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 یدر سقط ها روسیالووتومگیعفونت س صیتشخ سهیمقا

 یو روش مولکول یبه روش کشت سلول یخودبخود

 (PCR) ای پلمیراز رهیواکنش زنج
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 ییمتداول شناسا یروش ها. باشد یم یدر دوران باردار یروسیعفونت و نیتر جیرا روس،یتومگالوویعفونت س :مقدمه

روش  سهیو مقا یابیمطالعه حاضر با هدف ارز. باشد یم ازیو الا PCRآزمون  روس،یروش کشت و: عفونت شامل نیا

 .انجام شد یخودبخود یسقط ها رد روسیتومگالوویس یعفونت ها صیدر تشخ PCR یو روش مولکول یکشت سلول

های آموزشی  با سابقه سقط غیر عمد در بیمارستان زن 111روی بر  1311-11سال در این مطالعه مقطعی  :کارروش

خون مادران در لوله های حاوی سیترات ریخته شد و از  سی سی 11برای کشت، . پزشکی تهران انجام شددانشگاه علوم 

پس از جدا شدن لایه بافی کت، . شد وژیدقیقه سانتریف 1به مدت  1111با دور نمونه  سی سی فایکول اضافه شد و 1

انکلوزیون ساعت از لحاظ  22پس از تلقیح شد و  MRC-5مخلوط و در رده سلولی  DMEMمحیط کشت  با این لایه

. قرار گرفتندبررسی مورد از لحاظ حضور اسیدنوکلئیک ویروسی  PCRنمونه ها همچنین به روش . لولی بررسی شدس

معنی دار در  11/1کمتر از  pمیزان  .قرار گرفت تجزیه و تحلیلنتایج حاصل از دو روش با استفاده از آزمون کای مورد 

 .نظر گرفته شد

سلول های ) MRC-5در رده های سلولی  ،لحاظ کشت از( %1/4) نفر 1مادر مورد مطالعه،  111از  :هایافته

حساسیت و ویژگی . بودندمثبت ( %4/1)مورد  PCR ،6که در آزمون  حالی درند مثبت بود (فیبروبلاست ریوی انسان

 .درصد به دست آمد PCR، 111ون درصد بود در حالی که حساسیت و ویژگی آزم 111و  3/13کشت به ترتیب 

روش های . به تنهایی برای تشخیص عفونت کفایت نمی کند احتمالاً ،روش کشت در رده های سلولی :گیرینتیجه

 .شودمی تواند جایگزین روش کشت  PCRبه منظور ارزیابی دقیق عفونت ضروری می باشد و  او الایز PCRتشخیصی 
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 مقدمه
 زای عامل بیمارییک  ،1(CMV) سیتومگالوویروس

مهم در بیماران مختلف نظیر بیماران ایدزی، دریافت 

. کنندگان پیوند و نوزادان دارای مادران آلوده می باشد

به صورت  ،اغلب عفونت های ناشی از سیتومگالوویروس

درصد موارد، عفونت با  11مخفی می باشد و فقط در 

ویروس حتی ممکن است (. 1)علائم بالینی همراه است 

از ادرار و بزاق فرد بیمار به محیط برای مدت طولانی 

در دوران بارداری رایج ترین عفونت، عفونت . دفع شود

 41اولیه سیتومگالوویروس می باشد که این ویروس در 

از  ،هنگام زایماندر ارد از طریق جفت و یا درصد مو

مادران فاقد آنتی بادی سیتومگالوویروس به جنین 

عمده  دلایلاز  ، یکیاین عفونت(. 3، 2) منتقل می شود

سقط جنین، ناهنجاری های مادرزادی و کاهش شنوایی 

اقتصادی و روانی زیان در نوزادان می باشد که منجر به 

 بر اساس. بیمار می شوددر جامعه و خانواده فرد 

درصد نوزادان متولد شده از مادران  21مطالعات مختلف، 

عقب ماندگی ذهنی  هب ،ا عفونت اولیه سیتومگالوویروسب

  .(1، 4) هستند مبتلاو ناتوانی در سیستم عصبی 

روش های متداول  مختلف،نتایج مطالعات  بر اساس

کشت ویروس  :شناسایی عفونت سیتومگالوویروس شامل

، تست سنجش آنتی بادی (استاندارد طلایی تشخیص)

 و روش مولکولی واکنش زنجیره ای پلمیراز( الایزا)

(PCR)2 امروزه در کشورهای پیشرفته، (. 1) می باشد

به خصوص در بیماران دارای نقص سیستم ایمنی، روش 

با روش کشت  شدن در حال جایگزین PCRتشخیصی 

حساسیت  ،PCRروش (. 6) سلول خونی می باشد

شناسایی ویروس در نمونه های ادرار، خون،  جهتبالایی 

به  ،پلاسما و مایع مغزی نخاعی دارد که انجام کشت

 . دلیل زمان بر بودن مقدور نیست

در سقط جنین  نقش ویروس سیتومگالوویروس ،در ایران

اپیدمیولوژیکی، به طور جامع ارزیابی نشده  نظرمادران از 

در تهران،  (2111)مطالعه رحیمی و همکاران در . است

 1/2 ،شیوع عفونت سیتومگالوویروس در مادران سقطی

، لذا با توجه به اهمیت ویروس و (2)شد درصد اعلام 

                                                
1 Cytomegalovirus  
2 polymerase chain reaction 

مقایسه روش  حاضر با هدفتشخیص عفونت، مطالعه 

در تشخیص  PCRکشت سلولی و روش مولکولی 

های سیتومگالوویروس در سقط های خودبخودی  عفونت

 . انجام شد
 

 روش کار
 1311 سال شهریوراز )طی یک سال  این مطالعه مقطعی

که سقط غیر  زنی 111روی  بر( 1311 سال تا شهریور

در بیمارستان های آموزشی دانشگاه  ،عمدی داشتند

به صورت این مطالعه . علوم پزشکی تهران انجام شد

شد و تمام مراجعین ماه انجام  12مدت در آینده نگر 

 یآماری، شاخص ها از لحاظ .مورد ارزیابی قرار گرفتند

(1/1=p ،1/1=q ،11/1=p1 ،11/1=p2 ،1/1=β )

 شد کهبرآورد  نفر 61 ،نمونهحجم و حداکثر  مشخص

 نفر 111 معادل نمونه حجم، بالا بردن دقت آماری برای

کتبی رضایت نامه  ،از تمام بیماران. شد در نظر گرفته

مشخصات افراد شامل  ای که و پرسشنامهگرفته شد 

سن، شغل، سابقه بیماری، تعداد زایمان های قبلی  :شامل

به منظور نمونه . شدبود، تکمیل و تعداد موارد سقط 

سی سی خون در شرایط استریل  11برداری از بیماران، 

 سی سی از خون تهیه 1 پس از آن، بلافاصله ،گرفته شد

ریخته ( ماده ضد انقعاد)شده در لوله های حاوی سیترات 

با پیپ استریل به آرامی اضافه شد  3فایکولسی سی  1و 

 .حداقل اخلاط بین خون و فایکول ایجاد شود تا

دقیقه  1در دقیقه به مدت  1111نمونه با دور 

و لایه بافی کت جدا شده به لوله استریل  شدوژ یسانتریف

DMEMافی کت با محیط کشت ب. دیگری منتقل شد
4 

ک حاوی سمخلوط و روی فلا( شرکت بهار افشان، ایران)

سلول های فیبروبلاست ) MRC-5 ردهکشت سلولی 

( سلولی ایران، انستیتو پاستور، تهران بانک) (ریوی انسان

میلی لیتر تریپسین روی سلول ها  1سپس . تلقیح شد

ریخته شد و به محض کنده شدن اولین لایه سلولی، 

از محیط کشت  لیتر یمیل 3. شدتریپسین تخلیه 

DMEM  به فلاسک افزوده و به ازای هر میلی لیتر

سیلین و پنی  1گرم استرپتومایسینمیلی  11محتویات، 

                                                
3 Ficoll 
4 Dulbecco's Modified Eagle Medium 
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رسانده  2محتویات با بی کربنات سدیم به  pHاضافه و 

 1)دار  CO2روز در انکوباتور  4تا  3شد و به مدت 

تا رشد سلول  شوددرجه انکوبه  32در حرارت ( درصد

از لحاظ کشت  مطالعهتمام نمونه های مورد . شودکامل 

 . مورد بررسی قرار گرفتند PCRسلولی و آزمون 

ک یکسی ریبونوکلئئوابتدا د ،PCRبه منظور انجام تست 

دستورالعمل کیت  بر اساسنمونه ها ( DNA)اسید 

، شداستخراج ( ، نمایندگی ایرانPR7836C سیناژن)

در ( میلی مول 1/1)و کلرید منیزیوم  2پلیمرازتگ آنزیم 

به همراه پرایمر  DNAدستگاه ترموسایکلر وارد شد و از 

زوج باز از چهارمین اگزون  142امل ش( میکرومول 211)

، (A) آدنین[ سیتومگالوویروس انسانی شامل بازهای

 .شداستفاده  ](T) و تیمین (G) ، گوانین(C) سیتوزین

درصد برده شد و با  3در ادامه، محصول روی ژل آگارز 

کنترل  ،در این بررسی. شداتیدیوم بروماید رنگ آمیزی 

نمونه تأیید شده ، آب مقطر و کنترل مثبت، منفی

تعداد کنترل منفی و مثبت در هر  .شدانتخاب بیماری 

نتایج حاصل از دو روش با استفاده از . سری یک عدد بود

 pمیزان  .قرار گرفت تجزیه و تحلیلآزمون کای مورد 

  .معنی دار در نظر گرفته شد 11/1کمتر از 
 

 یافته ها
 محدودهسال با  21±4میانگین سنی افراد مورد مطالعه 

 1 ،مادر دارای سقط غیر عمد 111از . سال بود 46-11

 MRC-5در رده های سلولی  ،لحاظ کشت از( %1/4) نفر

 .ندمثبت بود (سلول های فیبروبلاست ریوی انسان)

معیار خروج وجود آلودگی در محیط کشت به عنوان 

که در آزمون  حالی در ،(1جدول ) مطالعه بوداز نمونه 

PCR ،6  (1شکل ) ندمثبت تلقی شد( %4/1)مورد. 

 

 PCRمقایسه نتایج حاصل از آزمون کشت و  -1جدول 

PCR نتایج کشت 

 مثبت منفی مثبت منفی

 تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد

6/14 114 4/1 6 1/11 111 1/4 1 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 PCRتصویر حرکت نمونه و کنترل مثبت و منفی روی ژل در  -1 شکل

 (کنترل منفی 1کنترل مثبت، شماره  2نمونه مثبت، شماره  1و  2شماره ) 
 

 

 
1 Streptomycin 
2 Thermus aquaticus (Taq) 
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ضریب . مثبت بود PCRموارد مثبت کشت نیز در 

به دست آمد و میزان توافق تشخیصی  11/1توافقی کاپا 

  .بود 112/1بین دو روش 

لحاظ عفونت مثبت  تمام افرادی که ازدر  سقط جنین

که از لحاظ عفونت از افرادی ( %3/66) نفر 23بودند و در 

برای اولین بار رخ داده  ،با سیتومگالوویروس منفی بودند

 نفر 16تمام افراد دارای عفونت سیتومگالوویروس و . بود

 بینلذا  ،دار بودند از افراد فاقد عفونت، خانه( 1/11%)

عفونت و شغل افراد دارای عفونت سیتومگالوویروس 

اما در افراد ( p<11/1) داری مشاهده شد ارتباط معنی

سقط و شغل  بینداری  ارتباط معنی ،فاقد عفونت

 (.p>11/1)نشد  مشاهده

دارای عفونت  نفر 6از  نفر 4 ،گروه خونی نظراز 

اما از  داشتند Oگروه خونی  ،(%61/66)سیتومگالوویروس 

دارای گروه خونی ( %2/44)فرد  46 ،فاقد عفونت نفر 114

O (.2جدول ) بودند 
 

 فراوانی گروه خونی در افراد بیمار و سالم -2جدول
 

 افراد مورد مطالعه

 گروه خونی
بیمار افراد 

 (تعداد)
 درصد

 سالمافراد 

 (تعداد)
 درصد

A 1  2/16  21  21/11 

B 1  2/16 31  11/21  

AB 11/11  11/11 1  11/2  

O 4  61/66  46  21/44  

 

و ویژگی آن  3/13در این مطالعه، حساسیت تست کشت 

درصد به دست آمد در حالی که حساسیت آزمون  111

PCR، 111 میانگین سنی افراد . درصد به دست آمد

فاقد  و میانگین سنی افرادسال  4/22 به عفونت مبتلا

  .تعیین شدسال  1/21 ،عفونت
 

 بحث

عمده نقص جسمی  دلیلیک  ،عفونت سیتومگالوویروس

در هنگام تولد در نوزادان ( نقص شنوایی، نقص عصبی)

درصد  2رود و میزان بروز آن به طور متوسط  به شمار می

در مطالعه رحیمی و همکاران (. 1)شده است  گزارش

درصد  1/2 ،، شیوع عفونت سیتومگالوویروس(2111)

در حاضر، که در مطالعه  در حالی ،(2)گزارش شد 

در  .دعفونت آلوده بودناین به ( 4/1) فرن 6مجموع 

میزان ، در جهرم( 2111)مطالعه عبادی و همکاران 

مورد  41 ،عفونت سیتومگالوویروس در موارد سقط مکرر

 بیشتر ،شیوع عفونتمیزان که ( 1)گزارش شد ( 1/42%)

 زکی و همکاران در مطالعه سید. از مطالعه حاضر بود

سقط جنین کرده  مادرانی کهاز درصد  12 ،(2112)

 بیشترکه ( 11)عفونت سیتومگالوویروس داشتند  ،بودند

در مطالعه الخواجا و همکاران  .بودحاضر  مطالعهاز 

 3 ،های مختلف نوزادان ، شیوع عفونت در گروه(2112)

مطالعه حاضر نتایج که با ( 11)شد  گزارشدرصد 

( 2111)در مطالعه یاماموتو و همکاران . همخوانی نداشت

 حساسیت و ویژگی کشت، (2111)وائودری و همکاران و 

که با مطالعه ( 13، 12)درصد اعلام شد  111 ویروس،

 زکی و همکاران در مطالعه سید. حاضر همخوانی نداشت

-21بیشترین موارد سقط جنین در گروه سنی  ،(2112)

 حالی که در مطالعه حاضر،در  ،(11)بود سال  21

. بودسال  4/22 ،سقط جنین دارای میانگین سنی افراد 

ویروس و کشت  PCRنتایج آزمون حاضر، در مطالعه 

 PCR ،111یکسان نبود و حساسیت و ویژگی آزمون 

 (2112، 2111)ئو  مطالعات پیکسا نتایج درصد بود که با

ورایز و  در مطالعه دی(. 11 ،14)همخوانی داشت 

دو روش زمان واقعی در مقایسه بین ، (2112)همکاران 

از  ،های ادرار و کشت نمونه 1پلمیراز ای زنجیره اکنشو

مورد  21عفونت سیتومگالوویروس، مورد مثبت  21

مورد به عنوان منفی  3مثبت و  در روش کشت (2/1%)

جنبه های مثبت و منفی آزمون (. 16) تلقی شدکاذب 

حاکی از آن است که حاضر  کار رفته در مطالعهه های ب

 ،ای به کار رفته در این مطالعهه اختلاف نتیجه بین تست

یا ناشی از منفی کاذب کشت سلولی و یا ناشی از مثبت 

منفی کاذب در کشت . می باشد PCRکاذب در آزمون 

                                                
1 Real- time PCR 
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احتمالاً ناشی از انتقال نمونه در دمای اتاق و یا درمان 

درمان ضد  حاضر، باشد که در مطالعهمی  ضد ویروس

نیز  PCRمثبت کاذب در . ویروسی انجام نشده بود

در حین کار باشد که  نمونه ها تواند ناشی از آلودگی می

ایجاد گروه کنترل منفی در این مطالعه از احتمال بروز 

تر به  و احتمال منفی کاذب در کشت قوی کاستاین امر 

ئم هفته اول بروز علا در دو تست الایزا نیز. دیرس نظر می

زیرا آنتی بادی سرمی آنقدر افزایش  بودبیماری منفی 

که بتواند تست الایزا را مثبت کند که این بود پیدا نکرده 

 .بودامر از جنبه های منفی الایزا 
 

 نتیجه گیری
 PCRحساسیت و ویژگی آزمون با توجه به بالاتر بودن 

در  PCRکاربرد آزمون  ،کشت سلولی روشنسبت به 

تشخیص سریع عفونت های سیتومگالوویروس پیشنهاد 

 .شودمی 
 

 تشکر و قدردانی

متعلق به معاونت  ،امتیازات این مجموعه تحقیقاتی

پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی تهران موضوع طرح 

 بدینوسیله از ،می باشد م ت 113تحقیقاتی شماره 

پژوهشی دانشگاه، مدیر محترم پژوهشی  محترممعاونت 

از کلیه همکاران، و همچنین  و کارشناسان محترم

بیمارستان های  محترممتخصصین، مدیران و مسئولین 

که ما را در انجام  یآموزشی دانشگاه و دانشجویان محترم

  .کردند، تشکر و قدردانی می شودیاری  مطالعهاین 
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