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آ پلاسما   در جداسازي مايكوپلاسما هومينيس و اورهPCRكشت و مقايسه دو روش 
  1388كننده به پژوهشكده رويان در سال  آليتيكوم از مايع مني مردان نابارور مراجعه اوره

  
  
  
  

  Iمحمدحسين احمدي*
  IIدكتر نور اميرمظفري

  IIIمحمدعلي صديقي گيلانيدكتر 
  IVبهرام كاظميدكتر 

  Vجديان جزيفرامرز مس

  چكيده
تواند تـأثيرات منفـي بـر سـلامت تناسـلي مـردان        ناشي از مايكوپلاسماهاي تناسلي ميهاي   عفونت :زمينه و هدف  

آپلاسـما   مايكوپلاسـما هـومينيس و اوره     هـدف از ايـن تحقيـق،  بررسـي وجـود             . به ناباروري منتهي گـردد    و  داشته  
 توسـط دو روش كـشت و    كننـده بـه پژوهـشكده رويـان         بارور مراجعه  مردان نا  مايع مني هاي     نمونه  در آليتيكوم  اوره

PCRو مقايسه اين دو روش با يكديگر بود .  
 و بـه سـه بخـش     مرد نابارور اخذ 220 از   مايع مني هاي    نمونهتحليلي مقطعي،   - در اين مطالعه توصيفي    :كارروش  

 تلقـيح   PPLO brothبه محيط كشت مبخش اول جهت انجام تست اسپرموگرام استفاده شد، بخش دو: تقسيم گرديد
  مـايع و جامـد  اختـصاصي هـاي   محـيط عبـور و طبـق دسـتورالعمل، در     µm)( ميكرومتر45/0  فيلترهايسريعاً ازو 

PPLO در دماي  كشت و C˚37 مجاورت  و درCO2  و بخـش سـوم نمونـه بـه منظـور انجـام        نگهداري شـدPCR 
 ايـن  Urease به منظور تكثيـر ژن  U5 و U4آلييتكوم از پرايمرهاي    آپلاسما اوره   استفاده شد كه براي شناسائي اوره     

اسـتفاده  16S rRNA  بـراي تكثيـر ژن   RNAH2 و RNAH1باكتري و براي مايكوپلاسما هومينيس از پرايمرهـاي  
، ANOVA، Post Hocهـاي آمـاري    از آزمـون  . تحليـل شـد  SPSS V.16 افـزار  نـرم هـا توسـط    گرديد؛ سپس يافته

Crosstab، Chi Square  و Mc Nemarاستفاده شد .  
از % PCR 1/4و بـا روش     % 2/3 نمونه مايع مني بررسي شده با استفاده از روش كـشت،             220 از مجموع    :ها  يافته
فقـط از نظـر     % PCR  1/29و بـا    % 7/27بـا روش كـشت،      . ها فقط از نظـر مايكوپلاسـما هـومينيس مثبـت بـود              نمونه
از نظـر هـر دو بـاكتري مثبـت          % PCR  ،4/11هـا و بـا        نمونه% 5بود؛ با روش كشت،     آليتيكوم مثبت     آپلاسما اوره   اوره
هـر  " و "آليتيكـوم مثبـت   آپلاسما اوره فقط اوره "، در دو گروه     PCRدر بررسي متغيرها در دو روش كشت و         . بودند

 =006/0(p(Culture)(تر بود   تر و اسيدي    ، پايين "هردو باكتري منفي  " نسبت به گروه     pH، ميانگين   "دو باكتري مثبت  
آپلاسـما    فقط اوره " نسبت به گروه     "هردو باكتري مثبت  "ها در گروه       و نيز قدرت تحرك اسپرم     =000/0(p(PCR))و

  .=009/0(p(PCR)) و=032/0(p(Culture)(تر بود ، پايين"آليتيكوم مثبت اوره
بـا   وانـد    بودهآلوده  ها     نابارور به اين باكتري    بالايي از مردان    اين تحقيق، درصد نسبتاً    هاي  يافته با توجه به     :گيري  نتيجه
ضـروري بـه     فاقد علائم بـاليني،      در مردان نابارور  ها     اين باكتري  به موقع تشخيص  ،  ها  اين عفونت  عواقب خطرناك توجه به   
  .باشد تر و داراي ويژگي بالاتري مي تر، سريع  در مقايسه با كشت يك روش حساسPCR .رسد نظر مي

  
   مايع منيكشت-4   مردان نابارور -3      آليتيكوم آپلاسما اوره اوره-2     مايكوپلاسما هومينيس -1 :ها كليدواژه

5-PCRمايع مني   
  

  31/5/89: تاريخ پذيرش   ، 8/2/89: تاريخ دريافت
  

  مقدمه
 و  (Mycoplasma hominis)مايكوپلاسما هـومينيس 

، (Ureaplasma urealyticum)آليتيكوم آپلاسما اوره اوره
هـايي هـستند كـه فاقـد ديـواره            تـرين بـاكتري     از كوچك 

ــايي رشــد در محــيط  ــوده و توان هــاي كــشت  ســلولي ب

هــا بــه همــراه كلاميــديا   ايــن بــاكتري.معمــولي را دارنــد
ترين   جزء شايع(Chlamydia trachomatis)تراكوماتيس

ــاد ــل ايج ــوكي  عوام ــر گنوك ــت غي ــده اورتري  Non)كنن

Gonococcal Urethritis=NGU)ــوارض   و ــاير عـ سـ
  

 و اميرمظفـري  نـور  دكتـر  راهنمـايي  بـه  شناسي ميكروب ارشد كارشناسي درجه دريافت جهت محمد حسين احمدي آقاي نامه پايان از استاي  خلاصه مقاله اين
  .  1388، سال فرامرز مسجديان جزي و آقاي  بهرام كاظمي، دكتر محمد علي صديقي گيلانيمشاوره دكتر 

I (تهران، ايران  ايران،  درماني -بهداشتي خدمات و پزشكي علوم هاي شهيد همت و چمران، دانشگاه شناسي، تقاطع بزگراه ميكروب دارش كارشناس)*مسئول مؤلف(  
(IIتهران، ايران ايران،  درماني -بهداشتي خدمات و پزشكي علوم شناسي، دانشگاه  ميكروب  دانشيار و متخصص   
III (وژي، گروه ناباروري مردان، پژوهشكده رويان، تهران، ايراندانشيار و متخصص آندرول  
IV (ايران، تهران، شهيد بهشتي درماني -بهداشتي خدمات  واستاد و متخصص انگل شناسي، مركز تحقيقات بيولوژي مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي  
V(ايران، تهران، ايران درماني- بهداشتي خدمات و پزشكي ومعل دانشگاه، شناسي ميكروب گروه علمي هيأت عضو، شناسي ميكروب ارشد  كارشناس  
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ايـــــن ) 1(.باشـــــند تناســـــلي مـــــي-دســـــتگاه ادراري
آپلاســــما   بــــه خــــصوص اورههــــا، ميكروارگانيــــسم

آليتيكوم با اينكه از سـاكنان طبيعـي مجـراي ادراري             اوره
هاي بالقوه پاتوژني هستند كه نقش        باشند، گونه   مردان مي 

ــي در ع  ــك مهم ــتاتيولوژي ــم در    فون ــلي و ه ــاي تناس ه
  )2-5(.كنند ناباروري مردان ايفاء مي

تناســلي مــردان، يكــي از   -عفونــت مجــراي ادراري 
؛ بـه طـوري     )6(باشـد   ترين عوامل ناباروري مردان مي      مهم
مــوارد نابــاروري مــردان در سراســر جهــان  % 8-35كــه

 مطالعـات مختلـف در      )7(.باشد  ها مي   مربوط به اين عفونت   
هـاي     يافته نشان داده است كه عفونـت       كشورهاي توسعه 

آپلاســماهاي تناســلي   ناشــي از مايكوپلاســماها و اوره 
 )7-9و5 ،2(.توانــد بــه نابــاروري و نــازايي منتهــي شــود  مــي

هـا اغلـب بـدون علامـت          هاي ناشي از اين بـاكتري       عفونت
تواند تأثيرات منفي بر سلامت تناسلي        بوده كه اين امر مي    
كه شامل تأثيرات منفي بـر حجـم،        )10و6(مردان داشته باشد  

pH       هـا    ، تحرك، مورفولوژي، تعداد و قابليت حياتي اسپرم
  )11-15(.باشد مي

هـاي    علاوه بر نقش مايكوپلاسما هومينيس در بيماري      
توانـد بـا       مـي  )17و16(التهابي لگن، واژينوز باكتريايي، غيره      

جهـت كـسب    (اتصال به سر، دم و بخش مياني اسپرم هـا         
سـبب بـي حركـت شـدن        )  مورد نياز خـود    استروئيدهاي

  )19(.ها گردد  و حتي نفوذ به داخل اسپرم)18(ها آن
هاي غالـب مـسبب       آليتيكوم از پاتوژن    آپلاسما اوره   اوره
 Sexual Transmitted)هـاي منتقلـه از راه جنـسي    بيمـاري 

Disease=STD)         بوده و بنابراين مشخص كردن شـيوع آن 
اليني از اهميــت بــالايي در مــردان نابــارور فاقــد علامــت بــ

توانـد بـه مقـدار         ايـن بـاكتري مـي      )21و20،  5(.برخوردار اسـت  
فراوان به اسپرم، به خصوص به قسمت ميـاني آن، متـصل            
گردد و يك نوع سـنگيني هيـدروديناميكي در اسـپرم ايجـاد             

ها  اي متشكل از اسپرم كرده و با در هم پيچيدن و ايجاد لخته
(Multisperm agglutination)    سبب از دسـت رفـتن قـدرت 

  دهـد كـه       شـواهد نـشان مـي      )22(.گـردد   ها مـي    تحرك اسپرم 
  

توانـد    عفونت بدون علامت باليني ناشي از ايـن بـاكتري مـي           
 Accessory sex)اي جنـسي  سبب سوء عملكرد غدد ضميمه

glands) همچنين حضور اين باكتري در مايع مني        )23(. گردد 
 در فرآينـد لقـاح خـارج        توانـد   و يا مجراي تناسلي زنان، مـي      

 سبب افت و كـاهش ميـزان   (In Vitro Fertilization) رحمي
  )25و24(.حاملگي شود

ــديا   ــالاي كلاميـ ــيوع بـ ــنعتي، شـ در كـــشورهاي صـ
تراكوماتيس و مايكوپلاسماهاي تناسلي در بـين شـركاي         

هـا در     نابـارور و نقـش مهـم آن       هـاي     جنسي مرد در زوج   
؛ )7-9و5، 2(ت گرديده اسـت ها اثبا   ايجاد مواردي از ناباروري   

هرچند كـه در كـشورهاي در حـال توسـعه، ايـن جايگـاه               
  )26(.هنوز به طور كامل مشخص نشده است

دهـد در صـورت عـدم تـشخيص،           مطالعات نشان مـي   
مايكوپلاسمايي به  هاي    پيشگيري و درمان مناسب، عفونت    

طور مستمر باقي مانده و منجر به عواقب خطرناكي مانند          
  )27(.گردند التهابي لگن و ناباروري ميهاي  بيماري

در كشور ما به دليل ملاحظات اخلاقي، مطالعات بـسيار          
مـايع  هـاي     ها در نمونـه     كمي در زمينه تشخيص اين باكتري     

هـا در     مني صورت گرفته است؛ لذا شناسـايي ايـن بـاكتري          
مردان نابارور فاقد علائم باليني از اهميت بالايي برخـوردار          

ين امر، استفاده از روشي كه داراي حساسيت        در ا . باشد  مي
  .و ويژگي بالاتر و مطلوب تري باشد بسيار مهم است

 در اين تحقيق، حساسيت و ويژگي دو روش تشخيصي         
 بـراي جداسـازي مايكوپلاسـما هـومينيس و          PCRكشت و   

مايع مني و ارتبـاط     هاي    آليتيكوم در نمونه    آپلاسما اوره   اوره
ي با پارامترهاي اسپرم در مـردان       ميان وجود اين دو باكتر    

ژوهـشكده رويـان مراجعـه          ناباروري كه جهت درمـان بـه پ       
  .كرده بودند، مورد بررسي قرار گرفت

  
  روش كار

  ژوهش     جامعه و نمونه پ
تحليلي و مقطعي -اين مطالعه از نوع مطالعات توصيفي

   مرد نابارور كه به مركـز      220جامعه پژوهش شامل    . بود
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روري پژوهشكده رويـان مراجعـه كـرده و بـا           درمان نابا 
ــايش  ــات و آزمـ ــام معاينـ ــاص   انجـ ــاي خـ ــه (هـ ازجملـ

ها توسـط پزشـك متخـصص         ، ناباروري آن  )اسپرموگرام
آندرولوژي اثبات شده بود و همچنين داراي شرايط زيـر          

لازم به ذكر است كه قبلاً فرم اعلام رضايت توسط          (بودند
  ):شده استتمام بيماران دخيل در مطالعه، امضاء 

هـاي     فاقد هرگونه علائم باليني مربوط بـه عفونـت         -1
ــاري ادراري ــد    -مج ــي مانن ــتن عوارض ــلي و نداش تناس

ــل  ــواد   -2؛ (Varicocele)واريكوس ــا م ــه ب ــدم مواجه   ع
توكسيك و عدم مصرف آنتي بيوتيك تا يك هفتـه قبـل از             

ــري و   ــه گي ــسي  -3زمــان نمون ــز جن  داشــتن دوره پرهي
(Abstinence duration) لازم ( سـاعت  48 حداقل به مدت

به ذكر است كـه همگـي مـوارد فـوق بـا معاينـه مـستقيم                 
  ). پزشك متخصص و گرفتن شرح حال احراز شد

  
  ها به آزمايشگاه  گيري و انتقال نمونهنمونه

ــه ــاي  نمون ــارور،   ه ــردان ناب ــي م ــايع من ــل  م در داخ
هاي استريل اخذ شده و هـر نمونـه بـه سـه بخـش                ظرف

ش اول جهـت انجـام تـست اسـپرموگرام          بخ ـ: تقسيم شـد  
(Semen Analysis) مورد استفاده قرار گرفت؛ بخش دوم 

 تلقيح شـده و  (PPLO Broth)به محيط كشت ترانسپورت 
بلافاصله به آزمايشگاه منتقل شد تا فرآيند كشت بر روي      

ــذيرد   آن ــام پ ــا انج ــشت    . ه ــيط ك ــه مح ــور تهي ــه منظ ب
 گـرم از پـودر      21ا   ابتـد  ها،  ترانسپورت جهت انتقال نمونه   

 ™Difco) Difco سـاخت شـركت   PPLO brothتجـاري  

PPLO Broth ( در يك ليتر آب مقطر حل شده و سپس به
 ليتر ميلي PPLO broth ،10 از محيط ليتر ميلي 70ازاي هر 

 سـاخت  (Yeast extract)عـصاره مخمـر   % 10از محلـول  
 آلمان اضافه شد و پس از اتوكلاو نمـودن      Merckشركت  

 سـرم اسـب     ليتر  ميلي C    ْ45-40  ،5يدن دماي آن به     و رس 
بـه آن   ) G) U 50000 پنـي سـيلين      ليتـر   ميلي 1استريل و   

يك  (NaOH و   HCl نهايي با استفاده از      pHافزوده شد و    
هـاي     تنظـيم شـد و سـپس در داخـل لولـه            7روي  ) نرمال

.  ميلـي ليتـر توزيـع گرديـد        4درپيچ دار استريل در حجـم       
، در  PCRنيز به منظور انجـام تـست        ها    بخش سوم نمونه  

  . نگهداري شد  تا زمان انجام تست، -C 20˚دماي 
  

  هاي مايع مني و جداسازي باكتري ها كشت نمونه
ترانـسپورت بـه آزمايـشگاه،      هـاي     پس از انتقال محـيط    

 ميكرومتر عبور داده    45/0ها از فيلترهاي سرسرنگي       نمونه
 Arginine PPLOاختـصاصي  هـاي   شده و به داخل محيط

broth)    و ) جهت جداسـازي مايكوپلاسـما هـومينيسUrea 

PPLO broth) آليتيكـوم  آپلاسما اوره جهت جداسازي اوره (
 Candle)تلقيح شد و پس از قرار گيري در جار شـمع دار  

jar)    5-7 جهت تامين %CO2       در انكوباتور با دمـاي ،C ْ  37 
هــاي  جهــت تهيــه محــيط.  روز نگهــداري شــد5بــه مــدت 

Arginine/Urea PPLO broth از ليتـر  ميلي 70، به ازاي هر 
  :، مواد زير افزوده شدDifco™ PPLO Brothمحيط پايه 

 فنـل رد    ليتـر   ميلـي  1،  %10 عصاره مخمر    ليتر  ميلي 10
ــر ميلــي 1 ســرم اســب اســتريل، ليتــر ميلــي 20،  /.2%  ليت

 آرژينين يـا اوره     ليتر  ميلي 10و  ) G) U 50000سيلين   پني
به جزء عصاره مخمر، بقيـه مـواد فـوق پـس از             كه  %  10

-C   ْ45اتوكلاو نمودن محيط كشت و رسيدن دماي آن به
 نهـايي بـراي    pH. در زير هود به محيط افزوده شـدند 40

 و بـراي محـيط اوره دار روي         7محيط آرژينين دار روي     
درپــيچ دار هــاي   تنظــيم  و ســپس در داخــل لولــه5/6-6

  . تقسيم گرديد ميلي ليتر2استريل در حجم 
تلقيح يافته، به طـور روزانـه از نظـر      brothهاي محيط

 تغيير رنگ مورد بررسي قرار گرفته و به محض مشاهده         
بـر سـطح   ،  )از زرد بـه صـورتي يـا ارغـواني         (تغيير رنـگ  

 Arginine/Urea PPLO)آگـار اختـصاصي   هـاي   محـيط 

agar)در داخـل  ها   كشت داده شدند؛ سپس پليتCandle 

jar    دماي   و درC    ْ 37    روز نگهداري شـدند  7 تا 5 به مدت 
و در طـــي ايـــن مـــدت از نظـــر وجـــود كلنـــي در زيـــر 

ــد؛ كلنــي  هــاي  ميكروســكوپ مــورد بررســي قــرار گرفتن
مايكوپلاسما هومينيس در سطح محيط جامد شـبيه تخـم          
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، در حــالي كــه )28( بــوده(Fried egg)مــرغ نيمــرو شــده 
بسيار ريز و به شكل     آليتيكوم    آپلاسما اوره   هاي اوره  كلني

-توت بوده و با رنگ آميـزي  اختـصاصي كلـرور منگنـز          
اي تيـره ديـده       اوره، در زير ميكروسكوپ بـه رنـگ قهـوه         

  )29().1شكل شماره (شدند 
  

      

 
مايكوپلاسما هومينيس بـر سـطح محـيط        هاي    كلني -1شكل شماره 

كوم بر سـطح    آليتي  آپلاسما اوره   و اوره ) X100:A(كشت آرژينين آگار  
انـد و در      ، كه از مايع منـي جداشـده       )X200:B(آگار    محيط كشت اوره  

با نوك پيكان    ها  كلوني(شوند    زير ميكروسكوپ فازكنتراست ديده مي    
  ).مشخص شده اند

  
ــتخراج  ــومينيس و اوره DNAاس ــما ه ــما   مايكوپلاس آپلاس

  :مايع منيهاي  آليتيكوم از نمونه اوره
از كيت تخليص   ،  اكتري اين دو ب   DNAجهت استخراج   
 Genomic) تحـت عنـوان   Fermentasمربوط به شـركت  

DNA Purification kit #K0512)طبــق .  اســتفاده شــد
فريز هاي     نمونه DNA،  دستور العمل شركت سازنده كيت    

بـه  ،  شده پس از خروج از فريزر بدون اينكـه ذوب شـوند           
  :   صورت زير استخراج شد

 ميكروليتر از   400با  ،  ونه ميكروليتر از نم   200 ابتدا   -1
،  در داخـل يـك ميكروتيـوب   (Lysis solution)محلول ليز 

 65 دقيقـه در بـن مـاري بـا دمـاي             10مخلوط و به مـدت      
 دقيقه يـك بـار بـه        2-3درجه سلسيوس انكوبه شد و هر       

  .آرامي به هم زده شد
 ميكروليتـر كلروفـوم بـه آن        600 در اين هنگـام،      - 2

رگردانـــدن پـــي در پـــي  بـــار ب5 تـــا 3افـــزوده و بـــا 
ميكروتيوب، به آرامي به هم زده شد و سپس نمونه بـه            

ــدت  ــه در دور 2مـ ــه10000 دقيقـ ) rpm( دور در دقيقـ
  .سانتريفيوژ گرديد

 720بـا مخلـوط نمـودن       ،   در يك ميكروتيوب ديگر    -3
 ميكروليتــر از 80ميكروليتــر از آب ديــونيزه اســتريل بــا 

محلــول ، يــت موجــود در ك(10x Concentrated)محلــول 
  . آماده گرديد(Precipitation solution)رسوب دهنده 

 ســپس مــايع رويــي نمونــه ســانتريفيوژ شــده كــه -4
باشـد بـه داخـل يـك ميكروتيـوب ديگـر              مي DNAحاوي  

 ميكروليتـر از محلـول رسـوب دهنـده تـازه            800منتقل و   
به (ساخته شده به آن افزوده شد و با چند بار برگرداندن      

در دماي اتاق به هـم زده شـد و پـس از             )  دقيقه 1-2مدت  
ســانتريفيوژ  rpm 10000 دقيقــه بــا دور 2آن بــه مــدت 

  .گرديد
 آنگــاه محلــول رويــي بــه طــور كامــل دور ريختــه -5
 DNAبــدون اينكــه رســوب بــاقي مانــده كــه همــان (شــد
 DNA (DNA pellet)و رسـوب  )  خـشك شـود  ، باشد مي
به طـور   ،  )ر مولا NaCl) 2/1 ميكروليتر از محلول     100در  

  .كامل و به آرامي حل گرديد
بـه  ) %96-100( ميكروليتر اتانول سرد     300 سپس   -6

 بـه  -C °20 آن اضافه كرده و با قرار دادن آن در دمـاي 
 رسـوب كنـد و      DNAاجازه داده شـد تـا       ،   دقيقه 10مدت  

ــا دور  ــدت rpm 10000 ســـپس بـ ــه مـ ــه 3-4 بـ  دقيقـ
ختـه و رسـوب     سانتريفيوژ نموده و بعد اتانول را دور ري       

شستـشو داده   ) %70(باقي مانده را يك بار با اتانول سرد         
 ميكروليتـــر آب ديـــونيزه  100 در DNA، و در نهايـــت

 تخليص شده تا زمان  DNA. استريل به آرامي حل گرديد
  . قرار گرفت-C 20˚ در فريزر PCRانجام 
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ــما   ــوم مايكوپلاس ــستجوي ژن ــومينيس و اورهج ــما  ه آپلاس
  :PCRمايع مني به روش هاي  ر نمونهآليتيكوم د اوره

ــام   ــت انج ــت PCRجه  PCR Master Mix)، از كي

2x)#k0171 مربــوط بــه شــركت Fermentas كــه حــاوي 
 بـر  المللي بين واحد Taq DNA Polymorase) 05/0آنزيم 

هـا    dNTPو  )  ميلي مـول بـر ليتـر       4 (MgCl2،  )ميكروليتر
ــر 4/0( ــر ليت ــي مــول ب ــ مــي)  ميل . دباشــد، اســتفاده گردي

پرايمرهاي مايكوپلاسما هومينيس كه جهت تكثيـر ناحيـه         
bp 334     16 ژنSrRNA        اين باكتري مورد اسـتفاده قـرار 

  :   عبارتند از)30(گرفت
RNAH1: CAATGGCTAATGCCGGATACGC  

RNAH2: GGTACCGTCAGTCTGCAAT   
آليتيكوم كـه بـه       آپلاسما اوره   و توالي پرايمرهاي اوره   

 اين باكتري مورد Ureaseژن  bp 429منظور تكثير ناحيه 
  :  به صورت زير بود)31(استفاده قرار گرفت

U4: ACGACGTCCATAAGCAACT 
U5: CAATCTGCTCGTGAAGTATTAC  

 حاصل از محلول كلنـي هـر        DNAدر اين تحقيق، از     
ــاكتري مــورد مطالعــه در   ــه PBS(1X)كــدام از دو ب ، ب

 و از آب مقطــر دو بــار تقطيــر "كنتــرل مثبــت"عنــوان 
بـراي  .  اسـتفاده شـد  "كنتـرل منفـي  "ل به عنـوان     استري

 از فريـزر خـارج و   DNAهـاي     ، ابتدا نمونه  PCRاجراي  
 Master Mixسپس، ابتـدا يـك   . در دماي اتاق ذوب شد

هـا   ساخته شد و در حجم مـورد نظـر بـين ميكروتيـوب        
 بـراي هـر   PCR Master Mixتركيـب   .تقـسيم گرديـد  

  : نمونه به اين ترتيب بود
μl 5/12):x2 (PCR Master Mix ،Primer Mix  

μl 1):μM4/0 ( وμl 5/1: Water (nuclease free)   كـه بـه
  از)  ميكروگـــرم2( ميكروليتـــر 10هـــر ميكروتيـــوب،  

DNA  ــا حجــم ــه آن اضــافه شــد ت    الگــوي مخــصوص ب
ــايي  ــه PCRنه ــد 25 ب ــر برس ــايي .  ميكروليت ــه دم   برنام

PCR  (PCR Amplification)ــر ژن ــاي  جهـــت تكثيـ   هـ
  مربــوط بــه هــر كــدام از دو بــاكتري مــورد مــورد نظــر

 1مطالعه، با ترتيـب نـشان داده شـده در جـدول شـماره               
  .انجام پذيرفت

  

 جهـت  PCR (PCR Amplification)برنامه دمايي  -1جدول شماره 
  هاي مورد نظر براي هر دو باكتري مورد مطالعه تكثير ژن
تعــــداد   زمان  )C˚(دما   مراحل

  سيكل
ــه  -1 ــت اوليـ  واسرشـ

(Initial Denaturation)  95  5 
  1  دقيقه

ــت -2  واسرشــــــــــ
(Denaturation) 

95  30 
  ثانيه

ــا -3 ــصال پرايمرهـ  اتـ
(Annealing)  

U.urealyticum:  
54 

M.hominis:       
55  

45 
  ثانيه

 72 (Extension) سنتز -4
45 

  ثانيه

40  

 Final) سنتز نهايي -5
Extension) 

72  5 
  1  دقيقه

  
  :PCRآشكارسازي محصولات انجام الكتروفورز و 

 و رسيدن دماي آن به حـدود % 5/1پس از تهيه ژل اگاروز 

C °45 ميكروليتر رنگ اتيديوم 3   ژل، ليتر ميلي 10، به ازاي هر 
برومايد به ژل اضافه شد و سپس محلول ژل آگاروز در داخل            
قالب الكتروفورز ريخته شده و پس از بستن ژل، در داخل تانك            

 PCR ميكروليتر از محـصول      10آنگاه  . ار گرفت الكتروفورز قر 
 مخلـوط كـرده و   Sample loading buffer ميكروليتر از 3را با 

ايجـاد  هاي     ميكروليتر از اين مخلوط، با دقت به داخل چاهك         10
 ميكروليتر از ماركر    3-5همچنين حدود   . شده در ژل ريخته شد    

گرديـد  ها اضافه   به داخل يكي از چاهكDNA (100 bp)وزني 
در .  ولـت برقـرار شـد      100و سپس جريان الكتريسيته با ولتاژ       

  ).3 و 2اشكال شماره (پايان كار از ژل عكس تهيه شد 
  

  
ــماره  ــكل شـ ــورز محـــصول   -2شـ  PCRتـــصوير ژل الكتروفـ

 از نظـــر 9 و 3، 1هـــاي شـــماره  نمونـــه: مايكوپلاســـما هـــومينيس
، 2هـاي شـماره      مايكوپلاسما هومينيس مثبت بوده در حالي كه نمونه       

هــاي   از نظــر ايــن بــاكتري منفــي هــستند؛ نمونــه11 و 10، 8، 7، 6، 4
   كنتــرل مثبــت13 بــه عنــوان مــاركر، نمونــه شــماره 12 و 5شــماره 

)bp 334 ( باشد ، كنترل منفي مي14و نمونه شماره.  
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ــماره  ــكل شـ ــصول   -3شـ ــورز محـ ــصوير ژل الكتروفـ  PCRتـ

 و  11،  10،  9،  7،  4،  3اي شـماره    ه ـ  نمونـه : آليتيكوم  آپلاسما اوره   اوره
ــه    آپلاســما اوره  از نظــر اوره13 ــالي ك ــوده در ح ــت ب ــوم مثب آليتيك

 از نظر اين باكتري منفـي هـستند؛         14، و   8،  5،  2،  1هاي شماره     نمونه
 كنتـرل   15 به عنوان ماركر، نمونـه شـماره         12 و   6هاي شماره     نمونه
  .باشد ، كنترل منفي مي16و نمونه شماره ) bp 429(مثبت 
  

  آناليز آماري
ها بـا اسـتفاده از آزمـون آمـاري            تجزيه و تحليل داده   

ANOVA و روش Post Hoc (LSD) Test جهت بررسي 
ها و همچنين     بودن اختلاف ميانگين در بين گروه     دار    معني

 بـه منظـور     Chi-Square و   Crosstabsهاي آماري     آزمون
سط بررسي متغيرهاي كيفي و مقايسه درصد متغيرها تو       

 05/0در صورتي كه .  انجام پذيرفتSPSS V.16 افزار نرم
p<      جهت مقايـسه   . تلقي شد دار    معني بود، از لحاظ آماري

ــشت و  ــساسيت دو روش كـ ــازي دو PCRحـ  در جداسـ
ــاري    ــون آم ــه، از آزم ــورد مطالع ــاكتري م  McNemarب

  .استفاده گرديد
  
  ها يافته

 نمونــه مــايع منــي بررســي شــده بــا  220از مجمــوع 
هـا فقـط      از نمونه %) 2/3( مورد   7اده از روش كشت،     استف

فقـط از   %) 7/27( مورد   61از نظر مايكوپلاسما هومينيس،     
نيـز از  %) 5( مـورد  11آليتيكـوم و   آپلاسـما اوره    نظر اوره 

 مــورد 79بنــابراين، . نظــر هــر دو بــاكتري مثبــت بودنــد 
ها حداقل از نظر يـك بـاكتري مثبـت            از كل نمونه  %) 9/35(

ــد و  ــي  بودن ــه طــور كل مايكوپلاســما %) 2/8( مــورد 18ب
آليتيكوم   آپلاسما اوره   اوره%) 7/32( مورد   72هومينيس و   

  . ها جدا شد از نمونه
 نمونــه 220، از مجمــوع PCRدر حــالي كــه در روش 

ها فقط از     از نمونه %) 1/4( مورد   9مايع مني بررسي شده،     
فقـط از   %) 1/29( مـورد    64نظر مايكوپلاسـما هـومينيس،      

نيـز  %) 4/11( مـورد    25آليتيكوم و     آپلاسما اوره   ظر اوره ن
 مـورد   98بنـابراين،   . از نظر هر دو بـاكتري مثبـت بودنـد         

ها حداقل از نظر يـك بـاكتري مثبـت            از كل نمونه  %) 5/44(
مايكوپلاســما %) 5/15( مــورد 34بودنــد و بــه طــور كلــي 

آليتيكوم   آپلاسما اوره   اوره%) 5/40( مورد   89هومينيس و   
، نتايج كلي حاصل 2در جدول شماره  . ها جدا شد    نمونهاز  

  . آمده استPCRاز دو روش كشت و 
  

  PCRنتايج كلي حاصل از دو روش كشت و  -2جدول شماره 
  )درصد (PCR  )درصد(كشت   نتايج

فقـــط مايكوپلاســـما هـــومينيس 
  مثبت

2/3  1/4  

آليتيكـوم    آپلاسـما اوره    فقط اوره 
  مثبت

7/27  1/29  

  4/11  5  ثبتهردو باكتري م
در (مايكوپلاسما هومينيس مثبت    

  )كل
2/8  5/15  

آليتيكوم مثبـت     آپلاسما اوره   اوره
  )در كل(

7/32  5/40  

  5/44  9/35  حداقل يك باكتري مثبت
  

   مايكوپلاسـما هـومينيس بـا       هـا،   در دو مورد از نمونه    
استفاده از روش كشت مثبت بود، در حـالي كـه بـا روش              

PCRــود ــين د.  منفــي ب ــههمچن  هــا، ر ســه مــورد از نمون
آليتيكوم با روش كشت مثبـت بـود، در           آپلاسما اوره   اوره

مقايسه نتـايج كـشت و      .  منفي بود  PCRحالي كه با روش     
PCR          در شناسايي دو باكتري مايكوپلاسـما هـومينيس و 
 ارائه شـده    3آليتيكوم در جدول شماره       آپلاسما اوره   اوره
  .است
  

 در شناسـايي دو     PCRشت و   مقايـسه نتـايج ك ـ     -3جدول شـماره    
  آليتيكوم آپلاسما اوره باكتري مايكوپلاسما هومينيس و اوره

PCRمثبت   PCRباكتري جدا شده   منفي  
كـــــشت 

  مثبت
ــشت  كـ

  منفي
ــشت  كـ

  مثبت
ــشت  كـ

  منفي
مايكوپلاســــــــــما 

  )تعداد(هومينيس 
16  18  2  184  

آپلاســــــــــما  اوره
  )تعداد(آليتيكوم  اوره

69  20  3  128  
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 بـه طـور   هـا،  رهاي اسپرم در نمونـه در بررسي پارامت 
  :كلي نتايج زير به دست آمد

ــه  ــزان قــدرت تحــرك اســپرم در نمون  Total)هــا  مي

motility) ــا ــود و % 40 از صــفر ت ــر ب داراي % 6/28متغي
) فاقـد قـدرت تحـرك     (قدرت تحرك برابر با صفر درصـد        

% 26/16هـا     بودند؛ ميانگين قدرت تحرك در بين كل نمونه       
ميزان مورفولـوژي   .  بود 16/13ر برابر با    با انحراف معيا  

هـا از صـفر تـا      در نمونـه (Normal morphology)نرمال 
ها داراي مورفولوژي نرمـال       آن% 5/24متغير بود و    % 35

. بودنـد ) فاقـد مورفولـوژي طبيعـي     (برابر با صفر درصد     
با انحراف  % 58/4ها    ميانگين مورفولوژي نرمال در نمونه    

  . بود63/5معيار 
 Sperm)اد اسپرم در هـر ميلـي ليتـر مـايع منـي       تعد

count/ml)  ميليون متغير بـود  140ها از صفر تا      در نمونه 
 62/26 ميليـون  بـا انحـراف معيـار           63/16و ميانگين آن      

   .بود
% 2/63 متغير بود و     1/8 تا   6ها از      در نمونه  pHميزان  

هـا     در نمونـه   pH بودنـد؛ ميـانگين      8/7 برابر با    pHداراي  
هــا  از نمونــه% 8/76.  بــود17/0 بــا انحــراف معيــار 75/7

ــي   ــسبندگي طبيع % 5/15، (Normal viscosity)داراي چ
Somewhat thick)   ويـسكوزيته از  % 7/7و ) نـسبتاً غلـيظ

  . داشتند) غليظ (Thickنوع 
هــاي داراي عارضــه آزوســپرميا    از نمونــه % 9/20

(Azoospermia) رد حداقل و حداكثر سن افراد مـو      .  بودند
 سال  23/35 سال و ميانگين آن      54 و   23مطالعه به ترتيب  
  .  بود50/5با انحراف معيار 

 به چهار گـروه     PCRنتايج حاصل از كشت و همچنين       
هردو بـاكتري منفـي،     ): 1(گروه  : تقسيم شد كه عبارتند از    

): 3(فقط مايكوپلاسما هـومينيس مثبـت، گـروه         ): 2(گروه  
هـردو  ): 4( مثبت و گـروه      آليتيكوم  آپلاسما اوره   فقط اوره 

  .باكتري مثبت
هـا در ايـن چهـار         جهت بررسي اختلاف ميانگين متغيـر     

استفاده شد كـه    ) آناليز واريانس  (ANOVAگروه، از تست    

، فقـط در    PCRنتايج نشان داد كه در هر دو روش كـشت و            
-p] 013/0 [بـــوددار  معنـــي، رابطـــه pHمـــورد متغيـــر 

value(Culture)= 004/0[ و [p-value(PCR)= ؛  در حــــالي
  .داري مشاهده نشد ها رابطه معني كه در مورد ساير متغير

 جهت Post Hoc (LSD Test)سپس از آزمون تعقيبي 
 Multiple)هــا  مقايــسه اخــتلاف ميــانگين در بــين گــروه

Comparison)           به صورت دو به دو باهم استفاده شد كـه 
در داري را     ، اخـتلاف معنـي    PCRنتايج حاصل از كشت و      

نـــــشان ) 3(و ) 1( در بـــــين دو گـــــروه pHمتغيـــــر 
همچنــــين  . =007/0(p(PCR)) و=031/0(p(Culture))داد

و ) 1(در بـين دو گـروه    اين متغير داري در اختلاف معني
ــد) 4( ــشاهده گرديـــــــ   و=006/0(p(Culture)( مـــــــ

(PCR)000/0(p=            ؛ اين بدين معني اسـت كـه در دو گـروه
آليتيكــوم  لاســما اورهآپ فقــط اوره"يعنــي گــروه ) 4(و ) 3(

 نسبت  pH، ميانگين   "هردو باكتري مثبت  " و  گروه     "مثبت
تـر    ، پـايين  "هردو باكتري منفـي   "، يعني گروه    )1(به گروه   

اين در حالي است كـه در مقايـسه   . تر است بوده و اسيدي  
داري   هـا اخـتلاف معنـي        در بين سـاير گـروه      pHميانگين  

  .مشاهده نشد
 Total)هـا    اسـپرم همچنـين در مـورد قـدرت تحـرك    

motility)   داري  اختلاف معني) 4(و ) 3(، فقط در بين گروه
 =032/0(p(Culture)(هـــا مـــشاهده شـــد   در ميـــانگين

؛ اين بـدين معنـي اسـت كـه ميـانگين            =009/0(p(PCR))و
 "هـردو بـاكتري مثبـت     "ها در گـروه       قدرت تحرك اسپرم  

 ،"آليتيكـوم مثبـت    آپلاسـما اوره    فقط اوره "نسبت به گروه    
هـا    تر بوده است؛ در حالي كـه در بـين سـاير گـروه               پايين

  .داري از اين نظر وجود نداشت اختلاف معني
 Crosstabsجهت بررسي متغيرهـاي كيفـي از آزمـون        

، بـا   PCRاستفاده شد كه در آن، نتيجه حاصل از كشت و           
، )5 و   4جـداول شـماره     (هركدام از سه متغير گروه سـني      

د بررسي قـرار گرفـت كـه        ويسكوزيته و آزوسپرميا مور   
 استفاده شـد، اخـتلاف   Chi-Square (χ2)وقتي از آزمون 

  .داري در بين هيچ كدام از اين موارد مشاهده نشد معني
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  توزيع نتايج كشت بر حسب گروه سني - 4جدول شماره 
تعداد و درصد موارد بر حسب 

  گروه سني
ــداد و  تع
ــد  درصـ
ــر   ــل ب ك
حــــسب 
  هر گروه

بالاتر 
 53از 

  سال

53-
44 
  سال

43-34 
  سال

33-
23 
  سال

  نتايج كشت

141  
0/100%  

1  
7/0%  

6  
3/4%  

71  
4/50%  

63  
7/44%  

هردو ): 1(گروه  
  باكتري منفي

7  
0/100%  

0  
0/0%  

0  
0%  

4  
1/57%  

3  
9/42%  

ــروه  ــط : )2(گ فق
مايكوپلاســـــما 
  هومينيس مثبت

61  
0/100%  

0  
0/0%  

5  
2/8%  

37  
7/60%  

19  
1/31%  

فقــط ): 3(گــروه 
آپلاســـــما  اوره
ــوم  اوره آليتيكــ
  مثبت

11  
0/100%  

0  
0/0%  

1  
1/9%  

7  
6/63%  

3  
3/27%  

هردو ): 4(گروه  
  باكتري مثبت

220  
0/100%  

1  
5/0%  

12  
5/5%  

119  
1/54%  

88  
0/40%  

تعداد و درصـد    
  از كل نمونه ها

  
   بر حسب گروه سني PCRتوزيع نتايج تست  -5جدول شماره 

د موارد بر حسب گروه تعداد و درص
  سني

تعداد و 
درصد 
كل بر 
حسب 
  هر گروه

بالاتر 
 53از 

  سال

53-
44 
  سال

43-34 
  سال

33-23 
  سال

  PCRنتايج 

122  
0/100%  

1  
8/0%  

6  
9/4%  

59  
4/48%  

56  
9/45%  

ــروه  ): 1(گــــ
هردو بـاكتري   

  منفي
9  
0/100%  

0  
0/0%  

0  
0/0%  

6  
7/66%  

3  
3/33%  

فقط ): 2(گروه  
ــما  مايكوپلاسـ
ــومينيس  هــــ

  مثبت
64  
0/100%  

0  
0/0%  

4  
2/6%  

39  
9/60%  

21  
8/32%  

فقط ): 3(گروه  
ــما  اوره آپلاسـ
آليتيكــوم  اوره
  مثبت

25  
0/100%  

0  
0/0%  

2  
0/8%  

15  
0/60%  

8  
0/32%  

ــروه  ): 4(گــــ
هردو بـاكتري   

  مثبت
220  

0/100%  
1  
5/0%  

12  
5/5%  

119  
1/54%  

88  
0/40%  

تعـــــــــداد و 
درصد از كـل    

  ها نمونه
  

داري بـين   در تحقيق حاضر هـيچ گونـه ارتبـاط معنـي      
 و  (Leukocytospermia)ها در مايع مني       وجود لوكوسيت 

همچنـين بـراي    .  يافت نشد  PCRنتيجه حاصل از كشت يا      
):  بـه دو گـروه الـف   PCRبررسي بيشتر، نتـايج كـشت و        

حـداقل يـك بـاكتري      "):  و گـروه ب    "هردو باكتري منفي  "
فـوق  هـاي      تقسيم شد كه پس از استفاده از آزمون        "مثبت

گـروه، در ايـن مـوارد نيـز اخـتلاف           جهت مقايسه اين دو     
داري در پارامترها و متغيرهاي ذكر شـده، مـشاهده            معني

  .نگرديد
  

  گيري بحث و نتيجه
طبق تعريـف نابـاروري عبـارت اسـت از عـدم ايجـاد              
حاملگي با وجود يك سال نزديكي جنسي بـدون اسـتفاده           

شـود    گفتـه مـي   ) 32(.از هر گونه وسيله ممانعت از بارداري      
ميليون زوج در سراسر جهان از ناباروري رنج         80 تا   50
رسـد كـه فاكتورهـاي مردانـه، علـت            برند؛ به نظر مـي      مي

مـوارد  % 20از موارد بوده و در      % 30اصلي ناباروري در    
 در ايـن    )33(.نيز در ايجاد ناباروري نقـش مـشاركتي دارد        

ــم   ــي از مه ــان، يك ــردان،    مي ــاروري م ــل ناب ــرين عوام ت
  )6(.باشد تناسلي مي-هاي مجراي ادراري عفونت

ها و    در مورد شيوع مايكوپلاسماهاي تناسلي، گزارش     
ــه طــوري كــه شــيوع    ــاوتي وجــود دارد؛ ب آمارهــاي متف

هاي مايع مني مـردان       آليتيكوم در نمونه    آپلاسما اوره   اوره
، 3-5(.متغيـر اسـت   % 42 تـا    5نابارور در مقالات مختلف از      

هـاي     و تست  ها   اين محدوده وسيع، مربوط به روش      )35و34
هـاي    تشخيصي متفاوتي است كه جهـت بررسـي جمعيـت         

 در تحقيـق حاضـر، شـيوع        )36(.مختلف به كار رفتـه اسـت      
آليتيكوم در مايع مني مردان نابارور، با         آپلاسما اوره   اوره

به دست آمـد  % PCR 5/40و با روش   % 7/32روش كشت   
  .كه در محدوده گزارش شده مقالات فوق قرار دارد

 و همكاران كه در تـونس انجـام         Gdouraي   هدر مطالع 
 مايع منـي مـردان نابـارور        PCRشد، با استفاده از روش      

مورد بررسي قرار گرفت كه در آن، شـيوع مايكوپلاسـما           
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ــما اوره و اوره% 6/9هـــومينيس  % 4/15آليتيكـــوم  آپلاسـ
 در مطالعـه حاضـر، شـيوع مايكوپلاسـما          )26(.گزارش شد 
 كـه نزديـك بـه يافتـه     بود% 2/8 با روش كشت  هومينيس

 شـيوع ايـن     PCRمقاله فوق است، اما با استفاده از روش         
بود كه بالاتر از يافته مطالعه فوق       % 5/15باكتري برابر با    

آليتيكـوم در     آپلاسـما اوره    همچنـين شـيوع اوره    . باشد  مي
و بــا اســتفاده از % 7/32تحقيــق حاضــر بــا روش كــشت 

بود كه در مقايـسه بـا مطالعـه فـوق،           % PCR  ،5/40روش  
  . بالاتر است

 و همكاران، بـا اسـتفاده    Gdouraدر مطالعه ديگري از     
ها عفونت تـوأم ايـن دو         از نمونه % 7/6، در   PCRاز روش   

؛ ايـن در حـالي اسـت كـه          )36(باكتري مشاهده شـده اسـت     
عفونت توأم اين دو باكتري در مطالعه حاضر با اسـتفاده           

ــه% 5شت در از روش كــ ــا روش  از نمون  در PCRهــا و ب
وجود عفونت توأم با اين دو      . ها يافت شد    از نمونه % 4/11

هاي مايع  از نمونه% 14 تا 7باكتري در مقالات مختلف، در 
هـاي    كه يافته )34و17(مني مردان نابارور گزارش شده است     

، در همـين محـدوده قـرار        PCRاين مطالعه نيـز از روش       
  .دارد

 و همكاران در كشور چين انجام    Wangي كه   در تحقيق 
آليتيكوم را بـا اسـتفاده از         آپلاسما اوره   دادند، شيوع اوره  

 كـه در مقايـسه بـا        )5(گزارش كردند % 31/39روش كشت   
ــشت     ــر از روش ك ــه حاض ــه مطالع ــار %)7/32(يافت ، آم

  .دهد بالاتري را نشان مي
توسـط گلـشني و     ) تهـران (كه در ايـران     اي    در مطالعه 

 جهـت بررسـي سـه       PCRاران انجـام شـد، از روش        همك
باكتري كلاميديا تراكوماتيس، مايكوپلاسـما هـومينيس و        

هاي مايع مني مـردان       آليتيكوم در نمونه    آپلاسما اوره   اوره
ها حداقل بـه      از نمونه % 33نابارور استفاده شد كه در آن،       

 در تحقيق حاضـر، بـا       )37(.ها آلوده بود    يكي از اين باكتري   
% PCR  ،5/44و بـا روش     % 9/35اده از روش كشت،     استف

ها حـداقل از نظـر يكـي از دو بـاكتري مـورد                از كل نمونه  
  . مطالعه، مثبت بودند

در تحقيق ديگري كه توسط دكتـر نياكـان و همكـاران            
هاي مايع مني انجـام       در پژوهشكده رويان بر روي نمونه     

 بـا   شد، فراواني مايكوپلاسما هومينيس در مردان نابارور      
در مقايسه با گروه كنترل     % 5/17استفاده از روش كشت،     

% 2/8( كه نسبت به يافته مطالعه حاضر      )38(تعيين شد %) 5(
دهد؛ البته در     ، ميزان بالاتري را نشان مي     )در روش كشت  

 مرد 40(تحقيق فوق، تعداد افراد مورد بررسي محدود بود
د آمـار   و بنابراين نمي توان ـ   )  نفر مرد بارور   40نابارور و   

ها را در بر داشـته        صحيحي از شيوع اين ميكروارگانيسم    
  .باشد

در ساير مطالعـات شـيوع مايكوپلاسـما هـومينيس و           
% 11-35و % 5-13آليتيكـوم بـه ترتيـب       آپلاسما اوره   اوره

هاي مطالعه حاضر نيز  كه يافته)39-43و35(گزارش شده است
نزديك به همين محدوده است؛ شـايد علـت متغيـر بـودن             

ــ ــل    ش ــه دلي ــف، ب ــالات مختل ــاكتري در مق ــن دو ب يوع اي
هاي مختلف و كار بر       هاي تشخيصي متفاوت، نمونه     روش

  . هاي ناهمسان بوده باشد روي جمعيت
ها كه بـا اسـتفاده        در مطالعه حاضر، مواردي از نمونه     

هـا منفـي       مثبت شدند اما نتيجـه كـشت آن        PCRاز روش   
زيرا روش كـشت     تلقي نشد؛    "مثبت كاذب "بود، به عنوان    

 نبــوده و هيچگــاه Gold standardبــه عنــوان يــك روش 
نمي باشد؛ زيرا با توجه     % 100داراي حساسيت و ويژگي     

به اينكه مايكوپلاسماها به دليل فقدان ديـواره سـلولي در           
توانـد بـه      برابر شرايط محيطي حساسند، نتيجه كشت مي      

توانـد حتـي       مـي  PCRطور كاذب منفي شود، در حالي كه        
DNAهاي مرده را نيز شناسايي كند  باكتري.  

 و همكارانش در    Hornدر ساير مطالعات مانند مطالعه      
 و همكارانش در سال     Luki و نيز    )44( در آلمان  1996سال  
 كه كـشت    PCR، نتايج مثبت حاصل از      )45( در كانادا  1998

ها منفي بود به عنوان مثبت كاذب محسوب نگرديد؛ لذا            آن
رد فوق، در مطالعه حاضر حساسيت و       با لحاظ كردن موا   

 در برابر روش كشت براي شناسـايي        PCRويژگي روش   
 و  9/98 و   9/88مايكوپلاسما هومينيس بـه ترتيـب برابـر         
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آليتيكوم به ترتيب برابر      آپلاسما اوره   براي شناسايي اوره  
 جهـــت PCRلـــذا روش .  بـــه دســـت آمـــد7/97 و 8/95

ي ويژگي بالاتر تر و دارا  شناسايي اين دو باكتري حساس    
گـردد؛ نتـايج حاصـل از     نسبت به روش كشت گزارش مي 

  )47و46(.كند ساير مطالعات نيز اين امر را تاييد مي
ــورد از نمونـــه    ــق حاضـــر در دو مـ  هـــا، در تحقيـ

ــه   ــورد از نمون ــومينيس و در ســه م ــا، مايكوپلاســما ه  ه
ــا اســتفاده از روش كــشت   آپلاســما اوره اوره آليتيكــوم ب

اين امر، احتمالاً ناشـي    .  منفي بود  PCRوش  مثبت، اما با ر   
ها و يا به واسطه وجود مهـار    اين باكتري  DNAاز تجزيه   

 Taqهاي آنزيم  مانند مهار كننده (PCRهاي واكنش  كننده

polymerase(در ســاير  . هــاي بــاليني باشــد   در نمونــه
 )49و48،  44(.مطالعات نيز نتايج مشابهي به دست آمده اسـت        

Petrikkosــ ــال  و همكــ ــان در ســ  2007ارانش در يونــ
 را در برابـر كـشت بـه    PCR حـساسيت و ويژگـي روش  

بـراي مايكوپلاسـما هــومينيس و   % 8/98و % 8/62ترتيـب  
آليتيكوم گـزارش     آپلاسما اوره   براي اوره % 8/93و  % 4/92

  . باشد هاي مطالعه حاضر مي  كه نزديك به يافته)50(كردند
وپلاسـماها  لازم به ذكر است كه تـشخيص كلنـي مايك         

نياز به مهارت و تجربـه كـافي دارد و يـك فرآينـد نـسبتاً                
باشـد؛ در حـالي كـه روش          مـي ) در حد چنـد روز    (طولاني

PCR              ًداراي حساسيت بالا بـوده و در طـي زمـان نـسبتا 
 بـاكتري را    DNAتوانـد     مـي ) در حد چند سـاعت    (كوتاهي

  .حتي اگر باكتري مرده باشد، شناسايي كند
ــزارش ــا حــاك برخــي گ ــه حــضور  ه ي از آن اســت ك

توانـد    آپلاسماها در مـايع منـي مـي         مايكوپلاسماها و اوره  
ــم،      ــر حج ــي ب ــأثيرات منف ــاد ت ــبب ايج ــرك، pHس ، تح

؛ )11-15(ها گـردد    مورفولوژي، تعداد و قابليت حياتي اسپرم     
در حالي كه برخي از محققان هيچ گونـه ارتبـاطي را بـين              

تغييـرات در   ها در مايع منـي و ايجـاد           حضور اين باكتري  
  .)52و51، 19، 5، 4(پارامترهاي اسپرم نيافته اند

در تحقيق حاضر به دليـل ملاحظـات اخلاقـي، مقـدور            
مـايع منـي    هاي    نبود كه از مردان سالم و بارور نيز نمونه        

اخذ شود و با استفاده از گروه كنترل، مطالعه به صـورت     
case/control       ين  درآيد؛ بنابراين، نمي توان صرفاً وجود ا

ها را دليل اصلي ناباروري در افراد مورد مطالعـه            باكتري
هــا را بــر  دانــسته و بــا تكيــه بــر آن، تــأثير ايــن بــاكتري

ميــانگين ي  هامــا در مقايــس. پارامترهــاي اســپرم ســنجيد
دار   معني يك اختلاف    pHمتغيرهاي اين مطالعه، در متغير      

هـردو بـاكتري    "يافت شد؛ به اين معني كـه در دو گـروه            
، ميـزان   "آليتيكوم مثبـت    آپلاسما اوره   فقط اوره " و   "بتمث

pH      تـر و     ، پـايين  "هـردو بـاكتري منفـي     " نسبت به گـروه
در ). =031/0pو =p  006/0بـه ترتيـب،   (تـر بـود    اسـيدي 
كه توسط وانگ و همكـارانش در كـشور چـين           اي    مطالعه

 نـسبت بـه افـراد       pH، در افراد آلوده، ميـزان       )5(انجام شد 
؛ كه از اين لحـاظ تـا حـدي بـا            )>05/0p(ر بود ت  منفي پايين 

  .يافته تحقيق حاضر، مشابهت دارد
در مطالعه حاضـر، بـين محـدوده سـني افـراد مـورد              

، ارتبــاط PCRمطالعــه و نتيجــه حاصــل ازكــشت يــا     
 43 تـا    34داري يافت نشد؛ اما افراد با محدوده سني           معني

سني، آلودگي بيشتري بـه     هاي    سال نسبت به ساير گروه    
 و Golshaniهــا داشــتند؛ نتــايج مطالعــه     يــن بــاكتري ا

همكارانش، بالاترين ميزان آلودگي را در بين افـراد داراي         
  )37(.دهد  سال نشان مي30 تا 20محدوده سني 

داري بـين   در تحقيق حاضر هـيچ گونـه ارتبـاط معنـي      
 و  (Leukocytospermia)ها در مايع مني       وجود لوكوسيت 

 يافــت نــشد؛ در ســاير PCRنتيجــه حاصــل از كــشت يــا 
 )54و53، 37(.مطالعات نيز نتايج مشابهي حاصل شـده اسـت  

Xu    اند كـه عفونـت تناسـلي بـا            و همكارانش گزارش كرده
آليتيكــوم ســبب كــاهش قــدرت تحــرك  آپلاســما اوره اوره

ــي ــاط  )55(.شــود اســپرم م ــك ارتب ــه حاضــر، ي  در مطالع
 داري در مورد قدرت تحرك اسپرم، فقط در بـين دو            معني

هر " و گروه "آليتيكوم مثبت آپلاسما اوره فقط اوره"گروه 
 ؛ به اين معني كه =p) 032/0 ( يافت شد"دو باكتري مثبت

هـر دو بـاكتري     "ميانگين قدرت تحرك اسـپرم در گـروه         
  .تر بود  پايين"مثبت

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
18

 ]
 

                            10 / 15

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-1524-en.html


  رانو همكامحمدحسين احمدي    در جداسازيPCRمقايسه دو روش كشت و 

  25   مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران  1389 مهر ماه   / 76شماره /  دورة هفدهم

هـــاي متنـــاقض در مـــورد تـــأثيرات  علـــت گـــزارش
توانـد   مايكوپلاسماهاي تناسلي بر پارامترهاي اسپرم، مي     

نحوه انتخـاب بيمـاران، تعـداد       : به واسطه عواملي همچون   
تشخيـصي  هاي    مورد مطالعه، استفاده از روش    هاي    نمونه

 ميـزان و    هـا،   متفاوت، تفاوت در توزيع جغرافيايي جمعيت     
تناسلي و  -شدت كلونيزاسيون باكتري در مجاري ادراري     

  .دخالت فاكتورهاي ژنتيكي باشد
ن تحقيق، درصد نـسبتاً بـالايي       هاي اي   با توجه به يافته   

چنانكـه  . انـد   از مردان نابارور بـه ايـن دو بـاكتري آلـوده           
آپلاسـماها در     اشاره شد، حضور مايكوپلاسـماها و اوره      

ــاري ادراري ــاليني   -مج ــت ب ــدون علام ــب ب ــلي، اغل تناس
ها از جمله     باشد؛ با نظر به عواقب خطرناك اين عفونت         مي

PID ــالگري ميكرو ــاروري، غرب ــردان    و ناب ــراي م ــي ب ب
ها به خـصوص در سـنين جـواني،           نابارور و همسران آن   

توانـد بـه عنـوان بخـش          امري اجتناب ناپذير بـوده و مـي       
هـاي منتقلـه از راه تمـاس          كنترل بيماري "مهمي از برنامه    

  . به شمار آيد"جنسي
مني،  همچنين با توجه به اينكه وجود لوكوسيت در مايع        

ــيش    ــراي پ ــادي ب ــل اعتم ــتشــاخص قاب ــي عفون ــاي  بين ه
هـاي     كه غربـالگري   مايكوپلاسمايي نمي باشد؛ لذا لازم است     

ميكروبي براي همه مردان نابارور به عنوان تست روتين در      
ها در مايع مني، انجام پذيرد و در  حضور يا غياب لوكوسيت

 درمـان زوجـين بـه       هـا،   صورت آلوده بودن به اين بـاكتري      
  .صورت همزمان با هم صورت گيرد

تر و     اين امر، هرچند كه روش كشت روشي ارزان         در
باشد، امـا بـه دليـل حـساس بـودن و              تر مي   قابل دسترس 

تواند داراي نتايج      مي ها،   بودن مايكوپلاسما  "سخت رشد "
منفي كاذب باشد و همچنين يك روش نسبتاً طولاني بوده          
و درحد چند روز زمان لازم است تا نتيجـه آن مـشخص             

تـر و     ، يـك روش حـساس     PCRوش  در حالي كـه ر    . گردد
توانـد بـر خـلاف        تر و داراي ويژگي بالا بوده و مي         سريع

ــي   ــشت، حت ــاكتريDNAروش ك ــز     ب ــرده را ني ــاي م ه
  .شناسايي كند

  

  تقدير و تشكر
ــدين ــود را از    ب ــدرداني خ ــشكر و ق ــت ت ــيله نهاي وس

خصوص معاونـت  ه  ب،  مسئولين محترم پژوهشكده رويان   
ــان آز  ــين كاركن ــشي و همچن ــين آن  پژوه ــشگاه روت ماي

، پژوهشكده كه ما را در راه انجام اين تحقيق ياري دادنـد           
  .داريم  مياعلام
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Abstract 
Background: Infection due to genital Mycoplasmas such as Mycoplasma hominis (M.hominis) and 

Ureaplasma urealyticum (U.urealyticum) may have harmful effects on the reproductive health of men and 
may lead to male infertility. This study was performed to compare culture with PCR method for detection 
of these bacteria in infertile men who referred to the Royan Institute. 

Methods: In this descriptive-analytic, cross-sectional study semen samples were collected from 220 
infertile men and divided to 3 sections: first section was used for semen analysis, second section was 
inoculated into PPLO broth transport media and passed through 0.45µm pore-size filters, then filtrates 
were inoculated into specific PPLO broth and agar media and incubated at 37˚C under elevated CO2 
atmosphere and the third section was used for PCR in which U4 and U5 primers were used for 
amplification of Urease gene of U. urealyticum and RNAH1 and RNAH2 for amplification of 16S rRNA gene 
of M. hominis. The results were analyzed with SPSS  V.16 software.  For data analysis ANOVA, Post Hoc, 
Crosstabs, Chi square and Mc Nemar tests were used. 

Results: From a total of 220 semen samples tested, 3.2% were positive with culture and 4.1% with 
PCR method for only M. hominis; meanwhile 27.7% were positive with culture and 29.1% with PCR for 
only U. urealyticum. Also 5% of the samples in culture and 11.4% in PCR method were positive for both 
of the bacteria; evaluation of semen parameters showed that in both culture and PCR methods, pH was 
lower in the two groups of “only U. urealyticum positive” and “positive for both bacteria” as compared to 
the group “negative for both  bacteria” (p=0.006 and p=0.000 respectively for culture and PCR) and the 
mean of sperm motility was lower in group “positive for both bacteria” than the group “only U. 
urealyticum positive” in two methods: p=0.032(culture), p=0.009(PCR).   

Conclusion: Results of this study showed that higher percentage of infertile men are infected with 
these bacteria which may lead to infertility; thus, isolation of these bacteria in infertile men with no 
clinical symptoms is necessary. PCR as compared to culture is a more sensitive, quick, specific and fast 
method. 

 
Keywords: 1) Mycoplasma hominis      2) Ureaplasma urealyticum    3) Infertile men   
                    4) Semen culture                   5) Semen PCR 
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