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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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چكيد‌ه
مقدمه: مایکوپلاسماها از مهم‌ترین و جدی‌ترین آلوده کننده‌های کشت‌های سلولی و فرآورده‌های بیولوژیک تولیدی در 

کشت‌های سلولی می‌باشد. تشخیص مایکوپلاسماها بر پایه کشت و روش‌های مولکولی می‌باشد. این روش‌ها از نظر سرعت، 
اطمینان، ویژگی و حساسیت با یکدیگر متفاوت هستند. هدف اصلی این مطالعه ردیابی آلودگی‌های مایکوپلاسمایی در 

نمونه‌های کشت با استفاده از پرایمرهای اختصاصی 16S rRNA بر اساس تکنیک PCR می‌باشد.
مواد و روش‌ها: توالی ژن 16S rRNA گونه‌های مایکوپلاسمای آلوده کننده کشت‌های سلولی از بانک ژن استخراج و هم 

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

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

در نمونه‌های کنترل منفی دیده نشد. همچنین تکثیر قطعه‌ای به همین اندازه در پلاسمید نوترکیب حاصل، صحت کلونینگ 
را تأیید کرد.

بحث و نتیجه‌گیری: این روش با داشتن مزیت‌هایی مانند سرعت بالا و دقت زیاد از پتانسیل مناسبی برای استفاده در آزمایشگاه‌های 

کشت سلول برخوردار است.
کلمات کلیدی: مایکوپلاسما، واکنش زنجیره‌ای پلیمراز (PCR)، کشت سلولی
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مقدمه
کشت سلولی کیی از روش‌های مهم بررسی فرایندهای مختلف 
زیستی و پزشکی به شمار می‌رود )1(. کیی از جدی‌ترین و مهم‌ترین 
مشکلات مربوط به کشت سلولی، آلودگی محیط‌های کشت با 
گونه‌های مختلف باکتری ماکیوپلاسما هست که از زمان آغاز به کار 
این تکنیک همواره با آن همراه بوده است )2، 3(. برآورد می‌شود 
که 5 تا 35 درصد از کشت‌های سلولی بسته به رده سلولی، آزمون 

مورد استفاده و کیفیت تست‌های کنترل کیفی، به ماکیوپلاسما آلوده 
هستند )4، 5(. آلودگی کشت‌های سلولی با ماکیوپلاسما موجب 
تغییراتی در رشد سلولی، مورفولوژی، متابولیسم آمینواسیدها و 
اسیدهای نوکلئیک شده و بالطبع بر روی فرآورده‌های بیولوژکی 
تولیدی در کشت‌های سلولی تأثیر می‌گذارند که می‌تواند منجر به 
بروز اشتباه در تفسیر و تجزیه و تحلیل نتایج آزمایش‌ها و در نتیجه 

به دست آوردن نتایج غیرقابل اعتماد می‌شود )6، 7(.
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ماکیوپلاسماها کیی از کوچ‌کترین میکروارگانیسم‌های زنده با 
زندگی آزاد و قابل تکثیر هستند که متعلق به رده مولی کوتس 
شکل  آن‌ها  تمایزی  ویژگی‌های  مهم‌ترین  هستند.   (Mollicutes)

فیلامنتی و یا دایره‌ای، فقدان دیواره سلولی مستحکم و داشتن 
DNA کوچک در حد چند Mb است )3، 5، 8(. ماکیوپلاسماها تعداد 

زیادی باکتری را شامل می‌شوند )بیشتر از 100 گونه مختلف( که بیشتر 
آن‌ها بیماری زا نیستند و فقط تعداد اندکی بیماریزای انسانی هستند 
)5(. مهم‌ترین گونه بیماریزای انسانی شناخته شده ماکیوپلاسما 
از  گونه‌هایی   .)9( هست   (Mycoplasma pneumonia) پنومونیه 
ماکیوپلاسما که به فراوانی در کشت‌های سلولی یافت شده‌اند شامل 
ماکیوپلاسما آرجینینی (Mycoplasma arginine)، اکولپِلاسما لیدلاوی 
 (Mycoplasma ماکیوپلاسما هیورینیس ،(Acholeplasma laidlawii)

(hyorhinis، ماکیوپلاسما اوراله (Mycoplasma orale)، ماکیوپلاسما 

هومینیس  ماکیوپلاسما  و   (Mycoplasma fermentans) فرمنتانس 
(Mycoplasma hominis) بوده و تخمین زده می‌شود که عامل بیش 

از 95% آلودگی‌های کشت سلولی هستند )10(.
توسعه  ماکیوپلاسما  شناسایی  برای  تاکنون  مختلفی  روش‌های 
یافته است )11(. متداول‌ترین آن‌ها کشت میکروبی، تست‌های 
بیوشیمیایی، الایزا، رنگ آمیزی مستقیم و غیرمستقیم فلورسنت، 
ایمونوفلورسنت و تکنی‌کهای مبتنی بر تکثیر نوکلئیک اسید می‌باشد 
برای سالیان متمادی، جداسازی بر روی محیط کشت   .)7 ،5(
اختصاصی به عنوان روش مرجع و به عبارت بهتر »روش استاندارد 
طلایی (gold standard) « به کار رفته است )12(. روش‌های بر پایه 
کشت، وقت گیر )نیازمند چندین هفته( با حساسیت نسبتاً پایین و 
نیازمند امکانات و همینطور تجربه کافی جهت تفسیر نتایج است 
)13(. به همین دلیل جهت شناسایی آلودگی‌های کشت سلولی 
نیازمند استفاده از روش‌های سریع، حساس و دقیق هستیم )9(. 
بنابراین روش‌های بر پایه تکنی‌کهای مولکولی به ویژه روش واکنش 
زنجیره‌ای پلیمراز (PCR) که نتایج را بین چند ساعت تا نهایتاً کی 
روز مشخص می‌کند، جایگزینی مناسب برای روش‌های مبتنی بر 
کشت در آزمایشگاه‌های کشت سلولی به شمار می‌رود )13(. ثابت 
شده است که جهت تشخیص طیف وسیعی از عوامل آلوده کننده 
کشت سلولی، خصوصاً ماکیوپلاسماها، روش‌های مولکولی دارای 
سرعت و ویژگی است )14، 15(. اما، میزان حساسیت این تکنیک 

تا حد زیادی به روش استخراج DNA، ژن هدف، پرایمرهای طراحی 
شده، روش شناسایی محصول، نوع نمونه و بسیاری فاکتورهای 

دیگر بستگی دارد )11، 16(.
هدف این مطالعه طراحی کی روش مولکولی جدید بر اساس 
تکنیک PCR برای ردیابی آلودگی‌های ماکیوپلاسمایی در نمونه‌های 

کشت سلولی می‌باشد.

مواد و روش‌ها
طراحی پرایمر: ابتدا توالی‌های مختلفی از ژن 16S rRNA متعلق به 
گونه‌های مختلف ماکیوپلاسما از بانک ژنی (GenBank) به آدرس 
/http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank استخراج شد. توالی‌های از 

12 گونه ماکیوپلاسما هومینیس، 8 گونه ماکیوپلاسما هیورینیس، 
3 گونه ماکیوپلاسما سالیواریوم، 3 گونه ماکیوپلاسما اوراله، 3 
گونه اکولپِلاسما لیدلاوی، 1 گونه ماکیوپلاسما آرجینینی، 5 گونه 
 (Spiroplasma) اسپیروپلاسما  گونه   5 و  فرمنتانس  ماکیوپلاسما 
استخراج شد. شماره شناسایی مربوط به بانک ژنی این توالی‌ها 
در جدول شماره 1 نشان داده شده است. توالی سپس توسط نرم 
افزار CLC Sequence Viewer 6.4 (CLC bio, Aarhus, Denmark) الاین 
)ترادف سنجی( شد و در ادامه بر اساس توالی‌های تکرار شده 
(conserved) با نرم افزار برخط )آنلاین( Primer Explorer V4 از پایگاه 

داده Eiken chemical (http: //primerexplorer.jp/e/) پرایمرها طراحی 
شد. اختصاصی بودن پرایمرها با استفاده از سرویس BLAST پایگاه 
NCBI (http: //www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/) بررسی شد.  اینترنتی 
 (Bioneer, پس از تأیید، پرایمرها توسط شرکت بایونیر، کره جنوبی
(Daejeon, Korea ساخته شد. توالی پرایمرها در جدول شماره 2 

نشان داده شده است.
استخراج DNA: ژنوم (DNA) ماکیوپلاسماهای موجود در کشت‌های 
سلولی آلوده، سویه استاندارد ماکیوپلاسما )به عنوان کنترل مثبت( 
 (EZ-10 Spin Column و نیز سایر باکتری‌ها با استفاده از کیت تجاری
(Genomic DNA kit, Bio Basic Inc, Canada و بر اساس پروتکل کیت، 

استخراج و پس از تأیید در فریزر C° 80- ذخیره شد تا در مواقع 
لزوم برای تست‌های PCR مورد استفاده قرار گیرد.

واکنش PCR: واکنش PCR در حجم نهایی 25 میکرولیتری حاوی 
12/5 میكرولیتر مخلوط اصلی PCR (PCR Master mix) با غلظت 
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2X )حاوی U/μl 0/05 آنزیم DNA پلیمراز Taq، بافر واکنش، 3 

میلی مولار MgCl2 و 0/4 میلی مولار از هر dNTP(، 1 میکرولیتر 
 DNA از هرکی از پرایمرها با غلظت 0/4 میلی مولار، 6 میکرولیتر
استخراج شده و 4/5 میکرولیتر آب مقطر استریل انجام گرفت. 
نوکلئیک  اسید  به جای  استریل  مقطر  از آب  منفی  کنترل  برای 
استاندارد  از سویه  استخراج شده   DNA از  مثبت  کنترل  برای  و 
ماکیوپلاسما استفاده شد. برنامه زمانی مورد استفاده برای تکثیر 
عبارت بود از کی دمای دناتوراسیون (denaturation) 94 درجه 
اولیه به مدت 4 دقیقه، 35 چرخه دمایی شامل دناتوراسیون در 94 
درجه برای 45 ثانیه، اتصال (annealing) در 48/1 درجه برای 45 
ثانیه، طویل شدن رشته الگو (extension) در دمای 72 درجه برای 
45 ثانیه و در نهایت گسترش نهایی (final extension) واکنش در 
دمای 72 درجه برای 5 دقیقه. واکنش زنجیره‌ای پلیمراز در دستگاه 
ترموساکیلر (ABI 2720, Applied Biosystems, Warrington, UK) انجام 

گردید. بررسی محصولات PCR پس از الکتروفورز روی ژل 1/5 
درصد آگاروز رنگ آمیزی شده با اتیدیوم بروماید در زیر دستگاه 
ماوراء بنفش انجام گرفت. اندازه محصول PCR با استفاده از مارکر 
bp DNA ladder 100 ساخت شرکت فرمنتاز کشور آلمان مشخص 

گردید.
پرایمرها،  بودن  اختصاصی  میزان  بررسی  تعیین ویژگی: جهت 
واکنش PCR طبق شرایط ذکر شده بر روی ژنوم چندین گونه باکتری 
 Klebsiella ،Shigella sonnei ATCC 9290 گرم مثبت و منفی دیگر 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 نتایج حاصله و بررسی 

تکرارپذیری آزمایش مذکور 3 بار تکرار شد.
کلونینگ: جهت دستیابی به نمونه کنترل مثبت از روش کلونینگ 
محصولات PCR در وکتور Ptz57R/T استفاده شد. بدین منظور 
واکنش PCR طبق شرایط مذکور بر روی تعدادی نمونه کنترل 
مثبت انجام شد. برای استخراج محصولات PCR از کیت شرکت 
بایونیر (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 پرایمرهای استفاده شده در این 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 پایگاه اینترنتی GenBank-NCBI مربوط به گونه‌های مختلف 
مایکوپلاسما مورد استفاده در طراحی پرایمر در این 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. سلول‌های ترانسفورم شده 
در دمای 37 درجه سانتی‌گراد به مدت 24 ساعت بر روی محیط 
Luria-Bertani agar حاوی xgal (Fermentase) با غلظت 40 میکرو 

گرم در میلی لیتر، ایزوپروپیل بتا دی تیوگالاکتوزیداز با غلظت 
3/5 میکروگرم در میلی لیتر، آمپی سیلین با غلظت 100 میکرو 
گرم در میلی لیتر و تتراساکیلین با غلظت 20 میکرو گرم در میلی 
لیتر گرماگذاری شد. ارزیابی نتایج حاصله با استفاده از غربالگری 
سفید - آبی )بررسی میزان کلونی‌های نو ترکیب بر روی محیط از 
نظر کمی( انجام گردید. سپس پلاسمیدها از کلونی‌های انتخاب 
 (AccuPrep Plasmid شده با کیت استخراج پلاسمید شرکت بایونیر
 colony PCR استخراج شد و واکنش Mini Extraction kit - Bioneer)

طبق شرایط ذکر شده در مرحله PCR انجام شد.

نتایج
واکنش PCR: الکتروفورز محصول PCR پرایمرهای اختصاصی 
طراحی شده برای شناسایی ماکیوپلاسماهای کشت‌های سلولی 
و نیز سویه ماکیوپلاسمای استاندارد، باند اختصاصی 219 جفت 

بازی (219bp) را که مطابق طول ژن مد نظر بود را نشان داد. تصویر 
ژل الکتروفورز برخی از آن‌ها در شکل 1 آورده شده است.

نتایج تعیین ویژگی: همانطوری که در شکل 2 نشان داده شده 
است واکنش PCR مربوط در هیچ کی از باکتری‌های گرم منفی و 
مثبت نتیجه‌ای نداشت، که این امر بیانگر ویژگی بالای پرایمرهای 
طراحی شده بود. نتایج Blast پرایمرها نیز حاکی از اختصاصی بودن 
پرایمرهای طراحی شده تنها در خصوص گونه‌های ماکیوپلاسما 

بود.
نتایج کلونینگ و تهیه کنترل مثبت: 20 ساعت بعد از ترانسفورماسیون، 
 X-Gal, IPTG, حاوی LB-Agar کلنی‌های سفید و آبی بر روی پلیت
Amp نمایان گشت. چون انتظار داشتیم که کلنی‌های سفید دارای 

پلاسمید نوترکیب باشند لذا این کلنی‌ها انتخاب و DNA پلاسمیدی 
آن‌ها استخراج و بر روی ژل آگارز 1/5 % الکتروفورز گردید. از 
آنجایی که قطعه هدف حدود 200bp وارد پلاسمید اولیه شده بود 
این پلاسمید نوترکیب نسبت به پلاسمید pTZR57 سنگین‌تر بوده 
و در الکتروفورز حرکت آهسته‌تری 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 کی باند با طول 219 جفت باز در ژل آگارز ایجاد نمود.

شکل 1- بررسی محصول PCR مایکوپلاسما در نمونه‌های مورد آزمایش: ردیف M: مارکر (bp DNA ladder 100)، ردیف 1 کنترل منفی، ردیف 2، کنترل مثبت، 
ردیف 3 تا 13، نمونه‌های کشت سلولی آلوده به مایکوپلاسما در این مطالعه.
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بحث و نتیجه‌گیری
آلودگی کشت‌های سلولی با ماکیوپلاسماها کیی از اصلی‌ترین 
مشکلات مربوط به این تکنیک است؛ لذا شناسایی آن‌ها از اهمیت 
بسزایی برخوردار است. اكثریت روش‌های در دسترس به دلیل 
محدودیت‌هایی از قبیل وقت گیر بودن، حساسیت نسبتاً پایین 
و نیازمندی به امكانات خاص و افراد با تجربه، برای شناسایی 
دارای   PCR نیستند. روش  مناسب  مایكوپلاسمایی  آلودگی‌های 
حساسیت و ویژگی بهتری است و می‌تواند آلودگی ماکیوپلاسمایی 
را به میزان بیشتری نسبت به روش‌های دیگر مثل کشت ردیابی کند 
و از طرف دیگر نسبت به کشت، بسیار سریع‌تر و ارزان‌تر است )17(.
تاکنون چندین روش شناسایی مولکولی بر مبنای PCR برای شناسایی 
ماکیوپلاسماها در کشت سلولی استفاده شده است. به طور مثال 
یوفوف (Uphoff) و درکسلرِ (Drexler) در سال 2002 )18(، سانگ 
 (Dvorakova) و همکارانش در سال 2006 )19(، وُراکُوا (Sung)

و   (Timenetsky) تیمِنتِسکی   ،)20( در سال 2005  همکارانش  و 
همکارانش در سال 2006 )21( و یانگ (Young) و همکارانش 
در سال 2010 )5( تحقیقاتی را به روش PCR جهت جداسازی 
ماکیوپلاسماهای آلوده کننده کشت‌های سلولی انجام دادند. نتایج 

این تحقیقات نشان می‌دهد که پرایمر مورد استفاده آن‌ها به خوبی 
با ژن هدف ماکیوپلاسماها متصل می‌شود ولی علیرغم رضایت 
بخش بودن نتایج، واکنش‌های ناخواسته پرایمرهای طراحی شده 
با نمونه‌های باکتریایی دیگر هم مشاهده می‌شد. در مطالعه تانگ و 
همکاران در سال 2000 به روش PCR بر پایه ژن 16S rRNA برای 
شناسایی آلودگی‌های ماکیوپلاسمایی در کشت سلولی واکنش‌های 

ناخواسته با برخی باکتری‌های گرم مثبت هم مشاهده شد )7(.
از طرف دیگر در مطالعات دیگر با پرایمرهایی که طراحی شده بود 
فقط گونه خاصی از ماکیوپلاسماها قابل ردیابی و شناسایی بوده‌اند 
که این کی محدودیت در کاربرد آن‌ها به شمار می‌رود چراکه 
گونه‌های مختلفی از ماکیوپلاسماها منجر به آلودگی کشت‌های 
سلولی می‌شوند و هر چقدر پرایمر طراحی شده طیف وسیعی از 
گونه‌ها را شناسایی کند برای کاربردهای عملی مناسب‌تر است. 
مطالعه‌ای در سال 1392 توسط فضلی و همکارانش با پرایمری از 
16S rRNA انجام گرفت که صرفاً می‌توانست آلودگی ماکیوپلاسمایی 

حاصل از ماکیوپلاسما اوراله را شناسایی کند )22(. در مطالعه 
دیگری که توسط رستمی زاده و همکاران انجام شد فقط شناسایی 
آلودگی مایكوپلاسما سالیواریوم در کشت‌های سلولی با استفاده از 

شکل 2- بررسی محصول PCR در آزمایش ویژگی: ردیف M: مارکر (bp DNA ladder 100)، ردیف 1: کنترل منفی )آب مقطر استریل(، ردیف 2: کنترل مثبت 
)سویه استاندارد مایکوپلاسما(، ردیف 3- کشت سلولی آلوده به مایکوپلاسما، ردیف 4 تا 11 باکتری‌های غیر مایکوپلاسمایی مورد استفاده در این مطالعه.
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روش واكنش زنجیره پلیمرازی امکان پذیر بود )23(.
روشهایی که بر پایه واکنش زنجیرهای پلیمراز هستند برای شناسایی 
بخش‌هایی از DNA ژنومی ماکیوپلاسما در تمامی گونه‌های جنس 
آن، خصوصاً سکانس‌های ثابت و مشترک 16S rRNA به عنوان 
روشی سریع و ویژه گسترش یافته‌اند )24(. در این تحقیق نیز از ژن 
16S rRNA استفاده شد که پرایمر طراحی شده از بخش‌های ثابت و 

مشترک ژن بین گونه‌های مختلف به عنوان سکانس هدف استفاده 
شد. این پرایمر این مزیت را به کار ما می‌دهد که بتوانیم گونه‌های 
مختلفی از ماکیوپلاسماها را در کشت‌های سلولی آلوده شناسایی 
کنیم )25(. علاوه بر این بررسی ویژگی و اختصاصی بودن پرایمر 
طراحی شده در این مطالعه با پایگاه داده ژنی نشان داد که برای 
ژن 16S rRNA منحصر به فرد است. بنابراین مطابق انتظار، نتیجه 
واکنش PCR فاقد نتایج مثبت کاذب و منفی کاذب بوده و در عمل 
نیز با هیچ کی از باکتری‌های مشابه مورد استفاده در تحقیق واکنش 
صورت نگرفت. بنابراین در این مطالعه پرایمرهای طراحی شده 
نه تنها اختصاصی بودن بسیار بالایی داشتند بلکه قابلیت بررسی 

و تشخیص طیف وسیعی از گونه‌های ماکیوپلاسمایی می‌باشند.

 DNA بر روی PCR از دیگر ویژگی‌های این مطالعه، انجام واکنش
باکتری‌های ماکیوپلاسما از کشت‌های سلولی آلوده می‌باشد. در 
اکثر مطالعاتی که قبل از این صورت گرفته واکنش صرفاً بر روی 
سویه‌های استاندارد انجام گرفته است ولی در مطالعه ما علاوه بر 
استفاده از سویه استاندارد کنترل مثبت و منفی، واکنش PCR بر 
روی کشت‌های سلولی که از آلودگی آن‌ها اطمینان کامل داشتیم 

نیز صورت گرفت که نتایج قابل قبولی را نشان داد.
اطمینان از سالم بودن رده‌های سلولی ازنظر آلودگی به ماکیوپلاسما 
جهت تحقیقات مختلف بیولوژکیی و فرآورده‌های تجارتی بسیار 
مهم است. لذا توصیه می‌شود روش PCR که دارای سرعت عمل 
بسیار بالاتری است جایگزین روش‌های کشت در موارد اورژانسی 
 PCR گردد. با وجود این پیشنهاد می‌شود در موارد عادی روش
همزمان با کشت میکروبی باشد تا تعیین هویت باکتری و گونه 
 PCR آن نیز تعیین گردد. مهم‌ترین یافته این مطالعه قدرت روش
در تشخیص آلودگی رده‌های سلولی به ماکیوپلاسما در مقایسه با 

روش‌های دیگر تشخیصی می‌باشد.
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