Duplex PCR  کِ ًَفیMultiplex PCR  ز، ثزای ؽٌبعبیی -للآثَ

زبم  16SrRNAزر صى  rrs3  ٍrrs4ّبی  هرلَط ٍاکٌؼ تْیِ  ٍاً
 MB-282-Fاس پزایوزّبی  rrs3 للآثزای ؽٌبعبیی  .(2رسٍل ) ؽس
 ٍMB-tet 3/4R  ِثزای تکخیز ًبحیbp 1857  ثزای ؽٌبعبیی الل ٍ

rrs4  اس پزایوزّبیMB-rrs-3F  ٍMB-287-R  ِثزای تکخیز ًبحی
bp 5294  (1 رسٍل) اعتفبزُ ؽس . 

م ثزٍهبیس ٍ ثب رًگ هحقَلاتعبسی عپظ ًوبیبى آهیشی اتیسیَ
زبم ؽس. ثقس اس اعویٌبى اس  2/1الکتزٍفَرس زر صل آگبرس  زرفس اً

 DNAتکخیز هحقَل پی عی آرٍ تؾکیل ثبًس، فول ذبلـ عبسی 
ؽزکت  DNAعبسی ثب اعتفبزُ اس پزٍتکل کیت ذبلـ

(Vivantis Nucleic Acid Extraction Kit )Vivantis  کؾَر هبلشی
زبم ؽس. هحقَلات ثسعت آهسُ ثب پزایوزّبی    rrs3  ٍrrs4اً

سُ  اَلی ثِ ؽزکت پیؾگبم )ًوبیٌ کؾَر کزُ  Bioneerرْت تقییي ت
ثی( ارعبل ٍ عپظ ثب ًزم افشارّبی   Bio Edit  ٍMEFGAرٌَ

(version 04/5 .اعلافبت ثسعت آهسُ تحلیل ؽس ،) 

 
 Nested PCR ٍ Douplex PCR (25.)زر  پزایوزّبی اعتفبزُ ؽسُ: 1 رسٍل

F= 5´GCAGTGAAGAACGAGGGG=3´ 16s rRNA AB Nested PCR 1 
R= 5´GTCCTCGCTTCGGTCCTCTCG=3´ ABO 

F= 5´GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT=3  ́16s rRNA GSO 
Nested PCR2 R= 5´TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC=3´ MGSO 

F= 5´GGATATCTAACGCCGTGTCT=3  ́
rrs3 MB-282-F 

Doublex PCR R= 5´CGTTCTCGTAGGGATACCT=3  ́MB-tet ¾-R 
F= 5´CGAGTTTGACCTCCTGGCTC=3´ rrs4 MB-rrs-3F 

R= 5´CTAATTCCAAGTGCCACTAGCG=3  ́MB-287-R 
 
 

اٍکٌؼ: 2 رسٍل  Nested PCR  ٍDouplex PCR (25)بّی هرلَط 
  تزکیجبت حزن                                

 µl7/6 µl7/9 µl7/6 آب مقطر

 01X µl2 µl2 µl2 بافر
mM MgCl2 01 µl1 µl5/1 µl1 

(dNTP mix (5Mm µl1 µl5/1 µl1 
 µM 0/1 µl2 µl1 µl2 پرایمر رفت
 µM 0/1 µl2 µl1 µl2   پرایمر برگشت

Taq 2.5unit µl3/0 µl3/0 µl3/0 

DNA µl5 )هحقَل هزحلِ زٍم( µl3  ل( مرحله)هحقَل  )اعترزاد ؽسُ( µl5 اٍ
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 ّایافتِ
ًَِ هبیـ هغشی  12ًوًَِ هَرَز،  80اس  ًَِ، ؽبهل یک ًو ًو

ًَِ ازراری ثیوبراى هجتلا ثِ ام اط زر هحیظ  11ًربفی ٍ   PPLOًو
ل ٍاکٌؼ  کززًس. رؽسآگبرزار   12، ّز Nested PCRزر زٍر اٍ

ًَِ هبیـ هغشی ًربفی ٍ  1) ًوًَِ ًَِ ازراری( ثبًس  11ًو  bpًو
ثب  coli.Eز اس رٌظ اعتبًسارًؾبى زازًس. رٍی صل آگبرس  927

اى کٌتزل هٌفی 087ؽوبرُ زعتزعی  یِ زرذت  ثِ فٌَ زر تْ
 rrs3 ٍ rrs4 ّبیّبی زارای آللاعتفبزُ ؽس. تٌْب رسایِ ًتیکفیلَص

ط ثِ ثبکتزی هبیکَپلاعوب ٍ حجت ؽسُ زر ثبًک صى، ثِ  هزثَ
ثب ؽوبرُ زعتزعی ( Mycoplasma. Arginniهبیکَپلاعوب آرصًیٌی )

APO14657 ،( هبیکَپلاعوب کبًبزًظMycoplasma. canadense-

 هبیکَپلاعوبکبلیفَرًیکَم،APO14631زعتزعیؽوبرُثب
(Mycoplasma. californicum) ثب ؽوبرُ زعتزعیAPO 13353 

زر صاپي اس ؽیز گبٍ هجتلا ثِ التْبة  2015تقلك زاؽت کِ زر عبل 
ز ٍ ثزای همبیغِ هَرز اعتفبزُ لزار گزفت. اس  پغتبى رسا ؽسُ ثَ

ًَِ ازراری ثیوبراى هجتلا ثِ ام اط،  rrs3  ٍrrs4 ّبیثیي آلل چْبر ًو
ًَِ ثب ؽوبرُ ّبی   KMV72  ٍKMV63  ٍKMV50فمظ عِ ًو

یِ زرذت فیلَصًتیک را زاؽتٌس. رسایِ ّبی  لبثلیت اعتفبزُ زر تْ
ّبی رْؼ یبفتِ لزاثت فیلَصًتیک ثب رسایِ هَرز ًؾز، اس ًؾز آلل

ّبی ایي ّبی حجت ؽسُ زر ثبًک صى را ًساؽتِ ٍ ثیي رسایِ
 پضٍّؼ ّن لزاثت سیبزی ٍرَز ًساؽت. ًتبیذ کلی ثسعت آهسُ

ثسیي فَرت ، Nested-PCR  ٍDuplex PCRزر رٍؽْبی 
ًَِ 32گشارػ گززیس، هبیـ هغشی ٍ ًربفی اس هزوَؿ  ، یک ًو

ل( ًوًَِ ٍارس صى ثیزًٍی زُ ٍ  ٍ زاذلی )پزایوز اٍ )پزایوز زٍم( ثَ
ًَِ  48ًجَزًس. اس هیبى  rrs3  ٍrrs4 ّبیّیچ یک ٍارس آلل ًو

ل( ٍ  11، ازراری ًٍی )پزایوز اٍ ًَِ ٍارس صى ثیز ًَِ ٍارس  4ًو ًو
زُ، صى ًَِ ٍارس آلل  زاذلی )پزایوز زٍم( ثَ ًوًَِ  rrs3  ٍ2یک ًو

ًَِ ٍارس ّز زٍ آلل ثِ عَر ّوشهبى  rrs4ٍارس آلل  ٍ یک ًو
 تؾریـ زازُ ؽس. 

 

 
 

سر هحقَل ثب اعتفبزُ اس آغبسگز اذتقبفی :0 شکل ثِ تزتیت اس چپ ثِ  صل الکتزٍفَ
ل ،راعت تٌزل هخجت،  ،bp 100: )هبرکز( ًؾبًگز گَزُ اٍ تٌزل هٌفی، -+ : ک ّبی گَزُ : ک

ًَِ 12تب  1ؽوبرُ  ُ.ًو  ّبی رساعبسی ؽس

ل هزحلِزر  ًَِ ؽبهل  5، تٌْب Nested-PCRٍاکٌؼ  اٍ ًَِ  1ًو ًو
زر هؾبّسُ ؽس.  bp  163ًوًَِ ازراری ثبًس  4هبیـ هغشی ًربفی ٍ 

 bpًوًَِ ازراری ثبًس  4( تٌْب Duplex PCRًْبیی ) PCRٍاکٌؼ 
1857  ٍbp 5294  هبیـ هغشی ًربفی ّیچ ًَِ را ًؾبى زازًس ٍ ًو

ب Nested-PCRزر هزحلِ زٍم ٍاکٌؼ ثبًسی را ًؾبى ًساز.   5، تٌْ
ًَِ هبیـ هغشی ًربفی ٍ  1ًوًَِ ؽبهل    bpًوًَِ ازراری ثبًس  4ًو

 4( تٌْب Duplex PCRًْبیی ) PCRهؾبّسُ ؽس. زر ٍاکٌؼ  163
را ًؾبى زازًس ٍ ًوًَِ  bp 1857  ٍbp 5294ًوًَِ ازراری ثبًس 

ًتیزِ تحلیل هبیـ هغشی ًربفی ّیچ ثبًسی را ًؾبى ًساز. 
الی فَرهبتیک تَ اًَ ّبی هَرز ثزرعی ثِ ّبی ًَکلئَتیسی ًوًَِثی

 . (1)ًوَزار  فَرت الگَی سیز تزعین گززیس

 
تًیک زرذت :0نمودار  ص رز ثزرعیًوًَِ فیلَ   بّی هَ

  بحث
زر هبیکَپلاعوبی  rrs3 ٍrrs4 ّبیآللزر ایي پضٍّؼ ؽٌبعبیی 

زبم ؽس ٍ ًؾبى زاز کِ هبیکَپلاعوبّبی  لیي ثبر اً اًغبًی ثزای اٍ
  rrs3  ٍrrs4 ّبی آللرسا ؽسُ اس ازرار افزاز هجتلا ثِ ام اط زارای 

زُ کِ رْؼ یبفتِ 16SrRNAصى  زر س ٍ زر ًتیزِ پتبًغیل ثَ اً
تیک تتزاعبیکلیي را زارًس. اهب ایي همبٍهت ثِ آًتی زر صى ّب آللثیَ

16SrRNA  ثبکتزی هبیکَپلاعوبی رسا ؽسُ اس هبیـ هغشی ًربفی
هجتلا ثِ ام اط ٍرَز ًساؽت. یک تزشیِ ٍ تحلیل زلیك اس  اىثیوبر

زر عَل ٍ ثقس اس رٌگ رْبًی  ٍثزٍس ثیوبری ام اط زر رشیزُ فبر
زبم ؽس ٍ زٍم  ارتجبط ثیي ثیوبری ام اط ثب ثِ آعبًتزیي ؽکل اً

ایي پضٍّؼ ثِ ارتجبط ثیي ثیوبری ام  (.23)ًس پبتَصًْب را ًؾبى زاز
ًَِ ّبی هبیـ هغشی اط ثب ثبکتزی هبیکَپلاعوب پززاذتِ ٍ رٍی ًو

ًربفی ٍ ازراری ایي ثیوبراى اًزبم ؽس. زر تحمیمی کِ تَعظ 
Booth  ب ٍ اًزبم ؽس، ثِ ارتجبط ثیي هبیکَپلاعو 2013زر عبل

زر پضٍّؾی کِ  . ّوچٌیي(25) گززیسُ اعت ثیوبری ام اط اؽبرُ
زبم ؽس 2005ٍ ّوکبراى زر عبل  Stephenتَعظ   ارتجبط ثیي ،اً

 (.26) ثب زهیلیٌبعیَى ؽسیس تؾریـ زازُ ؽس ًَهًَیِ هبیکَپلاعوب
Pakpoor  زبم  2013زر عبل ٍ  هبیکَپلاعوب ًَهًَیِارتجبط ثیي  ٍاً

اى  را ثیوبری ذَز ایوٌی ام اط زر پضٍّؾی کِ (. 27) کززًسفٌَ
اًزبم ٍ ثزرعی  2012ٍ ّوکبراى زر عبل  Baharتَعظ 

صیکی حضَر هبیکَپلاعوب زر هبیـ هغشی ًربفی ثیوبراى  عزٍلَ
هبیکَپلاعوب هجتلا ثِ ام اط ثزرعی ؽس، ًمؼ احتوبلی تأحیز 

1 

2 

3 
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اهب زر پضٍّؾی کِ  (.22) زر ایزبز ام اط زر سًبى ثیبى ؽس ًَهًَیِ
هبیکَپلاعوب اًزبم ؽس،  1960ٍ ّوکبراى زر عبل  Darkenتَعظ 
زر ذَى، ازرار ٍ هبیـ هغشی ًربفی ثیوبراى ام اط ثب  ًَهًَیِ

لٍی ثِ ایي ًکتِ اؽبرُ  PCRاعتفبزُ اس تکٌیک   گززیسهؾبّسُ ًؾس 
صیک ذ َز کِ ثِ زلیل توبیل هبیکَپلاعوب ثِ ایزبز ثیوبریْبی ًَرٍلَ

ثِ  زٍرتز اس هغشّبی فقجی ّب ٍ هکبىایوٌی، ثبیس زر ارگبى
اى زر یک پیؾگَیی هی(. 9)رغتزَی ایي ثبکتزی پززاذت  تَ

ز ٍ  گفت کِ ؽفبیی ثزای ثیوبری ام اط ٍرَز ًسارز، اهب ثب ثْجَ
افشایؼ کیفیت زارٍّبی کبّؼ زٌّسُ ؽست ثیوبری، ثغَر 

ِ تز، ًغجت ثِ پیبهس ای، ام اط ثِ یک ثیوبری ثب اهیسٍاراً ذیلی ثْ
ؽبیس تقجیز ایي ثیوبری، ثِ  ،گذؽتِ تجسیل ؽسُ اعت، اهب ثغَر کلی

اَى یک  اًَی زر ثرؼوارتٌبة ًبپذیز ثِ ع هغیزفٌ  ت افشایؼ ًبت
ثٌبثزایي اس تقبهل  (.28) ّبی هرتلف ثسى، سیبز اغزاق آهیش ًجبؽس

حساکخز پبتَصى ٍ ثیوبری ام اط ثِ رْت زرهبى آى ثبیس  فبهل ثیي
ٍ ّوکبراى زر  Hamesزر پضٍّؾی کِ تَعظ  (.29) اعتفبزُ را کزز

اًزبم ؽس، فسُ ای ثیوبر هجتلا ثِ ایسس ٍ ام اط ّوشهبى  2009عبل 
یٍزٍط  ، ًِ تٌْب ؽست ثیوبری ام HIVثزرعی ؽسًس، زرهبًْب فلیِ 

 اط را کبّؼ زاز، ثلکِ اس ثبسگؾت هزسز آى ًیش رلَگیزی کزز
صًْب هیزارٍّبی ضس  (.30) ى زر ثزاثز پبتَ -هیکزٍثی ٍ ٍاکغیٌبعیَ

ی ثسى رلَگیزی  اً س اس پیؾزفت ام اط ٍ زر ٍالـ پیؾزفت ًبتَ اًَ ت
ّب زر ثیوبراى هجتلا ثِ ام اط ٍ تَرِ ثِ کٌس، ؽٌبعبیی ففًَت

زرهبى فحیح ٍ عزیـ آى ّب زارای ضزٍرت اعت. یک تکٌیک 
صى، پٍ ؽٌبعبیی  PCRعزیـ ٍ لبثل افتوبز رْت تأئیس هحقَل  بتَ

اعت، کِ حغبعیت ؽٌبعبیی هحقَل را  Nested-PCRٍاکٌؼ 
زر ایي پضٍّؼ ثزای ؽٌبعبیی رٌظ  .زّسافشایؼ هی چٌس ثزاثز

ز ثبکتزی  هبیکَپلاعوب اس ایي تکٌیک اعتفبزُ ؽس، الجتِ ثِ زلیل کوجَ
 rrs3ّبی لآلتقییي گًَِ فَرت ًگزفت. زر ایي پضٍّؼ، حضَر 

 ٍrrs4  16زر صىSrRNA  ِثِ رْت ثزرعی پتبًغیل همبٍهت ث
تیک تتزاعبیکلیي ثزرعی ؽس.آًتی تتزاعبیکلیي ثب اتقبل ثِ سیز  ثیَ

سٍهی اس گغتزػ سًزیزُ پلی S 30ٍاحس  پپتیسی زر حبل ریجَ
سُ  عبذت ٍ رّبعبسی آى رلَگیزی هی کٌس، اهب ثب افشایؼ فشایٌ

تیک، همبٍهت ًغجت ثِ آى اعتفبزُ اس ایي آًتی ّن رٍ ثِ گغتزػ ثیَ
ریجَسٍهی اس رولِ  16SrRNAزر صى  rrs3  ٍrrs4ّبی آلل .گذاؽت

سٍم هی ثبؽٌس کِ رْؼ ًمبط چغجٌسگی اثتسایی تتزاعبیکلیي ثِ ریجَ
س ثِ فسم اتقبل تتزاعبیکلیي ٍ ایزبز همبٍهت کوک هیآًْب زر  اً تَ
زبم ؽس، ٍرَز رْؼ  2014زر پضٍّؾی کِ زر عبل  (.22) کٌس اً
یٍظزر  16SrRNAزر صى   rrs3  ٍrrs4ّبی آللزر   هبیکَپلاعوب ثَ

آًچِ هْن هی (. 22)ٍ همبٍهت ثِ تتزاعبیکلیي ثزرعی ٍ احجبت ؽس 
ًَِ سُ زر هیبى پشؽکبى، زرثبرُ گ ّبی ًوبیس، ایزبز آگبّی فشایٌ

تیکهبیکَپلاعوبی هرتلف همبٍم ثِ آًتی ّب اعت تب اعتفبزُ اس ثیَ
تیک ّبی غیزضزٍری آًتی ٍ غیزهٌبعت کبّؼ ٍ ثِ زًجبل آى ثیَ

تؾبر ففًَت زر ربهقِ کبّؼ یبثس.  زٍرُ ٍ ؽست ثیوبری ٍ اً

ایي ًَؿ حمبیك ٍ زرهبى هٌبعت آًْب پیؾگیزی اس  کؾف ثِ ٌّگبم
ؿ آً  Duplex PCRْب را زر ثز زارز. زر ایي پضٍّؼ ثب رٍػ ؽیَ

اَى چٌس ؽٌبعبیی ؽسًس. ثب اعتفبزُ اس ایي تکٌیک هیّبی آللایي  ت
ربیگبُ صًی را هَرز ثزرعی لزار زاز ٍ اس چٌسیي پزایوز اذتقبفی 

اَى ثرؼاعتفبزُ کزز. ثب ایي رٍػ هی DNAرْت تکخیز  ّبی ت
را ثِ رْت پیسا کززى تغییزات ثزرعی کزز ٍ  DNAثشرگی اس 

اَى ثرؼحتی هی م رغتزَ کزز ت  (.22)ّبی غیز هزتجظ را زر صًَ
زرذت فیلَصًتیکی ثبیس گفت کِ اس  رعنزر تحلیل ًتبیذ حبفل اس 

ّبی هَرَز، حضَر تٌْب عِ رسایِ حجت ؽسُ رولِ هحسٍزیت
ز، رسایِ ّبی پضٍّؼ اس ًؾز ّبی حجت ؽسُ ٍ رسایِثبًک صى ثَ

ًمبط رْؼ یبفتِ، ؽجبّت فیلَصًتیکی ًساؽتٌس. ثِ فلت ٍلَؿ 
غبًی رسایِ rrs3  ٍrrs4ّبی آللرْؼ زر  ّبی هبیکَپلاعوبی اً

ؽسُ اس ازرار ثیوبراى هجتلا ثِ ام اط احتوبلاً ًغجت ثِ  رسا
ّبی تکویلی زیگزی تتزاعبیکلیي همبٍم ؽسُ ثبؽٌس کِ الجتِ پضٍّؼ

 ثزای پبعد لغقی زر ایي سهیٌِ لاسم اعت. 
 

 گیری ًتیجِ
ثبکتزی هبیکَپلاعوب زر ازرار ٍ هبیـ هغشی ًربفی افزاز هجتلا 

س ٍرَز زاؽتِ  اً ثبؽس ٍ ثب ؽزٍؿ ثیوبری یب ؽست ثِ ام اط، هی تَ
رْت افشایؼ  Nested-PCRبفتي آى زر ارتجبط ثبؽس. تکٌیک ی

 Duplexحغبعیت ٍ اذتقبفیت زر ؽٌبعبیی ثبکتزی ٍ تکٌیک 

PCR  ٍلل هزشا اس ّن هفیس ٍالـ ؽسًس. حضَر آزر ؽٌبعبیی ز
هبیکَپلاعوبی ازراری ٍ  16SrRNAزر صى  rrs3  ٍrrs4 ّبیللآ

فسم حضَر آًْب زر هبیکَپلاعوبی هغشی ًربفی ثیوبر ام اط، 
ؽبیس حبکی اس ایي ثبؽس کِ ثبکتزی هَرَز زر ازرار ثِ فلت 

م حضَر زر ؽزایظ عرت همبٍم ؽسُ ٍ اس عزفی اهکبى زارز ثِ فس
ر تتزاعبیکلیي اس عس اًَبیی فجَ  .ذًَی هغشی اؽبرُ زاؽتِ ثبؽس ت

س. زر هبیکَپلاعوبی ازراری رْؼ پیسا کززُ  rrs3  ٍrrs4 ّبیآلل  اً
 

  قدرداًی
ایي همبلِ حبفل یک پبیبى ًبهِ کبرؽٌبعی ارؽس زاًؾگبُ آساز 

اَى  645کس ، ثب 1393هقَة عبل  کزهبى ٍاحس اعلاهی تحت فٌ
لَکَلی رْؼ ّبی ایزبز کٌٌسُ همبٍهت ثِ ؽٌبعبیی َّیت ه

هبیکَپلاعوبی رساؽسُ اس ثیوبراى هجتلا تتزاعبیکلیي زر ثبکتزیْبی 
زر پضٍّؼ  1394زر تبثغتبى کِ  ثبؽسهی اعتبى کزهبى زر ثِ ام اط

زبم ؽسزاًؾگبُ ثِ تقَیت رعیس،   .اً
 

 هٌافع هتقابل
زارز کِ هٌبفـ هتمبثلی اس تبلیف یب اًتؾبر ایي هؤلف اؽْبر هی

 همبلِ ًسارز.
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 هشارکت هؤلفاى
صی، زاًؾکسُ فلَم پبیِ، م، ى. ر، م ٍ اعتبزیبر،  لََ گزٍُ هیکزٍثی

زاًؾگبُ آساز اعلاهی، ٍاحس کزهبى، عزاحی، ارزا ٍ تحلیل ًتبیذ 
هغبلقِ را ثز فْسُ زاؽت. ّوچٌیي همبلِ را تبلیف ًوَزُ ٍ ًغرِ 

سُ ٍ تبییس کززُ اعت اًَ  .ًْبیی آى را ذ
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 ؽَز.ایي همبلِ هلاحؾبات اذلالی را ؽبهل ًوی

 
  هٌابع هالی

 ایي همبلِ هٌبثـ هبلی ًسارز.
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