
مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
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 اری با ناباروری مردانهای ادرایجادکننده عفونت E.coli در afa و fim H  ،pap هایژنارتباط 

  1 ندا گوهری ،2سهراب وندفرناز  ،1*الهام سیاسی 

  .واحد تهران شمال، تهران، ایران ،گروه میکروبیولوژی،دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی -1

 .ایران، تهران ،پزشکی، دانشگاه تهرانگروه مامایی، دانشکده علوم  -2

 چکیده 

 ییاباکتر عامل ترینمهم و ترینفراوان از .استدر ناباروری مردان  یی ادراری مردان فاکتور بسیار مهماهعفونت :هدف سابقه و

 semen هاینمونهدر  afa و fim H  ،pap هایهدف این تحقیق بررسی حضور ژن .دباشیم  E.coli باکتری ،ژنزاسپرماتو کنندهتخریب
 .مردان نابارور بوددر  E.coli بهآلوده 

های مونهن .ها شناسایی گردیدنوع پاتوژن های بیوشیمیاییتست با .آنالیز و کشت داده شد semenنمونه  111 :هاروشمواد و 

E.coli  با و  شدندجهت استخراج ژنوم جداسازیPCR هایژن فراوانی fim H  ،pap و afa  ها بررسی گردیدآندر. 

و  استرپتوکوک%  10/53استافیلوکوک، %  E.coli ،55/55 % 68/16 :شامل نمونه باکتریایی semen ،35نمونه  111از  :هایافته 

 و H fimهایژنحضور . غیر نرمال بودندتحرک و مورفولوژی اسپرم دارای  E.coliهای آلوده به نمونه. گردید جداسازی کلبسیلا%  66/3
pap های نمونهدر % 111 فراوانی بالا باE.coli ژن شد،اما مشاهده afa نشد ها مشاهدهیك از نمونهدر هیچ. 

که این باکتری یك پاتوژن جاییآن از. بود E.coli مردان نابارور آلوده به باکتری semen هاینمونهنتایج نشان داد که  :گیرینتیجه

های تواند در کنترل عفونت و راهمیها از جمله کدکننده ادهزینزا های بیماریعیت و شیوع ژنی است، شناسایی موقمهم دستگاه تناسل
تواند ارتباط عفونت می E.coli های مردان نابارور آلوده بانمونهدر  pap و fimH  هایحضور ژنبنابراین بررسی . ثر باشدؤدرمان م

 .باکتریایی با ناباروری را مطرح نماید
 .E.coli ،عفونت ادراری، ناباروری مردان، afa و pap و fim H ژن: کلیدی هایواژه

 

 مقدمه

. استنشده مشخص  هنوز، هاموارد ناباروری% 21علت  
های تواند به دنبال عفونتمی ناشناخته ناباروری عللگاهی 

های عفونت. ای بدون علامت ایجاد گرددهقبلی و یا عفونت
تواند در ری در زنان و مردان میهای ادراساده نظیر عفونت

ها این عفونت تأثیر (.8) دراز مدت منجر به ناباروری گردد
در باروری یك زوج امروزه بسیار قابل توجه بوده و مورد 

های ناباروری از علت 53%در حدود  (.18)بررسی قرار دارد 
 باشدسلی میتنا –های دستگاه ادراری عفونت ،در مردان

طور رایج توسط تناسلی به -ی ادراریهاعفونت (.8)
هایی نظیر کلامیدیا تراکوماتیس، مایکوپلاسما میکروب

ها، ها، استرپتوکوک، استافیلوکوکE.coliهومینس، 

 :مسئول  سندهینو
گروه میکروبیولوژی،دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد 

  تهران شمال، تهران، ایران
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این  (.6) دگردسی، کاندیدیا و کلبسیلا ایجاد میگونوکوک
ها در ابتدا بسیار ساده و قابل درمان هستند اما در عفونت
موقع صورت نگیرد و یا بیمار درمان هکه درمان بصورتی

گسترش یافته و ضمن تواند بیوتیکی را کامل نکند، مینتیآ
ها در دستگاه تناسلی بیوتیكنتیآ انواع کسب مقاومت به

 هایمیان میکروارگانیسمز ا (.8) دی ایجاد نمایهایاختلال
های ترین میکروبایجیکی از ر E.coli برده شده، باکترینام

ترین پاتوژن این باکتری مهم. باشدمی سمنده از شجدا
در مردان . (6) مسبب التهاب پروستات و اپیدیدیمیس است

ها، مجاری بیضه تواند از طریق مثانه،ها مینیز این عفونت
ماتوزوا را ها و اسپرو در نهایت اسپرم سمنساز، مایع اسپرم

سپرم، روی عملکرد ا توانندا میهاین عفونت .آلوده کند
ها، تغییر ر حرکت آن از طریق تخریب اکروزوماختلال د

مورفولوژی اسپرم و کاهش میزان اسپرماتوزوا در مایع 
 و عاملی در ایجاد ناباروری گردد گذار باشندتأثیر سمن

 E.coli تریباکمختلف های منفی سویه تأثیر (.11،16،21)
-in هایزمایشآتحرک و مورفولوژی اسپرم انسانی در  روی

vitro دهد که باکتری از طریق مکانیسمی را نشان می
اتصالی محکم و  های موجود در سطح سلول خود،ادهزین
باکتری (. 6) کندا اسپرماتوزوای انسانی برقرار میمقاوم ب
E.coli ای اتصال به سلول های مقاومی دارد که برادهزین

در . (5) نمایدها استفاده مینزایی از آیمیزبان و بیمار
جه محققین قرار داشته ها بسیار مورد تونتیجه این ادهزین

ادهزین  E.coliهای انجام شده، در باکتری و طی بررسی
. استتصال به اسپرم انسانی مشاهده شدهاختصاصی جهت ا

سپرماتوزوا و تخریب با اتصال به ا اختصاصیاین فاکتور 
ه و از ها در تحرک اسپرم اختلال ایجاد کردغشای اکروزوم

 spermفاکتور عدم تحرک اسپرم این رو 

immobilization factor(SIF) (.6،16) شودنامیده می 
چنین مشخص شده که فاکتورهای عدم تحرک اسپرم مه

داشته کاهش تعداد اسپرم توانند نقش بسیار مهمی در می
 IVF (Inدر روش است که مشاهده شده (. 0،13) باشند

vitro fertilization) باشد، ترین درمان نازایی میه مهمک
و  تواند موجب شکست در درمانمی E.coliباکتری 

های با کشت سلول. لگی خارج رحمی باشداختلال حام
IVF شده باکتری  جدا شدههای ترین میکروارگانیسمرایج

E.coli (. 18) نداهها بودو قارچE.coli  ،چنین شایعهم-

باشد که در مردان و زنان یعفونت بیمارستانی م عامل ترین
فاده از سوندهای ادراری حضور یکسان داشته و همراه با است

تواند به مثانه عفونت مجاری ادراری می. افتداتفاق می
ها کلیه شده و یا به سمت سیستم جمع کنندهمحدود 

بیماری  که فقط مثانه مبتلا باشد،در صورتی. گسترش یابد
 شند،ها گرفتار شده باگر کلیهشود و اسیستیت نامیده می

های ترین نشانهمشخص. شودبیماری پیلونفریت خوانده می
ا تب، باشد ولی پیلونفریت بسیستیت، درد و تکرر ادرار می

های ناشی از درمان عفونت. یابدلرز و درد پهلوها تظاهر می
E.coli ویی بستگی ، به محل بیماری و الگوی مقاومت دار

مجرای  های بدون عارضهمثال، درمان عفونت عنوانبه. دارد
روز با تری  5تا  1توان به مدت ادراری تحتانی را می

سیلین متوپریم، سولفامتوکسازول خوراکی و یا یك پنی
  (.12،15،10) خوراکی مثل آمپی سیلین، درمان نمود

در  E.coliهای ایجاد شده توسط باکتری ثیر عفونتأعلت تبه
سپرمی در این تحقیق به بررسی ا هایاختلالو  ناباروری مردان

و فاکتورهای  E.coliهای شناسایی و تشخیص باکتری روش
ژن های آنتیبرخی سروتیپ. آن پرداخته شده استویرولانس 

O E.coli، های مجاری بیش از سایرین علت ایجاد عفونت
با  کننده عفونت ادراریایجادهای این سویه .باشندادراری می

شوند و های اتصالی مشخص میها و پروتئینتن مژکداش
ای بر روی اپیتلیوم مجاری ادراری های ویژهقادرند به گیرنده

ها، از ساختارهای محل اتصال بر روی گیرنده .متصل شوند
تشکیل یافته  (Gal-Galدایمرهای )دوگانه متشکل از گالاکتوز 

کند تا می ن کمكآاحتمال به به توانایی تحرک باکتری . است
 ها صعود نمایدو از مثانه به حالب و کلیه ثانهاز راه پیشابراه به م

(2.) 
های هزایی را از راتواند بیماریادراری، می E.coli هایادهزین

دهی بین سلول اندازی مسیرهای سیگنالشامل راهگوناگون 

های باکتریایی به تئینباکتری و میزبان، تسریع در دریافت پرو
 (.2) ریع در تهاجم باکتری ایجاد نمایدهای میزبان و تستباف

و مرتبط با  E.coliهای ویرولانس ژندر این تحقیق از میان 
تولیدکننده که  afa و fim H، pap های اداراری، سه ژنعفونت
های ایجاد کننده عفونت ژن E.coliزا در های بیماریادهزین

 .فته استباشند، مورد بررسی قرار گرادراری می
ضروری بوده و  1نوع  پیلیبرای تولید  E.coliدر  fimHژن 

سازی و خاصیت شده است که در تنظیم مرحله طویل مشخص
در هر دو ، 1پیلی نوع که جایینآاز . چسبندگی دخالت دارند

شود، نقش این زا بیان میزا و غیر بیماریهای بیماریسویه
. شودمیسختی آشکار به زایی دستگاه ادراریبیماریدر  پیلی

، 1پیلی نوع ، عفونت دستگاه ادراریدر یك مدل موش مبتلا به 
افزایش بقای باکتری، تحریك التهاب مخاط و افزایش تهاجم و 

ژن  (.21) م نشان داده استرشد باکتری را به عنوان بیوفیل
pap وابسته به پیلونفریت پیلیی کدکننده (پیلی p ) در

دومین فاکتور  p پیلی .باشدفونت کلیه میهای مسبب عباکتری
زایی است و نقش مهمی در بیماری E.coliویرولانس رایج در 

ها پیلیاین . عفونت ادراری و عفونت کلیه در انسان دارد
مخاط و بافت و تولید  مسئول چسبندگی به ماتریکس

واسفنگولیپیدهای ، گلیکپیلی این. باشندها میسیتوتوکسین
 نوبهبه که کندشناسایی می های اپیتلیوم کلیهسلولکلیه را در 

ب و درد موضعی همراه با عفونت التها خود، منجر به توسعه
است  پیلیی عوامل چسبندگیکدکننده  afa ژن (.1) شودمی

های عامل پاتوژن ادراری و سویه E.coliکه توسط باکتری 
 سته بهعوامل چسبندگی واب. دشواسهال بیان می ایجاد کننده

afa های ستگاه ادراری مرتبط هستند و سویهعفونت د با
فرد این طور منحصر بههب های ادراریکننده عفونتایجاد

ها دارای این سویه کنند،را در بافت کلیه بیان می فاکتورها
 باشندهای مزمن یا حاد میبرای استقرار عفونت توانایی زیاد

(3،11،15.)  
های ت تکنولوژی و افزایش روشیر پیشرفاخ هایدر سال

فاکتورهای مولکولی، برای بررسی شناسایی و تشخیص 
در  .استکار گرفته شدهزا بهی بیماریهاحضور ژنو  ویرولانس

ها و فاکتورهای ویرولانس باکتریا هبا شناسایی ژناین صورت 

های توان مکانیسم، می E.coliزای بیماریهای سویه خصوصبه
باکتری را این توسط های انتقال بیماری و راهت ایجاد عفون
ها و پیشگیری و درمان به موقع عفونت نمود و سببشناسایی 

-ارتباط ژن با بررسیدر مطالعه حاضر . ناشی از آن شد التهابات

های کننده عفونتایجاد E.coli در afa و fim H  ،pap های
آلوده ادراری  هایعفونت نقش، به ادراری با ناباروری در مردان

پرداخته  ترین علل نابارورییکی از مهم عنوانهها ببه باکتری
 .استشده

 هامواد و روش

 - های جمع آوری نمونهجمعیت مورد مطالعه و روش
 semenنمونه  111در مجموع پژوهشی،  -مطالعه علمیاین در

سمینال از مردان نابارور  های مایعمونهن. آنالیز و کشت داده شد
در . ریافت گردیدسال، د 25-53کننده در گروه سنی اجعهمر

از نظر  TEMها توسط میکروسکوپ الکترونی مرحله اول نمونه
دیدند و سپس به بررسی و آنالیز گر semenپارامترهای 

های و روی محیط شدندشناسی منتقل آزمایشگاه میکروب
ساعت  25-56پس از . کشت داده شدند میکروبیکشت 

ها از نظر رشد گراد پلیتدرجه سانتی 52ر انکوباتور نگهداری د
پس جهت شناسایی دقیق پاتوژن، س. شدندبررسی  هاباکتری

 .های افتراقی و بیوشیمیایی انجام گردیدتست

توسط لوپ  semenهای در ابتدا نمونه - کشت باکتریایی
برای تفکیك ) بلادآگار های کشتشده روی محیطاستریل

برای )تول سالت آگار نوترین آگار و مانی، (هااسترپتوکوک
و  (هابرای انتروکوک)ایل اسکولین آگار ، ب(هااستافیلوکوک

EMB (ها از جمله برای انتروباکتریاسهE.coli و کلبسیلا )
 هاپلیتها و نگهداری بعد از کشت دادن نمونه. داده شد کشت

دا با کلنی رشد یافته ابت ساعت، 25مدت درجه به 52در دمای 
گرم نوع  آمیزیو توسط رنگ شدخالص  ای،مرحله 5های کشت

 .ها مورد بررسی قرار گرفتو خلوص کلنی

های های خالص، از نظر تستکلنیهای بیوشیمیاییتست
، MR-VPکاتالاز،  اکسیداز، ،TSI: مختلف بیوشیمیایی مانند
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های باکتریایی به تئینباکتری و میزبان، تسریع در دریافت پرو
 (.2) ریع در تهاجم باکتری ایجاد نمایدهای میزبان و تستباف

و مرتبط با  E.coliهای ویرولانس ژندر این تحقیق از میان 
تولیدکننده که  afa و fim H، pap های اداراری، سه ژنعفونت
های ایجاد کننده عفونت ژن E.coliزا در های بیماریادهزین

 .فته استباشند، مورد بررسی قرار گرادراری می
ضروری بوده و  1نوع  پیلیبرای تولید  E.coliدر  fimHژن 

سازی و خاصیت شده است که در تنظیم مرحله طویل مشخص
در هر دو ، 1پیلی نوع که جایینآاز . چسبندگی دخالت دارند

شود، نقش این زا بیان میزا و غیر بیماریهای بیماریسویه
. شودمیسختی آشکار به زایی دستگاه ادراریبیماریدر  پیلی

، 1پیلی نوع ، عفونت دستگاه ادراریدر یك مدل موش مبتلا به 
افزایش بقای باکتری، تحریك التهاب مخاط و افزایش تهاجم و 

ژن  (.21) م نشان داده استرشد باکتری را به عنوان بیوفیل
pap وابسته به پیلونفریت پیلیی کدکننده (پیلی p ) در

دومین فاکتور  p پیلی .باشدفونت کلیه میهای مسبب عباکتری
زایی است و نقش مهمی در بیماری E.coliویرولانس رایج در 

ها پیلیاین . عفونت ادراری و عفونت کلیه در انسان دارد
مخاط و بافت و تولید  مسئول چسبندگی به ماتریکس

واسفنگولیپیدهای ، گلیکپیلی این. باشندها میسیتوتوکسین
 نوبهبه که کندشناسایی می های اپیتلیوم کلیهسلولکلیه را در 

ب و درد موضعی همراه با عفونت التها خود، منجر به توسعه
است  پیلیی عوامل چسبندگیکدکننده  afa ژن (.1) شودمی

های عامل پاتوژن ادراری و سویه E.coliکه توسط باکتری 
 سته بهعوامل چسبندگی واب. دشواسهال بیان می ایجاد کننده

afa های ستگاه ادراری مرتبط هستند و سویهعفونت د با
فرد این طور منحصر بههب های ادراریکننده عفونتایجاد

ها دارای این سویه کنند،را در بافت کلیه بیان می فاکتورها
 باشندهای مزمن یا حاد میبرای استقرار عفونت توانایی زیاد

(3،11،15.)  
های ت تکنولوژی و افزایش روشیر پیشرفاخ هایدر سال

فاکتورهای مولکولی، برای بررسی شناسایی و تشخیص 
در  .استکار گرفته شدهزا بهی بیماریهاحضور ژنو  ویرولانس

ها و فاکتورهای ویرولانس باکتریا هبا شناسایی ژناین صورت 

های توان مکانیسم، می E.coliزای بیماریهای سویه خصوصبه
باکتری را این توسط های انتقال بیماری و راهت ایجاد عفون
ها و پیشگیری و درمان به موقع عفونت نمود و سببشناسایی 

-ارتباط ژن با بررسیدر مطالعه حاضر . ناشی از آن شد التهابات

های کننده عفونتایجاد E.coli در afa و fim H  ،pap های
آلوده ادراری  هایعفونت نقش، به ادراری با ناباروری در مردان

پرداخته  ترین علل نابارورییکی از مهم عنوانهها ببه باکتری
 .استشده

 هامواد و روش

 - های جمع آوری نمونهجمعیت مورد مطالعه و روش
 semenنمونه  111در مجموع پژوهشی،  -مطالعه علمیاین در

سمینال از مردان نابارور  های مایعمونهن. آنالیز و کشت داده شد
در . ریافت گردیدسال، د 25-53کننده در گروه سنی اجعهمر

از نظر  TEMها توسط میکروسکوپ الکترونی مرحله اول نمونه
دیدند و سپس به بررسی و آنالیز گر semenپارامترهای 

های و روی محیط شدندشناسی منتقل آزمایشگاه میکروب
ساعت  25-56پس از . کشت داده شدند میکروبیکشت 

ها از نظر رشد گراد پلیتدرجه سانتی 52ر انکوباتور نگهداری د
پس جهت شناسایی دقیق پاتوژن، س. شدندبررسی  هاباکتری

 .های افتراقی و بیوشیمیایی انجام گردیدتست

توسط لوپ  semenهای در ابتدا نمونه - کشت باکتریایی
برای تفکیك ) بلادآگار های کشتشده روی محیطاستریل

برای )تول سالت آگار نوترین آگار و مانی، (هااسترپتوکوک
و  (هابرای انتروکوک)ایل اسکولین آگار ، ب(هااستافیلوکوک

EMB (ها از جمله برای انتروباکتریاسهE.coli و کلبسیلا )
 هاپلیتها و نگهداری بعد از کشت دادن نمونه. داده شد کشت

دا با کلنی رشد یافته ابت ساعت، 25مدت درجه به 52در دمای 
گرم نوع  آمیزیو توسط رنگ شدخالص  ای،مرحله 5های کشت

 .ها مورد بررسی قرار گرفتو خلوص کلنی

های های خالص، از نظر تستکلنیهای بیوشیمیاییتست
، MR-VPکاتالاز،  اکسیداز، ،TSI: مختلف بیوشیمیایی مانند
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، DNase کواگولاز، ،( تست حرکت) SIMسیمون سیترات ،
 .قرار گرفتند شناساییمورد  TSI و اوره آز

پس از رشد  -(Total DNA)کل DNA  استخراج
های رشد های مغذی و شناسایی دقیق گونهباکتری در محیط

 مایع بر روی محیطخالص،  E.coli های باکترییافته، نمونه
LB  ساعت در انکوباتور  16-25به مدت داده شده و کشت

به کار تخراج ژنوم جهت اسسپس  .داده شدندقرار متحرک 
ساخت کشور  MBST از کیتبرای این منظور . برده شدند

استفاده  Molecular Biological System Transfer  ایران
این کیت مخصوص استخراج ژنوم از سلول های . شد

پروکاریوت بوده و نکته مهم در مورد این کیت عدم نیاز به 
رسوب اتانل  چنینوسیله فنول و کلروفرم و همهاستخراج ب

ید نوکلئیك بر یك غشای سیلیکا است و بر اساس اتصال اس
با استفاده از ژل الکتروفورز مورد بررسی  DNAحضور . باشدمی

 .قرار گرفت

 پس از استخراج ژنوم باکتری، جهت بررسی - PCR  انجام

-ای پلیاز واکنش زنجیره afaو  fim H  ،pap هایژن فراوانی

یمرها و مواد مورد نیاز و برنامه دستگاه پرا. شدمراز استفاده 
جهت . آورده شده است 5و  2و  1ترموسایکلر در جدول 

له شده ایزو E.coliاز ژنوم باکتری  از درستی واکنش، اطمینان
. عنوان کنترل مثبت استفاده گردیداز عفونت ادراری مردان به

کنترل منفی در  عنوانبه باکتری، DNAچنین نمونه بدون هم
 .ظر گرفته شدن

 .afa و fim H، papهای آغازگرهای مورد استفاده برای تکثیر ژن -1جدول 

 شماره رفرنس طول قطعه تکثیر یافته تعداد نوکلئوتید آغازگر ´3 - ´5   توالی نوکلئوتیدی آغازگرها نام ژن

fim H F- TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 
R- GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 

21 nt 
 

508  bp 10 

pap F- GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 
R- AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 

25 nt 336  bp 2 

afa F- GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 
R- CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 

25 nt 750  bp 2 

 

 PCR مواد مورد نیاز براینوع و میزان  -2جدول 
  مورد استفاده حجم PCRمواد مورد نیاز برای 

 تریلآب مقطر اس
PCR buffer 10x* 

 میکرومولار 1/1-1 پرایمر چپ

 میکرومولار 1/1-1 پرایمر راست
DNA نمونه 

dNTP  111 میکرومولار 
MgCl2 

5u/µl مرازپلی  Taq آنزیم** 

 شحجم نهایی واکن

میکرولیتر 12  
میکرولیتر 3/2  

میکرولیتر 1  
میکرولیتر 1  

 1 میکرولیتر
میکرولیتر 1  

میکرولیتر 1  

رمیکرولیت 3/1  
میکرولیتر 23  

لیتر ژلاتین  گرم در هر میلی میلی 1و  (Mgcl2)مولار کلرید منیزیم میلی 3/1، 6/5برابر  pHبا  Tris-Hclمولار میلی KCL، 111میلی مولار  311بافر شامل * 
 . باشد می

 .تهیه شده اند Fermentasمحصولات از شرکت ** 
 
 

 .afaو  fim H، pap هایژن رمورد استفاده برای تکثی PCRبرنامه  -5جدول 

 PCRطول محصول  تعداد چرخه بسط نهایی بسط اتصال واسرشت واسرشت اولیه نام ژن

fim H C˚ 08 3ه مدت ب 
 دقیقه

C˚ 05  1به مدت 
 دقیقه

C ˚85  1به مدت 
 دقیقه

˚C 22  2به مدت 
 دقیقه

C˚22  به مدت
 دقیقه11

51 508 bp 

pap C˚ 08  3به مدت 
 دقیقه

C˚ 05 1دت به م 
 دقیقه

C˚8272 به مدت
 دقیقه 1

˚C 22   2به مدت 
 دقیقه

˚C22  به مدت
 دقیقه11

51 336 bp 

afa C˚ 08 3ه مدت ب 
 دقیقه

C˚ 05  1به مدت 
 دقیقه

C ˚86  1به مدت 
 دقیقه

˚C 22  2به مدت 
 دقیقه

C ˚22 به مدت
 دقیقه11

51 750 bp 

ی برای بررس،  PCRبعد از انجام عمل  -ها یید حضور ژنأت
حاصل از  هایمورد نظر، محصول هایژن تکثیر یا عدم تکثیر

PCR یا بافر بارگیری  1بافر نمونهبا  مربوطهDNA  که در ژل
تریس بازی یك ، % 31 ساکارز، % 23/1برموفنل بلو : شامل

برای وارد کردن  .گردداست مخلوط می میکرولیتر 2مولار 
ا توجه به ژل، ب های به درون چاهك DNAهای حاوی  نمونه

 3-2حدود ) شده PCR نوع آزمایش، مقدار خاصی از نمونه
با حجم مساوی از بـافر بارگیری مخلوط شده و با  (میکرولیتر

های ژل منتقل  استفاده از میکروپیپت به داخل چاهك
رنگ برومو  کمابیشرنگ موجود در بافر بارگیری که . گردد می

رای ته نشین ب DNAفنل بلو است، علاوه بر سنگین کردن 
تکثیر  DNAهای  ها، میزان حرکت نمونه شدن در چاهك

 3همراه  سپس .کند را مشخص می (PCR Products)شده
 bp 511 (Ledder metabion)  مولکولیمارکر  میکرولیتر

 .الکتروفورز گردید %2بر روی ژل آگاروز  (ساخت کشور آلمان)
% 2از ژل آگاروز  PCRدلیل کوچك بودن طول محصول به

از صحت باند تشکیل شده بر روی ژل استفاده شد زیرا 
از برقراری جریان اطمینان حاصل شود و برای این منظور پس 

شود تا مواد موجود در  در تانك الکتروفورز، زمان داده می
 ها به آرامی در طول ژل به سمت پایین حرکت نمایندچاهك

ه انتهای ژل که ماده رنگی بقبل از این(. دقیقه 53-81حدود )
آمیزی و مشاهده  برسد دستگاه را خاموش کرده و جهت رنگ

دقیقه در محلول  11-21ژل برای مدت  ،DNAباندهای 
دقیقه  3-11سپس به مدت . شود اتیدیوم بروماید قرار داده می

                                                           
1- Loding Buffer 

 DNAژل را در ظرف آب قرارداده و برای مشاهده باندهای 

ید روی دستگاه آمیزی شده با اتیدیوم بروما موجود، ژل رنگ
 .شود قرار داده می UVبا اشعه 2ترانس لومینتور 

 نتایج

نمونه  111از  - هاهای ایزوله شده از نمونهباکتری
های نمونه حاوی پاتوژن 35جمع آوری شده،  سمنمایع 

 E.coliباکتری % 16768باکتریایی بودند و از این تعداد، حدود 

باکتری % 10/53 ،استافیلوکوک باکتری%  55/55، 
گردید  جداسازی کلبسیلا باکتری% 66/3 و استرپتوکوک

 (.1شکل )

0
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 Semen هایاز نمونه جدا شده ایههای باکتریگونه نوع و تعداد -1 شکل

که به  semen روی محور افقی نوع باکتری های جدا شده از
کوکوس استافیلو ،E.coli :ترتیب از چپ به راست شامل

 -استرپتوکوکوس آلفا همولیتیك و کلبسیلا پنومونیه اورئوس،

                                                           
2- UV Tranilluminator 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
97

.8
.3

0.
11

.6
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

02
 ]

 

                             4 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1397.8.30.11.6
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1087-fa.html


تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی ام - بهار1397 ، الهام سیاسی و همکاران

115

 .afaو  fim H، pap هایژن رمورد استفاده برای تکثی PCRبرنامه  -5جدول 

 PCRطول محصول  تعداد چرخه بسط نهایی بسط اتصال واسرشت واسرشت اولیه نام ژن

fim H C˚ 08 3ه مدت ب 
 دقیقه

C˚ 05  1به مدت 
 دقیقه

C ˚85  1به مدت 
 دقیقه

˚C 22  2به مدت 
 دقیقه

C˚22  به مدت
 دقیقه11

51 508 bp 

pap C˚ 08  3به مدت 
 دقیقه

C˚ 05 1دت به م 
 دقیقه

C˚8272 به مدت
 دقیقه 1

˚C 22   2به مدت 
 دقیقه

˚C22  به مدت
 دقیقه11

51 336 bp 

afa C˚ 08 3ه مدت ب 
 دقیقه

C˚ 05  1به مدت 
 دقیقه

C ˚86  1به مدت 
 دقیقه

˚C 22  2به مدت 
 دقیقه

C ˚22 به مدت
 دقیقه11

51 750 bp 

ی برای بررس،  PCRبعد از انجام عمل  -ها یید حضور ژنأت
حاصل از  هایمورد نظر، محصول هایژن تکثیر یا عدم تکثیر

PCR یا بافر بارگیری  1بافر نمونهبا  مربوطهDNA  که در ژل
تریس بازی یك ، % 31 ساکارز، % 23/1برموفنل بلو : شامل

برای وارد کردن  .گردداست مخلوط می میکرولیتر 2مولار 
ا توجه به ژل، ب های به درون چاهك DNAهای حاوی  نمونه

 3-2حدود ) شده PCR نوع آزمایش، مقدار خاصی از نمونه
با حجم مساوی از بـافر بارگیری مخلوط شده و با  (میکرولیتر

های ژل منتقل  استفاده از میکروپیپت به داخل چاهك
رنگ برومو  کمابیشرنگ موجود در بافر بارگیری که . گردد می

رای ته نشین ب DNAفنل بلو است، علاوه بر سنگین کردن 
تکثیر  DNAهای  ها، میزان حرکت نمونه شدن در چاهك

 3همراه  سپس .کند را مشخص می (PCR Products)شده
 bp 511 (Ledder metabion)  مولکولیمارکر  میکرولیتر

 .الکتروفورز گردید %2بر روی ژل آگاروز  (ساخت کشور آلمان)
% 2از ژل آگاروز  PCRدلیل کوچك بودن طول محصول به

از صحت باند تشکیل شده بر روی ژل استفاده شد زیرا 
از برقراری جریان اطمینان حاصل شود و برای این منظور پس 

شود تا مواد موجود در  در تانك الکتروفورز، زمان داده می
 ها به آرامی در طول ژل به سمت پایین حرکت نمایندچاهك

ه انتهای ژل که ماده رنگی بقبل از این(. دقیقه 53-81حدود )
آمیزی و مشاهده  برسد دستگاه را خاموش کرده و جهت رنگ

دقیقه در محلول  11-21ژل برای مدت  ،DNAباندهای 
دقیقه  3-11سپس به مدت . شود اتیدیوم بروماید قرار داده می

                                                           
1- Loding Buffer 

 DNAژل را در ظرف آب قرارداده و برای مشاهده باندهای 

ید روی دستگاه آمیزی شده با اتیدیوم بروما موجود، ژل رنگ
 .شود قرار داده می UVبا اشعه 2ترانس لومینتور 

 نتایج

نمونه  111از  - هاهای ایزوله شده از نمونهباکتری
های نمونه حاوی پاتوژن 35جمع آوری شده،  سمنمایع 

 E.coliباکتری % 16768باکتریایی بودند و از این تعداد، حدود 

باکتری % 10/53 ،استافیلوکوک باکتری%  55/55، 
گردید  جداسازی کلبسیلا باکتری% 66/3 و استرپتوکوک

 (.1شکل )

0

10

20

30

40

50

 
 Semen هایاز نمونه جدا شده ایههای باکتریگونه نوع و تعداد -1 شکل

که به  semen روی محور افقی نوع باکتری های جدا شده از
کوکوس استافیلو ،E.coli :ترتیب از چپ به راست شامل

 -استرپتوکوکوس آلفا همولیتیك و کلبسیلا پنومونیه اورئوس،

                                                           
2- UV Tranilluminator 
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نمونه  35روی محور عمودی تعداد باکتری جدا شده از 
semen مردان نابارور دارای آلودگی باکتریایی. 

های های اسپرمبررسی پارامترهای نمونه
مورفولوژی و ، میزان تحرک بررسی پارامترهای با -بیماران

های بیماران مقادیر متفاوت از مقادیر مونهتعداد اسپرم ن
با  (.5جدول ) دست آمدهاستاندارد سازمان بهداشت جهانی ب

سمینال آلوده به های بررسی پارامترهای اسپرم در نمونه

های آلوده به ها در نمونهترین میزان تحرک اسپرمها، کمپاتوژن
E.coli  های ترین تحرک اسپرمی در نمونهو بیش %52/20با

در بررسی  (.3جدول ) آلوده به کلبسیلا مشاهده گردید
آلوده به  semen هایها در نمونهمورفولوژی نرمال اسپرم

های آلوده به لوژی نرمال در نمونهترین مورفوها، بیشباکتری
ترین میزان کمو % 05/12ها با استافیلوکوکوکباکتری 

مشاهده  سیلاکلبهای آلوده به باکتری مورفولوژی در نمونه
 (.2شکل ) گردیده است

 آوری شدههای جمعدر نمونه سمنمقایسه پارامترهای  - 5جدول

 درصد میزان تعداد اسپرم درصد تحرک اسپرم درصد مورفولوژی اسپرم نمونه

 E.coliنمونه های آلوده به 
52/20 62/5 ⁶01 x 51 

 نمونه های فاقد آلودگی به باکتری
13/0 25/52 ⁶01 x 55 

 WHO  51 31 ⁶01 x 21استاندارد مرکز 

هاهای آلوده به باکتریها در نمونهمیزان تحرک اسپرم -3جدول   

 میانگین درصد تحرک اسپرم semenهای جدا شده از باکتری

E.coli 52/20 

staphylococci 85/55 

streptococci 26/55 

klebsiella 88/58 

 25/52 های غیر آلودهنمونه
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 Semenهایها در نمونهیسه میزان مورفولوژی نرمال اسپرممقا -2 شکل

-به که semenهای جدا شده از افقی نوع باکتری روی محور

استافیلوکوکوس  ،E.coli :ترتیب از چپ به راست شامل
 -اورئوس، استرپتوکوکوس آلفا همولیتیك و کلبسیلا پنومونیه

میزان درصد مورفولوژی نرمال اسپرم در  lروی محور عمودی 
semen مردان نابارور دارای آلودگی باکتریایی. 

در  afa و fim H، papهای ژن حضوربررسی 
شناسایی  E.coliهای سویهژنوم  –هانمونه E.coliباکتری 

-های کدکنندههای شیمیایی، جهت حضور ژنشده با آزمون

تکثیر منطقه د و برای شدن afa ،PCR و fim H، pap ادهزینی
طول  8در جدول . مورد بررسی قرار گرفتند ژنتیکی مربوطه

-باکتری DNAبرای هر ژن در  PCRحاصل از  هایمحصول

های مورد در تمام نمونه. استآورده شده ه،شد جداهای 
 .وجود داشتند%  111 میزانبه pap و fim H هایبررسی، ژن

ایزوله  E.coliهای کتریکه ژنی بسیار کمیاب در با afaژن 
 های ایزوله شده ازنمونه یك ازباشد، درهیچشده از ادرار می

از نتایج مشاهده باند حاصل  .یافت نگردید  semen هاینمونه
 fim H با توجه به فراوانی بالای دو ژنو  PCR هایاز محصول

ایزوله شده از سمینال مردان  E.coliهای در تمام نمونه pap و
توان چنین نتیجه میها ایزوله در afaژن  عدم حضورور و نابار

 E.coliدر باکتری  papو  fim H گرفت که بین حضور دو ژن
وجود دارد ارتباط عفونت در سمینال مردان نابارور کننده ایجاد
آن در ناباروری  عنوان عاملی برای ایجادبهتواند میاین امر که 

 .مردان مطرح باشد
 Semen جدا شده از E.coli هایی ادهزینهای کدکنندهژنفراوانی  بررسی - 8جدول 

 
 نوع ژن

 
 PCR هایطول محصول

 
 ژن در باکتریفراوانی 

fim H 
508 bp 

 111 % 

pap 
 336 bp 111 % 

afa 
 

750 bp  -

 بحث
جهان،  سراسر مردان، در تناسلی- ادراری دستگاه هاینتعفو
 و عفونت .(18) باشدمی یهای نابارورعلت ترینبیش از یکی

 تواندمی که است قدرتمندی ادراری، مکانیسم دستگاه هابالت

 تناسلی دستگاه از متفاوتی هاینشدن، بخش کنترل صورت در

 ناباروری به منجر گوناگونی هایاز راه و برگرفته در را مردان

 های آسیبمکانیسم برخی .کند کمك آن پیشرفت به و شود

 قرار بررسی مورد زمینه این در اخیر هایسال در که شناسی

 کهباشند های باکتریایی میها و عفونتاند، آلودگیگرفته

 در) اسپرم عملکرد روی مستقیم طوربه یا توانندمی هاعفونت

 تأثیر اسپرماتوژنز تخریب و زوال در و یا (مورفولوژی یا تحرک

 هاینیسممکا قادرندها نتعفو موارد، این برخی در و گذاشته

 یاهغده غیرمعمول عمل به که منجر کنند القا را خودایمنی
 هایباکتری بین مستقیم واکنش .دگردمی مردان جنسی

 افزایش برای را ایمنی، شرایطی کمپلمان هایسلول و پاتوژن

 هاینتعفو .(12،22) کندمی فراهم اسپرماتوزوا روی عفونت

 کمی کاهش موجب و تهگذاش اثر اسپرماتوژنز روی حاد یا مزمن

ادراری،  دستگاه هاینتچنین عفوهم .شودمی هااسپرم کیفی و
 مرتبط سمینال مایع بیوشیمیایی و بیولوژی هایتغییر با

 در تأثیربا  لقاح پتانسیل و عملکرد برای تواندمی هستند که
های مختلف بررسی .(6) باشد کنندهتخریب، توزوا اسپرما

 روی که های باکتریاییگونه میان در دلالت بر این دارد که

عفونت پاتوژن ترینمهم و ترینفراوانکنند، می اثر اسپرماتوزوا
است در  قادر باکتری این. باشدمی E.coli باکتری های ادراری،

 انسانی اسپرماتوزوای به سرعت به in vivo و in vitroط محی

 و اشدبمی اسپرماتوزوا آگلوتیناسیون آن نتیجه که بچسبد

 در متناوب هایتغییر هاسپرماتوزوا، نتیج حرکت در کاهش زیاد

 تأثیر .شودمی دیجااE.coli  است که توسط اسپرم مورفولوژی

 هایغلظت اسپرماتوزوا، به حرکت روی E.coli مهارکنندگی

های ویژگی E.coli باکتری .(6،18) است وابسته باکتریایی
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-به که semenهای جدا شده از افقی نوع باکتری روی محور

استافیلوکوکوس  ،E.coli :ترتیب از چپ به راست شامل
 -اورئوس، استرپتوکوکوس آلفا همولیتیك و کلبسیلا پنومونیه

میزان درصد مورفولوژی نرمال اسپرم در  lروی محور عمودی 
semen مردان نابارور دارای آلودگی باکتریایی. 

در  afa و fim H، papهای ژن حضوربررسی 
شناسایی  E.coliهای سویهژنوم  –هانمونه E.coliباکتری 

-های کدکنندههای شیمیایی، جهت حضور ژنشده با آزمون

تکثیر منطقه د و برای شدن afa ،PCR و fim H، pap ادهزینی
طول  8در جدول . مورد بررسی قرار گرفتند ژنتیکی مربوطه

-باکتری DNAبرای هر ژن در  PCRحاصل از  هایمحصول

های مورد در تمام نمونه. استآورده شده ه،شد جداهای 
 .وجود داشتند%  111 میزانبه pap و fim H هایبررسی، ژن

ایزوله  E.coliهای کتریکه ژنی بسیار کمیاب در با afaژن 
 های ایزوله شده ازنمونه یك ازباشد، درهیچشده از ادرار می

از نتایج مشاهده باند حاصل  .یافت نگردید  semen هاینمونه
 fim H با توجه به فراوانی بالای دو ژنو  PCR هایاز محصول

ایزوله شده از سمینال مردان  E.coliهای در تمام نمونه pap و
توان چنین نتیجه میها ایزوله در afaژن  عدم حضورور و نابار

 E.coliدر باکتری  papو  fim H گرفت که بین حضور دو ژن
وجود دارد ارتباط عفونت در سمینال مردان نابارور کننده ایجاد
آن در ناباروری  عنوان عاملی برای ایجادبهتواند میاین امر که 

 .مردان مطرح باشد
 Semen جدا شده از E.coli هایی ادهزینهای کدکنندهژنفراوانی  بررسی - 8جدول 

 
 نوع ژن

 
 PCR هایطول محصول

 
 ژن در باکتریفراوانی 

fim H 
508 bp 

 111 % 

pap 
 336 bp 111 % 

afa 
 

750 bp  -

 بحث
جهان،  سراسر مردان، در تناسلی- ادراری دستگاه هاینتعفو
 و عفونت .(18) باشدمی یهای نابارورعلت ترینبیش از یکی

 تواندمی که است قدرتمندی ادراری، مکانیسم دستگاه هابالت

 تناسلی دستگاه از متفاوتی هاینشدن، بخش کنترل صورت در

 ناباروری به منجر گوناگونی هایاز راه و برگرفته در را مردان

 های آسیبمکانیسم برخی .کند کمك آن پیشرفت به و شود

 قرار بررسی مورد زمینه این در اخیر هایسال در که شناسی

 کهباشند های باکتریایی میها و عفونتاند، آلودگیگرفته

 در) اسپرم عملکرد روی مستقیم طوربه یا توانندمی هاعفونت

 تأثیر اسپرماتوژنز تخریب و زوال در و یا (مورفولوژی یا تحرک

 هاینیسممکا قادرندها نتعفو موارد، این برخی در و گذاشته

 یاهغده غیرمعمول عمل به که منجر کنند القا را خودایمنی
 هایباکتری بین مستقیم واکنش .دگردمی مردان جنسی

 افزایش برای را ایمنی، شرایطی کمپلمان هایسلول و پاتوژن

 هاینتعفو .(12،22) کندمی فراهم اسپرماتوزوا روی عفونت

 کمی کاهش موجب و تهگذاش اثر اسپرماتوژنز روی حاد یا مزمن

ادراری،  دستگاه هاینتچنین عفوهم .شودمی هااسپرم کیفی و
 مرتبط سمینال مایع بیوشیمیایی و بیولوژی هایتغییر با

 در تأثیربا  لقاح پتانسیل و عملکرد برای تواندمی هستند که
های مختلف بررسی .(6) باشد کنندهتخریب، توزوا اسپرما

 روی که های باکتریاییگونه میان در دلالت بر این دارد که

عفونت پاتوژن ترینمهم و ترینفراوانکنند، می اثر اسپرماتوزوا
است در  قادر باکتری این. باشدمی E.coli باکتری های ادراری،

 انسانی اسپرماتوزوای به سرعت به in vivo و in vitroط محی

 و اشدبمی اسپرماتوزوا آگلوتیناسیون آن نتیجه که بچسبد

 در متناوب هایتغییر هاسپرماتوزوا، نتیج حرکت در کاهش زیاد

 تأثیر .شودمی دیجااE.coli  است که توسط اسپرم مورفولوژی

 هایغلظت اسپرماتوزوا، به حرکت روی E.coli مهارکنندگی

های ویژگی E.coli باکتری .(6،18) است وابسته باکتریایی
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تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی ام - ارتباط ژن ها ...

 باکتری نقش زاییبیمار روند در که دارد متعددی ویرولانس

 هایفاکتور ،هاویژگی این جمله از، دارند عهده مهمی بر

 هاینتعفو ایجاد در که ها هستندتوکسین و سطحی ویرولانس

های سطحی ادهزین .(2) باشندمی موثر تناسلی ادراری دستگاه
ی انسانی، به باکتری با اتصال به سطح اسپرماتوزوا

آن کاهش تحرک  ك نموده و نتیجهها کماگلوتیناسیون اسپرم
در چنین شرایطی . باشدها مینها و تغییر مورفولوژی آاسپرم

به افزایش ناباروری پتانسیل باروری اسپرم کاهش یافته و 
 های کدکنندهاز میان ژن(.6،11،16) نمایدمردان کمك می

 کدکننده ،با شیوع بالا pap و fim Hهای ادهزینی باکتری، ژن
به باکتری خاصیت  های باکتری بوده کهادهزین

 را هماگلوتیناسیونی و چسبندگی به ماتریکس مخاط و بافت
-تر یافت میدر باکتری با شیوع کم afaژن (. 1،21) دهدمی

 (.3،15) باشدهای دستگاه ادراری مرتبط میشود و با عفونت
 آوری شده، جمع semenنمونه مایع  111در مطالعه حاضر از 

های باکتریایی بودند و از این تعداد، نمونه حاوی پاتوژن 35
باکتری % E.coli ،55/55باکتری  %68/16حدود 

باکتری % 66/3و  استرپتوکوکباکتری %  10/53، استافیلوکوک
 های مایع سمینال آلوده به باکترینمونه. ایزوله گردید کلبسیلا
E.coli و  یدی گرداز نظر پارامترهای اسپرم نرمال بررس

های آلوده به که میزان تحرک اسپرم در نمونه شدمشاهده 
E.coli  نسبت به ،%62/5و موفولوژی نرمال با % 52/20با 

تواند نشان باشد که میتر می، بسیار کمWHOاستاندارد مرکز 
ها ی بر روی تحرک و مورفولوژی اسپرمثیر قابل توجه باکترأاز ت

 ،fim H هایژنفراوانی  PCRز با استفاده ا چنینهم. باشد
pap و afa، های که ژن ها بررسی شد و مشخص شددر نمونه

بالاترین میزان را در % 111با حضور  papو  fim Hادهزینی 
که  afaاما ژن  ،داشتند E.coli باکتریهای آلوده به نمونهژنوم 

های یك از نمونهباشد، در هیچژنی بسیار کمیاب در باکتری می
  .ردیدآزمایش مشاهده نگ مورد

هـای  دهد، کـه میـزان کـل گونـه    نتایج مطالعه حاضر نشان می
 هــایو میــزان ســویه% semen 35میکروبــی ایزولــه شــده از 

E.coli باشــد و ایــن مــی% 11، نمونــه 35از  جداســازی شــده

ــا شــیوع  ــه شــده از  E.coliگــزارش ب ، در ســایر semenایزول
 E.coliکــه میــزان ورطــهمطابقــت دارد، بــ کمــابیشکشــورها 

، در کشور نیجریه در سال semenهای جداسازی شده از نمونه
، در %5/21 ،2118در کشـــور ایتالیـــا در ســـال  ،0/8% ،2116

، در کشور عراق در سال % 3/12،  2111کشور نیجریه در سال 
در (. 2،15،13،16،21) گــزارش شــده اســت%  53/16،  2111

، در سـال  semenدر  E.coliکشور ایـران نیـز شـیوع بـاکتری     
گــزارش گردیــده  % 22/11،  2118و در ســال %  5/21 ،2111
مطالعه حاضر با کشـورهای مختلـف،    در مقایسه (. 0،12) است

ممکـن   غییـر ایـن ت . باشـد مـی  متغییر E.coliمیزان جداسازی 
کار رفته و بههای حسب موقعیت جغرافیایی، نوع محیط است بر

-شده و نیز شرایط بیماران مراجعـه  یآورهای جمعتعداد نمونه

در مطالعه حاضـر  . گیری، قابل توجیه باشدکننده به محل نمونه
ــزان  ــازی می ــه E.coliجداس ــای از نمون ــ semenه ــزان ب ا می

های گذشته که در ایـران صـورت   جداسازی باکتری در پژوهش
 ثیرأت ـ ایـن بررسـی  در  چنـین هـم  (12) پذیرفته، مطابقت دارد

E.coli مـورد  هـای آلـوده   پارامترهای اسپرم، در نمونـه  روی بر
نسـبت بـه   % 52/20با میـانگین   این پارامتر. بررسی قرار گرفت

تـرین  آلـوده، کـم   های غیرها و نیز نسبت به نمونهسایر باکتری
ل توجـه بـاکتری   ثیر قابأکه نشان از ت دهدتحرک را نمایش می
مقایسـه  در  .دارد semenهای نمونه ها دربر روی تحرک اسپرم

و همکارانش  ابادیان، توسط 2116مطالعه انجام شده در سال با 
مـرد نابـارور، بـا هـدف شناسـایی       62بررسی که به در نیجریه، 

پرداخته شـده  باکتریواسپرمیا و کیفیت اسپرم در مردان نابارور 
ــاکتری بــود،  ــه E.coliشــیوع ب و %  semen 0/8هــای در نمون
و میـزان  % 51روی تحـرک اسـپرم   این بـاکتری بـر   تأثیرمیزان 

گزارش شده است، که ایـن  % 01ها مورفولوژی غیر نرمال اسپرم
میزان تحـرک   و چه در این مطالعه از شیوع باکتریمیزان با آن

در (. 2) ، مطابقت داردهگردید مشاهدهها مشاهده شده از اسپرم
 ،2111همکـارانش در سـال    و انمـو مطالعه انجام شده توسـط  

و از نظــر  ردیــداز مــردان نابــارور تهیــه گ semenه نمونــ 220
بررسی  با پارامترهای اسپرم موردمیکروب شناسی و ارتباط آن 

ایزوله شـده در مطالعـه    E.coliی هاشیوع باکتری. قرار گرفتند
%  3/51و تحــرک اســپرمی مشــاهده شــده %  3/12نــام بــرده 

 ز نظـر گزارش گردیده است که این میـزان بـا بررسـی حاضـر ا    
. (13) مطابقـت دارد  کمـابیش  هاو تحرک اسپرم شیوع باکتری

 تأثیرای تحت عنوان مطالعه 2111در کشور ایران، نیز در سال 
های باکتریایی بر روی اسپرماتوزوای انسانی در شهر یزد عفونت
 181است، که در این مطالعـه بـا آزمـایش بـر روی      شدهانجام 
های ها آلوده به گونهنآ%  5/55، مشخص گردید semenنمونه 

ــد و از ایــن تعــداد   ــایی بودن ــاکتری %  11/25مختلــف باکتری ب
E.coli  ،35/22  % 10/56و  یوژناپ وساسترپتوکوکباکتری  %
، نیـز در  2118 در سـال  (.12) بودند استافیلوکوکهای باکتری

 تناسـلی  -ادراریای بر روی عفونت دسـتگاه  تهران مطالعه شهر
 semenآن بــر روی  تــأثیردون علامــت و در مــردان نابــارور بــ

گـزارش گردیـد کـه از     صورت گرفت و نتیجه آن بدین صـورت 
ــان  ــه  66می ــاکتری % semen، 22/11نمون % 61/8و  E.coliب

%  21/11و کلبسـیلا  %  B، 15/1گروه  وساسترپتوکوکباکتری 
 هـایی در تفاوت (.8) ها ایزوله گردید استافیلوکوکباکتری های 

چـه در  های اخیر بـا آن گرفته طی سال انجام هایهنتایج مطالع
این تفاوت آمـاری در  و  دارد وجوداین مطالعه مشاهده گردیده، 

توانـد ناشـی از سـن    های میکروبـی ایزولـه شـده مـی    بین گونه
بیماران، موقعیت اجتماعی آنان، سطح آگـاهی و مکـان زنـدگی    

 .مراجعه کنندگان باشد

 هدف بررسـی شده  جداهای تریباکنمونه  35در این تحقیق از 
ها کـه در  اکتریاما سایر ب .بود%E.coli (11 )های باکتری گونه

%  88/12شــامل  نمونــه باکتریــایی حضــور داشــتند 35میــان 
% 1/5و  اسـترپتوکوک باکتری %  60/25، استافیلوکوکباکتری 
هـا،   اسـترپتوکوک  بـاکتری در میـان  .. بودنـد  کلبسـیلا باکتری 

ایزوله گردیـد کـه   همولیتیك  α-آگالاکتیهسویه های  60/25%
در بـود و   % 2/22 میـزان کشور ایتالیا تحقیقی در در مقایسه با 

، شانتوسـط خلیلـی و همکـار   در ایـران  مطالعات صورت گرفته 
ــود،  % 35/22 ــده ب ــزارش ش ــت گ ــته اس ــت داش ــیار مطابق  بس

ــین هــم .(12،15) ــن در چن ــهای ــه بررســی نمون ــوده ب هــای آل
و میـزان  %  26/55هـا  زان تحـرک اسـپرم  هـا می ـ  استرپتوکوک

کـه  در صـورتی  ،شـد مشاهده %  83/11موفولوژی نرمال آن ها 
میـزان تحـرک   ها، های غیر آلوده به باکتریاین میزان در نمونه

در  .بـود %  13/0و میزان موفولـوژی نرمـال   %  25/52ها اسپرم
هـا، در کشـور   اسـتافیلوکوک بررسی میزان جداسـازی  خصوص 
 -%50/15 اورئـــــوس یلوکوکوساســـــتاف% )12/26عـــــراق 

در کشـور نیجریـه    ،% (35/15کوآگولاز منفی  یلوکوکوساستاف
گـزارش شـده    %2/0 در کشورایتالیاو  % (2/23) 2116در سال 

انجـام شـده میـزان     هدر ایران نیز طی مطالع(. 2،15،16)است 
-اورئـــوس یلوکوکوساســـتاف)هـــا اســـتافیلوکوکجداســـازی 

-بـه  semen هـای از نمونـه   (گولاز منفـی کوآ یلوکوکوساستاف

کـه در   ،(0) گـزارش شـده اسـت   %  56/10و %  58/11 ترتیب
جداسـازی  % 88/12ها که استافیلوکوک مقایسه با مطالعه حاضر

ان بـا بررسـی میـز    .دارد مطابقـت  کمـابیش این میزان اند، شده
هـای آلـوده بـه    هـا در نمونـه  تحرک و مورفولوژی نرمال اسـپرم 

و میـزان  % 85/55هـا  درصـد تحـرک اسـپرم    هـا، وکاستافیلوک
طـی مقایسـه صـورت     .مشاهده شـد % 05/12ها مورفولوژی آن

هـا و  اسـتافیلوکوک هـای  های آلوده به باکتریگرفته بین نمونه
در ایـن   یلوکوکاسـتاف هـای  ثیر بـاکتری أهای غیر آلوده، تنمونه

( تحــرک و مورفولــوژی) semenپـژوهش بــر روی پارامترهـای   
میـان   چنین در مقایسههم .وت قابل توجهی مشاهده نگردیدتفا

آلوده بـه   semenهای های نمونهاسپرم های ایزوله شده،باکتری
هـا بـالاترین   نسبت به سـایر بـاکتری   استافیلوکوکهای باکتری

هـای آلـوده بـه    در بررسی نمونه .مورفولوژی نرمال را دارا بودند
-همطالع ـدر مقایسه با  ،%1/5 شیوع این باکتری با نیز، کلبسیلا

هـای  و در پژوهش (2( )%5/2) انجام شده درکشور نیجریه های
هـا را  توان مطابقت این گـزارش می ،(0)%  15/1قبلی در ایران 
هـا و  چنین طی بررسی میزان تحـرک اسـپرم  هم .مشاهده نمود

 کلبسـیلا هـای حـاوی   در نمونـه  ها،میزان مورفولوژی نرمال آن
نسبت %  88/2ها با و مورفولوژی آن% 88/58ها با تحرک اسپرم

تحـرک   .گـردد مشـاهده مـی   هاییهای غیر آلوده تشابهبه نمونه
نسـبت بـه   ( 88/58)% کلبسـیلا هـای حـاوی   ها در نمونهاسپرم
بـا تفـاوت انـدکی بـالاتر بـوده      ( 25/52)% های غیر آلـوده نمونه
تری تـوان نتیجـه گرفـت کـه بـاک     که از این مشاهده مـی  است،

در  .ای نداردثیر قابل ملاحظهأها تبر روی تحرک اسپرم کلبسیلا
های آلوده به نمونه های میکروبی ایزوله شده،ایسه میان گونهمق

ترین مورفولـوژی  بالاترین تحرک اسپرمی و کم کلبسیلاباکتری 
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 ز نظـر گزارش گردیده است که این میـزان بـا بررسـی حاضـر ا    
. (13) مطابقـت دارد  کمـابیش  هاو تحرک اسپرم شیوع باکتری

 تأثیرای تحت عنوان مطالعه 2111در کشور ایران، نیز در سال 
های باکتریایی بر روی اسپرماتوزوای انسانی در شهر یزد عفونت
 181است، که در این مطالعـه بـا آزمـایش بـر روی      شدهانجام 
های ها آلوده به گونهنآ%  5/55، مشخص گردید semenنمونه 

ــد و از ایــن تعــداد   ــایی بودن ــاکتری %  11/25مختلــف باکتری ب
E.coli  ،35/22  % 10/56و  یوژناپ وساسترپتوکوکباکتری  %
، نیـز در  2118 در سـال  (.12) بودند استافیلوکوکهای باکتری

 تناسـلی  -ادراریای بر روی عفونت دسـتگاه  تهران مطالعه شهر
 semenآن بــر روی  تــأثیردون علامــت و در مــردان نابــارور بــ

گـزارش گردیـد کـه از     صورت گرفت و نتیجه آن بدین صـورت 
ــان  ــه  66می ــاکتری % semen، 22/11نمون % 61/8و  E.coliب

%  21/11و کلبسـیلا  %  B، 15/1گروه  وساسترپتوکوکباکتری 
 هـایی در تفاوت (.8) ها ایزوله گردید استافیلوکوکباکتری های 

چـه در  های اخیر بـا آن گرفته طی سال انجام هایهنتایج مطالع
این تفاوت آمـاری در  و  دارد وجوداین مطالعه مشاهده گردیده، 

توانـد ناشـی از سـن    های میکروبـی ایزولـه شـده مـی    بین گونه
بیماران، موقعیت اجتماعی آنان، سطح آگـاهی و مکـان زنـدگی    

 .مراجعه کنندگان باشد

 هدف بررسـی شده  جداهای تریباکنمونه  35در این تحقیق از 
ها کـه در  اکتریاما سایر ب .بود%E.coli (11 )های باکتری گونه

%  88/12شــامل  نمونــه باکتریــایی حضــور داشــتند 35میــان 
% 1/5و  اسـترپتوکوک باکتری %  60/25، استافیلوکوکباکتری 
هـا،   اسـترپتوکوک  بـاکتری در میـان  .. بودنـد  کلبسـیلا باکتری 

ایزوله گردیـد کـه   همولیتیك  α-آگالاکتیهسویه های  60/25%
در بـود و   % 2/22 میـزان کشور ایتالیا تحقیقی در در مقایسه با 

، شانتوسـط خلیلـی و همکـار   در ایـران  مطالعات صورت گرفته 
ــود،  % 35/22 ــده ب ــزارش ش ــت گ ــته اس ــت داش ــیار مطابق  بس

ــین هــم .(12،15) ــن در چن ــهای ــه بررســی نمون ــوده ب هــای آل
و میـزان  %  26/55هـا  زان تحـرک اسـپرم  هـا می ـ  استرپتوکوک

کـه  در صـورتی  ،شـد مشاهده %  83/11موفولوژی نرمال آن ها 
میـزان تحـرک   ها، های غیر آلوده به باکتریاین میزان در نمونه

در  .بـود %  13/0و میزان موفولـوژی نرمـال   %  25/52ها اسپرم
هـا، در کشـور   اسـتافیلوکوک بررسی میزان جداسـازی  خصوص 
 -%50/15 اورئـــــوس یلوکوکوساســـــتاف% )12/26عـــــراق 

در کشـور نیجریـه    ،% (35/15کوآگولاز منفی  یلوکوکوساستاف
گـزارش شـده    %2/0 در کشورایتالیاو  % (2/23) 2116در سال 

انجـام شـده میـزان     هدر ایران نیز طی مطالع(. 2،15،16)است 
-اورئـــوس یلوکوکوساســـتاف)هـــا اســـتافیلوکوکجداســـازی 

-بـه  semen هـای از نمونـه   (گولاز منفـی کوآ یلوکوکوساستاف

کـه در   ،(0) گـزارش شـده اسـت   %  56/10و %  58/11 ترتیب
جداسـازی  % 88/12ها که استافیلوکوک مقایسه با مطالعه حاضر

ان بـا بررسـی میـز    .دارد مطابقـت  کمـابیش این میزان اند، شده
هـای آلـوده بـه    هـا در نمونـه  تحرک و مورفولوژی نرمال اسـپرم 

و میـزان  % 85/55هـا  درصـد تحـرک اسـپرم    هـا، وکاستافیلوک
طـی مقایسـه صـورت     .مشاهده شـد % 05/12ها مورفولوژی آن

هـا و  اسـتافیلوکوک هـای  های آلوده به باکتریگرفته بین نمونه
در ایـن   یلوکوکاسـتاف هـای  ثیر بـاکتری أهای غیر آلوده، تنمونه

( تحــرک و مورفولــوژی) semenپـژوهش بــر روی پارامترهـای   
میـان   چنین در مقایسههم .وت قابل توجهی مشاهده نگردیدتفا

آلوده بـه   semenهای های نمونهاسپرم های ایزوله شده،باکتری
هـا بـالاترین   نسبت به سـایر بـاکتری   استافیلوکوکهای باکتری

هـای آلـوده بـه    در بررسی نمونه .مورفولوژی نرمال را دارا بودند
-همطالع ـدر مقایسه با  ،%1/5 شیوع این باکتری با نیز، کلبسیلا

هـای  و در پژوهش (2( )%5/2) انجام شده درکشور نیجریه های
هـا را  توان مطابقت این گـزارش می ،(0)%  15/1قبلی در ایران 
هـا و  چنین طی بررسی میزان تحـرک اسـپرم  هم .مشاهده نمود

 کلبسـیلا هـای حـاوی   در نمونـه  ها،میزان مورفولوژی نرمال آن
نسبت %  88/2ها با و مورفولوژی آن% 88/58ها با تحرک اسپرم

تحـرک   .گـردد مشـاهده مـی   هاییهای غیر آلوده تشابهبه نمونه
نسـبت بـه   ( 88/58)% کلبسـیلا هـای حـاوی   ها در نمونهاسپرم
بـا تفـاوت انـدکی بـالاتر بـوده      ( 25/52)% های غیر آلـوده نمونه
تری تـوان نتیجـه گرفـت کـه بـاک     که از این مشاهده مـی  است،

در  .ای نداردثیر قابل ملاحظهأها تبر روی تحرک اسپرم کلبسیلا
های آلوده به نمونه های میکروبی ایزوله شده،ایسه میان گونهمق

ترین مورفولـوژی  بالاترین تحرک اسپرمی و کم کلبسیلاباکتری 
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تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی ام - ارتباط ژن ها ...

 کلبسـیلا این احتمال وجود دارد که باکتری  .نرمال را دارا بودند
هـا در رونـد   مورفولـوژی در اسـپرم   هایتغییر طریقتواند از می

گـذار  تأثیرهـای دسـتگاه تناسـلی در مـردان     بیماری ناباروری و
 .باشد

باعث توسعه مولکولی های اخیر پیشرفت تکنولوژی در سال
های زا در عفونتهای شناسایی فاکتورهای بیماریروش

ها دارای حساسیت و این تکنیك. گوناگون شده است
های ژن اهش زمان آنالیز در تعیین موقعیتالا و کاختصاصیت ب

 هااین تکنیك تریناین تحقیق از معمولدر . باشدها میپاتوژن
گرفته کار ه ها بژن برای بررسی حضور و فراوانی PCRیعنی 

های باکتری به ادهزین از این رو، سه ژن کدکننده. است شده
که در  ر گرفتندمورد بررسی قرا ،afa و fim H، papهای نام

کننده ایجاد E.coliزایی باکتری یافزایش ویرولانس و بیمار
عنوان عاملی در تواند بهو می نقش داشتندعفونت ادراری 

 .ناباروری مردان مطرح باشد

ی که تاکنون صورت گرفته است، مشخص هایهبر اساس مطالع
 papاصلی باکتری و ژن  پیلی fim H هایاست که ژن شده

باشند و نقش می E.coliفاکتور ویرولانس رایج در دومین 
زایی عفونت ادراری و عفونت کلیه در انسان مهمی در بیماری

های بعدی نیز شیوع این ژن ها در در بررسی  .(1،21) دارند
، های ادراری شده استعفونت که سبب E.coliباکتری 

ریبیرو گرفته توسط  انجامدر مطالعه . مشخص گردیده است
تیکی فاکتورهای های ژنهمکارانش بر روی ویژگی و باتی

ایزوله شده از بیماران مبتلا به  E.coliهای ویرولانس در سویه
سویه از باکتری  182، حدود 2116عفونت مثانه در سال 

E.coli های از نظر حضور ژنpap, sfa , afa , fim H ,α-

hemolysin ,cnf-1 تکنیك توسط multiplex PCR رسی بر
-به ،afa و fim H، pap هایدر این مطالعه شیوع ژن. شدند

در طی مقایسه . ارش گردیدگز%  2/8و %  2/52، %3/02ترتیب 
های مذکور در مطالعه حاضر با مطالعه صورت گرفته شیوع ژن

در مطالعه . (10) گرددمی مشاهده، تشابهاتی توسط ریبیرو تیبا
ین شیوع را در بالاتر% 111با شیوع  fim H حاضر نیز ژن

در مطالعه  papژن . دارد semenهای ایزوله شده از باکتری

را در بر ها ژنفراوانی ، بیشترین میزان fim Hمذکور بعد از ژن 
در % 111و در مطالعه حاضر نیز این ژن با شیوع  گرفتمی

در  afa در طی مقایسه بعدی، ژن. قرار دارد fim Hکنار ژن 
های بین ژن ترین شیوع را درکم% 2/8مطالعه نام برده با 

-فراوانی کم semenهای نمونهدر که بررسی شده داشته است 

های ادراری دارند و های جداشده از عفونتتری نسبت به سویه
به سختی  afa در این فراوانی کم، حضور ژن کمیابی چون

 .(10) گرددحاصل می

قاط جهان، ایران و سایر ن دیگری در هایهچنین در مطالعهم
در بیماران مبتلا به  E.coli های ویرولانس باکتریشیوع ژن

 هاییهدر این مطالع. استشده  عفونت دستگاه ادراری بررسی
عفونت از بیماران مبتلا به که  E.coliباکتری  هایسویه روی

تکنیك  و توسطآمده عملتحقیق بهایزوله گردیده  ادراری
-fim H, pap , tsh, cnfیهااز نظر حضور ژن PCRمولکولی 

1 hly A, afa ompT  نتایج حاصل از این . شدندبررسی
با  fim Hکه ژن  هین صورت گزارش گردیده اب هاپژوهش

رد بررسی داشته های موبالاترین شیوع را در باکتری%  82/80
-بیش%  5/31با  hlyAو  pap ,cnf-1های پس از آن ژن. است

 ،%1ترتیب با به ompTو  afa ,tsh هایو ژن فراوانیترین 
های مورد ترین شیوع را در بین ژنکم%  62/5و %  51/6

بالاترین شیوع و پس از با  fim Hژن  که دادند نشانآزمایش 
های ترین شیوع در سویهبا کم afaو در نهایت ژن  papآن ژن 
نتایج حاصل از این و ( 5،0) اندهمشاهده گردید E.coli مختلف

خوانی هم شدچه در مطالعه حاضر مشاهده ز با آننی هاهمطالع
 . داشت

 pap و ژن fim Hکه ژن  چنین نتیجه گرفتتوان رو میاین از 
بالاترین شیوع را در ژنوم  E.coliهای متفاوت باکتری در سویه

های بسیار ادهزینو با بیان فاکتورهای ویرولانس و باکتری دارد
و عفونت  ابافزایش التهزایی باکتری و چسبنده به بیماری

توانند در ایجاد ناباروری از طریق بنابراین می. کندمیکمك 
-ثر باشند و در نتیجه بهؤم توژنزمخرب بر روند اسپرما تأثیر

  .عنوان عاملی به ناباروری در مردان منجر گردند

 نتیجه گیری
قابل  تأثیربا توجه به روند رو به افزایش ناباروری در کشور و 

تحقیق و بررسی  ها،ل روحی و عاطفی خانوادهئآن در مساتوجه 
های ساده و قابل عفونت هایتأثیرهای ناباروری و پیرامون علت

تواند می بزرگی مانند ناباروری، هایاختلالدرمان در ایجاد 
افزایش سطح  کمك شایانی در جهت افزایش آگاهی مردم،

 هام عفونتپیشگیری و درمان زود هنگابهداشت در جامعه و 
های درمانی برای بهبود باشد و در نهایت سبب کاهش هزینه

عنوان پاتوژنی به E.coliجایی که باکتری از آن .ناباروری گردد
توان با افزایش افراد نابارور است، می semenشناخته شده در 

زایی باکتری و ها و تحقیق پیرامون مکانیسم بیماریبررسی
پارامترهای اسپرم از جمله  هایختلالاآن در  تأثیرشناسایی 

در  ،semenها در مایع مورفولوژی و حجم اسپرم تحرک،
پیشگیری اقدامات  semenهای موقع عفونت و درمان به کنترل

های با شناسایی و بررسی پیرامون ژن کهطوریهب .به عمل آورد
از جمله  E.coliفاکتورهای ویرولانس باکتری  کدکننده
سبب ها شاید بتوان آن کنترلبا و  ی سطحی باکتریهاادهزین
و، در مطالعه حاضر راز این .گردیدزایی مکانیسم بیماریکاهش 

 و fim H، papهای های باکتری به نامادهزین سه ژن کدکننده
afa، با افزایش چسبندگی در که  مورد بررسی قرار گرفتند

در ایجاد  E.coliزایی باکتری بیماری توانند سببمیمیزبان 

چنین با افزایش احتمال که در عفونت ادراری باشند و هم
ی که بر تأثیرنمایند و تناسلی ایجاد می -دستگاه ادراری عفونت

مردان  semenچنین در هم)تخریب روند اسپرماتوژنز دارند 
عنوان یك عاملی برای توانند بهمی (اندنابارور مشاهده شده

 .گرفته شوندناباروری مردان در نظر 

 سپاسگزاری
از کلیه مسئولین محترم در دانشکده علوم زیستی و کارکنان 
آزمایشگاه محمودیه دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال، 
بیمارستان امام خمینی و بیمارستان بهمن که در انجام کارهای 

اند، ا مبذول فرمودهآزمایشگاهی این تحقیق کمال همکاری ر
 . گرددکر میسپاسگزاری و تش
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 نتیجه گیری
قابل  تأثیربا توجه به روند رو به افزایش ناباروری در کشور و 

تحقیق و بررسی  ها،ل روحی و عاطفی خانوادهئآن در مساتوجه 
های ساده و قابل عفونت هایتأثیرهای ناباروری و پیرامون علت

تواند می بزرگی مانند ناباروری، هایاختلالدرمان در ایجاد 
افزایش سطح  کمك شایانی در جهت افزایش آگاهی مردم،

 هام عفونتپیشگیری و درمان زود هنگابهداشت در جامعه و 
های درمانی برای بهبود باشد و در نهایت سبب کاهش هزینه

عنوان پاتوژنی به E.coliجایی که باکتری از آن .ناباروری گردد
توان با افزایش افراد نابارور است، می semenشناخته شده در 

زایی باکتری و ها و تحقیق پیرامون مکانیسم بیماریبررسی
پارامترهای اسپرم از جمله  هایختلالاآن در  تأثیرشناسایی 

در  ،semenها در مایع مورفولوژی و حجم اسپرم تحرک،
پیشگیری اقدامات  semenهای موقع عفونت و درمان به کنترل

های با شناسایی و بررسی پیرامون ژن کهطوریهب .به عمل آورد
از جمله  E.coliفاکتورهای ویرولانس باکتری  کدکننده
سبب ها شاید بتوان آن کنترلبا و  ی سطحی باکتریهاادهزین
و، در مطالعه حاضر راز این .گردیدزایی مکانیسم بیماریکاهش 

 و fim H، papهای های باکتری به نامادهزین سه ژن کدکننده
afa، با افزایش چسبندگی در که  مورد بررسی قرار گرفتند

در ایجاد  E.coliزایی باکتری بیماری توانند سببمیمیزبان 

چنین با افزایش احتمال که در عفونت ادراری باشند و هم
ی که بر تأثیرنمایند و تناسلی ایجاد می -دستگاه ادراری عفونت

مردان  semenچنین در هم)تخریب روند اسپرماتوژنز دارند 
عنوان یك عاملی برای توانند بهمی (اندنابارور مشاهده شده

 .گرفته شوندناباروری مردان در نظر 

 سپاسگزاری
از کلیه مسئولین محترم در دانشکده علوم زیستی و کارکنان 
آزمایشگاه محمودیه دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال، 
بیمارستان امام خمینی و بیمارستان بهمن که در انجام کارهای 

اند، ا مبذول فرمودهآزمایشگاهی این تحقیق کمال همکاری ر
 . گرددکر میسپاسگزاری و تش
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