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هـاي مختلـف سیپروفلوکـساسین و         آلوده به مایکوپلاسما، با رقـت      Veroهاي سلولی    در این مطالعه رده   : زمینه و هدف  

  . تحت درمان قرار گرفتندشوند، ین میی و سنتز پروتDNAازي ه مانع همانندسکانروفلوکساسین 

سن هـاري انـسانی انـستیتو پاسـتور از          کدر آزمایشگاه پژوهش و ساخت وا     که   تشافیکا این پژوهش در  : روش بررسی 

ین ارد ک عمل.مورد استفاده و مقایسه قرار گرفت    بیوتیکی   هاي مختلف آنتی    رقت ،انجام گردید 1393 خرداد   تا 1392آبان  

 Technique for Order of Preference by Similarity to)یس سبا استفاده از روش تاپ.  شدارزیابی PCRدرمانی با روش 

Ideal Solution, TOPSIS) ـ   گیري چند جانبه است   روش تصمیمکه یک  آمـده در   دسـت  هبهترین اثر غلظـت بـر زمـان ب

  . تعیین شددرمان مایکوپلاسما

 ـ    جهتآمده   دست هت ب بهترین غلظ  :ها  یافته  از سیپروفلوکـساسین و     μg/ml 200  و 20 ترتیـب  ه درمان مایکوپلاسـمایی ب

  .دو بμg/ml 300  و30 و 3ترتیب  ههاي آلوده با انروفلوکساسین ب براي درمان سلول

سین و هـاي سیپروفلوکـسا   بیوتیـک   آلوده به مایکوپلاسما با آنتـی Veroدر مطالعه حاضر درمان خط سلولی      : گیري  نتیجه

  .انجام شد یندها معمول است،ابیوتیک، که در سایر فر نیاز به تغییر آنتیبدون انروفلوکساسین 

  .Polymerase Chain Reaction (PCR) مایکوپلاسما، کشت سلول، سیپروفلوکساسین، انروفلوکساسین، :لیديک لماتک

 

  
 ی،کبیولوژی هاي پژوهش رايب ضروري ابزار عنوان به سلول شتک

آلودگی . شود صنعتی محسوب می نولوژيکبیوت و یکپزش

شت سلول را شامل کهاي  آلودگی% 10-30مایکوپلاسمایی حدود 

 1.آید شمار می هشت سلول بکلات کشود که یکی از مهمترین مش می

 و nm 800-300 اي در حدود مورف، با اندازه  پلی روارگانیسمکاین می

ي  ها و رده لاس مولیکوتک وباشد و جز ره سلولی میبدون دیوا

   2.شود بندي می ها طبقه تنریکوت

دلیل  بهاي برخوردار است  از اهمیت ویژهمایکوپلاسمایی  آلودگی

  نیست و گاهی اوقات با  تشخیص شت سلول قابلکارا در کآش هکنـای

  
را شت سلول کاي در  قابل مشاهدهبالاي آلودگی، تغییرات  وجود تیتر

شت سلول ک از اثرات آلودگی مایکوپلاسما در 3.شود موجب نمی

 يالقا ،RNA، DNA، ینیپروت تغییر در ساخت رشد، توان به مهار می

 فرآیندهاي و غشاء یبکتر تغییر در کروموزومی، هاي ناهنجاري

 بیان و سایتوکین وبکسر یا القا ها، سلول و تمایز تقسیم غشایی،

 اسیدهاي تخریب ویروس، انتشار اهشک ای و افزایش رشد، تورکفا

   4.لیپیدها اشاره کرد آمینه و اسیدهاي سازهاي پیش و خاص نوکلئیک

شت بر روي آگار کتوان به  هاي درمان مایکوپلاسما می از روش

شت در کهاي ایمونولوژیک مانند  بیوتیک و روش همراه آنتی نرم به

مپلمان اشاره کور هاي اختصاصی و قرار دادن در حض سرم حضور آنتی

  مقدمه

 
  

 

  798 تا 794هاي  ، صفحه11 شماره ،72دوره ، 1393بهمن ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  گزارش کوتاه

 

  20/11/1393:        آنلاین12/09/1393: ذیرش       پ09/06/1393: دریافت                     چکیده
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 از آلودگی گسترش ها خطر آزمایشگاه در ها دلیل تبادل سلول  به5.کرد

با توجه به اهمیت و  6.دارد وجود سالم هاي رده با هاي آلوده سلول

بر بودن  طور هزینه میاب بودن بعضی از خطوط سلولی و همینک

اري ک راهپژوهش، در این آن در صورت آلوده شدن دوبارهشت ک

و  آلوده به مایکوپلاسما Veroهاي  ل و مناسب جهت درمان سلوساده

 مورد بررسی قرار پژوهشیدر فرایندهاي ها  دادهاستفاده از این 

  .گرفت

  

  
 در مجتمع تولیدات هکتشافی بوده کاز نوع مطالعات ا این پژوهش

سن هاري ک واانستیتو پاستور ایران، در آزمایشگاه پژوهش و ساخت

هاي  غلظت. انجام گردیده است 1393 خرداد تا 1392انسانی از آبان 

هاي مورد استفاده جهت درمان بر رده سلولی  بیوتیک مختلفی از آنتی

Vero شده از مجتمع تولیدي تحقیقاتی انستیتو  تهیه( سالم و آلوده

بیوتیک بر طول عمر و  اثر داده شده تا اثر آنتی) پاستور ایران

  .ها بررسی شود ورفولوژي سلولم

 کشت ک در چندین فلاسVero هاي تعداد یکسانی از سلول

شت ک، FBS 20% و DMED سلولی با استفاده از محیط کشت سلولی

ها اضافه  کبیوتیک به فلاس هاي مختلف از هر آنتی داده شده و غلظت

 ساعت در 72 و 48، 24، صفرهاي  ها در زمان تعداد سلول. شد

هاي مورد استفاده شمارش شده و با منحنی  بیوتیک آنتیمجاورت 

 ساعت مقایسه 72 و 48، 24، صفرهاي  رشد سلول سالم در زمان

شت کها در محیط  بیوتیک جهت ارزیابی پایداري آنتی. گردیدند

بیوتیک  بار از هر رقت از هر آنتی  روز و هر روز یکپنجمدت  به

هاي مورد استفاده،  بیوتیک ینترل پایداري آنتکجهت . گیري شد نمونه

 سوسپانسیون ml 1  لوله آزمایش حاويکها به ی هر کدام از نمونه

ه حاوي تعداد قابل شمارش اشریشیاکلی، سوش کتازه تهیه شده 

ATCCبیوتیک در محیط   است اضافه گردید و در نهایت پایداري آنتی

   8و7.کشت مورد ارزیابی قرار گرفت

 این صورت انجام شد که آنها در هاي آلوده به درمان سلول

شت داده شده و سپس به هر خانه ک خانه 12 یا ششهاي  پلیت

 اضافه شد تا غلظت مورد نظر از کبیوتی حجمی معین از آنتی

  هاي  ار براي تمامی غلظتکبیوتیک در هر چاهک ایجاد شود این  آنتی

  PCRتوالی پرایمرها و شرایط انجام فرایند  :1 جدول

  یمرهاي مورد استفادهتوالی پرا

  پرایمر اول
  

5’-GGCGAATGGGTGAGGTAACACG-3'  

  پرایمر دوم
  

5’-CGGATAACGCTTGCGACCTATG-3  

 PCRفرایند  شرایط انجام

  )دقیقه(زمان   (C)دما   مراحل

  5  94 واسرشت اولیه       

  1  94  واسرشت       

  1  60  اتصال       

  1  72  گسترش       

  10  72 اییگسترش نه       

  .رار شدک سیکل ت38 به تعداد 2-4مرحله 

  
جهت ارزیابی روند درمان، در هر مرحله از . بیوتیکی انجام گرفت آنتی

 با روش DNAبرداري و عملیات استخراج  سوپ رویی نمونه

 و یا وجود بررسی 9.هاي رایج انجام شدکارجوشاندن مطابق دستور

شده، در حضور پرایمر تخراج  اسDNAمایکوپلاسما بر روي  وجودعدم 

 انجام شد Polymerase Chain Reaction (PCR)توسط اختصاصی 

  ).1جدول (

هفته کشت سه مدت  شت سلول بهکبعد از حذف آلودگی از 

 ادامه یافت و عدم کبیوتی سلولی و پاساژ آنها بدون حضور آنتی

فاده نتایج درمانی با است. حضور مایکوپلاسما بررسی و ارزیابی گردید

 Technique for Order of Preference by) تاپسیساز روش 

Similarity to Ideal Solution, TOPSIS)10. مقایسه شد 

  

  
هاي  بیوتیک هاي مختلف آنتی  تمام رقت،شده در بررسی انجام

 روز آزمون در پنجسیپروفلوکساسین و انروفلوکساسین، در مدت 

  .یدار بودندمحیط پا

تاثیر سیپروفلوکساسین در درمان مایکوپلاسما بر روي سلول 

در  μg/ml 200  و20، 2هاي  سیپروفلوکساسین با رقت: Veroآلوده 

و یا  وجودنهایت تا ده پاساژ جهت درمان رده سلولی استفاده شده و 

  نس ـج صاصیـمر طراحی شده و اختـمایکوپلاسما با پرای وجودعدم 

  ها یافته

 
  

  بررسی روش 
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 ؛ پاساژ)µg/ml 2) A سیپروفلوکساسین (p1-p7)پاساژ : هاي تحت درمان با سیپروفلوکساسین و انروفلوکساسین  سوپ رویی سلولPCRتروفورز محصول کال: 1شکل 

(p1-p10) سیپروفلوکساسین µg/ml 20) B( ؛ پاساژ(p1-p10) سیپروفلوکساسین µg/ml 200 )C(پاساژ ؛ (p1-p7) انروفلوکساسین µg/ml 3) D( ؛ پاساژ(p1-p10) 

 ).F (µg/ml 300 انروفلوکساسین (p1- p10)؛ پاساژ )µg/ml 30) Eانروفلوکساسین 

  .NC، 100 BP DNA ladder نترل منفیک، PCنترل مثبت ک

  
اي انجام شد که  کشت سلول به گونه. مایکوپلاسما بررسی گردید

 μg/ml 2 ا رقتسیپروفلوکساسین ب. فاصله بین دو پاساژ سه روز باشد

 تاثیري در درمان نداشته، با رقت)  روز21(پاساژ متوالی  هفتتا 

μg/ml 20 و با رقت) روز18( در پاساژ ششم ، μg/ml 200 در پاساژ 

توانست آلودگی با مایکوپلاسما را حذف کند ) روز 12(چهارم 

تاثیر انرووفلوکساسین در درمان مایکوپلاسما بر  ).A-C، 1 شکل(

 μg/ml  و30، 3 هاي انرووفلوکساسین با رقت:  آلودهVero روي سلول

هر بار قبل از پاساژ از سوپ . نهایت تا ده پاساژ استفاده شددر  300

 مایکوپلاسما با پرایمر وجودبرداري انجام شده و از نظر  رویی نمونه

انرووفلوکساسین با . اختصاصی جنس مایکوپلاسما بررسی گردید

توانست آلودگی را )  روز21(اساژ متوالی پ تا هفت μg/ml 3 رقت

 تا پاساژ هفتم نیز آلودگی حذف شد μg/ml 30 با رقت. ندکحذف 

توانست آلودگی ) روز 15( در پاساژ پنجم μg/ml 300ولی با رقت 

  ).D-F، 1 شکل(ند کبا مایکوپلاسما را حذف 

  
ی از مهمترین و کیعنوان  ، مایکوپلاسما به1960در دهه 

 Kotani 12.شد هاي سلولی محسوب می شتکهاي  ترین آلودگی شایع

، استفاده از BM-cyclin، 5-Bromouracil ارانش درمان باک همو

بیوتیک را مورد استفاده  سرم اختصاصی و آگار نرم حاوي آنتی آنتی

، 1 هاي غلظت از ،Schmittتوسط  شده انجام مطالعه در 13.قرار دادند

 مایکوپلاسما مختلف گونه هفت حذف براي ،μg/ml 50  و25، 10

 12در مدت زمان  را مایکوپلاسمایی توانستند آلودگی شد که استفاده

   7.روز درمان کنند

 در مدت μg/ml 20 در مطالعه حاضر سیپروفلوکساسین با غلظت

 روز توانست آلودگی را 12 در مدت μg/ml 200  روز و با غلظت18

 در مدت μg/ml 30  و3 و در مورد انروفلوکساسین غلظت نندکدرمان 

 روز توانستند آلودگی 15 در مدت μg/ml 300  روز و غلظت21

  بحث
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اي بین  ه مقایسهکبا توجه به این .نندکمایکوپلاسمایی را از سلول حذف 

سان توانستند آلودگی را حذف کهاي ی ه در زمانکهایی  بیوتیک آنتی

یه بر کبا ت TOPSISنام  اي به  مقایسه روشکنند وجود نداشت از یک

ه در آن آلودگی حذف کمترین پاساژي کبیوتیک و  مترین رقت آنتیک

 بهترین حالت پیشنهادي در واحد زمان براي.  استفاده شد،شده است

 و 30، 3ترتیب رقت   و بهμg/ml 200  و20غلظت  سیپروفلوکساسین

μg/ml 300علت عوارض بعدي  به .باشند  از انروفلوکساسین موثر می

وجود آمدن سویه مقاوم به درمان، از موارد مهم در درمان  به

 مایکوپلاسمایی، پرهیز از ایجاد سویه مقاوم به درمان است،

Fleckenstein ه میزانک نمونه آلوده انجام داد دری را کبیوتی آنتی درمان 

 Mycoplasma Removal و با BM-cyclin 5% شده با ایجاد مقاومت

Agent (MRA) 22%ه در ک بود %14نیز   و همچنین با سیپروفلوکساسین

   14.نندک برطرف را مزمن هاي آلودگی% 73 نهایت توانستند

 دودر مطالعه حاضر، سویه مقاوم به درمان مشاهده نگردید و تا 

ه دلالت ک آلودگی مورد بررسی قرار گرفت دوبارهماه نیز از نظر عود 

 . آلوده بدون ایجاد سویه مقاوم به درمان داردهاي لیه سلولکبر درمان 

 به کبیوتی اهش صدمات آنتیک رژیم درمانی براي کاستفاده از ی

  .اي برخوردار است سلول از اهمیت ویژه

انجام گرفت از  ارشک و همUphoff طبق پژوهشی که توسط

 MRA  و)هفته یک (، انروفلوکساسین)هفته یک (سیپروفلوکساسین

 گردید، حذف ها کشت% 66-85 در آلودگی اده شد واستف)  هفتهیک(

 از ها کشت% 3-11بیوتیک،  آنتی نامطلوب اثر و سمیت دلیل به ولی

 بدون و رژیم دارویی کی با درمان حاضر،  در بررسی8.رفتند بین

  .بیوتیک صورت گرفته است آنتی خانواده تعویض

واحد بر تعیین بهترین دوز درمانی در  در مطالعه حاضر علاوه

بیوتیکی صورت نگرفت  زمان و عدم ایجاد سویه مقاوم، تعویض آنتی

 رده کاین پژوهش روي ی . تایید شدPCRروش  و نتیجه درمان نیز به

سلولی انجام شده است و براي استفاده و تعمیم قطعی آن بهتر است 

  .هاي سلولی دیگر نیز استفاده و آزمایش گردد در رده

سن هاري کشی از طرح ملی ساخت وااین مقاله بخ :سپاسگزاري

ی ک وزارت بهداشت درمان و آموزش پزش1390انسانی مصوب مهرماه 

  .ه در مجتمع تولیدات انستیتو پاستور ایران انجام شده استکاست 
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Background: Mycoplasma contamination in cell cultures is considered as a major eco-

nomic, research and production problem. In this study, mycoplasma-infected Vero cell 

lines were treated by various dilutions of ciprofloxacin and enrofloxacin in a timely 

manner. Removal of mycoplasma contamination from infected cell cultures was evalu-

ated and demonstrated by polymerase chain reaction (PCR) method. 

Methods: This study was done from October 2013 to May 2014, in Human Rabies 

Vaccine Laboratory, Pasteur Institute Production and Research Complex, Tehran, Iran. 

Different dilutions of ciprofloxacin and enrofloxacin were used in sequential passages 

for treatment of infected Vero cell line. Based on lowest passages of the cell line, anti-

biotic treatment with ciprofloxacin and enrofloxacin was done. Amelioration of the in-

fection and removal of mycoplasma contamination was confirmed in each step by PCR 

method. The technique for order of preference by similarity to ideal solution, TOPSIS 

method, was used to suggest the most efficient concentration of ciprofloxacin and enro-

floxacin. 

Results: Proposed concentration of ciprofloxacin is 20 μg/ml, and in the second order is 

200 μg/ml. For enrofloxacin the best proposed concentrations are 30, 300 and 3 μg/ml 

respectively. Ciprofloxacin and enrofloxacin and ability of them for removal of my-

coplasma and also the time of treatment were verified by evaluation of the recurrence of 

infection through consecutive subcultures of the treated cell line. 

Conclusion: Our results showed that 20 μg/ml of ciprofloxacin was the dilution of 

choice for mycoplasma elimination followed by 200 μg/ml of ciprofloxacin. Concentra-

tions of 3, 30 and 300 of enrofloxacin, respectively, are appropriate for mycoplasma 

removal. More detailed works would be needed to verify the authenticity of the pro-

posed simple and affordable way of mycoplasma elimination. 

 
Keywords: Cell culture techniques, ciprofloxacin, enrofloxacin, mycoplasma, poly-

merase chain reaction. 
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