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  .14115-331: شناسي پزشكي، صندوق پستيتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه انگل :نشاني مكاتبه*
Email: ghafarif@modares.ac.ir 

  

در تشخيص  RE با استفاده از ترادف PCR-ELISAكارگيري روش  به

 )Rattus norvegicus( كمي توكسوپلاسموز تجربي در مدل موشي

  *4فر ، فاطمه غفاري3، مهدي فروزنده2عبدالحسين دليمي ،1رقيه نوروزي

 ه تربيت مدرس، تهران، ايران پزشكي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاشناسي انگلي كارشناسي ارشد، گروه جو دانش-1

   پزشكي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانشناسي انگل استاد، گروه -2
  دانشيار، گروه بيوتكنولوژي پزشكي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران-3

   دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران پزشكي، دانشكده علوم پزشكي،شناسي انگل، گروه دانشيار -4
  

  3/10/87 :تاريخ پذيرش  27/6/87 :تاريخ دريافت

  

  چكيده

طلب در بيماران با ايمنـي سـركوب شـده            هاي فرصت    توكسوپلاسما ممكن است ايجاد آسيب در جنين و از انگل          :فهد

اسـتفاده از روش    . اسـت وژيك  هاي سرول   تر از روش    هاي مولكولي براي تشخيص بيماري حساس       استفاده از روش  . است

PCR-ELISA استتر   زمان تشخيص توكسوپلاسموزيس نيز سريع،حساسيت و ويژگي بالا.  

. كار رفـت    ، براي تشخيص توكسوپلاسموزيس به    DNA RE با استفاده از قطعه      PCR-ELISAدر اين پژوهش از روش      

  .استتوكسوپلاسموزيس از مزاياي اين روش حساسيت و اختصاصي بودن و در نهايت تشخيص سريع 

 سـر رت    15 براي تشخيص توكسوپلاسموزيس در      PCR-ELISA در اين مطالعه از روش كمي        :ها  مواد و روش  

در ايـن روش    . انـدازي شـد      براي تشخيص سريع توكسوپلاسموزيس راه     PCR-ELISAبدين منظور   . استفاده شد 

باز انتخاب شـده       جفت 138طول    زوئيت به   كيتا مربوط به    REگيري ژن     ئوتيدي براي هدف  آغازگرهاي اوليگونوكل 

دست آمده از آن       و نشاندار كردن همزمان محصول به      PCRاي، از فرايند       توكسوپلاسما گونده  DNAو براي تكثير    

، با پـروب اوليگونوكلئوتيـد بيوتينيلـه شـده اختـصاصي            DIG قطعه نشاندار شده با      .ژنين استفاده شد    با ديگوكسي 

 ايجـاد شـده     DNA-DNA دورگه. شود  ليت اضافه مي  پدار شده در      به استرپتاودين پوشش  شود و سپس       مي دورگه

  . قابل شناسايي استكلريمترينژوگه شده با پراكسيداز و با روش وژنين ك بادي ضد ديگوكسي با اضافه كردن آنتي

بــا  ســاعت و 4اي در مــدت   توكــسوپلاسما گونــدهRE ، ژنPCR-ELISA بــا اســتفاده از سيــستم :نتــايج

كـار بـرده      هايي براي بررسي حساسيت روش به       در ضمن آزمايش  . حساسيت بالا مورد شناسايي قرار گرفت     

    توكسوپلاسما پـس از    DNA .شدشده، انجام گرفت و منحني استاندارد مربوط به حساسيت روش نيز رسم             

ايـن انگـل تكثيـر و      بنابراين فقط    ندارند؛ ساعت قابل شناسايي است و در اين روش عوامل ديگر دخالت             4

  .شود شناسايي مي

 ، حـساس ،هـاي ايـن روش سـريع    ها نـشان داد كـه از مزيـت           و ارزيابي  شد ارزيابي   PCR-ELISA كارايي   :گيري  نتيجه

  .عنوان يك روش تشخيصي استفاده كرد توان از آن به  بنابراين مي؛مطمئن و ساده بودن آن است

  

  .، رتREن ژ، توكسوپلاسموزيس، PCR-ELISA: كليدواژگان
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  مقدمه -1
  

 بيماري عفوني ناشـي     (Toxoplasmosis) يستوكسوپلاسموز

اي   نام توكسوپلاسما گونده    اي درون سلولي به     از آلودگي با تك ياخته    

(Toxoplasma gondii) كامـل  داراي ايمني در افراد]. 3 -1[ است، 

ــه يستوكــسوپلاسموز ــا ب   صــورت  معمــولاً فاقــد علامــت اســت ي

 يـا   (Adenopathy) ، آدنوپـاتي  )بثـورات جلـدي   (تي  تظاهرات پوس ـ 

  مـادرزادي   طريـق  در نـوزاداني كـه از     . كنـد   عارضه چشمي بروز مـي    

ــوده مــي ــه  شــوند آل ــا نقــص ايمنــي ماننــد مبتلايــان ب   و بيمــاران ب

  و(Acquired immunodeficiency syndrome: AIDS) ايـدز 

، ممكـن اسـت     يس توكسوپلاسموز كنندگان عضو پيوندي،    دريافت

 توكــسوپلاسموزيس]. 5، 4[ باشــد هــا نتهديدكننــده زنــدگي آ

مادرزادي كه حاصل عبور انگل از جفت در هنگام آلودگي اوليه     

خودي، مرگ جنين    هتواند باعث سقط جنين خودب      مادري است، مي  

ــا نقــص ــر هيدروســفالي  در رحــم ي ــادرزادي نظي  هــاي شــديد م

(Hydrocephaly) ميكروسفالي ، (Microcephaly) ماندگي   ، عقب

د و در افـراد بـا       شـو  (Chorioretinitis)  و كوريورتينيت  ذهني

كنندگان  ، دريافت AIDSايمني سركوب شده نظير افراد مبتلا به        

 (Hotchkin) يي مثل هـوچكين   ها  نپيوند و افراد مبتلا به سرطا     

 دوبــاره فعــال و باعــث ايجــاد آنــسفاليت     توانــد مــي... و

مـرگ و ميـر ايـن افـراد      و يكي از علـل       توكسوپلاسمايي شده 

ــود  ــسوب ش ــايعات   ]. 6، 4[مح ــوارض و ض ــه ع ــه ب ــا توج ب

ناپذير در افرادي با ايمنـي سـركوب شـده و در نـوزادان               جبران

 و متعاقب آن درمـان،      يسمتولد شده، تشخيص توكسوپلاسموز   

 مبتنـي بـر     يساگر چه تشخيص توكسوپلاسموز   . ضروري است 

 در مـواردي    هـا   شي سرولوژيكي اسـت ولـي ايـن رو        ها  نآزمو

تـوان بـه ظهـور       از جمله اين مـوارد مـي      . كارايي لازم را ندارند   

ي اختـصاصي عليـه توكـسوپلاسما و افـزايش          ها  نتأخيري پادت 

 اشـاره كـرد؛ در ايـن شـرايط و در ابتـداي              ها  نتدريجي ميزان آ  

از طرفي در   .  قابل تشخيص نيست   يسآلودگي، توكسوپلاسموز 

 به حد كافي    ها  نيمني پادت افراد دچار نقص يا سركوب سيستم ا      

 IgG نـوع    ها  نعلاوه بر اين، قابليت انتقال پادت     . ندشو  ميظاهر ن 

   را در  يساز مادر به جنين، تشخيص زود هنگام توكسوپلاسموز       
  

ي مـستقيم   ها  ش رو دليلهمين   به. كند جنين با اشكال مواجه مي    

. ها و مايعات بدن، كارامدتر هـستند       تعيين حضور انگل در بافت    

ي مستقيم روش مشاهده انگل در مقـاطع بـافتي          ها  شبين رو از  

 در ايـن    هـا   نژ حساسيت كافي را ندارند و روش تشخيص آنتي       

دليل مزمن بودن و كيستي شدن انگـل، غيـر واقعـي             ، به ها  نمونه

  ].8 -6[است 

 ژنومي توكسوپلاسما   DNAاي از      كه در آن قطعه    PCRروش  

ژگـي كـافي و نيـز       دليـل حـساسيت و وي       قابل شناسايي است به   

هاي تشخيـصي فعلـي نتـايج         حصول سريع نتيجه از ساير روش     

  .ئه داده استبهتري ارا

 DNAاي از     با مطالعه روي ژنـوم توكـسوپلاسما، قطعـه        

 300- 200ايـن قطعـه بـين       .  در ژنوم شناسايي شد    REنام    به

. نسخه در ژنـوم دارد و بـراي انگـل نيـز اختـصاصي اسـت               

بـا  . كنـد  پروتئين را كد نمـي     هيچ   DNAهمچنين اين قطعه    

 در ايـن پـروژه از       ،DNAهاي اين قطعـه از        توجه به ويژگي  

 براي تشخيص توكسوپلاسموزيس در مدل حيوان       REقطعه  

 طراحي (Primers)حساسيت آغازگرهاي . آلوده استفاده شد 

اي اسـت كـه حتـي          به اندازه  DNAشده براساس اين قطعه     

 توكـسوپلاسما   (Tachyzoite)زوئيـت     تاكيوجود يك عدد    

  ].9[كند  را مشخص مي
  

ــشخيص توكــسوپلاسموز ــهيست ــان ب  PCRروش   در ميزب

رهـايي  آغازگيابد كه در مرحله اول از        زماني ارزش بيشتري مي   

د و پس از آن نمونـه بـاليني مـورد           شوبا حساسيت بالا استفاده     

كـه در ايـن      با توجه به ايـن    .  دسترس باشد  درراحتي   آزمايش به 

ل حيواني رت به انسان شباهت زيادي داشته و سير          بيماري، مد 

در مغـز رت     (استبيماري در رت مشابه سير آن در بدن انسان          

 زوئيـت  ي حـاوي بـرادي    هـا   تمشابه مغز انـسان تـشكيل كيـس       

(Bradyzoite)  مدل آزمايـشگاهي    عنوان  بهاز رت   )  وجود دارد 

 حساسيت و سـرعت بـالا از الايـزا          دليل  به. مطلوب استفاده شد  
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA)  

  

هدف ايـن مطالعـه،     .  استفاده شد  PCRبراي رديابي محصولات    

  يساندازي سيستمي براي تـشخيص سـريع توكـسوپلاسموز         راه

  .است كه از حساسيت و ويژگي كافي برخوردار باشد
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  ها ش مواد و رو-2

 توكسوپلاسما  RH تكثير و نگهداري سويه      -2-1

  اي گونده

ــه ــر و نگهــداري منظــور ب  توكــسوپلاسما RH ســويه تكثي

ــده ــو اي گون ــفاقي م ــق درون ص ــا ش از روش تزري ــادهه   ي م

)Mus musculus ( مـايع ]. 1[ هفتگي استفاده شد 6با سن حدود 

 بزرگنمايي با ميدان هر در (زوئيت تاكي 1000حاوي صفاقي موش،

پـس  . ها تزريق شد به داخل صفاق موش) نوري ميكروسكوپ 40

بيهوش و كـشته و سـپس مـايع     كلروفرم با را ها موش روز 4-3از 

هاي تكثيـر يافتـه بـا         زوئيت  تاكي. ها با سرنگ خارج شد      صفاقي آن 

اين مـايع  . قابل مشاهده است) 40بزرگنمايي (نوري  ميكروسكوپ

عنوان منبع اصلي براي نگهداري انگل يا تزريق به مـوش             صفاقي به 

  ].4[گيرد   استفاده قرار ميها مورد زوئيت و تكثير تاكي

  

  ها تسازي ر  آلوده-2-2

 تـايي   10 ماهـه بـه دو گـروه         3-2 سر رت مـاده      15تعداد  

ــايش ( ــورد آزمـ ــايي 5و ) مـ ــاهد( تـ ــدند ) شـ ــسيم شـ . تقـ

 نئوباري استخراج شده از موش سوري توسط لام         ها  زوئيت  تاكي

(Neubauer lam)   ــول ــزودن محل ــا اف ــدند و ب ــمارش ش  ش

(Phosphate Buffered Saline) PBSغلظــت نهــايي بــه ،  

به ازاي هـر    . ليتر مايع تنظيم  شد       در هر ميلي   زوئيت  تاكيعدد   105

ــي ــدار  ميل ــسيون، مق ــر سوسپان ــي ســيلين 100ليت    وG واحــد پن

 بـه آن افـزوده      (Streptomycin) ميكروگرم استرپتومايـسين     100

هـاي گـروه      سپس به محوطه صفاقي هـر كـدام از رت         . ]10[شد  

ليتــر از   ميلــي5مقــدار (زوئيــت  تــاكي عــدد 5×105داد مــورد تعــ

  .هاي شاهد بدون تزريق باقي ماندند رت. تزريق شد) سوسپانسيون

  

  ها ت خونگيري از ر-2-3

 ، در خون حـضور دارنـد      ها  ل روز بعد از تزريق، انگ     17 تا   2

سـي    سـي 1 ساعت بعد از تزريق، خونگيري به اندازه   48بنابراين  

انجام گرفت و در تمـام مـدت تحقيـق فقـط             ها  تاز قلب تمام ر   

 از حيوانات خونگيري شد و بلافاصله با ماده ضـد انعقـاد             بار  يك

)Ethylenediaminetetraacetic acid: EDTA( به 1 به نسبت 

درجـه   -80ي در فريزر    ليتر  ميلي 5/1 مخلوط و در ميكرولوله      10

و  DNA اسـتخراج    منظـور   بـه  ها  نمونه. نگهداري شد گراد    سانتي

  . نگهداري شدPCRانجام 

  

ــصول   -2-4 ــردن مح ــشاندار ك ــا PCR ن  ب

  (Digoxigenin)ژنين  سيكديگو

شـد كـه    نحوي انجام  به PCR، واكنشDNAبعد از استخراج 

بـا مولكـول     علاوه بر تكثير ناحيه ژني، محصول توليـدي همزمـان         

واسطه قرار گرفتن    با اين فرايند . ژنين نشاندار شود    هاپتن ديگوگسي 

  در بـــين) Digoxigenin-11-dUTP( ئوتيـــد تغييـــر يافتـــهنوكل

dNTP       ها انجام گرفت و واكنشPCR    ميكروليتر بـا    25در حجم 

 5/1گـراد و غلظـت         درجـه سـانتي    Annealing (58(دماي اتصال   

البته در هر واكنش كنتـرل منفـي كـه          .  انجام شد  MgCl2مولار    ميلي

  .د انگل توكسوپلاسما است گذاشته شDNAلوله بدون 

  

 (Probes)ها   آغازگرها و پروب-2-5

اي   آغازگرهاي مورد استفاده در اين پژوهش بر اساس قطعه        

باز مطـابق بـا        جفت 138طول    اي به   از ژنوم توكسوپلاسما گونده   

 در  AF146527ترتيب ژنوم توكسوپلاسما با شماره دسترسـي        

 هيچ پروتئيني   DNAاين قطعه   . بانك ژني طراحي و ساخته شد     

 بـار تكـرار در ژنـوم، از         300 تـا  200دليـل     كند و بـه     نميرا كد   

از طرفي با استفاده از سيـستم       . حساسيت بالايي برخوردار است   

PCR-ELISA ژن ،REــده ــدت   توكــسوپلاسما گون  4اي در م

تـوالي آغازگرهـا و     . ساعت و با حساسيت بـالا شناسـايي شـد         

  . آمده است1ها در جدول  پروب
  

 .و پروب مشخصات آغازگرها 1جدول 

نام آغازگرها 
دماي  ئوتيديتوالي نوكل  و پروب

Tm 
طول 

  محصول
DNF 5´AAGGCGAGGGTGAGGATG 3´ 61  137باز  جفت
DNR 5´GCGTCGTCTCGTCTGGATC 3´ 2/58137باز  جفت

DNP  5بيـوتين  : پـروب'- GGAGAGGGAGAA 
GATGTTTC -3´  

-  -  
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يت كننده موفق  ين عوامل تعيين  تر  مهمطراحي پروب يكي از     

 ئوتيـد  اوليگونوكل (Hybridization)سـازي    يا شكست دورگـه   

 نشاندار شـده    5′ي اختصاصي با انتهاي     ها  ب بنابراين پرو  است،

 ـ        با بيوتين توسط نرم    وسـيله شـركت     هافـزار اليگـو طراحـي و ب

MWG 1شكل ( آلمان ساخته  شدند.(  

  
>gi|5916167|gb|AF146527.1|AF1465

27 Toxoplasma gondii repeat region 
CTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTGTTTTTTTA

TTTTTTTTTCTTTTTGTTTTTCTGATTTTTGTTT
TTTTTGACTCGGGCCCAGCTGCGTCTGTCGGGAT
GAGACCGCGGAGCCGAAGTGCGTTTTCTTTTTTT
GACTTTTTTTTGTTTTTTCACAGGCAAGCTCGCC
TGTGCTTGGAGCCACAGAAGGGACAGAAGTCGAA
GGGGACTACAGACGCGATGCCGCTCCTCCAGCCG
TCTTGGAGGAGAGATATCAGGACTGTAGATGAAG
GCGAGGGTGAGGATGGGGGTGGCGTGGTTGGG
AAGCGACGAGAGTCGGAGAGGGAGAAGATGTTTC
CGGCTTGGCTGCTTTTCCTGGAGGGTGGAAAAAG
AGACACCGGAATGCGATCCAGACGAGACGACG
CTTTCCTCGTGGTGATGGCGGAGAGAATTGAAGA
GTGGAGAAGAGGGCGAGGGAGACAGAGTCGGAGG
CTTGGACGAAGGGAGGAG 

GAGGGGTAGGAGAGGAATCCAGATGCACTGTG
TCTGCAG 

 
 .REمحل توالي آغازگرها و توالي پروب در قطعه  1شكل 

  

  ELISAوسيله   بهPCR آشكارسازي محصول -2-6

شـده   نـشاندار  محـصول  از ميكروليتـر  2پس از اضافه كـردن  

PCR  محلـول واسرشـتگي    ميكروليتـر  10 بـه  ژنـين  ديگوكـسي  بـا

(Denaturation solution) ــامل ــNaOH شـ ــا غلظـ  4/4ت  بـ

اتـاق نگهـداري و سـپس     دمـاي  در دقيقـه  10 مدت ، به)مولار ميلي

 10 غلظــت حــاوي (ســازي دورگــهمحلــول  از  ميكروليتــر5/12

مخلـوط   PCRمحصول   آرامي با  به )پروب اختصاصي  از نانومولار

 بـا  شـده  اندود هاي  چاهك ها به   در لوله  آمده دست  هاي به   و دورگه 

 از پوشـاندن   پـس  و شـد  منتقـل  (Streptoavidin)استرپتواويدين  

 37اختـصاصي    دمـاي  در مخـصوص  برچـسب  با ها  دهانه چاهك 

 مدت  براي (Hybridizer)دستگاه هيبريدايزر    در گراد  درجه سانتي 

 .شد همراه با چرخش آرام نگهداري ساعت 5/1

  از ELISA هاي پليـت     ستون انكوباسيون زمان اتمام از پس

 خالي بلافاصله ها  نآ خلمحتويات دا  و گشته ارجخ هيبريدايزر

  محلـول  از ميكروليتـر  300 بـا  بـار  هر و مرتبه 5 ها چاهك .شد

  .شد داده تميز تكان دستمال كاغذي روي و شد شسته شستشو
 

 آنزيمـي  كونژوگه از ميكروليتر 100 ها چاهك از يك هر به

 HRPبـــه  بـــادي كونژوگـــه آنتـــي ژنـــين ديگوكـــسي آنتـــي

(Horseradish Peroxidase)) اضافه 1:1000 رقت با )شده هساخت 

بـا   گـراد  سـانتي   درجـه 37دمـاي   در دقيقه 30 مدت براي و گشت

 و خـالي  هـا  چاهـك  محتويـات  سـپس  .شد چرخش آرام نگهداري

 از يـك  هـر  و سـپس بـه   شـد  شـسته  شستشو بافر با مرتبه 5 مجدداً

ــك ــا چاه ــر 100 ه ــول از ميكروليت ــگ محل ــسترازاي رن    سوب
(2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6 sulphonic acid: ABTS) 

بـا   گـراد  سانتي درجه 37 دماي در دقيقه 30 براي مدت و اضافه

شـود و چـون رنـگ     ظـاهر  رنگ تا دش چرخش آرام نگهداري

كند نيازي به متوقف كردن        بعد تغيير نمي    ساعت 1-5/0توليد شده تا    

  هـر (Optical Density: OD)سپس جذب نـوري  . واكنش نيست

 چندكاناله ELISA  (ELISA Reader)گر قرائت با ها چاهك از يك

مربـوط   در روابط و شد گيري اندازه نانومتر 405 موج طول و در

 .گرفت قرار نتايج تفسير براي

 از مرحلـه  ايـن  در اشـاره  مـورد  بافرهـاي  كه است ذكر به لازم

عنوان  در هر واكنش يك چاهك به. شد تهيه  آلمانRocheشركت 

NSB (Non Specific Binding) تـا  شـود  ر نظـر گرفتـه مـي   د 

  .]6[كنترل باشد  تحت را اجزاء عملكرد درستي و نادرستي

  

  سازي غلظت پروب  بهينه-2-7

سـازي مـوفقي را      كاهش يا افزايش غلظت پـروب، دورگـه       

كاهش پروب موجب كاهش اتصال بـه       . دنبال نخواهد داشت   به

ي از سيـستم     و در نتيجه كـاهش علائـم توليـد         PCRمحصول  

ELISA  افزايش پروب هم باعث افزايش اتصالات      .  خواهد شد

 PCRغيراختصاصي و در نتيجه عدم اتصال پروب به محـصول       

دليل عدم اتصال،    ها به  بدين ترتيب برخي از دورگه    . خواهد شد 

طي مراحل شستشو از محـيط خـارج شـده و موجـب كـاهش               

 كـردن قطعـه     پس از نشاندار  . ندشو  ميعلامت در مرحله نهايي     
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  يهـا   تمورد نظـر، ايـن قطعـه بـا پـروب مخـصوص در غلظ ـ              

 پيكومول مجاور شـده و      01/0 پيكومول و    02/0 پيكومول،   2/0

  . انجام شدELISAواكنش 

  

سازي   با رقت  ELISAبررسي حساسيت    -2-8

  PCRمحصول 

 OD ژنومي، غلظت آن با خوانـدن        DNAپس از استخراج    

 غلظت طبق ايـن     وعيين   ت 50/1 نانومتر و ضريب رقت      260در  

  :دشفرمول محاسبه 

غلظت = 260OD ×) ليتر  ميليميكروگرم در    (50 ×رقت  

DNA)  ليتر ميليبرحسب ميكروگرم در(  

 نانوگرم بر ميكروليتر، حجم     2100 اوليه با غلظت     DNAاز  

 شد و بعد از نـشاندار كـردن         PCR ميكروليتر وارد واكنش     5/2

 PCR روي محصول    10logسازي در     محصولات مربوط، رقت  

  كـه  طـوري  هـا در پـنج لولـه تهيـه شـدند بـه              رقـت . انجام شـد  

  هـا، حجـم    از هـر كـدام از لولـه       .  شـد  10000/1آخرين رقـت    

 نشاندار شـده برداشـته و وارد        PCR ميكروليتر از محصول     5/2

  . شدELISAفرايند 

  

   رسم منحني استاندارد-2-9

، PCR-ELISA وسـيله  براي شناسايي كمي توالي هدف به     

 ـ    . دشوبايد منحني استاندارد رسم      ي هـا   تبراي اين كار، ابتدا رق

 2100ي استخراج شده، كـه غلظـت اوليـه آن           DNAمتوالي از   

 مربـوط بـه هـر كـدام از          OD تهيه و    ،نانوگرم بر ميكروليتر بود   

DNAــه ــا ب ــتگاه  ه ــيله دس ــومتروس  (Biophotometer) بيوفت

 ميكروليتـر   5/2 حجم   ها  تسپس از هر كدام از رق     . سنجيده شد 

چرخـه همزمـان تكثيـر       20 شد و با تعـداد       PCRوارد واكنش   

 ميكروليتر وارد   5/2 نشاندار شده، حجم     PCRازمحصول  . يافت

اين قطعه نشاندار شده حاصل از واكـنش        . دش ELISAواكنش  

PCR  ي مخـصوص متـصل     هـا   بهاي مربوط به پرو     در چاهك

 يـك    آمـده در مقيـاس لگـاريتمي،       دسـت   بـه هاي  ODشد و از    

ي آمـاري، خطـي بـودن       هـا   لبا استفاده از مـد    . دشمنحني رسم   

  .واكنش مورد بررسي قرار گرفت

  

   نتايج-3

  PCRسازي شرايط واكنش   بهينه-3-1

. سازي واكنش با بررسـي گراديـان دمـايي انجـام شـد             بهينه

 64-54سازي دماي واكنش محدوده دمـايي بـين           بهينه منظور  به

 دسـت   بـه گـراد     درجه سانتي  58 ،دماي مناسب اتصال  بررسي و   

 ناشـي از تكثيـر مناسـب الگـو قابـل            بـاز   جفت 138آمد و باند    

  ).2شكل ( بررسي است
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

مـولار    ميلـي  5/1اتـصال و غلظـت       با دماهـاي متفـاوت       PCR نتيجه   2 شكل

MgCl2.   نشانگر   :1چاهك(Marker) 100 54 دمـاي  :2چاهـك    بـاز؛    جفت 

: 5چاهـك    درجـه؛    58 دمـاي    :4چاهـك    درجه؛   56 دماي   :3چاهك  درجه؛  

  . كنترل منفي:6چاهك  درجه؛ 62دماي 

  

ــصول   -3-2 ــردن مح ــشاندار ك ــا PCR ن  ب

  ژنين سيكديگو

 در بــاز جفــت 138 شناســايي اختــصاصي قطعــه منظــور بــه

هاي نشاندار بـا    dNTP ، اين قطعه با استفاده از       ELISAواكنش  

 نشاندار dNTPكه  وجه به اينژنين، نشاندار شد و با ت    ديگوكسي

 بنـابراين تغييـر   ،ژنين داراي وزن بالايي اسـت  شده با ديگوكسي  

ــا    ــشاندار شــده ب ــه ن ــه قطع ــوط ب ــد مرب ــري بان مكــان قرارگي

   6  5 4  3  2  1 
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0 500 1000 1500 2000 2500

به نمـايش    3 ژنين در مقايسه با قطعه كنترل در شكل        ديگوكسي

  .استدرآمده 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 :1چاهك  . ن و قطعه كنترل   ژني مقايسه قطعه نشاندار شده با ديگوكسي      3شكل

 PCR محـصول    :3چاهـك   ؛  PCR محصول   :2چاهك؛  باز  جفت 100نشانگر  

  .كنترل منفي: 4چاهك ژنين؛  نشاندار شده با ديگوكسي

  

  سازي غلظت پروب بهينه -3-3

   آوردن غلظــت مناســب پــروب بــرايدســت بــه منظــور بــه

ــنش، از غلظـ ـ ــا تواك ــت  ه ــروب اس ــف پ ــاده في مختل   د وش

   در نتيجـه اتـصال اختـصاصي قطعـه         ABTSرنگ سوبـستراي    

ــت   ــروب در غلظ ــه پ ــود  02/0ب ــر ب ــه بهت ــول از بقي   . پيكوم

ــنش   ــابراين واكـ ــت  ELISAبنـ ــا غلظـ ــول02/0 بـ    پيكومـ

  بــه نمــايش  4انجــام شــد و نتيجــه آن در شــكل     پــروب

  .است درآمده
  

  

  

  

  
 :1چاهـك   . سـازي غلظـت پـروب       جهت بهينه  ELISA پليت ميكروتيتر    4 شكل

 غلظـت پـروب     :2چاهك  پيكومـول؛   01/0 پروب مربوطه با غلظت      اتصال قطعه به  

 كنتـرل غلظـت     :4 چاهك پيكومول؛   2/0 غلظت پروب    :3چاهك   پيكومول؛   02/0

  ).كنترل منفي (NSB :5چاهك ؛ )كنترل مثبت( پيكومول 02/0پروب 

 ELISA نتايج حاصل از بررسي حساسيت       -3-4

  PCRسازي محصول  با رقت

 نانوگرم بر ميكروليتر، حجم     2100 اوليه با غلظت     DNAاز  

 شد و بعد از نـشاندار كـردن         PCR ميكروليتر وارد واكنش     5/2

 PCR روي محصول    10logسازي در    محصولات مربوط، رقت  

كـه آخـرين     طـوري   در پنج لوله تهيه شدند به      ها  ترق. دشانجام  

 ميكروليتر  5/2ها، حجم    از هر كدام از لوله    .  شد 10000/1رقت  

 ELISA نشاندار شده برداشته و وارد فراينـد         PCRاز محصول   

سـازي    با رقـت   ELISA نتايج حاصل از بررسي حساسيت       .دش

 نيـز   1نمودار  .  نشان داده شده است    5 در شكل    PCRمحصول  

  .دهد منحني مربوط را نشان مي
  

  

  
  

  
. PCRســازي محــصول   براســاس رقــتELISAپليــت ميكروتيتــر  5شــكل 

 غلظـت  :2چاهـك   سازي؛   ربوط بدون رقيق  اتصال قطعه به پروب م    :1چاهك  

 :4چاهـك   ؛  PCR محـصول    100/1غلظت  : 3چاهك  ؛  PCR محصول   10/1

؛ PCR محـصول  10000/1 غلظت :5چاهك ؛ PCR محصول 1000/1غلظت  

  .NSB :6چاهك 

  

  

  

  

  

  

  

  
  .PCRسازي محصول  رقت با ELISAتيجه بررسي حساسيت  ن1 نمودار
  

   رسم منحني استاندارد-3-5

 2100ي استخراج شده، كـه غلظـت اوليـه آن           DNAاز  

 ODسـازي سـريال تهيـه و         نانوگرم بر ميكروليتر بود، رقـت     

وسـيله دسـتگاه بيوفتـومتر        ها به DNAمربوط به هر كدام از      

 ميكروليتـر از هـر كـدام از         5/2سنجيده شد و سپس حجـم       

  4  3 2 1 

ان
يز

م
ب 
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  ) نانوگرم در ميكروليترDNA) 5/2غلظت 

 خطي

483/0+ × 000/0=y 

994/0 =
٢R  

5/2  
  

2  
  
5/1  
  

1  
  
5/0  
  
0  
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دست آمـده وارد      محصولات به .  شد PCRها وارد واكنش      رقت

  . نشان داده شده است2 و نتيجه در نمودار  شدELISAواكنش 

  

  

  

  

  

  

  
  

  . اوليهDNAهاي متوالي از  منحني حاصل از تكثير رقت.  منحني استاندارد2نمودار 

  

  ها هاي خون رت  روي نمونهELISA نتايج -3-6

ــر از 5/2 ــون   DNA ميكروليت ــده از خ ــتخراج ش ــاي اس ه

و بعـد    شد   PCRموجود وارد واكنش    ) مورد و شاهد   (هاي  تر

ــهاز  ــت ب ــد  دس ــده، وارد فراين ــشاندار ش ــصولات ن  آوردن مح

ELISA آوردن  دست  بهبعد از   . دش OD    هـاي مربـوط، غلظـت

DNA          د و نتـايج در    ش ـها از روي منحنـي اسـتاندارد محاسـبه  

  .ده استم آ5 و جدول 6شكل 
  

  
  

  
  

  
 اتـصال   :1چاهك  . PCR-ELISA روشي كار شده با     ها  نمونه نتايج   6 شكل

ي كار شـده    ها  نمونه :11-2هاي   چاهك؛  )كنترل مثبت (روب مربوط   قطعه به پ  

  .ي شاهدها نمونه :16-12 هاي چاهك؛ مورد

  

  بحث -4

روش آزمايشگاهي متداول براي تشخيص توكـسوپلاسموزيس       

ــه ــت   از ده ــوده اس ــرولوژي ب ــاكنون، روش س ــيش ت ــاي پ   ،ه

  بــا شــروع عفونــت ويــروس نقــص ايمنــي انــسان       امــا

(Human immunodeficiency virus: HIV) ــزايش  و اف

   كننــده ايمنــي ســركوبپيونــد اعــضاء و اســتفاده از داروهــاي 
  

  ..PCR-ELISA روشي كار شده با ها نمونه نتايج 5 جدول
  

 نمونه آزمايش شده
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  1145  67/0  1 رت شماره خون
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  1083  52/0  10خون رت شماره 
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  7/347  12/0  )شاهد(13خون رت شماره 

  7/353  15/0  )شاهد(14خون رت شماره 

  7/355  16/0  )شاهد(15خون رت شماره 
  

NSB  14/0  7/351  

  

نشانگرهاي باليني مختلفي از عفونت توكسوپلاسموزيس آشكار       

. آور، بروز داد    يك بيماري مرگ   صورت  به بيماري خود را     د و ش

 ناپـذير عفونـت توكـسوپلاسموزيس      از طرفي عـوارض جبـران     

ي حـساس و    هـا   شمادرزادي محققين را بر آن داشت كه از رو        

  .]11، 9[ ي سرولوژي استفاده نمايندها شاختصاصي غير از رو

 پيـشرفت  جهـان  در مولكولي، تشخيص يها شرو امروزه،

 كـارايي  بـا  و جديدتر يها شرو به روز روز و اند يافته ريبسيا
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 مولكـولي  مطالعـات  و هـا  بيماري تشخيص عرصة به پا بيشتري

 اسـيدهاي  تكثيـر  يهـا  شرو ،هـا  شرو ايـن  در بين .دگذارن مي

 از هـا  شرو ايـن  چـون  .انـد  يافتـه  اي جايگـاه ويـژه   نوكلئيـك، 

 ـ بنـابراين  برخوردارنـد،  زيـادي  اختـصاصيت  و حساسيت  رايب

 سـزايي  بـه  نقـش  هـا  بيمـاري  هـا در  ميكروارگانيـسم  تـشخيص 

تـرين ايـن    شـده   يكي از شـناخته PCRتكثيري  روش. اند داشته

 اغلـب  روي بـر  تاكنون و باشد مي مولكولي تشخيص يها شرو

 تكنيـك،  ايـن  .است گرفته قرار بررسي مورد ها، ميكروارگانيسم

 بـالايي  قتد و حساسيت همچنين و بودن ساده و سريع علت به

 طبـي،  تـشخيص  هـاي  آزمايـشگاه  اكثـر  در توانـسته  دارد، كـه 

   امـروزه . دشـو  هـا  بيمـاري  تـشخيص  سنتي يها شرو جايگزين

ــه در  يهــا شرو ديگــر و PCRكــارگيري  اغلــب كــشورها ب

 در مهـم  هـاي   اولويت و ضروريات از يكي مولكولي تشخيص

 بـه  توجـه  بـا  .آينـد  مـي  شـمار  به طبي تشخيص هاي آزمايشگاه

 تـشخيص  سنتي يها شرو به نسبت ،ها شرو اين كه امتيازهايي

 كـشور  داخـل  در هـا   نآ از اسـتفاده  و توجـه  دارنـد،  هـا  بيماري

 برطـرف  را زمينـه  ايـن  در موجود مشكلات از بسياري تواند مي

 تـشخيص  كيفـي  سـطح  يارتقـا  راسـتاي  در بزرگي گام و سازد

 .]13، 12[ سازد فراهم كشور در را بيماري

ــدف ــن از ه ــروژه، اي ــدازي راه پ ــه و ان ــارگيري ب   روش ك

ELISA-PCRبراي تشخيص بيماري توكسوپلاسموزيس است .  

هاي    از ژن  PCRاي به روش      در تشخيص توكسوپلاسما گونده   

 توكـسوپلاسما   P30 و   B1هـاي     شود ولـي ژن     متعددي استفاده مي  

ــشتري دارد  ــاربرد بي ــه]. 13، 11، 7[ك ــن ژن در ب ــارگيري اي ــا  ك ه

 105 ژنـوم توكـسوپلاسما در تعـداد         10وش را معادل    حساسيت ر 

 حـساسيت ژن    ].15،  14،  10[انـد     لوكوسيت انساني گزارش كـرده    

B1     كپي از آن در ژنـوم توكـسوپلاسما مربـوط           35 به وجود تعداد 

 در ژنـوم    DNAاي از   هاي يك ژن يا قطعه      هر چه تعداد كپي   . است

خواهـد   بيـشتر    PCRبيشتر باشد حساسيت تشخيصي آن با روش        

 در ژنوم توكسوپلاسما علاوه بـر اختـصاصي بـودن           REقطعه  . بود

 اسـت  B1تـر از قطعـه       هاي زيادي بوده و حساس      داراي تعداد كپي  

  .]9[تر است  بنابراين براي تشخيص مناسب

 ، ازPCRمحـصولات   در تحقيق حاضر بـراي آشكارسـازي  

نياز .  استفاده شدELISAمايع يا  فاز در سازي يك روش دورگه

هـاي    به يك روش آشكارسازي براي محصولات تكثيـر واكـنش         

مولكولي كه بتواند حساسيت و اختصاصيت كـافي را نيـز ارائـه             

، ما را بر آن داشت كه از اين روش براي رديابي ژنوم انگل              نمايد

هـا ماننـد الكتروفـورز روي ژل از            برخـي از روش    .استفاده كنيم 

در ايـن   . ار هستند حساسيت و اختصاصيت بسيار پاييني برخورد     

دليل ساده بودن مراحـل كـار كـه تمامـاً              به ELISAروش  پروژه  

شـود،    چند مرحله انتقـال، افـزايش و انكوباسـيون را شـامل مـي             

اختــصاصي،  كــارگيري پــروب افــزايش ويژگــي تكنيــك بــا بــه

 بـا  آميـزي ژل آگـارز      حساسيت بالاي اين روش نسبت به رنـگ       

 برابـر  100 تـا   10  كـه (Ethidium bromide)برومايد  اتيديوم

  و(UV illuminator) ايلوميناتور UVاست، عدم نياز به  بيشتر

ها در مقياس وسيع، قابليت تنظيم  تاريك، امكان آناليز نمونه اتاق

هـايي مثـل      خودكار دستگاه، امكان آلودگي كم نـسبت بـه روش         

 زا سـرطان  و راديواكتيـو  ساترن و عدم استفاده از مواد گذاري لكه

 برخـوردار  بـالايي  سـلامت  و ايمنـي  برومايد كه از اتيديوم رنظي

  . انتخاب شدPCRبراي آشكارسازي محصولات است، 

 نيز به طـرز مـوفقي       Real-timeهاي جديدتر مانند     تكنيك

استفاده قـرار   براي ارزيابي كمي وكيفي اسيدهاي نوكلئيك مورد  

گـران    نياز بـه تجهيـزات و كاوشـگرهاي   ELISAگيرند اما  مي

سازد و  د را برطرف ميشو مي استفاده Real-timeكه در  قيمتي

هـر آزمايـشگاه     در عوض از ابزارهاي پايـه و متـداولي كـه در           

  .نمايد تشخيصي موجود است استفاده مي

پذير اسـت كـه        يك ابزار بسيار انعطاف    ELISAاز طرف ديگر    

  . نمونه را در يك زمان ميسر مي سازد384 تا 96آناليز تعداد زياد 

  

 تشكر و قدرداني -5

نامه دوره كارشناسـي      مطالب اين مقاله مربوط به بخشي از پايان       

هـا و گرانـت       نامـه   ارشد است و منابع مالي آن از محل بودجه پايـان          

وسـيله از     همچنين بدين . استاد راهنما جناب آقاي دكتر دليمي است      

 شناسي و بيوتكنولوژي كـه در انجـام         هاي انگل   اعضاي محترم گروه  

  .نماييم نامه همكاري داشتند تشكر و قدرداني مي اين پايان
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