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مقدمه
کوپلاســما،مایهــايگونــهبقیــهبــرخلافهیــپنومونکوپلاســمایما

انسـانی گونهدهمیانازونداردحضورطبیعیفلورازبخشیعنوانهب
درآشـکار طـور هب ـگونـه ایـن فقطمایکوپلاسما،جنسشدهپذیرفته

عفونـت عوامـل ازیک ـیيبـاکتر نیااست.شدهاثباتبیماريبروز
بـه آنینیبـال ریتصـو وبـوده انساندریتنفسیتحتانویفوقانبخش

يهاسرفهويقراریبباهمراهشرونده،یپکندتیراکئوبرونشتصورت
يهـا شـکل زايبـاکتر نی ـایـی زايماریبفیط.)2و1(استخشک

شـامل راحـاد یپنومـون مـوارد تـا تیتراکئوبرونش ـوتیفارنژمیملا
يباکترنیاکهاستدادهنشانکیولوژیدمیاپمطالعات).3(شودیم

اسـت جامعـه ازشـده کسبيهایپنوموندرصد20ازشیبولؤمس
عــوارضماننــدیتنفســخــارجتظــاهراتازياگســتردهفیــط.)4(

ــهماتولوژ ــک،ی ــکل،یگوارش ــلان،يوی ــکلت-یعض ــ،یاس -یقلب
بـا ارتبـاط درکی ـنورولوژوکیدرماتولوژک،یمونولوژیا،یعروق

).5(استشدهگزارشيباکترنیا
ــالدر ــرح ــت،حاض ــاروشکش ــیتشخيه ــرولوژیص وکیس

يبـرا دسـترس قابـل روشسـه ک،ی ـنوکلئدیاس ـریتکثيهاکیتکن
ــخ ــصیتش ــتنیروت ــاعفون ــمایمايه ــپنومونکوپلاس ــوبهی محس

وکشــتگــرودرعمــدتاًمایکوپلاســماســنتیتشــخیصشــوند.یمــ
ــون ــايآزم ــرولوژيه ــونس ــیون(آزم ــان)فیکساس ــت.کمپلم اس

ــايروش ــخیصهــ ــنتیتشــ ــماســ ــهمایکوپلاســ دارايپنومونیــ
کنـد رشدپایین،حساسیتزیاد،وقتصرفنظرازهاییودیتمحد

دیـدن برايوقتهفته2-5(کشتهايمحیطرويدرمایکوپلاسما
ریگوقتيهاکیتکنکشت،بریمبتنيهاروشاصولاًاست.کلنی)

يبـرا یکـاف تجربـه زی ـنوامکانـات ازمندینونییپانسبتاًتیحساسبا
تســتخصوصــاًســرولوژیکهــايتســت).6(هســتندجینتــاریتفســ

اینحساسیتاست.شدهاستفادهوسیعیطورهبفیکساسیونکمپلمان
ازعـد بیـا (قبلسرمنمونهاولینآوريجمعزمانبهوابستههاسنجش
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بـا شـده آوريجمـع سـرمی نمونـه دوبـه دسترسیوبیماري)تاخت
زابیشـتري حساسـیت دارايکهIgMسنجشدارد.هفته2-3فاصله
یـا واستغیراختصاصیIgMپاسخامااست؛یافتهتوسعهCFتست
لی ـدلبـه هـم کیسـرولوژ يهـا روشنـدارد. حضوربالغیندرنوعاً

وحـاد فـاز يهـا سـرم بـه ازی ـنومتقاطعواکنشکم،نسبتاًتیحساس
بــاهیبریدیزاســیون).6(رونــدینمــشــماربــهآلدهیــایروشــنقاهــت
کشـت جایگزینوویژه،سریعروشیکعنوانهبDNAهايپروب

بـه نسبتکمیحساسیتدارايهمروشایناما؛استشدهپیشنهاد
نی ـابـر غلبـه يبراریاخيهاسالدراست.آمپلیفیکاسیونهايروش

يارهی ـنجزواکـنش ماننـد کیدنوکلئیاسریتکثيهاروشمشکلات،
توسـعه مرغیعلPCRکیتکناما؛استافتهییفراوانوسعهتزمرایپل

زاتی ـتجهازاسـتفاده بـه ازی ـنعلـت بـه واکنش،يبالادقتوعیوس
تمامدریعمومصورتبهنتوانستهتاکنونکلریترموسامانندشرفتهیپ

).8و7(برسديبرداربهرهبهیصیتشخمراکز
همکــارانوNotomiنــامبــهيدانشــمنديلادیمــ2000ســالدر

(LAMP)لـــوپواســـطهبـــهدمـــاهـــمریـــتکثنـــامبـــهیکـــیتکن

loop mediated isothermal amplification)( ازگـر یدیک ـیکـه
ازی ـنکلریترموسابهکهدندنموابداعرااستدماهمریتکثيهاروش

بـود برخـوردار زینییبالااریبستیحساسودقتازعلاوهبهنداشت.
کمـک بـا الگـو DNAونیدناتوراس ـبـه ازی ـنبدونواکنش).10و9(
ازنیهمچنــرد.یــگیمــانجــامرشــتهدرینیجانشــتیــقابلبــامــرازیپل
و)BIPوFIP(یدرونـــيمرهـــایپرابـــهموســـومژهیـــومـــریپرا6

بـا )LFوLB(لوپژهیويمرهایپراو)F3وB3(یرونیبيمرهایپرا
).11-13(شودیماستفادهبالااریبستیاختصاص

سـما کوپلایماعیسـر صیتشـخ انجـام ویطراحمطالعهنیاهدف
کی ـهی ـاراتـاً ینهاویمرض ـيهـا نمونـه درLAMPروشبههیپنومون
مراکزهمهدرانجامقابلحالنیعدروعیسرق،یدقیصیتشخروش
کوپلاسـما یماهنگـام زودصیتشـخ يبراکشور،سطحدریصیتشخ

LAMPنینوکیتکنياندازراهبریسعمطالعهنیادربود.هیپنومون

P1هیناحژهیوشدهیطراحیصاصاختيمرهایپراکمکبا adhesin

ینیبـال يهـا نمونـه درآنعیسـر صیتشخيبراهیکوپلاسماپنومونیما
د.یگرد

بررسیروش
هـاي سـواب بـا نمونـه 92یشـگاه یآزمایفیتوص ـمطالعـه نیادر

ــتریل ــهازاس ــارینکسناحی ــاراننازوف ــابیم ــونیب ــکپنوم درآتیپی
يبسـتر مـرد) درصـد 58وزندرصد41(سال18-88سنیمحدوده

1392-93يهـا سالیطقمکامکاروشهیدبهشتیهايبیمارستاندر
.گردیدآوريجمع

کـه یس ـیس ـ5/1يهـا وپیکروتیمبهراشدهآغشتهيهاسواب
تـا میکـرد منتقـل شدهریتقطباردومقطرآبتریماکرول200يحاو

.ودشواردمقطرآبدروشدهجداسوابازنظرمورديباکتر
بـه رانمونـه يحـاو يهـا بوی ـکروتیم:هانمونهازDNAاستخراج

سـپس م.ی ـدادقـرار جـوش آبمحماداخلدرقهیدق10-15مدت
ومیکردوژیفیسانترrpm12000دوردرهقیدق10مدتبهراهالوله

نیام.ینمودمنتقلدیجدوپیکروتیمبهوکردهدکانتهراییروعیما
د.بوDNAيحاوعیما

افـزار نـرم کمـک باLAMPيمرهایپرا:LAMPژهیويمرهایپرا
primer explorer V4ژنيبراP1 Adhesinهی ـپنومونکوپلاسمایما

درموجـود ثابـت شـدت هبهايبخش).کیجدول(دیگردیطراح
ــرادف ــماP1ژنتـ ــهمایکوپلاسـ ــرازراآن،پنومونیـ ــینظـ طراحـ

ت.اسنمودهجذاب،گونهمخصوصپرایمرهاي
تریکرولیمـا 25یکل ـحجـم درLAMPواکنش:LAMPواکنش

وFIPيمرهایپرا2/0غلظتباکدامهرB3وF3يمرهایپرايحاو
BIPغلظـت بهکدامهرmM6/1،لـوپ يمرهـا یپراLFوLB هـر

ناژنیس ـx1،dNTPغلظـت بهمیآنزبافر،mM8/0غلظتبهکدام
واحـد 8تی ـنهادرو8/0Mغلظـت بـه نییبتـا ،mM4/1غلظتبه

بود.Bstمیآنز
تریکرولیمــاکیــمقــدارلولــههــربــه:LAMPواکــنشیابیــارز

مشـاهده UVنـور ری ـزسـپس م.یکـرد اضافهدرصد1/0نیبرگریسا
رنـگ بـه یمنف ـيهـا نمونـه وسـبز رنگبهمثبتيهانمونهد.یگرد

شدند.دهیدرنگکمینارنج
حـد نیـی تعيبـرا :LAMPتستتیاختصاصوصیتشخحدنییتع
هی ـتههیپنومونکوپلاسمایماDNAمختلفيهارقتتست،صیتشخ
کوپلاسـما یمابـراث کشـت ازیونیسوسپانسمنظورنیايبراد.یگرد

DNG-PlusروشبـــهآنDNAوهیـــتههیـــپنومون (Cinaclon)

فرمـول ازاسـتفاده ويبـاکتر نی ـاژنـوم اندازهبهتوجهباواستخراج
Genome Copy Number (GCN)تعــدادDNAــاکتر هــردريب

د.یگردمحاسبهتریکرولیم

هدفیتواليروبرLAMPژهیويمرهایپراگاهیجا:1جدول
('3'5)ترادفمریپرانام

F3ACAAGCCTTAGCCGTTAT

B3GGGCTAAGCTTCCATTTGG

FIPTACTGCCTTAAACTGGTTTTGGTCTTTTTTTGATGCCAACTATAAGGAAC

BIPCACCCCAATGAGGACGATCTTTTTTCTACCACTTGTTCAGC

LOOP FAGTCCCGGCACTCAATCC

LOOP BACCCATAACTTCGTTGATGCGTCT
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ــرا ــاتيبــ ــدییــ ــتتیاختصاصــ ــاDNAازLAMPتســ يهــ
ــاســمیکروارگانیم ــمایمايه ــینیآرجکوپلاســمایما،ارالکوپلاس ،ین

اسـترپتوکوکوس ،سینیوری ـهکوپلاسـما یما،فرمنتـاس کوپلاسمایما
اسـتفاده سیتوبرکلـوز ومیکوباکتریما،انفلوانزالوسیهموف،هیپنومون

د.یگرد
هایافته

ــون ــاLAMPآزمــــــــ ــتفادهبــــــــ ــزازاســــــــ میآنــــــــ
BST DNA Polymerase (Fermentas)ــادر ــه66يدمـ درجـ

مثبـت يهـا نمونـه د.ی ـگردنـه یبهسـاعت کیمدتبهوگرادیسانت
LAMPدرصد1/0نیبرگریساافزودنازپس(Invitrogen)ریزدر

ودی ـگردمشاهده)فلوروسانستیخاصيدارا(رنگسبز،UVنور
ک).ی(شکلشدنددهیدینارنجصورتبهیمنفيهانمونه

در).2(شکلشدنییتعکلیپارتLAMP،10تستصیتشخحد
ینـوع بهدادنشاندرصد100یژگیوLAMPتست،یژگیوآزمون

عوامـل ازمکداچیهباهیکوپلاسماپنومونیمايباکترDNAجزبهکه
).3(شکلندادواکنشآزمون،موردوزايماریب

LAMPشدهنهیبهآزمون:1شکل

C+:ازاستفادهبامثبتآزمونDNAهیکوپلاسماپنومونیما
C-:شدهلیاسترریتقطدوبارآبازاستفادهبایمنفآزمون

ومثبـت يهـا کنتـرل کنـار در،مطالعـه مـورد ینیبـال نمونه92از
.)4شکل(بودندمثبتLAMPکیتکنبانمونه73تعداد،یمنف

بحث
کروسـکوپ یمباتیرورقابلیغیسمیارگانهیکوپلاسماپنومونیام
مــلاعنیــا.اســتکیــپیآتیپنومــونعوامــلنیتــرمهــمازوينــور

رنـگ ریی ـتغییشناسـا همچـون یمختلف ـطـرق به،پنهانکنندهآلوده
زا،ی ـالالهیوس ـبـه خـاص يهـا ژنیآنت ـییشناسـا کشـت، يهاطیمح

بـا يزی ـآمرنـگ کشت،يهاطیمحدرکشت،ییایمیوشیبيهاروش

صیتشخحدآزمون:2شکل
C+:مثبتکنترل)DNA6:100000،10000،1000،100تا1ه)،یپنومونکوپلاسمایماکشتازشدهاستخراج،

الگو)عنوانبهزهیونیدلیاسترریتقطباردولیاستر(آبیمنفکنترل:-C،واکنشيازابهعامل1و10

C+ 1 2 3 4 5 6 C-

یژگیوآزمون:3شکل
C+:مثبتکنترل)DNAینینیکوپلاسماآرجیما:2،ارالکوپلاسمایما:1ه)،یپنومونکوپلاسمایماکشتازشدهاستخراج

سیتوبرکلوزومیکوباکتریما:7،انفلوانزالوسیهموف:6،هیپنوموناسترپتوکوکوس:5،سینیوریکوپلاسماهیام:4،کوپلاسمافرمنتاسیما:3
C-:الگوعنوانبهزهیونیدلیاسترریتقطباردولیاستر(آبیمنفکنترل(

C+ 1 2 3 4 5 6 7 C-

هانمونهيروبرشدهانجامآزمون:4شکل
C+:مثبتکنترل)DNAمثبتيهانمونه:6و2و1ه)،یپنومونکوپلاسمایماکشتازشدهاستخراج

)الگوعنوانبهزهیونیدلیاسترریتقطباردولیسترا(آبیمنفکنترل:-C،یمنفيهانمونه:5و4و3

C+ 1 2 3 4 5 6 C-
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اسـت ییشناسـا قابـل یمولکـول يهـا روشوفلوروکروميهارنگ
دی ـمفيالهیوس ـاغلـب ییایمیوش ـیبوکیسـرولوژ جینتاقیتلف).14(

ــااســت.کوپلاســماهایماتیــهونیــیتعيبــرا يهــادادهحــالنیــاب
واکــنشوبــودهییشناســاتقــدرفاقــداغلــب،حاصــلییایمیوشــیب

مهـم يسـدها ازیک ـیشـه یهمکم،تیحساسویکیسرولوژمتقاطع
).14(استکیسرولوژيهاروشکاربرد

مـوارد درگرچـه کشـت پایـه بـر سـنتی هـاي روشوجـود نیابا
ولــی؛اســتمطــرحطلایــیاســتانداردیــکعنــوانبــههنــوززیــادي

ــاًعمورامطلــــوبروشیــــکهــــايویژگــــی ــایدرمــ یشناســ
.)15(ندارنــدپنومونیــهمایکوپلاســماجملــهازوهــامیکروارگانیســم

کـه اسـت آنمؤیـد میکروبـی، کشـت بـا PCRتکنیـک بینمقایسه
PCRهـم مـواردي در).15(اسـت کارآمـد وسریعحساس،روشی

تکنیـک ؛شـود انجـام گیـري نمونـه ازپـیش بیوتیکیآنتیدرمانکه
هویـت تعیـین بـراي لـذا د.گـرد مـی کاذبمنفینتایجدارايکشت

ــماپنومونیه، ــتروشمایکوپلاس ــایجدارايکش ــعیفینت ــودهض وب
یمولکـول روشوPCRهمچـون تکثیريهايروشکاربردبنابراین

ت.اساولویتدرLAMPمثلدتریجد
پایــهبــرLAMPسـنجش یــکد تـا یــگردسـعی مطالعــهایـن در

ژنــیدفهــوپنومونیــهمایکوپلاســماگونــهمخصــوصپرایمرهــاي
P1 Cytadhesinشـود. دادهتوسـعه ؛کنـد مهیـا رافـوق مقاصـد که

د.ی ـگردیطراح ـLAMPيمرهـا یپرافـوق، ژنانتخاببامبنابراین
تکثیـر بـه منتجپرایمر،جفت6ازاستفادهباوLAMPوسیلهبهتکثیر

DNAيمایکوپلاسـما نوعهیچباتکثیرعدموهیکوپلاسماپنومونیما
وپرایمرهـا ایـن بـودن مناسـب بررسـی، ایـن درالبتهوگردیددیگر

بـالینی هـاي نمونـه درمایکوپلاسـماپنومونیه تشـخیص يبـرا سنجش
صـرفاً تولیـد موجـب مطالعـه ایـن شـده اپتـیمم شرایطگردید.ثابت

صیتشــخحــدوویژگــیازبـالایی درجــهبــااختصاصــیآمپلیکـون 
د.یگردمناسب

تعیــینيبــراســماپنومونیهمایکوپلاژنــومازمختلفــیهــايبخــش
هايتکنیکوهاپروتکلتحتویمولکوليهاروشوسیلههبهویت

مطالعهایندر).1-5(استهشدواقعاستفادهموردتکثیري،مختلف
آنازP1ژنویـژه وثابـت هـاي تـرادف وبـودن ویـژه دلیـل بـه زی ـن

هـاي روشآندرکـه مطالعاتیگردید.استفادهتکثیرهدفعنوانبه
شـده مقایسـه هـم بـا مختلـف هـاي ژنتارگـت بـا یمولکولمختلف

هـدف همکـاران وLevenمطالعـه در.)16(اسـت نادربسیار؛باشند
P1یژن Adhesin16ژنازبهتر S rRNAعلـت شـاید شـد. یابیرزا

.)16(باشدCytadhesinـP1ژنمتعددهايکپی،نتیجهاین
دراخــتلافریــنظییلــدلابــهPCRمختلــفهــايروشمقایســه

هــدف؛ژننمونـه؛ حجـم اســتخراج؛هـاي روشنمونـه؛ آوريجمـع 
دراخـتلاف وشناسـایی روش؛یمولکـول مختلفيهاروشپرایمر؛

زیـادي اختلافـات است.خودخاصمشکلاتدارايها،نمونهانتقال
بهها،روشحساسیتحدودگیرياندازهدررفتهکاربهواحدهايدر

سـازنده واحـد مطالعـات، برخـی درکـه معنیبدین.خوردمیچشم
رنـــــگتغییـــــرواحـــــدگـــــریدبرخـــــیدرو(CFU)کلنـــــی

(Color Changing Units-CCU)مقـدار یـا سلولتعدادبرخیدرو
DNAتعریـف متغیـر ،واحـدها ایـن حدودوشدهواقعاستفادهمورد
ارزیــابیبــرايثابــتروشیــکفقــدانبنــابراین.)17(اســتشــده

مشـکل راآنهـا بـین مقایسـه رفتـه، کاربهمختلفهايروشضیمقت
العــادهفــوقواســتانداردروشیــکبــهنیــازجــهینتدراســت.کــرده

احسـاس کـاملاً مختلـف، هـاي روشارزیـابی يبـرا ویـژه وحساس
شود.می

هـاي تکنیکيبرامناسبفضاسازيوزیادهايمراقبترغمعلی
مولکـولی تشـخیص سیسـتم درDNAباآلودگیامکانبازتکثیري،

تجربهالبتهگردد.میکاذبهايمثبتباعثجهینتدرکهداردوجود
ــادادهنشــان ــزاتوفضــاهااختصــاصب هــايزوندرمناســبتجهی
کاربسـت لـذا گـردد. مـی نزدیـک صفربهامکاناینشده،بینیپیش

دردرونـی) کنتـرل نوعـاً یاومنفیمثبت،(کنترلمناسبهايکنترل
کمـک تشـخیص، مرحلـه وتکثیـر ،DNAاستخراجمختلفمراحل
.)18(نمایدمیآندادننشانوآلودگیکاهشبهشایانی

بــالینیهــاينمونــهدرهیکوپلاســماپنومونیماDNAمقــدارتعیــین
Realکی ـتکنورودباتوجهیقابلطوربه time PCR ویافتـه بهبـود

عـدم لیدلبهرد.داDNAقدارمتعییندريادیزییتواناک،یتکناین
بـه یآلـودگ جـاد یااحتمـال (الکتروفورز)ریتکثازبعدمراحلبهازین

ودستگاهکهییآنجاازهاییتوانانیاتمامرغمیعلرسد.یمحداقل
Realدرازینموردیمصرفمواد time PCRاست؛متیقگراناریبس

یص ـیتشخمراکـز درکی ـتکننی ـاازیعموماستفادهامکانتاکنون
.)19(استنشدهفراهمعیوسطوربه

ری ـ(تکثدماهمصورتبهکینوکلئيدهایاسریتکثيهاروشدر
واکـنش )TASوNASBA،3SRکی ـنوکلئدیاس ـیتـوال يمبنـا بر

يازینهاروشنیادرجهینتدروگرفتهصورتثابتيدمادرریتکث
دمـا هم،هاواکنشنیاهاگرچندارد.وجودکلریترموساازاستفادهبه

مرحلــهکی ـاعمـال بـه ازی ـنواکـنش آغـاز درامـا ؛شـوند یم ـیتلق ـ
).20(شوددناتورهDNAتاداردوجودونیدناتوراس

دروشـده مرتفعکلریترموسابهازینLAMPکیتکنازاستفادهبا
LAMPنوظهـور کی ـتکنسـت. ینهیاولونیدناتوراسبهازینحالنیع

درانی ـپاتاآغازازکهاستسادهاریبسژنریتکثيهاروشازیکی
يدارایسـادگ رغـم یعل ـکی ـتکننی ـارد.ی ـگیم ـصورتدماکی

بـه ازی ـنکـه ییآنجـا ازعلاوهبهاست.ییبالااریبسدقتوتیحساس
انجـام نـه یهزحـداقل بـا ؛نـدارد کلریترموسـا ماننـد ییافزارهاسخت

,F3)(یرون ـیبيمرهـا یپراازLAMPکی ـتکندر).9(ردیگیم B3،
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,FIP(یدرونيمرهایپرا BIP(راالگـو درمجزاهیناحدوهرکدامکه
.شـود یم ـاسـتفاده لـوپ ژهیومریپرادونیهمچنوکنندیمییشناسا

شـوند. یم ـمتصـل الگـو DNAدرهی ـناح8بـه همزمـان کهيطوربه
-ســاقهســاختاريداراDNAازیمخلــوطواکــنشیینهــامحصــول

مشابهيساختارهاوالگوDNAازمعکوسيتکرارهامراههبهحلقه
.)21(استفراوانيهالوپباکلمگل

یمـال امکاناتوجودعدملیدلبهتوسعه،حالدريکشورهادر
مقدورهاشگاهیآزماعموميبراکیتکننیاازيوربهره،یآموزشو
Realسـتم یسعلاوهبهست.ین time PCRوبـوده مـت یقگـران اریبس ـ

دارد.ییبالايفرددانشبهازینآنجینتالیتحلوهیتجز
ــ ــارنیاول ــرهمکــارانوSaitoب ــواليروب P1ژنیت Adhesin

ــماپنومونیما ــاهیکوپلاســـــ ــتفادهبـــــ وLAMPروشدوازاســـــ
Real time PCRنیبتطابقکهدندیرسجهینتنیابهوکردندمطالعه

Realروشامـا ؛اسـت درصد100کیتکندونیا time PCRکی ـ
درکهاستیزاتیتجهکردنفراهممستلزمومتیقگراناریبسروش

جینتـا ریتفس ـيبـرا ودشواراریبسآنجینتالیتحلوهیتجزحالنیع
دوهـر يبـرا دارد.یکـاف تخصـص بـا کارکنـان بـه ازمنـد ینحاصـله 

RealوLAMPکیتکن time PCR102صیتشخمحدوده2یکپ ـ
).19(دبوقهیدق60در

درآنواکنشکهاستسادهیصیتشخابزارکیLAMPروش
ومـر یپرابـافر، منظـور نی ـايبـرا وردیگیمصورتواحدلولهکی

DNAبلـوك دررامخلـوط نی ـاسپسوشدهمخلوطهمبامرازیپل
دهند.یمقرار؛کندیمجادیاراثابتحرارتدرجهکیکهیحرارت

نیع ـدروسـاده ظـاهر بـه کیتکنکیلوپواسطهبهریتکثکیتکن

درمریپرایطراحمرحلهواقعدرکهاستحساسوقیدقاریبسحال
ــآن ــماریبس ــاسومه ــودهحس ــابوب ــرانتخ ــریپرانیبهت ــازم نیب
يادی ـزتی ـاهمازمختلفعواملبهتوجهباشدهیطراحيمرهایپرا

صیتشــخيروهمکــارانوGotohمطالعــهدراســت.برخــوردار
LAMPــپنومونکوپلاســمایما ــا،هی ــراعیســریکــیتکنروش،نی يب

کودکانریتأخبدونیکیوتیبیآنتدرمانتاًینهاوعاملنیاصیتشخ
صـرفه بـه مقرونوآساناریبسروشکیLAMP).20(شدشناخته

جینتـا یراحتبهوبردیپجینتابهتوانیمرمسلحیغچشمباکهاست
شـگاه یآزمادرتـوان یم ـروشنی ـاازجـه ینتدروکـرد ریتفسراآن

دسـت نظـر مـورد جینتـا بهیآسانبهواستفادهیراحتبههامارستانیب
مـاران یبدرهیکوپلاسـماپنومون یماعفونـت بـه عاًیسرجهینتدروافتی

).20و19(کردشروعنانآيبرارادرمانوبردیپنظرمورد
گیرينتیجه

،ژهیــوروشLAMPکیــتکنکــهدادنشــانمطالعــهنیــاجینتــا
همچـون یمولکوليهاروشریسابهنسبتنهیهزکمنسبتاًوحساس

PCR.يبــرابــالاتیحساســبــاوعیســریروشــکیــتکننیــااســت
ــواســتهیکوپلاســماپنومونیماصیتشــخ ــوانیم ــاازت درروشنی
نمود.استفادهیراحتبههاشگاهیآزما

قدردانیوتشکر
اخـذ يبـرا اصـل يداودفـائزه خـانم امهنانیپاحاصلمطالعهنیا

ازیمولکـول ویسلولیشناسستیزرشتهدرارشدیکارشناسدرجه
ــگاه ــلامآزاددانش ــدیاس ــومواح ــاتیتحقوعل ــتانق ــود.کردس ب

بنیـان دانـش سسـه ؤممحتـرم کارکنـان ازراخـود سـپاس وسیلهبدین
یم.ینمامیابرازبستانساراخانمخصوصبهفناورژنایرانیان

References
1. Yamazaki T, Narita M, Sasaki N, Kenri T, Arakawa Y, Sasaki
T. Comparison of PCR for sputum samples obtained by induced
cough and serological tests for diagnosis of Mycoplasma
pneumoniae infection in children. Clin Vaccine Immunol. 2006
Jun; 13(6):708-10.

2. Pitcher D, Chalker VJ, Sheppard C, George RC, Harrison TG.
Real-time detection of Mycoplasma pneumoniae in respiratory
samples with an internal processing control. J Med Microbiol.
2006 Feb; 55(Pt 2):149-55.

3. Dumke R, Luck PC, Noppen C, Schaefer C, Baum HV, Marre
R, Jacobes E. Culture-independent molecular subtyping of
Mycoplasma pneumoniae in clinical samples. J Clin Microbiol.
2006; 44(7):2567-70.

4. Morozumi M, Nakayama E, Iwata S, Aoki Y, Hasegawa K,
Kobayashi R, et al. Simultaneous detection of pathogens in clinical
samples from patients with community-acquired pneumonia by
real-time PCR with pathogen-specific molecular beacon probes.
J Clin Microbiol. 2006 Apr;44(4):1440-6.

5. Beersma MF, Dirven K, van Dam AP, Templeton KE, Claas
EC, Goossens H. Evaluation of 12 commercial tests and the
complement fixation test for Mycoplasma pneumoniae-specific
immunoglobulin G (IgG) and IgM antibodies, with PCR used as
the "gold standard". J Clin Microbiol. 2005 May;43(5):2277-85.

6. Shuvy M, Rav-Acha M, Izhar U, Ron M, Nir-Paz R. Massive
empyema caused by Mycoplasma pneumoniae in an adult: a case
report. BMC Infect Dis. 2006 Feb; 6:18.

7. Falguera M, Nogues A, Ruiz-Gonzalez A, Garcia M, Puig T.
Detection of Mycoplasma pneumoniae by polymerase chain
reaction in lung aspirates from patients with community-acquired
pneumonia. Chest. 1996 Oct; 110 (4): 972-6.

8. Honda J, Yano T, Kusaba M, Yonemitsu J, Kitajima H,
Masuoka M, et al. Clinical use of capillary PCR to diagnosis
Mycoplasma pneumoniae. J Clin Microbiol. 2000 Apr; 38(4):
1382-84.

9. Saharan P, Dhingolia S, Khatri P, Singh Duhan J, Gahlawat S.
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) based detection
of bacteria: a review. Afr J Biotechnol. 2014; 13(19):1920-8.

10. Notomi T, Okayama H, Masubuchi H, Yonekawa T, Watanabe
K, Amino N, et al. Loop-mediated isothermal amplification of
DNA. Nucleic Acids Res. 2000 Jun; 28(12): E63.

11. Mori Y, Nagamine K, Tomita N, Notomi T. Detection of loop-
mediated isothermal amplification reaction by turbidity derived
from magnesium pyrophosphate formation. Biochem Biophys Res
Commun. 2001 Nov; 289(1):150-4.

12. Mori Y, Notomi T. Loop-mediated isothermal amplification
(LAMP): a rapid, accurate, and cost-effective diagnostic method



حلقهواسطهبهدماهمتکثیرروشبهپنومونیهمایکوپلاسماسریعتشخیص/132

)55پیدر(پی3شماره/17دوره/1394پاییز/گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

for infectious diseases. J Infect Chemother. 2009 Apr;15(2):62-9.
doi: 10.1007/s10156-009-0669-9.

13. Parida M, Sannarangaiah S, Dash PK, Rao PV, Morita K. Loop
mediated isothermal amplification (LAMP): a new generation of
innovative gene amplification technique; perspectives in clinical
diagnosis of infectious diseases. Rev Med Virol. 2008 Nov-Dec;
18(6):407-21. doi: 10.1002/rmv.593.

14. Abele-Horn M, Busch U, Nitschko H, Jacobs E, Bax R, Pfaff
F, et al. Molecular Approaches to Diagnosis of Pulmonary
Diseases Due to Mycoplasma pneumonia. J Clin Microbiol. 1998
Feb; 36(2): 548-51.

15. Razin S. DNA probes and PCR in diagnosis of mycoplasma
infections. Mol Cell Probes. 1994 Dec;8(6):497-511.

16. Ieven M, Ursi D, Van Bever H, Quint W, Niesters HG,
Goossens H. Detection of Mycoplasma pneumoniae by two
polymerase chain reactions and role of M. pneumoniae in acute
respiratory tract infections in pediatric patients. J Infect Dis. 1996
Jun; 173(6):1445-52.

17. Loens K, Ursi D, Goossens H, Ieven M. Molecular diagnosis of
Mycoplasma pneumoniae respiratory tract infections. J Clin
Microbiol. 2003 Nov;41(11):4915-23.

18. Shahhosseiny MH, Tehrani M. [Polymerase Chain Reaction
(PCR)]. 2nd. Tehran: Islamic Azad University shahr-E-Qods. 2005;
pp:45-68. [Persian]

19. Saito R, Misawa Y, Moriya K, Koike K, Ubukata K, Okamura
N. Development and evaluation of a loop-mediated isothermal
amplification assay for rapid detection ofMycoplasma
pneumoniae. J Med Microbiol. 2005 Nov;54(Pt 11):1037-41.

20. Gotoh K, Nishimura N, Ohshima Y, Arakawa Y, Hosono H,
Yamamoto Y, et al. Detection of Mycoplasma pneumoniae by
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay and
serology in pediatric community-acquired pneumonia. J Infect
Chemother. 2012 Oct; 18(5):662-7. doi: 10.1007/s10156-012-
0388-5.

21. Nagamine K, Watanabe K, Ohtsuka K, Hase T, Notomi T.
Loop-mediated isothermal amplification reaction using a
nondenatured template. Clin Chem. 2001 Sep;47(9):1742-3.



133 / Journal of Gorgan University of Medical Sciences
Autumn 2015 / vol 17 / no 3

Cite this article as: Davudi-Asl F, Shahhosseiny MH, Keshavarz F. [Rapid detection of Mycoplasma pneumonia by
Loop mediated isothermal amplification (LAMP)]. J Gorgan Uni Med Sci. 2015; 17(3): 127-133. [Article in
Persian]

Original Paper

Rapid detection of Mycoplasma pneumonia
by Loop mediated isothermal amplification (LAMP)

Davudi-Asl F (B.Sc)1, Shahhosseiny MH (Ph.D)*2,3, Keshavarz F (B.Sc)1

1M.Sc Student in Cell and Molecular Biology, Science and Research Branch (Kordestan), Islamic Azad University,
Sanandaj, Iran. 2Associate Professor, Department of Microbiology, Shahr-e-Qods Branch, Islamic Azad University,

Tehran, Iran. 3Iranian Gene Fanavar Institute (IGF), Tehran, Iran.

________________________________________________________________________________________________________________________________

Abstract
Background and Objective: Mycoplasma pneumoniae bacteria, is one of the most important factor in
causing of respiratory infections. Serological and molecular detection methods have their own limitation.
Due to this limitation, the application of these methods in all diagnostic laboratories is not possible.
Therefore this study was done to determine the rapid detection of Mycoplasma pneumonia by loop
mediated isothermal amplification (LAMP).

Methods: In this descriptive laboratory study, nasopharynx samples were collected from 92 patients with
atypical pneumonia. DNA sample were extracted by boiling method. Six specific primer pairs were
designed for LAMP technique by primer explorer ver 4 software. LAMP product identified by adding
SYBR Green. Limit of detection and specificity tests have been done for optimizing LAMP test and
optimized test carry out for each sample.

Results: The LAMP test was optimized using the large Bst enzyme fragment at 66 degree temperature for
1 hour. The detection limit of the test obtained 1 CFU and the DNA replication does not observed in non
of the examined pathogenic factors. Out of 92 clinical samples using LAMP technique, 73 cases were
negative (80%) and 19 cases were positive (20%).

Conclusion: The loop-mediated isothermal amplification technique is simple, convenient and available
method for detection of Mycoplasma pneumoniae.
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