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Abstract

Introduction: Mycoplasmas are one of the most serious contaminants of cellular cultures 

and their biological productions. Mycoplasma diagnosis is conducted on the basis of culture 

and molecular methods. These methods are different from each other in terms of accuracy, 

reliability, and sensitivity. This study aimed to trace the mycoplasma contaminations in culture 

samples using 16S rRNA specific primers based on the PCR method.

Methods and Materials: 16S rRNA gene sequence of cell culture contaminant mycoplasmas 

were extracted from gen bank and were sorted using gene sequence pattern. Specific primers 

were designed using obtained synonymies. To build positive control structure, 16S rRNA gene 

proliferated based on the PCR methods then cloned in a plasmid vector.

Results: Electrophorus of PCR product of 16S rRNA revealed a band of 219bp length 

on Agarose gel. This pattern was not observed in negative control samples. Moreover, the 

fragment proliferation with the same size in recombinant plasmid confirmed the authenticity of 

cloning.

Discussion and Conclusion: Due to its high speed and accuracy, the method has potential 

for using in cell culture laboratories.
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چكيد ه
مقدمه: مایکوپلاسماها از مهم ترین و جدی ترین آلوده کننده های کشت های سلولی و فرآورده های بیولوژیک تولیدی در 

کشت های سلولی می باشد. تشخیص مایکوپلاسماها بر پایه کشت و روش های مولکولی می باشد. این روش ها از نظر سرعت، 
اطمینان، ویژگی و حساسیت با یکدیگر متفاوت هستند. هدف اصلی این مطالعه ردیابی آلودگی های مایکوپلاسمایی در 

نمونه های کشت با استفاده از پرایمرهای اختصاصی 16S rRNA بر اساس تکنیک PCR می باشد.
مواد و روش ها: توالی ژن 16S rRNA گونه های مایکوپلاسمای آلوده کننده کشت های سلولی از بانک ژن استخراج و هم 

ردیف سازی گردید. پرایمرهای اختصاصی با استفاده از ترادف های به دست آمده، طراحی شد. برای ساخت کنترل مثبت، 
توالی ژن 16S rRNA به روش PCR تکثیر و سپس در وکتور پلاسمیدی کلون شد.

نتايج: الکتروفورز محصول PCR ژن 16S rRNA مطابق انتظار باندی به طول bp 219 را بر روی ژل آگاروز نشان داد. این الگو 

در نمونه های کنترل منفی دیده نشد. همچنین تکثیر قطعه ای به همین اندازه در پلاسمید نوترکیب حاصل، صحت کلونینگ 
را تأیید کرد.

بحث و نتيجه گيری: این روش با داشتن مزیت هایی مانند سرعت بالا و دقت زیاد از پتانسیل مناسبی برای استفاده در آزمایشگاه های 

کشت سلول برخوردار است.
کلمات کليدی: مایکوپلاسما، واکنش زنجیره ای پلیمراز (PCR)، کشت سلولی
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مقدمه
کشت سلولی يكی از روش های مهم بررسی فرايندهای مختلف 
زيستی و پزشكی به شمار می رود )1(. يكی از جدی ترين و مهم ترين 
مشكلات مربوط به کشت سلولی، آلودگی محیط های کشت با 
گونه های مختلف باکتری مايكوپلاسما هست که از زمان آغاز به کار 
اين تكنیك همواره با آن همراه بوده است )۲، ۳(. برآورد می شود 
که ۵ تا ۳۵ درصد از کشت های سلولی بسته به رده سلولی، آزمون 

مورد استفاده و کیفیت تست های کنترل کیفی، به مايكوپلاسما آلوده 
هستند )۴، ۵(. آلودگی کشت های سلولی با مايكوپلاسما موجب 
تغییراتی در رشد سلولی، مورفولوژی، متابولیسم آمینواسیدها و 
اسیدهای نوکلئیك شده و بالطبع بر روی فرآورده های بیولوژيك 
تولیدی در کشت های سلولی تأثیر می گذارند که می تواند منجر به 
بروز اشتباه در تفسیر و تجزيه و تحلیل نتايج آزمايش ها و در نتیجه 

به دست آوردن نتايج غیرقابل اعتماد می شود )۶، ۷(.
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مايكوپلاسماها يكی از کوچك ترين میكروارگانیسم های زنده با 
زندگی آزاد و قابل تكثیر هستند که متعلق به رده مولی کوتس 
شكل  آن ها  تمايزی  ويژگی های  مهم ترين  هستند.   (Mollicutes)

فیلامنتی و يا دايره ای، فقدان ديواره سلولی مستحكم و داشتن 
DNA کوچك در حد چند Mb است )۳، ۵، ۸(. مايكوپلاسماها تعداد 

زيادی باکتری را شامل می شوند )بیشتر از 1۰۰ گونه مختلف( که بیشتر 
آن ها بیماری زا نیستند و فقط تعداد اندکی بیماريزای انسانی هستند 
)۵(. مهم ترين گونه بیماريزای انسانی شناخته شده مايكوپلاسما 
از  گونه هايی   .)9( هست   (Mycoplasma pneumonia) پنومونیه 
مايكوپلاسما که به فراوانی در کشت های سلولی يافت شده اند شامل 
مايكوپلاسما آرجینینی (Mycoplasma arginine)، اکولپِلاسما لیدلاوی 
 (Mycoplasma مايكوپلاسما هیورينیس ،(Acholeplasma laidlawii)

(hyorhinis، مايكوپلاسما اوراله (Mycoplasma orale)، مايكوپلاسما 

هومینیس  مايكوپلاسما  و   (Mycoplasma fermentans) فرمنتانس 
(Mycoplasma hominis) بوده و تخمین زده می شود که عامل بیش 

از 9۵% آلودگی های کشت سلولی هستند )1۰(.
توسعه  مايكوپلاسما  شناسايی  برای  تاکنون  مختلفی  روش های 
يافته است )11(. متداول ترين آن ها کشت میكروبی، تست های 
بیوشیمیايی، الايزا، رنگ آمیزی مستقیم و غیرمستقیم فلورسنت، 
ايمونوفلورسنت و تكنیك های مبتنی بر تكثیر نوکلئیك اسید می باشد 
برای سالیان متمادی، جداسازی بر روی محیط کشت   .)۷ ،۵(
اختصاصی به عنوان روش مرجع و به عبارت بهتر »روش استاندارد 
طلايی (gold standard) « به کار رفته است )1۲(. روش های بر پايه 
کشت، وقت گیر )نیازمند چندين هفته( با حساسیت نسبتاً پايین و 
نیازمند امكانات و همینطور تجربه کافی جهت تفسیر نتايج است 
)1۳(. به همین دلیل جهت شناسايی آلودگی های کشت سلولی 
نیازمند استفاده از روش های سريع، حساس و دقیق هستیم )9(. 
بنابراين روش های بر پايه تكنیك های مولكولی به ويژه روش واکنش 
زنجیره ای پلیمراز (PCR) که نتايج را بین چند ساعت تا نهايتاً يك 
روز مشخص می کند، جايگزينی مناسب برای روش های مبتنی بر 
کشت در آزمايشگاه های کشت سلولی به شمار می رود )1۳(. ثابت 
شده است که جهت تشخیص طیف وسیعی از عوامل آلوده کننده 
کشت سلولی، خصوصاً مايكوپلاسماها، روش های مولكولی دارای 
سرعت و ويژگی است )1۴، 1۵(. اما، میزان حساسیت اين تكنیك 

تا حد زيادی به روش استخراج DNA، ژن هدف، پرايمرهای طراحی 
شده، روش شناسايی محصول، نوع نمونه و بسیاری فاکتورهای 

ديگر بستگی دارد )11، 1۶(.
هدف اين مطالعه طراحی يك روش مولكولی جديد بر اساس 
تكنیك PCR برای رديابی آلودگی های مايكوپلاسمايی در نمونه های 

کشت سلولی می باشد.

مواد و روش ها
طراحی پرايمر: ابتدا توالی های مختلفی از ژن 16S rRNA متعلق به 
گونه های مختلف مايكوپلاسما از بانك ژنی (GenBank) به آدرس 
/http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank استخراج شد. توالی های از 

1۲ گونه مايكوپلاسما هومینیس، ۸ گونه مايكوپلاسما هیورينیس، 
۳ گونه مايكوپلاسما سالیواريوم، ۳ گونه مايكوپلاسما اوراله، ۳ 
گونه اکولپِلاسما لیدلاوی، 1 گونه مايكوپلاسما آرجینینی، ۵ گونه 
 (Spiroplasma) اسپیروپلاسما  گونه   ۵ و  فرمنتانس  مايكوپلاسما 
استخراج شد. شماره شناسايی مربوط به بانك ژنی اين توالی ها 
در جدول شماره 1 نشان داده شده است. توالی سپس توسط نرم 
افزار CLC Sequence Viewer 6.4 (CLC bio, Aarhus, Denmark) الاين 
)ترادف سنجی( شد و در ادامه بر اساس توالی های تكرار شده 
(conserved) با نرم افزار برخط )آنلاين( Primer Explorer V4 از پايگاه 

داده Eiken chemical (http: //primerexplorer.jp/e/) پرايمرها طراحی 
شد. اختصاصی بودن پرايمرها با استفاده از سرويس BLAST پايگاه 
NCBI (http: //www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/) بررسی شد.  اينترنتی 
 (Bioneer, پس از تأيید، پرايمرها توسط شرکت بايونیر، کره جنوبی
(Daejeon, Korea ساخته شد. توالی پرايمرها در جدول شماره ۲ 

نشان داده شده است.
استخراج DNA: ژنوم (DNA) مايكوپلاسماهای موجود در کشت های 
سلولی آلوده، سويه استاندارد مايكوپلاسما )به عنوان کنترل مثبت( 
 (EZ-10 Spin Column و نیز ساير باکتری ها با استفاده از کیت تجاری
(Genomic DNA kit, Bio Basic Inc, Canada و بر اساس پروتكل کیت، 

استخراج و پس از تأيید در فريزر C° 80- ذخیره شد تا در مواقع 
لزوم برای تست های PCR مورد استفاده قرار گیرد.

واکنش PCR: واکنش PCR در حجم نهايی ۲۵ میكرولیتری حاوی 
1۲/۵ میكرولیتر مخلوط اصلی PCR (PCR Master mix) با غلظت 
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۲X )حاوی U/μl ۰/۰۵ آنزيم DNA پلیمراز Taq، بافر واکنش، ۳ 

میلی مولار MgCl2 و ۰/۴ میلی مولار از هر dNTP(، 1 میكرولیتر 
 DNA از هريك از پرايمرها با غلظت ۰/۴ میلی مولار، ۶ میكرولیتر
استخراج شده و ۴/۵ میكرولیتر آب مقطر استريل انجام گرفت. 
نوکلئیك  اسید  به جای  استريل  مقطر  از آب  منفی  کنترل  برای 
استاندارد  از سويه  استخراج شده   DNA از  مثبت  کنترل  برای  و 
مايكوپلاسما استفاده شد. برنامه زمانی مورد استفاده برای تكثیر 
عبارت بود از يك دمای دناتوراسیون (denaturation) 9۴ درجه 
اولیه به مدت ۴ دقیقه، ۳۵ چرخه دمايی شامل دناتوراسیون در 9۴ 
درجه برای ۴۵ ثانیه، اتصال (annealing) در ۴۸/1 درجه برای ۴۵ 
ثانیه، طويل شدن رشته الگو (extension) در دمای ۷۲ درجه برای 
۴۵ ثانیه و در نهايت گسترش نهايی (final extension) واکنش در 
دمای ۷۲ درجه برای ۵ دقیقه. واکنش زنجیره ای پلیمراز در دستگاه 
ترموسايكلر (ABI 2720, Applied Biosystems, Warrington, UK) انجام 

گرديد. بررسی محصولات PCR پس از الكتروفورز روی ژل 1/۵ 
درصد آگاروز رنگ آمیزی شده با اتیديوم برومايد در زير دستگاه 
ماوراء بنفش انجام گرفت. اندازه محصول PCR با استفاده از مارکر 
bp DNA ladder 100 ساخت شرکت فرمنتاز کشور آلمان مشخص 

گرديد.
پرايمرها،  بودن  اختصاصی  میزان  بررسی  تعيين ويژگی: جهت 
واکنش PCR طبق شرايط ذکر شده بر روی ژنوم چندين گونه باکتری 
 Klebsiella ،Shigella sonnei ATCC 9290 گرم مثبت و منفی ديگر شامل
 Enteropathogenic Escherichia coli  ،pneumoniae ATCC 7881

 Pseudomonas ،Bacillus subtilis ATCC 6051 ،(EPEC) ATCC 43887

 ،Staphylococcus aureus ATCC 25923 ،aeruginosa ATCC 9027

 Yersinia enterocolitica ATCC و Enterococcus faecalis ATCC 29212

23715 انجام شد. به دلیل کسب اطمینان از نتايج حاصله و بررسی 

تكرارپذيری آزمايش مذکور ۳ بار تكرار شد.
کلونينگ: جهت دستیابی به نمونه کنترل مثبت از روش کلونینگ 
محصولات PCR در وکتور Ptz57R/T استفاده شد. بدين منظور 
واکنش PCR طبق شرايط مذکور بر روی تعدادی نمونه کنترل 
مثبت انجام شد. برای استخراج محصولات PCR از کیت شرکت 
بايونیر (AccuPrep® PCR Purification Kit - Bioneer) و جهت اتصال 

  نام پرايمر  (′3–′5) توالي پرايمراندازه باند
219 GCG ATG GCT AAC TAT GTC CC  F3-Myco  

TCG CCT TTG GTG TTC TTC C  B3-Myco  
 

جدول 2- توالی پرايمرهای استفاده شده در اين مطالعه

 لوكوس با تشابه بالا Accession number نام گونه

Mycoplasma hominis NR-118700, NR-113679, NR-074603, NR-041745, NR-041743, NR-041744, 

NR-041881, NR-024986, NR-024984, NR-024983, NR-024982, NR-024981 
NR-041881 

Mycoplasma hyorhinis NR-117469, NR-114563, NR-113686, NR-041845, NR-036954, KC-688369, 

KC-688366, KC-686367 
NR-036954 

Mycoplasma salivarium NR-113661, NR-041745, AB-680625 NR-041745 

Mycoplasma orale JQ-346727, NR-113660, NR-043199 NR-043199 
Acholeplasma laidlawii NR-113658, NR-074448, NR-025961 NR-074448 

Mycoplasma arginine 
NR-041743 

NR-041743 
 

Mycoplasma fermentans NR-113683, NR-044666, NR-041881, MYCRRNAF, NR-102937 NR-041881 

Acholeplasma -  
Spiroplasma NR-125517, NR-125516, NR-125515, NR-103946, NR-103945 NR-103946,   NR-103945

 

جدول 1- شماره دسترسی (accession number) مربوط به توالی 16S rRNA به دست آمده از پايگاه اينترنتی GenBank-NCBI مربوط به گونه های مختلف 
مايکوپلاسما مورد استفاده در طراحی پرايمر در اين مطالعه
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 (InsTAclone TM PCR  محصولات و وکتور از کیت شرکت فرمنتاز
E. coli top 10 F به  (Cloning Kit - Fermentase استفاده شد. باکتری́ 

عنوان سلول ترانسفورم انتخاب شد. سلول های ترانسفورم شده 
در دمای ۳۷ درجه سانتی گراد به مدت ۲۴ ساعت بر روی محیط 
Luria-Bertani agar حاوی xgal (Fermentase) با غلظت ۴۰ میكرو 

گرم در میلی لیتر، ايزوپروپیل بتا دی تیوگالاکتوزيداز با غلظت 
۳/۵ میكروگرم در میلی لیتر، آمپی سیلین با غلظت 1۰۰ میكرو 
گرم در میلی لیتر و تتراسايكلین با غلظت ۲۰ میكرو گرم در میلی 
لیتر گرماگذاری شد. ارزيابی نتايج حاصله با استفاده از غربالگری 
سفید - آبی )بررسی میزان کلونی های نو ترکیب بر روی محیط از 
نظر کمی( انجام گرديد. سپس پلاسمیدها از کلونی های انتخاب 
 (AccuPrep Plasmid شده با کیت استخراج پلاسمید شرکت بايونیر
 colony PCR استخراج شد و واکنش Mini Extraction kit - Bioneer)

طبق شرايط ذکر شده در مرحله PCR انجام شد.

نتايج
واکنش PCR: الكتروفورز محصول PCR پرايمرهای اختصاصی 
طراحی شده برای شناسايی مايكوپلاسماهای کشت های سلولی 
و نیز سويه مايكوپلاسمای استاندارد، باند اختصاصی ۲19 جفت 

بازی (219bp) را که مطابق طول ژن مد نظر بود را نشان داد. تصوير 
ژل الكتروفورز برخی از آن ها در شكل 1 آورده شده است.

نتايج تعيين ويژگی: همانطوری که در شكل ۲ نشان داده شده 
است واکنش PCR مربوط در هیچ يك از باکتری های گرم منفی و 
مثبت نتیجه ای نداشت، که اين امر بیانگر ويژگی بالای پرايمرهای 
طراحی شده بود. نتايج Blast پرايمرها نیز حاکی از اختصاصی بودن 
پرايمرهای طراحی شده تنها در خصوص گونه های مايكوپلاسما 

بود.
نتايج کلونينگ و تهيه کنترل مثبت: ۲۰ ساعت بعد از ترانسفورماسیون، 
 X-Gal, IPTG, حاوی LB-Agar کلنی های سفید و آبی بر روی پلیت
Amp نمايان گشت. چون انتظار داشتیم که کلنی های سفید دارای 

پلاسمید نوترکیب باشند لذا اين کلنی ها انتخاب و DNA پلاسمیدی 
آن ها استخراج و بر روی ژل آگارز 1/۵ % الكتروفورز گرديد. از 
آنجايی که قطعه هدف حدود 200bp وارد پلاسمید اولیه شده بود 
اين پلاسمید نوترکیب نسبت به پلاسمید pTZR57 سنگین تر بوده 
و در الكتروفورز حرکت آهسته تری از خود نشان داد، و بر روی 
ژل آگارز بالاتر از پلاسمید بدون Insert قرار گرفت در ادامه واکنش 
PCR بر روی پلاسمید نوترکیب دارای قطعه هدف )کنترل مثبت(، 

مطابق انتظار يك باند با طول ۲19 جفت باز در ژل آگارز ايجاد نمود.

شکل 1- بررسی محصول PCR مايکوپلاسما در نمونه های مورد آزمايش: رديف M: مارکر (bp DNA ladder 100)، رديف 1 کنترل منفی، رديف 2، کنترل مثبت، 
رديف 3 تا 13، نمونه های کشت سلولی آلوده به مايکوپلاسما در اين مطالعه.
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بحث و نتيجه گيری
آلودگی کشت های سلولی با مايكوپلاسماها يكی از اصلی ترين 
مشكلات مربوط به اين تكنیك است؛ لذا شناسايی آن ها از اهمیت 
بسزايی برخوردار است. اکثريت روش های در دسترس به دلیل 
محدوديت هايی از قبیل وقت گیر بودن، حساسیت نسبتاً پايین 
و نیازمندی به امكانات خاص و افراد با تجربه، برای شناسايی 
دارای   PCR نیستند. روش  مناسب  مايكوپلاسمايی  آلودگی های 
حساسیت و ويژگی بهتری است و می تواند آلودگی مايكوپلاسمايی 
را به میزان بیشتری نسبت به روش های ديگر مثل کشت رديابی کند 
و از طرف ديگر نسبت به کشت، بسیار سريع تر و ارزان تر است )1۷(.
تاکنون چندين روش شناسايی مولكولی بر مبنای PCR برای شناسايی 
مايكوپلاسماها در کشت سلولی استفاده شده است. به طور مثال 
يوفوف (Uphoff) و درکسلرِ (Drexler) در سال ۲۰۰۲ )1۸(، سانگ 
 (Dvorakova) و همكارانش در سال ۲۰۰۶ )19(، وُراکُوا (Sung)

و   (Timenetsky) تیمِنتِسكی   ،)۲۰( در سال ۲۰۰۵  همكارانش  و 
همكارانش در سال ۲۰۰۶ )۲1( و يانگ (Young) و همكارانش 
در سال ۲۰1۰ )۵( تحقیقاتی را به روش PCR جهت جداسازی 
مايكوپلاسماهای آلوده کننده کشت های سلولی انجام دادند. نتايج 

اين تحقیقات نشان می دهد که پرايمر مورد استفاده آن ها به خوبی 
با ژن هدف مايكوپلاسماها متصل می شود ولی علیرغم رضايت 
بخش بودن نتايج، واکنش های ناخواسته پرايمرهای طراحی شده 
با نمونه های باکتريايی ديگر هم مشاهده می شد. در مطالعه تانگ و 
همكاران در سال ۲۰۰۰ به روش PCR بر پايه ژن 16S rRNA برای 
شناسايی آلودگی های مايكوپلاسمايی در کشت سلولی واکنش های 

ناخواسته با برخی باکتری های گرم مثبت هم مشاهده شد )۷(.
از طرف ديگر در مطالعات ديگر با پرايمرهايی که طراحی شده بود 
فقط گونه خاصی از مايكوپلاسماها قابل رديابی و شناسايی بوده اند 
که اين يك محدوديت در کاربرد آن ها به شمار می رود چراکه 
گونه های مختلفی از مايكوپلاسماها منجر به آلودگی کشت های 
سلولی می شوند و هر چقدر پرايمر طراحی شده طیف وسیعی از 
گونه ها را شناسايی کند برای کاربردهای عملی مناسب تر است. 
مطالعه ای در سال 1۳9۲ توسط فضلی و همكارانش با پرايمری از 
16S rRNA انجام گرفت که صرفاً می توانست آلودگی مايكوپلاسمايی 

حاصل از مايكوپلاسما اوراله را شناسايی کند )۲۲(. در مطالعه 
ديگری که توسط رستمی زاده و همكاران انجام شد فقط شناسايی 
آلودگی مايكوپلاسما سالیواريوم در کشت های سلولی با استفاده از 

شکل 2- بررسی محصول PCR در آزمايش ويژگی: رديف M: مارکر (bp DNA ladder 100)، رديف 1: کنترل منفی )آب مقطر استريل(، رديف 2: کنترل مثبت 
)سويه استاندارد مايکوپلاسما(، رديف 3- کشت سلولی آلوده به مايکوپلاسما، رديف 4 تا 11 باکتری های غير مايکوپلاسمايی مورد استفاده در اين مطالعه.
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روش واکنش زنجیره پلیمرازی امكان پذير بود )۲۳(.
روشهايی که بر پايه واکنش زنجیرهای پلیمراز هستند برای شناسايی 
بخش هايی از DNA ژنومی مايكوپلاسما در تمامی گونه های جنس 
آن، خصوصاً سكانس های ثابت و مشترک 16S rRNA به عنوان 
روشی سريع و ويژه گسترش يافته اند )۲۴(. در اين تحقیق نیز از ژن 
16S rRNA استفاده شد که پرايمر طراحی شده از بخش های ثابت و 

مشترک ژن بین گونه های مختلف به عنوان سكانس هدف استفاده 
شد. اين پرايمر اين مزيت را به کار ما می دهد که بتوانیم گونه های 
مختلفی از مايكوپلاسماها را در کشت های سلولی آلوده شناسايی 
کنیم )۲۵(. علاوه بر اين بررسی ويژگی و اختصاصی بودن پرايمر 
طراحی شده در اين مطالعه با پايگاه داده ژنی نشان داد که برای 
ژن 16S rRNA منحصر به فرد است. بنابراين مطابق انتظار، نتیجه 
واکنش PCR فاقد نتايج مثبت کاذب و منفی کاذب بوده و در عمل 
نیز با هیچ يك از باکتری های مشابه مورد استفاده در تحقیق واکنش 
صورت نگرفت. بنابراين در اين مطالعه پرايمرهای طراحی شده 
نه تنها اختصاصی بودن بسیار بالايی داشتند بلكه قابلیت بررسی 

و تشخیص طیف وسیعی از گونه های مايكوپلاسمايی می باشند.

 DNA بر روی PCR از ديگر ويژگی های اين مطالعه، انجام واکنش
باکتری های مايكوپلاسما از کشت های سلولی آلوده می باشد. در 
اکثر مطالعاتی که قبل از اين صورت گرفته واکنش صرفاً بر روی 
سويه های استاندارد انجام گرفته است ولی در مطالعه ما علاوه بر 
استفاده از سويه استاندارد کنترل مثبت و منفی، واکنش PCR بر 
روی کشت های سلولی که از آلودگی آن ها اطمینان کامل داشتیم 

نیز صورت گرفت که نتايج قابل قبولی را نشان داد.
اطمینان از سالم بودن رده های سلولی ازنظر آلودگی به مايكوپلاسما 
جهت تحقیقات مختلف بیولوژيكی و فرآورده های تجارتی بسیار 
مهم است. لذا توصیه می شود روش PCR که دارای سرعت عمل 
بسیار بالاتری است جايگزين روش های کشت در موارد اورژانسی 
 PCR گردد. با وجود اين پیشنهاد می شود در موارد عادی روش
همزمان با کشت میكروبی باشد تا تعیین هويت باکتری و گونه 
 PCR آن نیز تعیین گردد. مهم ترين يافته اين مطالعه قدرت روش
در تشخیص آلودگی رده های سلولی به مايكوپلاسما در مقايسه با 

روش های ديگر تشخیصی می باشد.
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