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Abstract 

 
Background and purpose: Misabortion is a disorder resultant of numerous causes such as 

infections. It is clear that bacterial infections due to genital mycoplasma, Listeria and brucella can cause 

septic abortion. A right time diagnosis of these infections can improve women fertility. This study was 

conducted to survey the efficiency of PCR in detecting the specimens with negative culture results in 

women suffering from septic abortion. We also did this by considering individual variables. 

Material & methods: In this analytical and descriptive study, appropriate samples were 

collected from a total of 87 women with septic abortion who referred to Karaj’s hospitals. The samples 

were cultured into mycoplasma, Listeria and brucella specific media. Then, the bacterial genus was 

verified by different biochemical tests. PCR test is performed on negative culture cases and SPSS-18 

software is used for the statistical analysis of data. 

Results: From the total of 87 blood samples, 37 samples (42.5 %) were positive for mycoplasma 

and ureaplasma (25 cases) and Listeria monosytogenes (12 cases) with both culture and PCR method. 

Our result showed no positive cases for brucella. From the total cultured specimens, 12 cases (13.8%) 

were positive and 75 cases (86.2%) were negative. We performed PCR test for negative cultured results. 

With PCR method, 25 cases (33.33 %) showed positive results and 50 cases (66.67%) showed negative 

results. The results also showed a significant statistical relation between PCR test results with recurrent 

abortion and level of education (P< 0.05). 

Conclusion: The results show that PCR is a more sensitive, easier and faster method in 

comparison to culture for detecting bacterial cause septic abortion. It is obvious that quick diagnostic and 

starting antimicrobial therapy at the right time can prevent and decrease abortion’s complications, so it 

recommended then that using PCR in detecting this bacterial cause septic abortion can be more effective. 
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در جداسازي و تشخيص موارد مثبت  PCR ميزان تواناييبررسي 
  مبتلا به سقط جنيندر زنان  بروسلا و ليستريا  ،مايكوپلاسما

  نمونه هاي كشت منفي با
  

        1الهام گودرزي
        2جليل وند يوسفي
 3ناصر هرزندي

  چكيده
. هـد  هـاي ميكروبـي رخ مـي       اي است كه در اثر عوامـل مختلفـي از جملـه عفونـت              سقط جنين عارضه   :سابقه و هدف  

هاي جنـين عفـوني در     سبب سقط بروسلاوليستريا  ل، ژنيتامايكوپلاسماهايهاي باكتريايي ناشي از  مشخص شده كه عفونت   
بـا توجـه    تواند سبب بهبود سلامت باروري در زنان گردد ها مي رو تشخيص به موقع اين عفونت   از اين . گردند زنان باردار مي  

ور در  در جداسازي و تشخيص عوامـل باكتريـايي مـذك   PCRبه مراتب فوق هدف از انجام اين تحقيق بررسي ميزان توانايي      
  .هاي كشت منفي در زنان مبتلا به سقط جنين به تفكيك برخي متغيرهاي فردي و باليني بود نمونه

هاي  از زنان مبتلا به سقط جنين مراجعه كننده به بيمارستان           نمونه 87 تحليلي،   -در اين مطالعه توصيفي    :ها مواد و روش  
هـاي    كشت داده شده و با اسـتفاده از تـست          بروسلا و   ستريا، لي امايكوپلاسمهاي اختصاصي    آوري شد و در محيط     كرج جمع 

 انجـام   PCRهـاي كـشت منفـي تـست          بـر روي نمونـه     سـپس . يد شد أيها ت  هاي مذكور در آن    بيوشيميايي آلودگي به باكتري   
  . استفاده شدSPSS 18افزار  ها نيز از نرم براي تجزيه و تحليل داده. گرديد

   ومايكوپلاسـما  از نظـر    PCRبـا مجمـوع دو روش كـشت و          ) درصـد  5/42( مـورد    37  نمونه بررسي شـده،    87از   :ها يافته

 .يافت نـشد بروسلا هيچ مورد مثبتي از آلودگي به باكتري   . مثبت شدند )  مورد 12(ليستريا مونوسايتوژنز   و  )  مورد 25 (اوره آپلاسما 
انجـام   با. منفي تشخيص داده شدند  ) درصد 2/86 ( نمونه   75 مثبت و    )درصد 8/13( نمونه   12 ها با روش كشت،    از مجموع نمونه  

ارتبـاط  . منفـي شـدند    )درصـد  67/66( نمونـه    50مثبـت و    ) درصد 33/33( نمونه   25هاي كشت منفي      بر روي نمونه   PCRتست  
 .مشاهده گرديد)  >05/0p(هاي كشت منفي با داشتن سابقه سقط و ميزان تحصيلات   نمونهPCRدار آماري بين نتايج  معني

تـري بـراي تـشخيص        حساس، اختصاصي، آسان و سريع     ي روش ، در مقايسه با كشت    PCRدهد   نتايج نشان مي   :نتاجاست
 سـبب كه تشخيص سريع و شروع به موقع درمان ضد ميكروبـي             با توجه به اين   . باشد هاي ايجاد كننده سقط جنين مي      باكتري

 در شناسايي عوامل منجر     PCRشود از تكنيك     اد مي ، لذا پيشنه  مي شود پيشگيري از وقوع سقط و كاهش عوارض حاملگي         
  .به سقط عفوني استفاده گردد

  
  ، كشتPCRسقط جنين،  :واژه هاي كليدي
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 5مشاهده شده است كه از ميـان عوامـل منجـر بـه سـقط                
عوامــل  از طرفــيهــا ريــشه عفــوني داشــته و   آن درصــد

توانند سقط جنين را ايجاد كننـد، متفـاوت          عفوني كه مي  
تــــرين   از كوچــــكمايكوپلاســــماها ).1(باشــــند مــــي

د دارنـد و در محـيط       هايي هستند كه زنـدگي آزا      باكتري
ــي    ــد م ــده رش ــلول زن ــد س ــشت فاق ــد ك ــضي از . كنن بع

 بخــشي از فلــور طبيعــي نــواحي مخــاطي مايكوپلاســماها
هـاي دسـتگاه تنفـسي و        هستند و تعدادي نيـز در بيمـاري       

 امروزه كه طوريه  ب. )2(ناسلي انسان نقش دارند   ت-ادراري
ــده ايجــاد عوامــل مهــم از يكــي هــا آن ــسيت، كنن  سروي

 زنـان  در شـايع  هـاي  عفونـت  از و سـقط جنـين   واژينيت،  
 شـمار  زايمـان بـه    زنـان و   هـاي  كلينيك به كننده مراجعه

ها سخت، گران و بـا اتـلاف         كشت اين باكتري  . روند مي
 و  رشد سخت داشته  ها   وقت همراه است زيرا اين باكتري     

هــاي غــذايي  هــاي اختــصاصي و مكمــل نيــاز بــه محــيط
تـشخيص  . دارنـد مخصوص و نيز مهارت و تجربه كـافي         

هاي متقاطع با    دليل هتروژني و واكنش   ه  سرولوژيك نيز ب  
درون  پاتوژن    ليستريا  باكتري .)4 ،3(مشكلاتي همراه است  

 بـه دليـل نقـشي كـه در         است كـه   فرصت طلبي  و   سلولي
در سراسر جهـان     ناشي از مواد غذايي    انساني هاي عفونت

ا ديگـر   در مقايسه ب ـ  . شود دارد بسيار با اهميت شناخته مي     
 هاي ميكروبي ناشي از مواد غذايي، ليـستريوزيس        پاتوژن

ــذايي  ــواد غ ــي از م ــيتوژن  ناش ــستريا مونوس ــاري لي   ، بيم
 .باشد مي)  درصد 30 تا   20( جدي با نرخ مرگ و مير بالا      

 كـساني كـه    بر روي    در اغلب موارد   ليستريا مونوسيتوژنز 
زنــان باشــند،  مــي اي و شــديد زمينــهيــك بيمــاري داراي 
ثير أت ـ تـازه متولـد شـده      و يـا   نوزادان متولد نـشده   ار،  بارد
ــي ــن . )5(گــذارد م ــل اي ــه دلي ــاي  كــه معمــولاً كــشت  ب ه

خـودي سـقط     ههـايي كـه خـود ب ـ       آزمايشگاهي از جنـين   
آينـد بـه دسـت       شود يا نوزاداني كه مرده بـه دنيـا مـي           مي
 ميزان واقعي سقط جنين ناشي از عفونـت بـا           لذا ،آيد نمي

  .)6(باشد نميمشخص  ليستريومونوسايتوژنز
 بيماري بروسلوز يك بيماري مشترك بـين       چنين   هم

 

هاي مختلـف يـك      وسيله گونه  هباشد كه ب   دام و انسان مي   
. شـود   ايجاد مي  بروسلامنفي متعلق به جنس     باكتري گرم   

اين بيماري مشكلات فراواني از نظـر سـلامت عمـومي و            
خـصوص در منطقـه      هايجاد سـقط در سراسـر جهـان و ب ـ         

ورميانه از جمله ايـران بـه همـراه داشـته و موفقيـت در        خا
پيشگيري و جلوگيري از انتـشار ايـن بيمـاري وابـسته بـه              

. باشـد  هاي تشخيصي خوب و دقيـق مـي        استفاده از روش  
 كشت بهترين نتيجه را جهت تشخيص ميكروبيولوژي       روش

ــسياري      ــساسيت ب ــراه دارد و از ح ــه هم ــاكتري ب ــن ب اي
حــال حــساسيت ايــن روش در بــا ايــن . برخــوردار اســت

بيماران با دوره درمان طولاني مدت و نيز بيمـاران دچـار            
كـه   با توجه بـه ايـن     . )7-9(شود تر مي  كمعوارض كانوني   

شـود در    هـا مـي    بروسلا عموماً باعث ايجـاد سـقط در دام        
هاي مختلـف در ايـران شـواهدي از ايجـاد سـقط              بررسي

وم تـشخيص   جنين در انسان نيز مشاهده شده است كه لـز         
 .نمايد ميد تأييها را  به موقع اين عفونت

ــاري   ــزون بيمـ ــسترش روز افـ ــشريح و گـ ــاي  تـ هـ
 ضـرورت طراحـي     ليـستريوز و بروسـلوز     مايكوپلاسمايي

ــريع  روش ــاي س ــق  ه ــر و دقي ــشخيص و   ت ــر را جهــت ت ت
ــي  بررســي ــدميولوژيك ايجــاب م ــاي اپي ــد كــه در  ه كن

از . اردسـزايي د  ه  ها نقش ب   پيشگيري و كنترل اين بيماري    
هاي مرسوم در تـشخيص ايـن بيمـاري          كه روش  يجاي آن

ــد روش ــاي    مانن ــون ه ــرولوژيك و آزم ــشت س ــاي ك ه
بـر و پرهزينـه       بـسيار زمـان    1ELISAايمونولوژيكي نظيـر    

 و امكان   كند ميهاي متقاطع فراوان ايجاد      واكنشو  بوده  
ــذا شــيوه  هــاي  آلــودگي كــاربر را نيــز بــه همــراه دارد، ل

تواند  ها مي   در تشخيص اين بيماري    2PCRمولكولي نظير   
 واسطه   به استفاده از اين آزمون   . بسيار كمك كننده باشد   

 هـاي  سرعت، حساسيت و ويژگي بالاي آن نسبت به روش  
تواند به عنوان يـك روش تشخيـصي سـريع،           مرسوم، مي 

هـاي مرسـوم در      دقيق، ايمـن و اقتـصادي در كنـار روش         
ــصي و آز  ــاتي، تشخي ــه مراكــز تحقيق ــشگاهكلي ــاي  ماي ه

هاي كلينيكـي    كه به طور دقيق با نمونه      ...تشخيص طبي و  
                                                 
1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  
2. Polymerase Chain Reaction 
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  پژوهشي

 هدف از انجام    .سر و كار دارند، مورد استفاده قرار گيرد       
 در جداسـازي و     PCRاين تحقيق بررسـي ميـزان توانـايي         

 ليـستريا و بروسـلا در       هاي مايكوپلاسـما،   تشخيص باكتري 
 كـشت   انـد ولـي    هاي مكرر داشته   اي كه سقط   زنان حامله 

  .انجام شد، گرديد گزارش ها منفي ترشحات واژن در آن
  

  ها  روشمواد و
 تحليلي، بيماران زن مبـتلا      -در اين بررسي توصيفي   

هاي شهر كرج    به سقط جنين مراجعه كننده به بيمارستان      
در .  مورد مطالعـه قـرار گرفتنـد    91 تا خرداد    90از بهمن   

ايــن م بــاليني مربـوط بـه سـقط از    صـورت داشـتن علاي ـ  
هاي سقط   هاي لازم از جنين     خون و نمونه   cc 10بيماران  

  .شده گرفته شد
  

  كشت و جداسازي
هاي  به منظور كشت و شناسايي سويه     : مايكوپلاسما

پـس از   هاي جنيني را     هاي خون و بافت     نمونه مايكوپلاسما
 ميكـرون،  45/0 بار مصرف  عبور از فيلترهاي استريل يك    

ليتـر محـيط      ميلـي  4ي مقدار   هاي در پيچ دار حاو     به لوله 
 PPLO brothحاوي پودر محيط  (PPLO brothكشت 

 10 عـصاره مخمـر   ليتـر     ميلي Difco  ،10 ساخت شركت 
ميلـي ليتـر    1  ميلي ليتـر سـرم اسـب اسـتريل،        20،  درصد

 )U 50000 (ميلـي ليتـر   1 درصـد و  2/0 محلول فنول رد 
 37 دمـاي  هـا در    تمـام لولـه    .منتقل كرديم ) Gسيلين   پني
دار  در جار شمع   CO2 گاز درصد   5 يلسيوس و اتمسفر  س

با ( PPLO agar  و سپس به محيطگرم خانه گذاري شدند
 PPLO  ولي اسـتفاده از پـودر  PPLO brothتركيب مشابه 
بـه منظـور شناسـايي       .منتقل شـدند  ) brothآگار به جاي    

 بـه   مايكوپلاسما اوره آليتيكوم   و   مايكوپلاسما هومينيس 
 10 آرژنــين PPLO agar و PPLO brothمحــيط پايــه 

 ها در  تمام محيط .  گرديد اضافه  درصد 10درصد و اوره    
درجار  CO2گاز  درصد  5 سيلسيوس و اتمسفر   37 دماي
گذاري شدند و بـه طـوردوره اي بـه            گرم خانه  ،دار شمع

هـاي تـوتي شـكل       مدت سه هفتـه بـراي مـشاهده كلنـي         

اي بــه هــ كلنــي  واوره آپلاســما اوره آليتيكــوماي  قهــوه
مايكوپلاسـما   (Fried egg) شـده  شكل تخم مرغ نيمـرو 

اگـر در   .  به طريق ميكروسكوپي بررسي شدند     هومينيس
 در منفـي و  طي اين مدت كلنـي ايجـاد نـشد، بـه عنـوان              

 .شد صورت ظهوركلني مثبت در نظرگرفته مي

ــستريا مونوســايتوژنر ــستريا جهــت جداســازي: لي  لي
 و  تزريـق  برين هارت    ها را در محيط     نمونه مونوسايتوژنر

هـاي بـلاد آگـار و     هـا را در محـيط    ساعت آن  48بعد از   
 كـشت داده و بـه مـدت         PALCAMمحيط اختـصاصي    

  درصـد 5 درجـه سيلـسيوس و    37 ساعت در شـرايط      72
CO2  ه هـا ب ـ   از نظر خصوصيات پرگنه   . نگهداري نموديم

هـاي   صورت ريز و شـبنمي مـشاهده گرديـد و از تـست            
ــسيداز، ــالاز، ت اكــ ــرك كاتــ ــر رويحــ ــيط بــ   محــ

 SIM)(Sulfide Indole Motility گاز عدم توليد H2S 
  .يد نهايي استفاده شدو نيز رنگ آميزي گرم جهت تأي

هـا را    نمونـه بروسـلا،   به منظـور جداسـازي      : بروسلا
كند  به دليل رشد     و براث كرده    بروسلاوارد محيط مايع    

 ســاعت در محــيط نگــه داشــته و 48 بــه مــدت ،بروســلا
 و به مـدت  شد آگار منتقل بروسلاه محيط جامد   سپس ب 

 CO2 درصد 5سيلسيوس و درجه  37 ساعت در شرايط 72
هـا بـا روش كـشت،        يد نمونه أيپس از ت  . شدندنگهداري  

 . انجام شدPCRهاي كشت منفي تست  بر روي نمونه
  

PCRهاي كشت منفي  نمونه  
 PCRپس از بررسي منـابعي كـه از         : طراحي پرايمر 
و گونــه  مايكوپلاســما، بروســلا جــنس بــراي تــشخيص

هـا و     اسـتفاده شـده بـود، تمـام ژن         ليستريا مونوسـايتوژنز  
 پرايمرهاي استفاده شـده مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد و            

 بـا اسـتفاده از       و سپس پرايمرهاي مناسب انتخـاب شـده      
پرايمرهــاي  . مــورد تأييــد قــرار گرفــتBLASTبرنامــه 

  .)10 -16(است آمده 1  شمارهمورد استفاده در جدول
كيت  برنامه طبق DNA  استخراج: DNA استخراج

سـيناژن   ازشـركت  )DNA )DNG-PlusTM اسـتخراج 
  :باشد شد كه مراحل استخراج به شرح زير مي انجام
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ــدا  ــك    100ابت ــه ي ــون را ب ــه خ ــر از نمون ميكروليت
-DNG ميكروليتر  700ميكروتيوپ منتقل كرده و به آن       

Plus         ثانيـه ورتكـس     20ا   ت ـ 15 اضافه كرده و بـه مـدت 
 ميكروليتــــر 500بــــر روي محلــــول قبلــــي . گرديــــد

 ثانيــه ورتكــس كــرديم و بــه 15ايزوپروپــانول اضــافه و 
ــدت  ــزر  20مـ ــول را در فريـ ــه محلـ ــه -20 دقيقـ  درجـ

 10قــرار داده و ســپس محلــول را بــه مــدت   سيلــسيوس
ــه در ــه( RPM 12000 دقيقـ ــانتريفيوژ  )دور در دقيقـ سـ

وپ را بـه آرامـي خـارج        محلول رويي ميكروتي ـ   .كرديم
بـه آن اضـافه      درصد   75 ميكروليتر اتانول    1000كرده و   

 ثانيه ورتكـس و سـپس محلـول را بـه     5 تا  3كرده و بين    
. ســـانتريفيوژ گرديـــدRPM 12000 دقيقـــه در5مـــدت 

محلول رويي ميكروتيوپ را به آرامي خارج كرده و بـه           
 50 .در هيتر گذاشته تا كاملاً خشك شود        دقيقه 5مدت  

ــوپ   م ــتريل در داخــل ميكروتي ــر آب مقطــر اس يكروليت
.  دقيقـــه در هيتـــر قـــرار داديـــم5ريختـــه و بـــه مـــدت 

 اسـتخراج شـده تـا زمـان         DNAهاي حاوي    ميكروتيوپ
 درجــه سيلــسيوس -20 در شــرايط PCRانجــام آزمــون 
ــداري شــد ــتاندارد مايكوپلاســما،   ســوش .نگه ــاي اس ه

هيـه كـرده    ليستريا و بروسـلا را كـه از انيـستيتو پاسـتور ت            
هـاي مناسـب مغـذي رشـد داده و            بر روي محيط   ،بوديم
DNA با ايـن تفـاوت   ( هاي مجهول  ها نيز مشابه نمونه     آن

ــاي    ــه ج ــه ب ــر700ك ــد DNG-Plus  ميكروليت  400 باي
 اسـتخراج شـده و بـه عنـوان          )شـد  ميكروليتر اضـافه مـي    

 .كنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفت

ــراي واكــنش :PCRواكــنش   از كيــت نيــز PCR ب
 بـه ازاي هـر نمونـه مقـدار          .شركت سينا ژن استفاده شـد     

ــر 5/12 ــوط ميكروليتــ  PCR )Master mix(، 1 مخلــ

ــر   ــر پرايم ــر از ه  Reverse (5/4 و Forward( ميكروليت
نمونه  DNA ميكروليتر   6 ميكروليتر آب مقطر استريل و    

مورد نظر داخل ميكروتيوپ ريخته شد تا حجـم نهـايي            
اين موارد را براي هر سه پرايمـر        . رسد ميكروليتر ب  25به  

مخلـوط واكـنش را     . به صـورت جداگانـه انجـام داديـم        
ورتكس و براي چند لحظه سانتريفوژ كرده و روي يـخ           

، در هـر  PCRبراي اطمينان از صحت انجـام     .داديمقرار  
 DNAبـه جـاي     ( يك نمونـه كنتـرل مثبـت         PCRنوبت  

ك و ي ـ )  استخراج شده سوش اسـتاندارد     DNAمجهول  
) DNAاستفاده از آب مقطر به جاي       (نمونه كنترل منفي    

هـاي حـاوي     ميكروتيـوپ . شد همراه با نمونه استفاده مي    
 را داخل دسـتگاه ترموسـايكلر گذاشـته و          PCRمحلول  

 برنامـه دمـايي نيـز مطـابق بـا           PCRبراي انجام آزمـايش     
 . و براي هر باكتري جداگانه انجـام شـد         2  شماره جدول

 ميكروليتـر از    10مقـدار   : PCRلات  الكتروفورز محـصو  
 درصـد در    1 در ژل آگـارز      PCRمحصول هر واكـنش     

 90 دقيقــه بــا ولتــاژ 60 تــا 30 بــه مــدت TBE 1Xبــافر 
پس از پايان الكتروفورز و    . آمپر الكتروفورز گرديد   ميلي
 نتيجـه در دسـتگاه   DNA safe stainآميزي ژل با  رنگ

از . د مـشاهده و عكـس گرفتـه ش ـ        UVژل داك با اشعه     
 PCRنيز جهت تأييد قطعـه   kb ladder 100 سايز ماركر

 bp 388و   bp 223و   bp 270بانـدهاي   . استفاده گرديـد  
 و گونـه  بروسـلا ،  مايكوپلاسـما هـاي    دهنـده جـنس    نشان

 به ترتيب بود و عدم مشاهده باند به       ليستريا مونوسايتوژنز 
 .شد ها تلقي مي منزله منفي بودن نمونه

 طلاعات به دست آمده بـا اسـتفاده       ا: هاي آماري  روش
 Ficher exact testهاي آماري   و تستSPSS 18افزار  از نرم

  . تجزيه و تحليل گرديدstudent t-testو 
  

 PCR پرايمرهاي استفاده شده در :1جدول شماره 
  

  پرايمر  توالي PCRمحصول  ژن هدف  شركت سازنده  منبع
Blanchard A  et al.   )١٩٩٣(  
Kuppeveld FJ et al.   )١٩٩٤(  
vanKuppeveld F. J. M  et al. 

takapouzist 16srRNA 270 bp GSO -Forward (  5' -GGG AGC AAA CAG GAT TAG ATA CCC T- 3') 
MGSO –Reverse (  5'- TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC-3'  )  

  مايكوپلاسماجنس 

Baily G.G  et al. )١٩٩٢(  takapouzist BCSP31 223 bp  Forward: B4 : 5'-TGG CTC GGT TGC CAA TAT CAA -3' 
Reverse: B5 : 5'-CGC GCT TGC CTT TCA GGT CTG -3'  

   بروسلاجنس

Bohnert M  et al. )١٩٩٢(  
Aznar R et al. )٢٠٠٣(  

takapouzist hlyA (a-Haemolysin,  
listeriolysin O) 388 bp Forward: 5' -GAA TGT AAA CTT CGG CGC AAT CAG-3'  

Reverse: 5' - GCC GTC GAT GAT TTG AAC TTC ATC-3'  

 ليسترياگونه 

   مونوسايتوژنز
 



 
  الهام گودرزي و همكاران     
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  پژوهشي

  PCRبرنامه دمايي استفاده شده براي آزمايش   :2 شمارهجدول
  

  دقيقه c 094      3                   :   دناتوره شدن اوليه            سيكل  1              
  دقيقه1        94              :                   ناتوره شدند              

  دقيقه 1     64   :هدف DNA اتصال پرايمرها به                      سيكل  30     جنس مايكوپلاسما
  دقيقه1        72                    :               طويل شدن              
  دقيقه 10       72                     :        طويل شدن نهايي            سيكل 1             

  

  دقيقه c 093      5                   :   دناتوره شدن اوليه            سيكل  1              
  دقيقه1        90              :                   دناتوره شدن              
  دقيقه 1        60   :هدف DNA اتصال پرايمرها به                      سيكل  40          جنس بروسلا 
  دقيقه1        72                    :               طويل شدن              
  دقيقه 7        72                     :        طويل شدن نهايي            سيكل 1             

  

  دقيقه c 094      5                   :   دناتوره شدن اوليه            سيكل  1              
  دقيقه 30      94              :                   دناتوره شدن             ليستريا گونه 
  دقيقه  55      5/56  :هدف DNA اتصال پرايمرها به                     سيكل  35          مونوسايتوژنز 
  دقيقه1        72                    :               طويل شدن              
  دقيقه 7       72                     :        طويل شدن نهايي            سيكل 1             

  
  يافته ها

هاي معمول بيوشيميايي و     كه آزمايش  با توجه به اين   
ص مــورد اســتفاده قــرار ســرولوژيكي كــه جهــت تــشخي

هاي متقاطع فراوان نتايج مثبـت   گيرند به علت واكنش    مي
توانند ايجـاد نماينـد و نيـز         و يا منفي كاذب زيادي را مي      

هاي مايكوپلاسما، ليـستريا و بروسـلا از         تشخيص عفونت 
هـاي   طريق كشت و جداسازي باكتري و انجام آزمـايش        

تلاف وقـت   تواند موجب ا   سرولوژيكي و بيوشيميايي مي   
خير انـداختن رونـد درمـان گـردد در ايـن            أفراوان و به ت ـ   

 به منظور مقايسه    . استفاده گرديد  PCRبررسي از تكنيك    
ــوارد مثبـــت PCRتكنيـــك كـــشت و  ــايي مـ  در شناسـ

مايكوپلاسما، بروسـلا و ليـستريا مونوسـايتوژنز، بـر روي           
نتـايج بررسـي بـا      .  انجام شد  PCRهاي كشت منفي     نمونه

يرهـاي سـن، دوره بـارداري، سـابقه سـقط و            توجه به متغ  
تــر  عوامــل ميكروبــي مــورد بررســي نــشان داد كــه بــيش

 بيماراني كه دچار سقط جنين به دليل عفونت شده بودند         
ــار50( ــني  ) بيم ــدوده س ــا 20، در مح ــال  30 ت  2/63(س

)  درصـد  3/56( بيمـار    49بوده،   )1  شماره درصد، نمودار 
سـقط جنـين شـده      بارداري خـود دچـار      دوم  در سه ماهه    

سـابقه قبلـي    )  درصـد  4/57(  بيمـار  50چنين   اند و هم   بوده
داراي تحصيلات  بيماران  تر   بيش. اند سقط جنين را داشته   

و تعداد كمـي تحـصيلات      )  درصد 30(  مورد 30ديپلم با   

و ليـسانس بـا    ) درصد7( مورد 6بالاتر يعني فوق ديپلم با  
  .را دارا بودند)  درصد4/11( مورد 10

  

63.2

29.9

2.3 4.5 20-15

30-20

40-30

50-40

توزيع فراواني نسبي افراد مورد بررسي بر حسب  :1 شماره نمودار
  هاي سني گروه

  
 و  مايكوپلاسـما هـومينيس   هـا نـشان داد كـه         بررسي

ــايتوژنز  ــستريا مونوس ــيشلي ــه   ب ــرين درصــد نمون ــاي  ت   ه
  هـر كـدام   ( درصـد  7/41دست آمده با روش كشت با    ه  ب

چنـين هـيچ     هم. صاص داده بودند  را به خود اخت   )  نمونه 5
 DNA .يــي از بيمــاران جــدا نــشده بــودبروســلابــاكتري 

مشاهده شد كـه    . هاي مجهول با كيت استخراج شد      نمونه
دسـت آمـده بـود       ه ب PCRتعداد موارد مثبتي كه با روش       

تــرين مــوارد مربــوط بــه      نمونــه و شــايع 25برابــر بــا  
لاســما مايكوپلاســما هــومينيس و اوره آپ(مايكوپلاســما 
ــوم ــا ) اوره آليتيك ــورد18( درصــد 72ب ــوده اســت )  م  ب

دسـت   ههـاي مجهـول ب ـ     فراوني نمونـه  ). 1تصوير شماره   (
 براي ليستريا مونوسايتوژنر نيز برابر با       PCRآمده با روش    

و بـا روش   )2تـصوير شـماره   (بـوده  )  درصد28( نمونه  7
PCR           نيز هيچ مورد مثبتي از آلودگي به باكتري بروسـلا 
  .نشديافت 

هاي آماري انجـام شـده، مـشاهده گرديـد       از بررسي 
و ســطح ) >0001/0p(كــه تنهــا بــين ســابقه ســقط جنــين 

 بـر روي    PCRبـا نتـايج     ) >034/0p(تحصيلات بيمـاران    
دار وجـود    هاي كشت منفـي ارتبـاط آمـاري معنـي          نمونه
  ).>05/0p(دارد 
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 شده   استخراج PCR  ،DNAالكتروفورز محصولات     :1تصوير شماره   
: Mچاهك  ( مايكوپلاسماهاي باليني براي تشخيص باكتري       از نمونه 
نمونــه : 2نمونــه كنتــرل منفــي، چاهــك : 1، چاهــك bp100مــاركر 

 بـا   مايكوپلاسـما نمونه باليني مثبت    : 4 و   3كنترل مثبت، چاهك هاي   
  )نمونه باليني منفي: 6 و 5، چاهك هاي bp223باند 
  

  

  
  

 استخراج شده   PCR  ،DNAمحصولات   زالكتروفور: 2تصوير شماره   
 ليـستريا مونوسـايتوژنز   از نمونه هاي بـاليني بـراي تـشخيص بـاكتري            

نمونه كنترل منفي، چاهـك     : 1، چاهك   bp100ماركر  : Mچاهك  (
ليستريا نمونه باليني مثبت    : 5 و   4نمونه كنترل مثبت، چاهك هاي      : 2

  )bp 338 با باند مونوسايتوژنز
  
  بحث

ق بيمـاري، يكـي از مـواردي        تشخيص سـريع و دقي ـ    
هـاي   است كه باعث كاهش ميزان مـرگ و ميـر و هزينـه            

هـاي سـنتي مبتنـي بـر كـشت           روش. شـود  بيمارستاني مي 
اگرچه هنوز هم به عنوان اسـتاندارد طلايـي در شناسـايي           

 مطرح  ، ليستريا و بروسلا   امايكوپلاسمعوامل عفوني نظير    
ايي از ه ـ  محدوديتPCRدر مقايسه با تكنيك است ولي  

هـا، دشـواري تهيـه مـواد         گراني و ناپايداري محيط   جمله  

  هـاي كـشت، كنتـرل       مورد نياز بـراي افـزودن بـه محـيط         
 را  پرسـنل بـا تجربـه     به  هاي كشت و نياز      محيط pHدقيق  
ليـستريا  در اين تحقيق از ميان اين عوامل عفـوني،           .دارند

و مايكوپلاســما هــومينيس  و نيــز  بروســلا،مونوســايتوژنز
هايي   به دليل اهميت بيماري    ه آپلاسما اوره آليتيكوم،   اور

توانند  كه مي  كنند و نيز به دليل اين      كه در انسان ايجاد مي    
هاي جنـين مكـرر را در انـسان ايجـاد نماينـد مـورد         سقط

  .بررسي قرار گرفتند
مايكوپلاسـما،  اختلاف مشاهده شده در ميزان شيوع  

، PCR كـشت و   بـا روش   بروسلا و ليستريا مونوسـايتوژنز    
ناشي از تفاوت قـدرت جداسـازي و تعيـين هويـت ايـن              

به طوري كه اگر    . باشد ها با دو تكنيك فوق مي      ارگانيسم
تشخيص نهايي بر پايـه جداسـازي ارگانيـسم بـه كمـك             
كشت و مشاهده كلني قرار گيرد، بسياري از موارد مثبت          

در اين تحقيـق مـشاهده گرديـد         .را از دست خواهيم داد    
ترين نقش را در بروز سـقط    ژنيتال بيش  لاسماهايمايكوپ

 جنين در ميان موارد مثبت مشاهده شـده بـا هـر دو روش             
PCR    مطالعـات  مـشابه  تقريبـاً  نتـايج   اين .داشتندو كشت 

 باشـد  مـي  )17(تركيـه  و هند در كشورهاي  گرفته صورت
 بـا  كـشورها  ايـن  فرهنـگ  نزديكـي  از ناشي تواند مي كه

يـزان شـيوع ايـن عوامـل مـشابه بـا            چنين م  هم. باشد ايران
دست آمده از كار امير مظفري و همكارانش در         ه  نتايج ب 
اخـتلاف در ميـزان شـيوع        .)18( نيز بوده است   1386سال  

 دسـتگاه ژنيتـال در جوامـع     مايكوپلاسـمايي هـاي    عفونت
 جمعيـت مـورد     مطالعـه،   نـوع  ناشي از تفاوت در   مختلف  
 بيمـاران،  سـن  گيـري،  روش نمونـه   نمونـه،  تعدادمطالعه،  

آزمايـشگاهي   جغرافيـايي و روش    منطقـه  فرهنـگ،  نژاد،
  .)19(باشد مي) PCRكشت و نوع (

بـا روش   چنـين مـشاهده شـد كـه          در اين تحقيق هـم    
  درصــد72 نيــز PCR و بــا تكنيــك  درصــد4/58 كــشت

اين نتيجه  . مثبت شدند اوره آپلاسما    و   مايكوپلاسمابراي  
قايسه بـا كـشت      در م  PCRتر   نشان دهنده حساسيت بيش   

نتايج مـشابهي در مطالعـات انجـام شـده توسـط            . باشد مي
  :دست آمده محققان ديگر ب

338 bp 

 6       5       4      3       2       1      M          

223bp

M    1      2     3      4      5      
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، 1998 و همكارانش در سال      Lukiدر كشور كانادا    
رشحات واژن از زنـان حاملـه        نمونه ت  47تحقيقي بر روي    

 ژنيتـال   مايكوپلاسـماهاي م، براي جداسـازي      علاي داراي
ه نتيجه كشت براي     انجام دادند ك   PCRبا روش كشت و     

 منفي بود،   مايكوپلاسما ژنيتالوم  و   مايكوپلاسما هومينيس 
مايكوپلاســما  درصــد بــراي 15 شــيوع PCRامــا بــا روش 

ه  ب مايكوپلاسما ژنيتاليوم  درصد براي گونه     2 و   هومينيس
 بـا روش    اوره آپلاسـما اوره آليتيكـوم     دست آمدو بـراي     

 شيوع PCR درصد و با تكنيك     49كشت شيوعي برابر با     
 .)20(دست آمده  درصد ب7/61

 و همكـاران در  شـيده وطنـي   در بررسي كـه توسـط       
 باكتريـايي  واژينوز به مبتلا بيمار 174 روي  بر1384سال 

 طبـي  تـشخيص  هـاي  آزمايشگاه از به يكي  كننده مراجعه
 از گرفت مـشاهده شـد كـه       صورت 1384در سال    تهران
جــود از نظــر و )درصــد 8/40( نمونــه 71مونــه،  ن174

با استفاده از كشت مثبـت      اوره آپلاسما   و يا   مايكوپلاسما  
بر روي  . نيز منفي شدند  )  درصد 2/59( نمونه   103شده و   

 نمونـه   89هـا    ميـان آن  از   كهانجام شد    PCRموارد منفي   
  .)21( نمونه مثبت شدند14منفي و 

 ژنيتال در صورت عدم تشخيص و       مايكوپلاسماهاي
اي حـادي كـه در دسـتگاه        ه عدم درمان علاوه بر عفونت    

كننــد و عــلاوه بــر اثراتــشان بــر روي  تناســلي ايجــاد مــي
ــانم  ــلامت خ ــاد     س ــه ايج ــادر ب ــين، ق ــاردار و جن ــاي ب ه

ــت ــز    عفون ــزمن در خــارج از دســتگاه تناســلي ني هــاي م
 ژنيتـال يـك     مايكوپلاسماهاي كشت ميكروبي    .باشند مي

ــي   ــتاندارد طلاي ــاس ــي ه ب ــمار م ــن روش   ش ــا اي رود، ام
ــه زمــان طــولاني  مــشكلاتي  ــز در پــي دارد، از جمل را ني
هاي ژنيتـال     كه امكان تشخيص سريع عفونت     ،جداسازي

بنابراين با توجه به مطالعه انجـام شـده،       .كند را فراهم نمي  
PCR             در مقايسه بـا كـشت روش حـساس، اختـصاصي و 

شـمار  ه   ژنيتـال ب ـ   مايكوپلاسـماهاي سريع براي شناسـايي     
 ،  نمونــه ســقط87ســي از چنــين در ايــن برر هــم .رود مـي 

 بر روي PCR مورد با  7 مورد با تكنيك كشت و       5جنين  
 ليستريا مونوسايتوژنز هاي كشت منفي از نظر وجود        نمونه

 هاي پژوهش نشان داد كـه       بنابراين يافته  .دست آمد ه  مثبت ب 
ليـستريا   روش مناسبي براي شناسايي عفونت       PCRتست  

 و  شـايان وسـط   در بررسـي كـه ت      . مي باشـد   مونوسايتوژنز
 تـشخيص  و  به منظور جداسـازي    1388همكاران در سال    

 PCRبـه روش     واژن هـاي  نمونـه  در مونوسيتوژنز ليستريا
 نمونـه واژن    100انجام شد نيز مشاهده گرديد كه از بـين          

 نمونـه  36 و كشت روش از استفاده با نمونه 7مورد بررسي،   
 وژنزمونوسـيت  ليـستريا  بـه   آلـوده  PCRروش   از اسـتفاده  با

بـر برتـري روش      شدند كه بـا نتـايج حاصـل مبنـي          شناخته
PCRژنيتال ناشي هاي  نسبت به كشت در تشخيص عفونت 

  .)22(خواني داشت  همليستريا مونوسايتوژنزاز 
 كـه  بروسلوز نيز با توجه به اين     عامل  در مورد باكتري    

حضور ميـزان زيـاد قنـد       تر در دام به دليل       اين عامل بيش  
عامـل مهـم در     كـه يـك      ،هـا  آنبافت رحـم    اريتريتول در   

تواند سقط جنين را ايجاد كند،        مي ،باشد مي باكتري   رشد
هايي چند مشخص شد كه باكتري بروسلا در         در پژوهش 

از جمله در   . تواند سقط جنين را ايجاد نمايد      انسان نيز مي  
 كسمائي و جليل ونـد يوسـفي       صديقي بررسي كه توسط  

 سقط موارد پيدميولوژيكيسروا به بررسي  1385در سال   
 ،توكـسوپلاسما ( ميكروبي عوامل از ناشي عفوني هاي جنين

 شهرسـتان  در) كلاميـديا  و بروسلا ليستريا، مايكوپلاسما،
پرداختـه بـود،      و كـشت   IFA،  الايـزا  هـاي  روشه  ب كرج

 درصـد از مـوارد سـقط جنـين در زنـان             5/9ميزان شيوع   
 اثـر مـصرف     حامله به اين باكتري نسبت داده شد كـه در         

هاي دامي آلوده بـه انـسان سـرايت كـرده         شير و فرآورده  
جوي اين باكتري    و    بنابراين در اين بررسي به جست      .بود

تواند سقط جنـين را ايجـاد نمايـد          به عنوان عاملي كه مي    
 نمونه مورد بررسـي هـيچ مـورد         87از ميان   . اقدام گرديد 

ده  براي بروسـلوز مـشاه     PCRمثبتي چه با كشت و چه با        
تواند به دليل محـدوديت      نتيجه مشاهده شده مي   . نگرديد

دار  تـب بايـست در مرحلـه     گيـري كـه مـي      در زمان خـون   
 گيـرد   عفونت به خصوص در زمان اوج حرارت بدن انجام        

هـاي بروسـلا      كـه بـاكتري    محيط كشت و شرايط پيچيده    
  . باشد،نياز دارند
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گيـري كـرد كـه بـا توجـه بـا             توان نتيجه  در پايان مي  
چنـين مـشكلات روش      ، هم PCRايا و معايب تكنيك     مز

هاي سرولوژيك در    كشت و عدم اختصاصي بودن تست     
ــت  ــشخيص عفون ــاي  ت ــومينيس، اوره  ه ــما ه مايكوپلاس

  بروسلاها وآپلاسما اوره آليتيكوم، ليستريا مونو سايتوژنز       
 به عنـوان ابـزار تشخيـصي ارزشـمندي در           PCRتكنيك  

هاي ژنيتال و عوامـل      تها در عفون   جداسازي اين باكتري  
زيـرا داراي   . شـود  منجر به سقط عفوني جنين پيشنهاد مي      

. باشد حساسيت و ويژگي بالا در تشخيص اين عوامل مي        

توان زمان جداسـازي ايـن عوامـل را           مي PCRبا تكنيك   
كـه در سـاليان اخيـر        بسيار كاهش داده و با توجه بـه ايـن         

هـاي   عفونـت هـا و     ها در ايجـاد بيمـاري      نقش اين باكتري  
مختلف و نيز سقط جنين شناخته شده است، كوتاه شدن           

حـائز اهميـت     زمان تشخيص توسط تكنيك فـوق بـسيار       
هـاي ژنيتـال بـه       از طرفي تشخيص سريع عفونت    . باشد مي

ويژه در درمان نوزادان نارس كه به هنگام تولد از كانـال            
  .اند نيز بسيار حائز اهميت است زايمان مبتلا شده
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