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ABSTRACT 
 
Background & Objectives: Prostatitis is relatively one of the common diseases in elderly 

men. Treatment of this disease is difficult and because of frequent relapses, it provides 

complicated problems for patients and the physicians. Detection of reservoirs and 

determination of prevalence of involved microbes in prostatitis are important in the 

epidemiology and control of the disease. This study was conducted to determine the 

prevalence of Mycoplasma genitalium in patients with prostatitis by sequencing and PCR-

RFLP techniques. 

Methods: In this cross-sectional study, 200 paraffin-embedded prostate samples from patients 

with prostatitis during 2008-2011 were checked for M. gentialium. After cutting the tissues 

and homogenization, the genomic DNA was extracted and used as template in PCR.  Primers 

targeting a 465 bp regions of 16S rRNA of M. genitalium were used in the assay. PCR 

products were sequenced and Cac8I, Bbs I, EcoRI, AluI, TaqI endonucleases were used in 

RFLP analysis.  

Results: Of 200 samples, 4 were positive in PCR. The results of DNA sequencing and RFLP 

confirmed the amplified genes corresponded to M. genitalium G37.  

Conclusion: The Mycoplasma genome present in tissue samples of prostate showed this 

bacterium could be one of the risk factors for prostatitis in men. However large studies and 

control groups are needed to prove this finding. 
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با روش  بيماران مبتلا به پروستاتيتدر  مايكوپلاسما ژنيتاليومشيوع تعيين ميزان 

  PCRمولكولي 
 

  4ورنفيسه قربانپ ،3دكتر محمد رضا جلالي ندوشن ،*2دكتر رضا ميرنژاد ،1دكتر غلامرضا ايراجيان
  

علوم مركز تحقيقات بيولوژي مولكولي دانشگاه  2  ، تهران، ايراندانشگاه علوم پزشكي تهران ،دانشكده پزشكي، گروه ميكروب شناسي 1

    ، تهران، ايراندانشگاه شاهد ،زشكيدانشكده پ، پاتولوژيعلوم تشريح و  گروه 3    ، ايران، تهران)عج(بقيه االله پزشكي 
 ، زنجان، ايراندانشگاه آزاد اسلامي واحد زنجان، علوم پايه و پزشكي ، دانشكدهميكروبيولوژي روهگ4

  

  E-mail: rmirnejad@yahoo.com                   021- 88039883 :تلفاكس  :نويسنده مسئول*

  12/10/91 :پذيرش            24/9/90 :دريافت
  

  مقدمه

         هاي نسبتاً شايع ارولوژيپروستاتيت از بيماري

اين بيماري شايع ترين بيماري در مردان  .مي باشد

سال و سومين بيماري در مردان بالاي  50كمتر از 

سال بعد از هيپرپلازي خوش خيم پروستات  50

)BPH(1 تخمين زده شده  .]1[تات استوكانسر پروس

علائم  كه نيمي از مردان در طول زندگي خود از

                                                             
1
 Benign prostatic hyperplasia 

برند و تحت درمان قرار مي پروستاتيت رنج مي

انسداد آناتوميك يا نوروفيزيولوژيك  .]2[ گيرند

باعث اختلال جريان ادراري و باعث  مجاري ادراري

بروز سندرم پروستاتيت مي شود و از طرفي 

احتمالاً ورود باكتري به داخل ريفلاكس ادرار يا 

مجاري پروستات مهمترين مكانيسم بروز پروستاتيت 

  .]3[است

عوامل باكتريايي مطالعات مختلف نشان داده كه 

مختلفي در ايجاد اين عفونت نقش دارند و در اين 

  چكيده

درمان اين بيماري مشكل است و  .مي باشدمسن در بيماران شايع ارولوژي  نسبتاً پروستاتيت از بيماري هاي: مقدمه و هدف

تشخيص مخازن بيماري و . دنبال داردبه عودهاي مكرر آن مشكلات پيچيده اي را براي بيمار و پزشك معالج ر اغلب به خاط

ت همچنين تعيين ميزان شيوع سويه خاص در انسان در شناسايي جنبه هاي اپيدميولوژيك بيماري و ارائه برنامه كنترل اهمي

 بيماران مبتلا به پروستاتيتدر  PCRبا تكنيك  مايكوپلاسما ژنيتاليوم تعيين ميزان شيوعاين مطالعه با هدف . زيادي دارد

  . انجام گرفت

 دچار بيماران از پاتولوژي متخصص توسط كه پروستات پارافينه نمونه 200 مقطعي، -دراين مطالعه توصيفي: روش كار

مراجعه كرده بودند تهيه و به آزمايشگاه ارسال  90تا  87، در طي سال هاي سطح تهرانهاي  بيمارستان  به كه پروستاتيت

براي تكثير  مايكوپلاسما ژنيتاليومدر آزمايشگاه پس از برش بافتها و استخراج ژنوم، با استفاده ازپرايمر اختصاصي . گرديد

و سكانس كردن، نمونه هاي مثبت تحت اثر آنزيم  PCRبعد از انجام . انجام شد PCR، واكنش   16Sژن  bp 465نواحي 

  .قرار گرفتند )Cac8I، BbsI، EcoRI ، AluI، TaqI(هاي محدودالاثر 

بعد از برش هر چهار نمونه مثبت شدند كه  PCR در نمونه داراي قطعه مورد نظر بوده و 200نمونه از  4: يافته ها

  . مي باشند G37 تيپ سما ژنيتاليوممايكوپلامشخص شد كه از نوع  تعيين توالي آنزيمي  و

يكي از ميكروارگانيسم مي تواند وجود ژنوم مايكوپلاسما در نمونه هاي بافتي پروستات نشان مي دهد كه اين : نتيجه گيري

چند كه براي اثبات دقيق اين موضوع نيازمند مطالعات وسيع تر و با  هر .درمردان باشد يتعوامل ايجاد كننده پروستات

  . گروهاي كنترلي مي باشد داشتن

   PCR-RFLP،16S rRNA، مايكوپلاسما ژنيتاليومپروستاتيت،  :كلمات كليدي
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بين نقش باكتري هاي گرم منفي بيشتر مشخص شده 

ص در سالهاي اخير مطالعاتي در خصوهم چنين  .است

انجام شده و مشخص  مايكوپلاسما ژنيتاليومنقش 

 ،گرديده كه اين عامل علاوه بر ايجاد بيماريهائي مانند

در ايجاد  سرويسيت اندومتريت، اورتريت،

ولي بدليل اينكه تشخيص ، پروستاتيت نيز نقش دارد

اين عامل در آزمايشگاههاي باليني مشكل مي باشد 

ابهام باقي مانده تاكنون نقش آن ها در هاله اي از 

   .]7-3[ است

در حال حاضر استانداردهاي تشخيص اين عامل 

عفوني در آزمايشگاهها كشت و روشهاي سرولوژي 

اين روش ها علاوه بر سرعت و حساسيت . مي باشد

پاييني كه دارند، داراي معايبي همچون كسب نتايج 

و ايجاد واكنش هاي متقاطع با ساير  هفته 2- 3پس از 

به خصوص با ساير مايكوپلاسماها را نيز  ميكروبها

هاي تكنيك ازبه همين دليل امروزه . ]8،9[ دارند

بجاي ) PCRمانند (فيكاسيون اسيد نوكلئيك  -آمپلي

از آن سرولوژي براي جداسازي  وكشت  روش هاي

اين لذا . ]10[ گردداستفاده مينمونه هاي كلينيكي 

با  تاليوممايكوپلاسما ژنيمطالعه با هدف شناسائي 

در نمونه هاي پارافينه شده  PCRروش مولكولي 

  .طراحي گرديد بيماران مبتلا به پروستاتيت

  

  روش كار

پس از  كه پارافينهبافت  نمونه 200در اين مطالعه 

 دچار بيماران از پاتولوژي متخصص توسطجراحي 

در طي  تهرانسطح بيمارستان هاي  به كه پروستاتيت

تهيه و به  ه بودندجعه كردمرا 90تا  87سال هاي 

لازم بذكر است كه تنها از  .آزمايشگاه ارسال گرديد

افرادي كه توسط متخصص معاينه و مبتلا به 

  . پروستاتيت بودند نمونه برداري انجام مي شد

  :PCRآماده سازي نمونه و انجام 

در آزمايشگاه با استفاده از ميكروتوم و با تيغ هاي 

اي ه ميكروني  از قالب 5- 10يكبار مصرف برش هاي 

هاي استريل انتقال و به داخل ميكروتيوپ پارافينه تهيه

از نمونه ها با استفاده از  DNAاستخراج . داده شد

 QIAشركت  ساخت مخصوص بافت پارافينه كيت

Geen انجام شد .  

در نظر گرفته  µL30در حجم نهائي  PCRواكنش 

 µL15 2X Master mix: هر نمونه شامل. شد

) كشور دانمارك Ampliqon IIIساخته كمپاني (

 pmol20الگو،  1.5mM MgCl2 ،µgr 1 DNA حاوي 

و آب مقطر  پلي مراز Taq، آنزيم  R,Fاز هر پرايمر 

 هايپرايمر .بود µL30 دوبار تقطير استريل تا حجم

از  مورد استفاده كه در آزمايشگاه ما طراحي گرديد

كت و توسط شر انتخاب شدند  16S rRNAژن

  : سنتز شد عبارت بود از كلونسينا
UuF 5-TGG AGT  TAA GTC GTA ACA AG-3´ 

UuR 5-CTG AGA  TGT TTC ACT TCA CC-3´ 
دقيقه  5در دستگاه ترموسايكلر شامل  PCRفرايند 

ثانيه  30 ،سيكل 30 آن درجه سلسيوس، به دنبال 95

درجه  56ثانيه در  60درجه سلسيوس،  94در 

 72ثانيه در  60و پرايمر  لاتصا سلسيوس مرحله

درجه  72دقيقه در  5درجه سلسيوس و در نهايت 

  .سلسيوس انجام گرفت

از الكتروفورز در ژل  PCRبراي بررسي محصولات 

با رنگ اتيديوم  DNAو رنگ آميزي % 5/1آگارز 

ژلها با استفاده از دستگاه . برمايد استفاده گرديد

Documentation Gel  رفتندمورد بررسي قرار گ 

بدست آمده  PCRو در نهايت محصول  )1شكل (

جهت تأييد  مايكوپلاسما ژنيتاليوم) bp 465قطعه (

هم چنين در نهايت با استفاده از  .تعيين توالي شد

  .روش هاي آمارتوصيفي نتايج  آناليز  گرديدند

  :PCR-RFLP  انجام برش آنزيمي يا

ا مايكوپلاسمآمپلي فاي  DNAبعد از دريافت سكانس 

ژنوتيپ آن  BLASTبا استفاده از برنامه ، ژنيتاليوم

سكانس . شدند Alginبا توالي ژنوم سكانس شده 

داده شد و  Web Cutterمورد مطالعه به نرم افزار 

هاي ها بعلاوه محل اثر آنزيمليست آنزيم

در اين مطالعه . به دست آمدمحدودالاثر مختلف 

 بدست PCRمحصولات  PCR-RFLPبراي انجام 
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حت اثر آنزيم هاي ت مايكوپلاسما ژنيتاليوم ازآمده 

، Cac8I, BbsI, EcoRI, AluI, TaqIمحدودالاثر 

 براي انجام برش آنزيمي، ابتدا واكنش. قرار گرفتند

µL 15 كه مثبت شده بودند  زير براي نمونه هائي

بافر  µL 5/1آب مقطر استريل،  µL 3/6  :تهيه شدند

محصول  µL 7الاثر، آنزيم محدود µL 2/0آنزيم، 

PCR .به طور جداگانه،  هاي فوق بعد از تهيه واكنش

ميكروتيوپ هاي حاوي تمام آنزيم ها به جز آنزيم 

Taq I درجه سلسيوس و ميكروتيوپ  37ماري در بن

 65كلر در دماي يدر ترموسا Taq Iحاوي آنزيم 

بعد . ساعت قرار گرفتند 2درجه سلسيوس به مدت 

% 3 گارزروي ژل آ RFLPساعت محصول  2از 

 آنزيمبدون  PCRمحصول همراه با ماركر و 

  .)2شكل( رز گرديدندالكتروفو Taq Iمحدود الاثر 

  
 

 

  
 ,100bp DNA ladder(ماركر  3رديف . مثبت مي باشد مايكوپلاسما ژنيتاليوماز نظر  4نمونه .مايكوپلاسما ژنيتاليومتصوير ژل الكترفورز . 1 شكل

SM#333 .(منفي مي باشند مايكوپلاسما ژنيتاليومونه ها از نظر بقيه نم.  

  
  

  
مثبت مايكوپلاسما ژنيتاليوم كه با آنزيم  PCRنشان دهنده محصول   2و 1رديف هاي . مايكوپلاسما ژنيتاليومتصوير ژل الكترفورز برش آنزيمي . 2 شكل

كه با آنزيم اختصاصي خود يعني  مايكوپلاسما ژنيتاليوممثبت   PCRمحصول هضم آنزيمي محصول  3رديف . برش نخوردند BbsIو آنزيم  TaqIهاي 

Cac8I   برش خورده و دو قطعهbp 392  وbp72 محصول    4 رديف. ايجاد شده استPCR  كه تحت برش آنزيمي قرار  مايكوپلاسما ژنيتاليوممثبت

  )100bp DNA ladder, SM#333(ماركر  5رديف . نگرفته و به عنوان كنترل مثبت در نظر گرفته شد

  ماري آ آزمون
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اطلاعات جمع آوري شده براي تعيين تعداد نمونه 

سپس با استفاده از . مثبت و منفي ارزيابي شدند

آزمون هاي توصيفي اين نتايج آناليز گرديدند و 

  . بيان شدند) درصد(اطلاعات بصورت تعداد 

  

  يافته ها

 ستاتيت،بافت پارافينه افراد مبتلا به پرو نمونه 200از  

DNA  استخراج شده، بعد ازPCR  ،4  نمونهPCR 

نشان داد پس  PCR-RFLPنتايج    كه. مثبت بودند

 نمونه هاي باليني PCRاز برش آنزيمي محصول 

، در الگوهاي برش آنزيمي بدست آمده تفاوتي مثبت

 نتايج لذاهمگي داراي يك الگو بودند،  شت ووجود ندا

PCR-RFLP جه علاوه بر تأييد نتي PCR  به همراه

نمونه   4نشان داد كه  در بين نتايج سكانسينگ 

هتروژنيسيتي ژنتيكي وجود  مايكوپلاسما ژنيتاليوم

ندارد و عفونت ها در افراد مختلف مي تواند ناشي 

لازم  .باشند G37 مايكوپلاسما ژنيتاليوماز يك سويه 

  PCRسكانس به دست آمده محصول  بذكر است كه

به ( G37 مايكوپلاسما ژنيتاليومسويه  با سكانس ژنوم

لذا  يكسان مي باشند،)عنوان سكانس پروتايپ رفرانس

 مايكوپلاسما ژنيتاليوممي توان گفت كه گونه شايع 

G37 مي باشد.  

  

 بحث

از نمونه هاي  مايكوپلاسما ژنيتاليومحاضر در مطالعه 

تهيه  شده از مردان مبتلا به پروستاتيت ايزوله شد 

و همكارانش  Leeلاف مطالعه اي كه آقاي برخاين كه 

انجام دادند و از نمونه هاي پروستات هيچ موردي از 

اين  .بودايزوله نكرده بودند،  مايكوپلاسما ژنيتاليوم

اختلاف مي تواند ناشي از نوع مطالعه، جمعيت مورد 

مطالعه، تعداد نمونه، روش نمونه گيري، سن بيماران، 

يايي و روش آزمايشگاهي نژاد، فرهنگ، منطقه جغراف

براي مثال نمونه مورد . باشد) PCRكشت و نوع (

نمونه حاضر كه در مطالعه  بودبررسي آنها ادرار 

   نسج پروستات هاي مورد بررسي قالب هاي پارافينه

   . ]11[ بود

 و همكاران با عنوان  Kimدر مطالعه اي كه توسط

تلا به شناسايي ارگانيسم هاي ناشناخته در بيماران مب

انجام شد از  Multiplex PCRپروستاتيت با روش 

نمونه  4نمونه ادرار و ترشحات پروستات،  92

از اين افراد جدا شد كه اين   مايكوپلاسما ژنيتاليوم

نشان داد كه بود و نتيجه مشابه مطالعه حاضر 

را مي توان يك عامل موثر در   مايكوپلاسما ژنيتاليوم

  .   ]12[پروستاتيت در نظر گرفت 

مطالعه حاضر برخلاف مطالعه اي كه آقاي در 

Krienger ،4 نمونه، 135از  و همكاران انجام دادند 

از نمونه هاي تهيه شده از  مايكوپلاسما ژنيتاليوممورد 

مردان مبتلا به پروستاتيت ايزوله شد كه اين تفاوت 

مي تواند ناشي از تعداد نمونه مورد بررسي و 

  . ]13[ها باشد آن PCRشرايط و نوع 

مطالعه حاضر تطابق نسبي با مطالعات مختلفي كه در 

مايكوپلاسما ارتباط با بررسي ميزان جداسازي 

در نقاط مختلف دنيا انجام گرفته است، دارد  ژنيتاليوم

و لازم به ذكر است كه تفاوت هاي مشاهده شده 

به اين  ،ممكن است ناشي از نوع نمونه گيري باشد

بلوك هاي  ينمونه هاعه حاضر از در مطالعلت كه 

لازم به ذكر . استفاده شدپارافينه شده پروستات 

در مورد ميزان جداسازي  ر مااست كه در كشو

از نمونه هاي كلينيكي مطالعه  مايكوپلاسما ژنيتاليوم

  ].15،14[ كمي انجام شده است

مشابه اين مطالعه و بررسي با اين آنزيم مطالعه اي 

ساير مطالعات كه براساس برش  ولي صورت نگرفته،

 P110/MG192هاي ديگر به خصوص آنزيمي ژن

دهد كه هتروژنيسيتي در انجام شده نشان مي

مشاهده مي شود و  P110/MG192لوكوس سكانس 

 الگوهاي متفاوتي ايجاد  چون بعد از برش آنزيمي،

عفونت  مي گردد و هتروژنيسيتي ژنتيكي وجود دارد،

   . ]16[نتشار يك سويه تكي باشدنمي تواند ناشي از ا
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مطالعه حاضر از نظر به دست آوردن يك تيپ در 

و  Hjorthبين نمونه هاي كلينيكي مشابه مطالعه 

همكاران مي باشد كه سوش هاي كلينيكي مورد 

بررسي آن ها فاقد برش آنزيم مورد استفاده بوده 

  .]17[همگي از يك تيپ بودند و

  

  گيري نتيجه 

 مايكوپلاسما ژنيتاليومتوان گفت كه به طور كلي مي 

مي تواند يكي از عوامل احتمالي پروستاتيت باشد و  

 rRNA  16S برمبناي سكانس هاي ژن PCRسنجش 

يك تكنيك ارزشمند و قابل اعتماد جهت شناسايي 

          در بيماري پروستاتيت  مايكوپلاسما ژنيتاليوم

ه تمامي مطالعه حاضر نشان داد كاز طرفي  .مي باشد

يكسان بودند و  مايكوپلاسما ژنيتاليومايزوله هاي 

-PCRتفاوتي در الگوهاي آنزيمي اين باكتري بعد از 

RFLP  مايكوپلاسما مشاهده نشد و همگي از نوع

لازم بذكر است كه با توجه به . بودند G37 ژنيتاليوم

محدوديت هاي موجود در اجراي اين مطالعه، مانند 

و بررسي عوامل ميكروبي مختلف  تهيه بافت پارافينه

با توجه به بودجه ناكافي، عوامل ميكروبي ديگر كه 

امكان دارند در ايجاد پروستاتيت نقش داشته باشند 

شود مورد بررسي قرار نگرفتند كه پيشنهاد مي

 .محققان ديگر اين كار را انجام دهند

  

 تشكر و قدرداني

لوم نويسندگان مقاله ازمعاونت محترم دانشگاه ع

پزشكي تهران و كاركنان محترم گروه ميكروب 

ياري نمودند  مطالعهشناسي كه ما را در اجراي اين 

در ضمن از خانم دكتر ميركلانتري و  .تشكر مي نمايد

آقاي دكتر احمدي به خاطر زحمات بي دريغشان 

  .سپاس گزاريم
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