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Abstract: 
 
Background: Application of quantitative real time PCR has evolved as a sensitive, specific, 
and rapid method for the detection of Toxoplasma gondii (T. gondii). The present study 
aimed to evaluate the efficacy of real time PCR method, using B1 gene, for the diagnosis of 
toxoplasmosis in the experimentally infected rats.  
Materials and Methods: Parasites were cultured in peritoneal cavity of mice and then the 
DNA was extracted in tachyzoite stage. The B1 gene of T. gondii was amplified by PCR and 
detected by real time PCR method based on the molecular beacon probe. Finally, real time 
PCR was evaluated for the quantization of T. gondii in the blood of the experimentally 
infected rats. 
Results: The B1 gene of T. gondii which was successfully amplified by PCR yielded an 
amplicon with an approximate length of 116 bp. Using this gene was evaluated highly 
appropriate for the quantization of T. gondii by real time PCR method. 
Conclusion: Application of real time PCR method is shown to be highly efficient in terms of 
sensitivity and rapidity for the detection of B1 gene as well as the quantization of T. gondii in 
blood of rat.  
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  پروب از استفاده با  Real time PCRتوسط گوندييتوكسوپلاسما يكم يابيرد
Molecular beacon ييموش صحرا در  
  

نوروزي رقيه
1
 اصلدليمي عبدالحسين ،

2*
مقدم فروزنده مهدي ،

3
فر غفاري فاطمه ،

4
  

  

  مقدمه
-تك )(Toxoplasma gondii گونديي توكسوپلاسما

-توكسوپلا يعفون يماريب هك است ياجبار يسلول داخل اختهي

 از يناش عفونت. كنديم جاديا را (Toxoplasmosis) سيسموز
 يانگل يهاعفونت نيترمتداول از يك يگونديي توكسوپلاسما

-به يماريب كي نيبنابرا و است گرمخون واناتيح گريد و انسان

 نيا انتشار. شوديم محسوب) zoonosis( ئونوزز معنا تمام
 از جهان سراسر در و دهينگرد محدود ييايجغراف يامرزه با يماريب

 مطالعات اساس بر ].1 [شوديم افتي اياسترال تا آلاسكا
 نيب سيتوكسوپلاسموز به انسان يآلودگ زانيم كيولوژيدميسرواپ

 جاديا علتبه يماريب نيا]. 1 [است شده گزارشدرصد  90-30
 يدارا نانسا در يذهن يماندگ عقب و يكور و يمادرزاد عفونت

  كامل، منيـاي داراي افراد در توكسوپلاسموزيس .باشديم تياهم
  

 دانشگاه پزشكي، علوم دانشكده شناسي، انگل گروه تخصصي، دكتراي دانشجوي1
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 بثورات( پوستي تظاهرات صورتهب يا است علامت فاقد معمولا

-مي بروز چشمي عارضه اي(Adenopathy)  يآدنوپات ،)جلدي

 و اعضا ونديپ كنندهافتيدرافراد   ودزيا به انيمبتلا در يول .كند
 ديشد عوارض يدارا يمنيا كنندهسركوب يداروها كنندگانمصرف

 بر توكسوپلاسموز صيتشخاگرچه ]. 2[ است ريم و مرگ عامل و
 يموارد در هاروش نيا يول ،است يكيسرولوژ يهاآزمون يمبنا
 عاتيضا و عوارض به توجه با و] 4،3[ ندارند را لازم ييكارا

 شده متولد نوزادان در و مونوساپرسيا افراد در ريناپذ جبران
 آن در كه PCR روش .اندافته ييفراوان كاربرد يمولكول يهاروش
 ليدلبه است ييشناسا قابل توكسوپلاسما يژنوم DNA از ياقطعه
-روش ريسا از جهينت عيسر حصول زين و يكاف يژگيو و تيحساس

 يرو بر كه يمطالعات با. دارد يبهتر جينتا يفعل يصيتشخ يها
 تيحساس كه توكسوپلاسما B1 ژن ،شد انجام توكسوپلاسما ژنوم
 مربوط توكسوپلاسما ژنوم در آن از يكپ 35 تعداد وجودبه  آن

 Real time PCR كيتكن در نيا تيحساس. ديگرد انتخاب، است
 كي اين پروب .ودنم استفاده Molecular beacon از توانيم

 و ساقه بخش يك از بوده و رشته تك يديگونوكلوتياول يتوال
 3' سر در و فلوروفور ماده يك آن 5' سر در .شودمي تشكيل حلقه
 اتصال اثر در. شودمي داده قرار كننده خاموش مولكول يك آن

-به كه (ساقه ساختار است، هدف توالي از بخشي مكمل كه حلقه

 كننده توليد ماده بين و شده باز) باشدمي هم مكمل صورت

  :خلاصه
 .است توكسوپلاسموزيس تشخيص در ييبالا ويژگي و حساسيتروشي سريع و داراي  Real time PCR يكم روش :هدف و سابقه
ي با يموش صحراآلودگي تجربي در  سيتوكسوپلاسموز صيتشخ يبرا B1 ژن از استفاده با روشاين حاضر ارزيابي  پژوهش از هدف

  .  استانگل مذكور
 استفاده سپس با .زوئيت استخراج گرديدآن از مرحله تاكي DNAو شده تكثير  يسور موش يصفاق محوطه در انگل :هاروش و مواد

 در. گرفت قرار ييشناسا مورد Molecular beacon پروب و Real time PCR كيتكن با وگرديده  ريتكث  B1ژن PCR روش از
  .شد يابيرد يكم صورتهب آنها خون در انگل وشده  آلوده يتجرب صورتهب ييموش صحرا يتعداد تينها

 در استفاده اين ژن براي . جفت بازي را توليد نمود116و باندي حدود شده  با موفقيت تكثير يگوند توكسوپلاسما B1 ژن :نتايج
  .سيار مناسب ارزيابي گرديدجهت رديابي كمي انگل ب Real time PCR روش
 و جهت ارزيابيبوده  حساس و سريع  B1براي تشخيص ژن روش اين كه داد نشان Real time PCR كيتكنارزيابي  :گيرينتيجه

  . بسيار مناسب استييموش صحراتوكسوپلاسما در خون  يكم
  ييموش صحرا، B1، ژن Real-time PCR روش ،يگوند توكسوپلاسما :يكليدواژگان

  311- 316 ، صفحات1391 مهر و آبان، 4 پژوهشي فيض، دوره شانزدهم، شماره –نامه علميدو ماه                                                          
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 نور ترتيب اين به و هداافت فاصله كننده، خاموش و فلورسانس
 اين. گرددمي آشكار فلورومتر دستگاه توسط كه شودمي ساطع
 پژوهش، نيااز  هدف .]6،5[ است دقيق و حساس بسيار روش
 در توكسوپلاسموز يآلودگ يكم يابيرد يبرا يروش ياندازراه
  . باشد برخوردار يكاف يژگيو و تيحساس از كه است يموش مدل

  
  هاروش و مواد
  گونديي توكسوپلاسما RH هيسو ينگهدار و ريتكث

 يشناس انگل بخش از گونديي لاسماتوكسوپ RH سويه
 منظوربه. شد هيته تهران يپزشك علوم دانشگاه بهداشت دانشكده

 هايموش صفاقي درون تزريق روش از هيسو نگهداري و تكثير
 كه موش صفاقي عيما]. 1[ شد استفاده يهفتگ 4 حدود سن با ماده

 .شد تزريق هاموش صفاق داخل بهبود  زوئيتتاكي 1000 حاوي
 صفاقي مايع سپس و شده بيهوش كلروفرم با هاموش روز 4 از سپ

 با يافته تكثير هايزوئيتتاكي .شد خارج سرنگ با هاآن
 اين .است مشاهده قابل )X40 نماييبزرگ (ينور ميكروسكوپ

 به تزريق يا انگل نگهداري براي اصلي منبع عنوانبه صفاقي مايع

  .گيردمي قرار فادهاست مورد هازوئيتتاكي تكثير و موش
  

  Real time PCR واكنش انجام
 ريتكث منظوربه PCR واكنش ،DNA استخراج از بعد

 با يحرارت چرخه 35 در  PR2و PF1 آغازگر دو با bp116 قطعه
 گراديسانت درجه 58 ه،يثان 30 يبرا گراديسانت درجه 94 برنامه

 .شد انجام هيثان 30 يبرا گراديسانت درجه 72  وه،يثان 30 يبرا
 يتوال) Annealing (اتصال مرحله در ژني، ناحيه تكثير بر علاوه
 هيناح وشده  متصل Molecular beacon پروب با هدف

 توسط شده ختهيبرانگ واكنش .شد جدا خاموشگر از فلورفور
 يمنحن رسم و شد آشكار ،Fam/syber كانال از ينشر يلترهايف

Real time گرفت صورت .  
  

  Molecular beacon پروب و آغازگرها
 بر پژوهش اين در استفاده مورد پروب و آغازگرهاي

 طول به B1 نام به گوندي توكسوپلاسما ژنوم از ايقطعه اساس

 ترينمهم از يكي پروب طراحي. شدند ساخته و يطراح 116

 و آغازگرها يتوال. است واكنش نيا در موفقيت كننده تعيين عوامل
  .است آمده 1 شماره جدول در پروب

  
  
  
  

  Molecular beacon پروب و آغازگرها يتوال -1  شمارهجدول
 يتوال پروب و آغازگرها نام

PF1  5'-GGACTGGCAACCTGGTGTC-3' 
PR2 5'-ACCCGGACCGTTTAGCAG-3' 

MB 5'-CAGCGACAGAACAGCTGCAGTC 
CGGAAATACGCTG-3' 

  
 پروب غلظت سازي بهينه

 ديبريه در ييسزاهب ريتأث پروب، غلظت افزايش يا كاهش
 كاهش موجب پروب كاهش .دارد هدف يتوال با پروب شدن

 توليدي علائم كاهش نتيجه در و شوديم PCR محصول به اتصال

 افزايش باعث هم پروب افزايش .شد خواهد Real time سيستم از

 محصول به پروب اتصال عدم نتيجه در و غيراختصاصي اتصالات
PCR 20 هايغلظت در مخصوص پروب با قطعه اين. شوديم، 

 انجام Real time PCRواكنش و شده مجاور كوموليپ 5 و 10
  .ديگرد

  
  ييي صحراهاموش يساز آلوده

 گروه دو به ماهه 2-3 ماده سر موش صحرائي 30 تعداد
 استخراج هايزوئيتتاكي. شدند ميتقس) شاهد و مورد( ييتا 15

 افزودن با و شدند شمارش نئوبار لام توسط سوري موش از شده

 نهايي غلظت ،PBS (Phosphate Buffered Saline) محلول

 هر ازاي به .شد تنظيم مايع ليتر ميلي هر در زوئيتتاكي عدد 105 به
 100 و G سيلينپني واحد 100 مقدار سوسپانسيون، ليترميلي

 محوطه به سپس]. 7[ شد افزوده آن به استرپتومايسين ميكروگرم

 عدد 5×105 مورد گروه  صحرائيهايموش از مكدا هر صفاقي

. تزريق گرديد )سوسپانسيون از ليترميلي 5 مقداردر ( زوئيتتاكي
  .ماندند باقي تزريق بدون شاهدحيوانات 

  
  ييهاي صحرا موشاز خونگيري

 دارند، حضور خون در هاانگل تزريق، از بعد روز 17 تا 2
 از سي يس 1 اندازه به خونگيري تزريق، از بعد ساعت 48 بنابراين

 انعقاد ضد ماده با بلافاصله و گرفت انجام حيوانات تمام قلب
(Ethylene diamine tetra acetic acid; EDTA) 1 نسبت 

 -80 فريزر در وشده  مخلوط ليتري ميلي 5/1 ميكرولوله در 10 به
 PCR انجام وDNA  استخراج منظوربه گرادسانتي درجه

 حيوانات از باريك فقط تحقيق مدت تمام  در.شد نگهداري
 شماره جدول در Real time PCR واكنش رنامهب. دش خونگيري

  .است شده داده نشان 2
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  Real-time PCR واكنش يبرا لازم ياجزا -2  شمارهجدول
 ييايميش ماده غلظت

12.5 μl Master mix 
10pmol رفت مريپرا 

10pmol برگشت مريپرا 

100ng DNA 
10pmol پروب 

 مقطر آب μl 25تا 

  
  جينتا

  PCR واكنش شرايط سازي بهينه
-به .شد انجام دمايي گراديان بررسي با واكنش سازيبهينه

 بررسي 64-54 بين دمايي محدوده واكنش دماي ،سازيبهينه منظور
. آمد دستبه گرادسانتي درجه 58 اتصال، مناسب دماي و شده
 قابل الگو مناسب تكثير از شينا باز جفت 116 باند 1 شماره شكل

  ().  است بررسي
  

  
 ،1 ستون( اتصال متفاوت يدماها با PCR جهينت -1  شمارهشكل
 گراد؛يسانت درجه 54 يدما ،2 ستون ؛يباز جفت DNA  100نردبان
 گراد؛يسانت درجه 58 يدما ،4 ستون گراد؛يسانت درجه 56 يدما ،3 ستون

 )يمنف كنترل ،6 ستون ؛گراديسانت درجه 60 يدما ،5 ستون
  

   Real time PCR واكنش انجام
  . است شده آورده 2 شماره شكل در واكنش انجام جهينت

  

  
 انگل يبرا پروب با  Real time PCR واكنش -2  شمارهشكل

  گونديي توكسوپلاسما
  
  

 پروب غلظت سازي بهينه

 براي پروب مناسب غلظت آوردن دستبه منظوربه
 غلظت نيبهتر و شد استفاده پروب مختلف يهاغلظت از واكنش،

 شينما به 3  شمارهشكل در جهينت. شد داده صيتشخ كوموليپ 10
  .است شده درآورده

  

  
 مختلف يهاغلظت با Real time PCR واكنش -3  شمارهشكل
 كومول؛يپ 20 غلظت يآب خط كومول؛يپ10 غلظت زرد خط( پروب

  )NTC سبز خط و كوموليپ 5 غلظت قرمز خط
  

 با  Real-time PCRواكنش حساسيت بررسي از حاصل نتايج

   هياول  DNA سازي رقت
  ميكروليتر بر نانوگرم 2100 غلظت با هياول  DNAاز

 وارد هارقت از كدام هر و شد انجام log 10 در يساز رقت
  . است شده داده شينما 4  شمارهشكل در جهينت .گرديد واكنش

  

  
 از متوالي هايرقت تكثير از حاصل ارداستاند منحني -4  شمارهشكل

DNA  هياول   
  

  ي صحرائيهاموش خون هاينمونه روي Real time PCR جهينت
 خون از شده استخراج يهاDNA از تريكروليم 1
 ريز شكل در جهينت و شد واكنش وارد) شاهد و مورد( حيوانات

  .است شده داده نشان
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 Real timeروش با  شيآزما مورد هاينمونه نتايج -5  شمارهكلش

PCR 
  

 بحث
 يهاروش س،يتوكسوپلاسموز صيتشخ يبرا جيرا روش

 رايز ،ندارند را لازم ييكارا هاروش نيا يول ،است كيسرولوژ
 و هدش ظاهر ريتأخ با توكسوپلاسما هيعل ياختصاص يهاپادتن

 سيتوكسوپلاسموز نيبنابرا .دابييم شيافزا جيتدرهب هاآن زانيم
 افراد در  ديگرطرف از. ستين صيتشخ قابل ،يآلودگ يابتدا در

 ظاهر يكاف حد به هاپادتن يمنيا ستميس سركوب اي نقص دچار
 به مادر از IgG نوع هاپادتن انتقال تيقابل ن،يا بر علاوه. شوندينم
 الاشك با نيجن در را توكسوپلاسموز هنگام زود صيتشخ ن،يجن

 و يرانيا زنان اكثر در ديروماتوئ فاكتور بودن مثبت. كنديم مواجه
 مشكلات و صيتشخ روند در كاذب مثبت جاديا و IgM ديتول

 مشكلات جمله از يسرولوژ يهاآزمون جينتا ريتفس در موجود
 در كه PCR روش يول ،باشديم كيسرولوژ يهاروش در موجود

- به است ييشناسا قابل سماتوكسوپلا يژنوم DNA از ياقطعه آن

 ريسا از جهينت عيسر حصول زين و يكاف يژگيو و تيحساس ليدل
 در PCR ييتوانا]. 8[ دارد يبهتر جينتا يفعل يصيتشخ يهاروش
 آن ضعف نقاط از يكي عنوانبه DNA اندك ريمقاد ديتزا

 هر ورود از تا شود لحاظ ادييز قتبايد د رايز ،شوديم محسوب
 شود يريجلوگ كيتكن عملكرد طهيح به ناخواسته ئيكنوكل دياس
 است طيشرا يساز نهيبه ازمندين PCR از مرحله هر علاوه،به .]9[

 مراحل در يعيوقا نيچن اگر. ابدييم ريتكث ياشتباه يتوال وگرنه
 بخش يراختصاصيغ يهايتوال وندد،يپ وقوع به روش نيا يمقدمات

 نيبنابرا .]7[ داد هندخوا ليتشك را يينها محصول از يداريمعن
 مانند ياختصاص يهاروش از استفاده باPCR  محصول يابيرد

Real time ياختصاص و مخصوص پروب با كه )Molecular 

Beacon (كنديم يريجلوگ يمسائل نيچن بروز از شوديم انجام .
 حساسيت اختصاصي، پروب كارگيريبه با تكنيك ويژگي افزايش

 برومايد اتيديوم با آگارز ژل آميزي رنگ به نسبت روش اين بالاي

 ايلوميناتور ترانس UV به نياز عدم است، بيشتر برابر 100 تا 10 كه
 تنظيم قابليت وسيع، مقياس در هانمونه آناليز امكان تاريك، اتاق و

 مثل هاييروش به نسبت كم آلودگي امكان دستگاه، خودكار
 زاسرطان و راديواكتيو دموا از استفاده عدم و ساترن گذاريلكه
 است، برخوردار بالايي سلامت و ايمني از كه برومايد اتيديوم نظير

 روش يك به ازين .شد انتخاب PCR محصولات آشكارسازي براي

 بتواند كه مولكولي هايواكنش تكثير محصولات براي آشكارسازي

 كه داشت آن بر را ما نمايد، ارائه نيز را كافي يژگيو و حساسيت

 روش نيا در. كنيم استفاده انگل ژنوم رديابي برايReal time  از
 Molecular مثلژهيو يمولكول ساختار كي كردن وارد با

Beacon، دنبال را واكنش روند توانيم زمانهم طوربه واكنش به 
 حلقه و) Stem( ساقه بخش كي از يمولكول ساختار نيا. كرد

)Loop (3سر و فلوروفور ماده كي آن، ´5 سر و شوديم ليتشك´ 
. شوديم داده قرار )Quencher( كننده خاموش مولكول كي آن
 است، هدف يتوال از يبخش مكمل كه ساختار نيا اتصال اثر در

 و فلورسانس كننده ديتول ماده نيب و رفته نيب از ساقه ساختار
 كه شوديم ساطع نور بيترت نيا به و افتديم فاصله كننده،خاموش
 از يكي پروب يطراح]. 6[ گردديم آشكار فلورومتر دستگاه توسط
 گوياول ونيداسيبريه شكست اي تيموفق كنندهنييتع عوامل نيترمهم
 احتمال كاستن يبرا پژوهش نيا در ].10[ باشديم ديئوتكلنو

 ئهارا و يطراح B1 ژن با Real time PCR يكم روش ،يآلودگ
. باشديم زين انگل كم قدارم يابيرد به قادر يحت كه است شده
Lin از 1995 سال در همكاران و Real time PCR  ژنو B1 
 وContini . ]11[ نمودند استفاده توكسوپلاسما يكم يابيرد يبرا

 تينسفالآ صيتشخ يبرا را روش نيا 1998 سال در همكاران
 بردند كارهب يدزيا مارانيب در ييتوكسوپلاسما عفونت از يناش

]12 .[Martins صيتشخ يبرا كيتكن نيا از زين همكاران و 
 روش نيا 2001 سال در]. 13[ نداهنمود ستفادها توكسوپلاسما

 گونديي توكسوپلاسما يابيرد يبرا همكاران و Jauregui توسط
 يابيرد آن جهينت كه شد داده گسترش موش و خوك يهابافت در
 ].14[ بود گونديي توكسوپلاسما يژنوم DNA از كوگرميپ 1/0

Thomas روش دو 2004 سال در همكاران و nested-PCR  و 
Real time PCR در گونديي توكسوپلاسما ييشناسا يبرا 

 نيا نيب از كه نمودند سهيمقا را يمنيا ستميس ضعف دچار مارانيب
 را انگل DNA عيسر يابيرد تيقابل Real time PCR روش، دو
 در انگل، تيزوئيبراد ياهژن يابيرد ،نيا بر علاوه .]8[ بود دارا

 و Cultrera  توسطتينيورتيكور به مبتلا مارانيب يخون يهانمونه
 با پژوهش نيا تفاوت]. 5[ شد انجام 2002 سال در همكاران

 است Molecular Beacon پروب يريكارگبه در گريد قاتيتحق
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-هب منحصر خود نوع در و ديافزايم Real time تيحساس بر كه
  .است فرد

  
  گيريتيجهن

 اين كه داد نشان Real time PCR كيتكنارزيابي 
  بوده و جهت ارزيابيحساس و سريع  B1براي تشخيص ژن روش
  .توكسوپلاسما در خون موش صحرايي بسيار مناسب است يكم
  

  

  قدرداني و تشكر
 كه است يتخصص يدكترا نامه انيپا از يبخش مقاله نيا

 سندگانينو. ديرس انجام به مدرس تيترب دانشگاه يمال تيحما با
 تهران، دانشگاه يشناس انگل گروه از يشجاع دكتر خانم سركار از
 چنين از كاركنان و همو انگل سوش دادن قرار ارياخت در ليدلبه

دانشگاه تربيت مدرس  يوتكنولوژيب گروه محترم انيدانشجو
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