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Introduction: Mycoplasma are from cell culture the main polluters. Mycoplasma hominis 
is one of the most important human mycoplasmas are associated with infections of the 
genitourinary system in women and men. The aim of this study compare methods of 
detection of mycoplasma contamination in the genital secretions of men and women 
referring to infertility center is Kerman. 
Materials and Methods: This descriptive cross-sectional study was performed on 100 
women and 100 infertile men referred to Kerman Infertility Center during 6 months. 
Samples that were sent to the laboratory in the PPLO Broth filter 0.45 micrometers were 
passed and in accordance with the instructions, they were cultured in PPLO solid liquid 
and solid media and stored at 37 ° C,  Co2 incubator. After the extraction of DNA by 
using PCR method and especial primers, the species and genus of Mycoplasma hominis 
were determined and studied. 
Findings: Of the 200 samples examined by culture method, 17.5% of mycoplasma 
colonies were positive and using biochemical tests were mycoplasma hominis 6%. By 
PCR method, 44% of samples were infected with mycoplasma and 16.5% contaminated 
they were mycoplasma hominis. 
Discussion & Conclusion: The results of this study show that PCR is a sensitive and rapid 
method for detecting Mycoplasma huminis in infertile women and men. 
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  هاي  در تشخيص آلودگي PCRهاي بيوشيميايي و  تست اي مقايسهبررسي 
  مايكوپلاسمايي ترشحات دستگاه تناسلي زنان و مردان نابارور

  
  

  10/10/96:پذيرش تاريخ؛ 29/8/95:مقاله دريافت تاريخ

يكـي از   مايكوپلاسـما هـومينيس  . شـوند  كنندگان اصلي كشت سلولي محسوب مي آلوده ترين مهممايكوپلاسماها از  :مقدمه
هـاي مختلـف در دسـتگاه ادراري تناسـلي زنـان و مـردان        مايكوپلاسماهاي انساني است كه در ارتباط با عفونت ترين مهم
هاي مايكوپلاسـمايي ترشـحات دسـتگاه تناسـلي زنـان و       هاي تشخيص آلودگي هدف از اين مطالعه مقايسه روش. باشد مي

  .باشد كننده به مركز ناباروري كرمان مي مردان نابارور مراجعه
كننده به مركز ناباروري  مرد نابارور مراجعه 100زن و  100مقطعي بر روي  -توصيفي صورت بهاين مطالعه  :ها مواد و روش

 45/0بـه آزمايشـگاه ارسـال شـدند از فيلترهـاي       PPLO Brothهايي كه در محيط  نمونه. ماه انجام گرديد 6كرمان در طي 
 گـراد  سانتيدرجه  37كشت و در دماي  PPLOاي اختصاصي مايع و جامد ه در محيط ،ميكرومتر عبور و طبق دستورالعمل

و به كمك پرايمرهاي  PCRبا استفاده از روش  DNAپس از استخراج . نگهداري شدند دار Co2و در مجاورت انكوباتور 
  .قرار گرفت موردبررسي مايكوپلاسما هومينيساختصاصي جنس مايكوپلاسما و گونه 

درصد كلني مايكوپلاسما مثبت و بـا اسـتفاده از    5/17با روش كشت  شده بررسينمونه  200از مجموع  :هاي پژوهش يافته
آلـوده بـه جـنس     هـا نمونـه  درصـد  PCR 44بودنـد و بـا روش    مايكوپلاسـما هـومينيس  درصـد   6هاي بيوشيميايي  تست

  .بودند مايكوپلاسما هومينيسدرصد آلوده به گونه  5/16مايكوپلاسما و 
يـك روش حسـاس و سـريع بـراي تشـخيص       PCRدهـد كـه    نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مـي  :گيري نتيجهبحث و 

  .هاي زنان و مردان نابارور است در نمونه مايكوپلاسما هومينيس
  

  ناباروري ،اي چندگانه واكنش زنجيره ،دستگاه ادراري تناسلي ،مايكوپلاسما هومينيس :كليدي كلمات
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  مقدمه
مايكوپلاســــماها عضــــو خــــانواده مايكوپلاسماتاســــه و از 

و  هايي هستند كه فاقـد ديـواره سـلولي بـوده     ارگانيسم ترين كوچك
فقدان ديواره سلولي  يلبه دلباكتري اين . باشند داراي زندگي آزاد مي

دمـا و سـاير عوامـل     ،خشـكي  ، pHدر برابر شرايط محيطي از قبيل 
هـاي   بـوده و نيازمنـد مكمـل    سخت رشـد بسيار حساس و  ،مهاري

هاي  ها توانايي رشد در محيط اين باكتري .باشد غذايي مخصوص مي
كشت معمولي را ندارند و بنابراين ممكن است بـاكتري در مراحـل   

انـدازه  . گيري و يا در حين انجام مراحل كشت از دست بـرود  نمونه
 PCRاسـت ولـي روش    بـاز  كيلو 2200تا  600ها  كتريژنوم اين با

 نسـبتاً تواند در طي زمـان   سريع و داراي حساسيت بالايي بوده و مي
بـاكتري را حتـي اگـر بـاكتري      DNA) در حد چند ساعت(كوتاهي 

تـرين   و شـايع  ترين مهماز مايكوپلاسماها . شناسايي كند ،مرده باشد
ــوده ــي    آل ــوب م ــلولي محس ــت س ــلي كش ــدگان اص ــوند كنن  1و2.ش

مايكوپلاسـماهاي انسـاني    تـرين  مهميكي از  مايكوپلاسما هومينيس
است كه بيشتر ساكن غشاهاي مخـاطي دسـتگاه تنفسـي و دسـتگاه     

اين باكتري انتقال جنسي دارد و در ارتباط با . ادراري تناسلي هستند
باشد  مي وزنانتگاه ادراري تناسلي مردان هاي مختلف در دس عفونت

 40تـا   20درصد و در زنان  20تا  10در مردان  و شيوع اين باكتري
 از تـر  پـائين  كمى مردان در تناسلى كلونيزاسيون ميزان. استدرصد 

 5 تـا 1 از تـوان مـي  را هـومينيس  مايكوپلاسـما همچنين  .است زنان
 بـدون  زنان از درصد 70 تا 30 و باليني علائم بدون مردان از درصد
 و يافتـه  افـزايش  درصد 20 تا ميزان اين. شناسايي نمود باليني علائم
 هـاي بيمـاري  هـاي كلينيك به كه وزناني مردان از درصد 90 از بيش

مايكوپلاسـما   5-3.هستند آلوده باكتري اين با كنندمي مراجعه مقاربتي
سندرم تنفسـي مـزمن و مننژيـت نـوزادان      ،باعث پنوموني هومينيس

تب پـس از   ،همچنين اين باكتري باعث تب پس از زايمان. گردد مي
واژينــوز  ،تكــراري شــونده خــود خودبــه جنــين ســقط ،جنــين ســقط

پيلونفريت و پروستاتيت  ،اندومتريت ،بيماري التهابي لگن ،باكتريايي
 ها اسپرم مياني بخش و دم به سر، بااتصال تواند يمهمچنين . شودمي
 حركـت بـي  موجـب  ،)خود يازموردن كسب استروئيدهاي منظور به( 

 علائم بدون عفونت. گردد نيز آنها درون به نفوذ حتي و شدن اسپرم
 غـدد  عملكـرد  سـوء  موجـب  توانـد مي از مايكوپلاسما ناشي باليني

 مجـراي  و يـا  مني مايع در باكتري اين حضور. گردد جنسي ضميمه
 و افـت  رحمـي سـبب   خـارج  لقاح فرآيند در تواندمي زنان تناسلي
دهد كه با توجـه   مطالعات نشان مي 6و7و8 .شود حاملگي ميزان كاهش

 ،هـاي مختلـف   هاي بالقوه مايكوپلاسماها در ايجاد بيماري به توانايي
هنوز تشخيص اين باكتري در مراكز آزمايشگاهي كشور با مشكلات 

هاي معدودي در خصوص ميـزان   فراواني همراه است و تنها گزارش
هاي مختلفـي بـراي    در حال حاضر روش 9و10 .شيوع آن وجود دارد

تكنيـك   ازجملـه رود  شناسايي و تشخيص مايكوپلاسماها به كار مي
ــلولي  ــت س ــانگر كش ــاي ايم روش ،نش ــوژيكيه ــت ،نول ــاي  تس ه

 DNAآميــزي  رنــگ ،غربــالگري آدنــوزين فســفوريلاز ،بيوشــيميايي
ــوروكروم هــاي بارنــگ ــزا و  ،فل ــي PCRالاي ــه باشــند  م  ازلحــاظك

هـا و   قابليـت اعتمـاد و سـرعت عمـل تفـاوت      ،ويژگـي  ،حساسيت
يـك روش مولكـولي    عنـوان  بـه   11PCRو12و13 .دارند باهماختلافاتي 

هـا   تشخيصي كارآمد در مقايسه با كشت در تشـخيص ايـن بـاكتري   
 8به زماني در حدود  مايكوپلاسما هومينيسبراي كشت .مطرح است

سـاعت عامـل    4در مدت كمتر از  PCRهفته نياز است اما با روش 
همچنــين عــدم رشــد بــا تغييــر . باشــد مــي تشــخيص قابــلعفونــت 
اين بـاكتري يكـي از دلايـل مهـم      دركشت مؤثرفاكتور  ترين كوچك

يك   PCR.است PCRهاي مولكولي تشخيصي نظير  استفاده از روش
و سريع و داراي ويژگي بالا بـوده و نيـز     حساس ،دقيق ،روش آسان

هاي مرده را نيـز   باكتري DNAحتي  ،روش كشت برخلافتواند  مي
 فاقـد  نابـارور  در مـردان  هـا باكتري اين شناسايي 15و16.شناسايي كند

 عنـوان  بـه  توانـد مـي  بالايي برخوردار بوده و اهميت از باليني علائم
 جنسـي  تماس راه از منتقله هايبيماري كنترل برنامه از مهمي خشب
)STD(  هــاي كشــت از ايــن مطالعــه مقايســه روش هــدف .باشــد، 

هـــاي  در تشـــخيص آلـــودگي PCRهـــاي بيوشـــيميايي و  تســـت
لي زنـان و مـردان نابـارور    در ترشحات دستگاه تناس ييمايكوپلاسما

  .استكننده به مركز ناباروري كرمان  مراجعه
  

  ها مواد و روش
هاي متعددي براي شناسايي و تشخيص اين ارگانيسـم بـه    روش
يـك محـيط    نخستين اقدام براي جداسازي باكتري تهيه. رود كار مي

. اسـت اها مايكوپلاسـم كشت مناسب و استاندارد اختصاصـي بـراي   



 دستگاه تناسلي زنان و مردان نابارورمايكوپلاسمايي ترشحات  هاي در تشخيص آلودگي PCRهاي بيوشيميايي و  اي تست بررسي مقايسه     174

   180 تا 171؛3، شماره 7دوره ؛ 1397 تابستان نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

 عمـدتاً هاي مايكوپلاسـما   گونهمعمول جهت تشخيص  هاي يشآزما
ــه روش ــر پاي ــد تســت ب ــيك مانن ــاي كلاس ــيميا ه ــاي بيوش ي و يه

ها گرچـه   اين روش .بوده استايمونوفلورسنت استوار  هاي يشآزما
هاي مثبت كـاذب همـراه    باشند اما ممكن است با واكنشسودمند مي

هـاي اخيـر   تـر در سـال   هـاي دقيـق   اسـتفاده از روش  يجـه درنت باشد
چـون مايكوپلاسـماها    .اسـت  PCRاست كه يكي از آنها  شده مطرح

هـاي مغـذي جهـت     هاي سخت رشدي هستند بايد محـيط  ارگانيسم
كه به  است PPLOكشت آنها بكار رود، بهترين محيط كشت محيط 

هاي بيوشـيميايي نيـز     تست  1.شود مي شكل براث و آگار استفادهدو 
هيـدروليز آرژنـين و فعاليـت     ،هيـدروليز اوره  ،تخمير گلوكز بر پايه

هـا در محـيط كشـت توانـايي      بـاكتري  يطوركل به .باشند فسفاتاز مي
كـه مصـرف قنـد     رادارندمصرف قند به روش تخمير در غياب هوا 

 شـود  همراه با توليد اسيد است كه باعث تغيير رنگ محيط كشت مي
  14 .و تغيير رنگ نشانه مثبت بودن تست است

  
  آوري نمونه و جداسازيجمع

 و مطالعـات قبلـي   اسـاس  بـر مقطعي،  -در اين مطالعه توصيفي
 خطـاي  و n=z2P(1-P)/d2فرمـول  از اسـتفاده  بـا  %95 اطمينـان  سطح

مرد نابارور كه بـه مركـز نابـاروري     100زن و  100 ،05/0 قبول قابل
مراجعه كرده و با انجام معاينات و  1393ماهه اول سال  6كرمان در 
نابـاروري آنهـا توسـط پزشـكان متخصـص       ،تخصصي هاي آزمايش
هاي باليني از  نمونه. ندگرديد ،شناساييشده بود تائيدباروري مركز نا

زن نابارور توسط ماما گرفته شد و بلافاصله در  100سوآپ واژينال 
كامـل حـل شـدند و     طـور  به PBSمولار  لوله حاوي يك و نيم ميلي

مني با معيارهاي غيرطبيعي تست اسـپرموگرام   نمونه مايع  100تعداد 
ن بر اساس استانداردهاي سازمان بهداشت جهاني، مربـوط بـه مـردا   

و  قرارگرفتـه هـاي اسـتريل    نابارور اخـذ شـدند و در داخـل ظـرف    
تلقـيح شـده و بلافاصـله بـه      PPLO Brothها به محيط كشت  نمونه

تـا زمـان     PCR انجـام تسـت   منظور بهآزمايشگاه منتقل شدند و نيز 
پس  .درجه سانتيگراد نگهداري شدند -20در دماي  DNAاستخراج 
 37در  ،به آزمايشگاه PPLO Broth ي حاوي محيطهانمونهاز انتقال 

درصد رطوبت به  5و  Co2درصد گاز  5درجه سانتيگراد، در حضور 
هـاي  تمـامي محـيط  سپس  .ندشد يگرمخانه گذارساعت  24مدت 

PPLO Broth ،كه ايـن عمـل توسـط     گشتهفيلتراسيون  حاوي نمونه
هايي با قطـر  كه داراي روزنهPVDF فيلترهاي مخصوص سرسرنگي 

به اين صـورت كـه بـا اسـتفاده از     . گرديد ميكرومتراند، انجام 45/0
را  شـده  دادهليتر از محلول بـراث كشـت   ميلي 2هاي استريل، سرنگ

 آرامـي  بهو با فشار كم و  قرار دادهدر دهانه فيلتر  را برداشته، سرنگ
است ) =PPLO Broth )8-6/7pHكه  محلول وارد محيط كشت دوم

 5درجـه سـانتيگراد، در حضـور     37در س ايـن محـيط   پس ـ. گرديد
گرمخانـه  روز  5-3درصـد رطوبـت بـه مـدت      5و  Co2درصد گاز 

ــذاري ــه  شــدند گ ــر ازنظــرو روزان ــدورت  ر تغيي ــگ و ايجــاد ك ن
رد  ايـن محـيط بـه دليـل دارا بـودن فنـل       .قرار گرفتنـد  موردبررسي
تغييـر رنـگ داده و بـه     ياست كه در صورت رشد بـاكتر  قرمزرنگ

علاوه بر اين ايجاد كدورت دال بر رشـد   ،شودييل مرنگ زرد متما
پس از گذشـت زمـان لازم تغييـر رنـگ يـا      . در محيط است يباكتر

سـاعت،   48تـا   24ايجاد كدورت مشاهده و ثبت گرديـد و پـس از   
 PPLOمحـيط   يرو مـايع   يهـا  از محـيط  هركدامليتر از يميل 2/0

Agar  انكوبـاتور ، بـه  شده دادهمايكوپلاسما در پليت كشت  Co2 دار
روز انكوبــه  21 درجــه سـانتيگراد بــه مــدت  37 يمنتقـل و در دمــا 

هـر روز بـا ميكروسـكوپ     PPLO Agarكشت  يها محيط. گرديدند
مخصوص هاي  كلنيرشد و تشكيل  ازنظر 40×يو با بزرگنماي ينور

چنانچه تغيير رنگ يا ايجـاد كـدورت در   . ندقرار گرفت يتحت بررس
ي باشد بايـد در  يناشي از آلودگي مايكوپلاسما PPLO Brothمحيط 

شـبيه بـه   كلنـي   ايجاد. مخصوص تشكيل گرددكلني محيط آگار نيز 
ــم ــه   تخ ــما در نمون ــور مايكوپلاس ــرو، حض ــرغ نيم ــا م ــ ه   ي تلق

  .دوشمي
  

  ها تست بيوشيميايي نمونه
 30 ليتـر آرژنـين   ميلـي  25/4، تست هيدروليز آرژنينبراي انجام 

و افزوده  pH 3/7ا ب  PPLO Broth ليتر محيط ميلي 128به  را درصد
در  مايكوپلاسماتقسيم شدند كه ليتر، ميلي 10 يها لولهبه  اين محيط

 25-48بـه مـدت    Co2 و تحت شرايط هوازي و داده شدكشت  هاآن
تسـت تخميـر    در .انكوباسيون شدنددرجه سانتيگراد  37ساعت در 

 pH 3/7بـا  رد  حـاوي فنـل   PPLO Brothمحيط پايـه همـان   گلوكز 
 5ليتـر گلـوكز    ميلـي  6/1ليتـر از محـيط فـوق     ميلي 128به  .باشد مي
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 طور بهسي  سي 10دار به مقدار  پيچ و در لوله درگرديد اضافه  درصد
  . شداستريل تقسيم 

 افزوده زكقطره به لوله محتوي گلو 5تا  2 از كشت مايكوپلاسما
 24-72بـه مـدت    Co2 و همراه يك لوله كنترل در محيط هـوازي و 

در هيـدروليز اوره   .انكوباسيون شدنددرجه سانتيگراد  37ساعت در 
بـه   .باشد مي pH 3/7با رد  حاوي فنلPPLO Broth  محيط پايه همان

و در لولـه  گرديـد  اضافه  گرم اوره 5/1 ليتر از محيط فوق ميلي 128
از كشـت  . شـد استريل تقسيم  طور بهسي سي 10مقدار دار به پيچ در

و همـراه يـك    اوره افزودهقطره به لوله محتواي  5تا  2مايكوپلاسما 
 37 در سـاعت  24-72به مـدت   Co2 كنترل در محيط هوازي و لوله

بـه  جهت انجام تسـت فسـفاتاز    .انكوباسيون شدنددرجه سانتيگراد 
نـل فتـالئين اضـافه    دي فسـفات ف درصـد   PPLO Agar 01/0 محيط
در  روز 7و به مـدت  داده شد و مايكوپلاسما روي آن كشت  گرديد

پـس از رشـد سـطح     داري شد،درجه سانتيگراد نگه 37 انكوباسيون
رنـگ قرمـز    ثانيـه  30بعـد از   گرديـد و غشته آنرمال  5با سود  آگار

  .تست مثبت است دهنده نشانها كلني صورتي در نقاط رشد
  

  مولكولي يها شيآزما
هاي هدف و تعيين تـوالي پرايمرهـا    تشخيص ژن PCR درروش

 16s rRNAدر باكتري از اهميت خاصـي برخـوردار اسـت و از ژن    
جهـت رديـابي جـنس مايكوپلاسـما و گونـه       ،الگـو   DNAبعنـوان  

 تـر يل كرويم 100مقدار  17و18 .شود استفاده مي مايكوپلاسما هومينيس
منتقل كرده و به مدت  بويت كرويمها را به درون  از هر يك از نمونه

پس از تخليـه مـايع   . سانترفيوژ گرديد rpm 1300دقيقه در دور  10
 منظور به. نگهداري شد DNAرويي رسوب باقيمانده براي استخراج 

باكتري از كيت تخليص مربوط به شـركت سـيناژن    DNAاستخراج 
)Cinna Pure-DNA (دستورالعمل شـركت سـازنده اسـتفاده     و طبق

ابتدا به منظـور تشـخيص جـنس و گونـه مايكوپلاسـماهاي       .گرديد
 .استفاده گرديـد  1اختصاصي مطابق جدول كننده از پرايمرهاي  آلوده

DNA  ــاكتري ــه اســتاندارد ب ، )PG21( مايكوپلاســما هــومينيسنمون
 عنـوان  بـه بار تقطير اسـتريل،   كنترل مثبت و از آب مقطر دو عنوان به

  .گرديد كنترل منفي استفاده
قـرار  ) Bio-Rad, USA(اين مخلـوط در دسـتگاه ترموسـايكلر    

بـه   مـوردنظر هـاي   به منظـور تكثيـر ژن   PCRگرفت و برنامه دمايي 
از ژل  PCRبراي بررسي محصولات . باشد مي 2ترتيب طبق جدول 

برومايـد اسـتفاده     اتيـديوم  لهيوس ـ بـه آميـزي   درصد و رنگ 1آگارز 
كـه  ) Bio-Rad, USA(سپس ژل در دستگاه ترانس لوميناتور . گرديد

  . كند موردبررسي قرار گرفت از خود نورماوراء بنفش ساطع مي

  
  PCRبه روش  مايكوپلاسما هومينيسدر تشخيص  مورداستفادههاي نوكلئوتيدي و آغازگرهاي  توالي :1جدول
  پرايمرنام   فژن هد (’to 3 ’5) توالي پرايمر (bp)اندازه باند
163 F: 5/-GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT-3  

R: 5/-TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3/  16s rRNA GSO 
MGSO 

344 F: 5/-CAATGGCTAATGCCGGATACGC-3/  
R:5/-GGTACCGTCAGTCTGCAAT-3/ 16s rRNA RNAH1 

RNAH2 
  

  
  

  هومينيسمايكوپلاسما جنس و گونه  PCRبرنامه تنظيم درجه حرارت و زمان براي انجام مراحل  :2جدول
 مرحله واسرشت اوليه واسرشت اتصال گسترش اوليه گسترش نهايي

C72 C70 C55 C94 C94 دما 

  زمان 6 1 1 1  7
  چرخه 1 33 1
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و  (version 19)نسـخه   SPSSافزار هاي آماري با نرمدادهسپس 
 وتحليـل  يـه تجزهـاي آمـاري توصـيفي مـورد     با اسـتفاده از آزمـون  

  .قرارگرفت
  

  ها يافته
در (هاي كشت  از روش مايكوپلاسما هومينيسجهت جداسازي 

هـاي   نمونـه  PCRتسـت بيوشـيميايي و    ،)محيط مايع و روي آگـار 
هـاي   منظـور از كشـت مثبـت مشـاهده كلنـي      .اصلي استفاده گرديد

مرغي شكل بر روي محيط كشت اسـت كـه بـا ميكروسـكوپ      تخم
در  موردنظرهاي  نمونه. هستند مشاهده قابلنوري روي محيط كشت 

تغيير  در آنها هايي كه نمونه و كشت داده شدند Broth PPLOمحيط 
. ندمنتقل گرديد PPLO Agarرنگ يا كدورت مشاهده شد به محيط 

نمونـه   35پـس از پاسـاژهاي متـوالي در     موردبررسينمونه  200از 
مرغ نيمرو مختص مايكوپلاسـما روي   هاي تخم كلني) درصد 5/17(

  ). 1شكل (مثبت بودند  PPLO Agarمحيط 

تست بيوشيميايي انجـام   ،هايي كه كشت آنها مثبت شد از نمونه
را نشـان   PCRنتـايج كشـت و تسـت بيوشـيميايي و      3شد، جدول 

  .دهد مي
هـا   از نمونه) درصد 6(مورد  12اي بيوشيميايي ه بر اساس تست

نسبت  مايكوپلاسما هومينيسمثبت بودند كه  مايكوپلاسما هومينيس
به هيدروليز اوره منفي شد كه هيچكـدام توانـايي هيـدروليز اوره را    

. در تست آرژينين مثبت گزارش شد مايكوپلاسما هومينيس. نداشتند
منفـي شـد و تسـت     نيسمايكوپلاسـما هـومي   ازنظر تخميـر گلـوكز  
  . فسفاتاز نيز منفي بود

هـاي مثبـت    به منظور جداسازي جنس مايكوپلاسما ابتدا نمونـه 
يـد شـدند و   تائجفـت بـاز در ژل آگـارز     163پس از مشاهده بانـد  

 ،مايكوپلاسـما هـومينيس  هاي جنس مثبت براي تعيـين گونـه    نمونه
باز بر روي   جفت 344و تشكيل باند  قرارگرفته PCRتحت واكنش 

بـود   هـومينيس  مايكوپلاسـما هاي مثبـت   گونه دهنده نشانژل آگارز 
   ).3و  2هاي  شكل(

  

  
  PPLO Agarبر روي محيط  شده مشاهدههاي  كلني) 40×(تصوير ميكروسكوپي  :1شكل 

  
  

  PCRنتايج كشت و تست بيوشيميايي و : 3جدول 
  گونه PCRنتايج  جنس PCRنتايج  تست بيوشيميايي گونه كلني مايكوپلاسما  رديف
  33  88 12 35  مثبت
  55  112 23 165  منفي
  88  200 35 200  جمع
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ي مثبـت   نمونـه  8جفـت بـاز در    163باندهاي  :با استفاده از آغازگر اختصاصي جنس مايكوپلاسما PCRتصوير ژل الكتروفورز محصول  :2شكل 

  .شود مشاهده مي
M: Marker 100bp; +: Positive Control; - : Negative Control, 1-8 suspected samples.  

  
  

  
 8در جفـت بـاز    344بانـدهاي   :مايكوپلاسـما هـومينيس  ي  با استفاده از آغازگر اختصاصـي گونـه   PCRتصوير ژل الكتروفورز محصول  :3شكل 
  .شود ي مثبت مشاهده مي نمونه

M: Marker 100bp; +: Positive Control. -: Negative Control. 1-8 positive Mycoplasma homenis samples.  
  

مـورد جـنس    45 اخذشـده نمونه كه از مـردان نابـارور    100از 
مورد آلـوده بـه گونـه     15د گرديد كه از اين تعدا يدتائمايكوپلاسما 

نمونـه كـه از زنـان نابـارور      100از  و .بودند مايكوپلاسما هومينيس
گرديد كه از ايـن تعـداد    يدتائمورد جنس مايكوپلاسما  43 اخذشده

 درمجمـوع . بودنـد  مايكوپلاسـما هـومينيس  مورد آلوده به گونه  18
/ 5(نفر  33آلوده به جنس مايكوپلاسما و ) درصد 44(نفر  88تعداد 

 ديگر يانب بهبودند  مايكوپلاسما هومينيسآلوده به باكتري ) درصد 16
كـه آلـودگي   زنـان   از درصـد  8/41ودرصـد از مـردان    5/33حدود 

 مايكوپلاسـما هـومينيس  شده بود به گونه  يدتائمايكوپلاسمايي آنها 
نمونـه   200توجه به نتايج حاصل از اين پـژوهش از  با . آلوده بودند

كشت مثبـت   ازنظرجنس مايكوپلاسما ) درصد 5/17(نمونه  35تنها 
جـنس  ) درصـد  44(نمونـه   PCR 88شدند اما بـا اسـتفاده از روش   

 مايكوپلاسما هومينيسگونه ) درصد 5/16(نمونه  33مايكوپلاسما و 
نمونـه   12 در هـاي بيوشـيميايي   مثبت شدند و بـا اسـتفاده از تسـت   

اين نتـايج  . مثبت شدند مايكوپلاسما هومينيسگونه ) درصد 28/34(
را در مقايسه با روش كشت و  PCR بالاي سرعتحساسيت بيشتر و 
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  .كند مي يدأيتهاي بيوشيميايي براي جداسازي اين باكتري  تست
  

  گيري بحث و نتيجه
عامـل   عنـوان  به خصوص اين باكتريدر نيز  هاي زيادي پژوهش

 عنوان بهو تاكنون در افراد نابارور  شده انجامپاتوژن در ايران و جهان 
مطالعـه  . اسـت  جداسازي و تعيين هويت شـده  زا يماريبيك عامل 

بـه   كننـده  مراجعـه بر روي نمونه اندوسـرويكس بيمـاران    شده انجام
ا استفاده از روش كشت به منظور شناسـايي  بيمارستان كوثر قزوين ب

اي  مطالعه  9 .قرار گرفت موردبررسيمايكوپلاسما هومينيس باكتري 
هاي واژينـال   عفونت مبتلابهكه بر روي بيماران دستگاه تناسلي زنان 

انجام شد نشـان    PCRدر بيمارستان امام خميني تهران با استفاده از 
آ ليتيكـوم   آ پلاسـما اوره  اوره ومايكوپلاسـما هـومينيس   دهد كـه  مي

 .اندكننده دستگاه تناسلي زنان مطرح بوده بعنوان عامل ميكروبي آلوده
دســتگاه  طلــب فرصــتپــاتوژن  مايكوپلاســما هــومينيسبــاكتري  14

ــي  ــلي م ــد ادراري تناس ــف در كشـ ـ و  باش ــات مختل ورهاي مطالع
مايكوپلاســما  هــاي ناشــي از  كــه عفونــتنشــان داده  يافتــه توســعه

در مطالعات  19 .دنتواند به ناباروري و نازايي منتهي شو مي هومينيس
در مقايسـه   PCRكه حساسيت روش  شده گزارشمختلف ديگر نيز 

با روش معمول كشت، بـراي جداسـازي مايكوپلاسـماهاي تناسـلي     
توان گفت نتايج حاصل از تحقيق حاضـر   بنابراين مي. باشدبالاتر مي

در رابطـه بـا حساسـيت روش     ذكرشدهصل از تحقيقات با نتايج حا
PCR هاي  با توجه به اينكه عفونت جهيدرنت. همخواني دارد ،و كشت

در دسـتگاه ادراري تناسـلي زنـان و     مايكوپلاسما هومينيسناشي از 
لـذا   ،شـود  از ايـن قبيـل مـي    هايي بيماريمردان منجر به ناباروري و 

شناسايي و تشخيص اين باكتري در افراد نابارور ضـروري بـه نظـر    
هـاي بيوشـيميايي بـه     هاي كشت و تسـت  استفاده از روش. رسد مي

نيـاز بـه مهـارت و     ،هايي از قبيل حساسـيت پـايين   دليل محدوديت
بر بودن فاقد معيارهاي يك روش مناسـب بـراي    تجربه زياد و هزينه

هاي مولكـولي   روش جهيدرنتاست  سمايكوپلاسما هومينيتشخيص 
تـر و بـا ويژگـي بـالا در      تر و سـريع  يك روش حساس ،PCRنظير 

 ـراينجـار پ در مطالعـه   20 .باشد هاي عفوني مي تشخيص بيماري و  هي
و كشـت   PCRهمكارانش كه جهت مقايسه دو روش آزمايشـگاهي  

حساسـيت   ،هاي مايع مني مردان نابارور صورت گرفـت  روي نمونه
 21 .نسبت به روش كشـت خيلـي بيشـتر سـنجيده شـد      PCRروش 

قـادر بـه تشـخيص گونـه     قطعـي   طـور  بههاي بيوشيميايي نيز  تست
هايي كه استفاده شد شـامل   نيستند زيرا تست هومينيس مايكوپلاسما

هيـدروليز آرژنـين و فعاليـت     ،تخميـر گلـوكز   ،تست هيدروليز اوره
 .يج مشـابه دارنـد  هـاي مايكوپلاسـما نتـا    فسفاتاز در بعضي از گونـه 

تسـت بيوشـيميايي    4بنابراين با توجه به اينكه در ايـن پـژوهش از   
هاي بيوشيميايي افتـراق دادن   استفاده گرديد بر اساس تست ذكرشده
هاي زيادي در اين خصـوص   پژوهش. پذير نيست ها امكان بقيه گونه

نسـبت بـه روش كشـت     PCRانجام شد كه در همه آنها حساسـيت  
  21و22 .بيشتر بوده است

تواند  داراي حساسيت و ويژگي بالاتري است و مي PCRروش 
آلودگي مايكوپلاسمايي را به ميزان بيشتري نسبت بـه روش كشـت   

تـر و   بسـيار سـريع   ،رديابي كند و از طرف ديگر نسـبت بـه كشـت   
هـاي   نمونـه  PCRتوان گفت كه آزمـايش   بنابراين مي ،تر است ارزان

بعنـوان روشـي جـايگزين بـراي      تـوان  را مي سازي غنياصلي بدون 
هـاي   كشت با توانايي بسيار بالا در ارائه آمار واقعي آلـودگي كشـت  

وثوقي و همكاران كـه  مطالعه  23 .پلاسما توصيه كردسلولي به مايكو
از ترشـحات دسـتگاه    مايكوپلاسـما هـومينيس  هدف جداسـازي   اب

نابارور در مركز ناباروري كرمان صورت گرفت  وزنانتناسلي مردان 
از حساسيت و ويژگـي بـالايي نسـبت بـه      PCRنشان داد كه روش 

 توانـد  يم ـ بالا سرعتروش كشت برخوردار است و به دليل دقت و 
در  بعنوان يك تست تشخيصي مناسـب در مركـز نابـاروري كرمـان    

وطني و همكاران  24 .خصوص آزمايش مردان نابارور بكار برده شود
 بـه  مبـتلا بررسي آلودگي بـا مايكوپلاسـماهاي تناسـلي در زنـان     به 

هـاي   واژينوز باكتريايي پرداختند و نتايج حاصـل از كشـت بـاكتري   
مايكوپلاسـما   ،مايكوپلاسـما هـومينيس   ،آ ليتيكـوم  آ پلاسما اوره اوره

ايـن گـروه بـا    . قراردادنـد مـورد مقايسـه    PCRرا با روش  ژنيتاليوم
) درصـــد 8/40(نمونـــه  71اســـتفاده از روش كشـــت توانســـتند 

از  PCR كـه  يدرحـال . مايكوپلاسماهاي تناسـلي را تشـخيص دهنـد   
نظـر  نمونـه ديگـر نيـز از     14نشـان داد كـه    ،هاي كشت منفي نمونه

 دهنـده  نشـان باشند كه ايـن نكتـه    مثبت مي ،حضور باكتري در نمونه
در تشـخيص و   PCRهماننـد   ،لكوليهاي تشخيصي مو برتري روش

و   Stellrechدر تحقيقي كـه توسـط    25.استها  شناسايي اين باكتري
در افراد نابارور در آمريكا انجـام شـد، بـا     2004همكارانش در سال 

مورد از  17نابارور  وزناناز مردان  اخذشدهنمونه  21از  PCRروش 
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 26 .آلودگي به مايكوپلاسما مثبت بودند ازلحاظ PCRآنها با آزمايش 
دومينگوس و همكاران نيز با بررسي مايكوپلاسماهاي تناسلي شيوع 

 27.درصـد ذكـر كردنـد    50آن را با استفاده از روش كشت بـيش از  
و  كلاميـديا تراكومـاتيس  گدورا و همكارانش نيز به بررسـي وجـود   

آپلاسماهاي تناسـلي در مـايع منـي و قطـرات      مايكوپلاسماها و اوره
پرداختند كه ميـزان   PCRاوليه دفع شده ادرار مردان نابارور با روش 

 4/15 آليتيكوم آپلاسما اوره اورهدرصد و  6/9 مايكوپلاسما هومينيس
  28.درصد اعلام گرديد

 ،ها بر اساس خصوصيات كشت در اين پژوهش تشخيص نمونه
بـا توجـه بـه اينكـه روش     . انجام شد PCRهاي بيوشيميايي و  تست

استاندارد طلايي مطرح است اما با مشـكلاتي همـراه    عنوان بهكشت 
نياز به مهـارت و تجربـه    ييتنها بههاي كشت  استفاده از روش ؛است

، اسـت ) در حد چند روز(كافي دارد و يك فرايند به نسبت طولاني 
 هـاي  آميـزي  رنـگ مايكوپلاسما نياز به  براي تشخيص گونه همچنين
...)  ي ويبيوشـيميا (هاي آزمايشـگاهي   و تست...) ينس واد(متعارف 

ي برخـوردار نيسـتند و احتمـال    ياست كه از دقت و حساسيت بـالا 
  .است بيشترها  تست گونه يناخطا در 
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