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 چکیده
. دلیل میزان ناچیز آلودگی و چربی زياد مغز چالش برانگیزز اسزت  از مغز موش صحرايی به توکسوپلاسما گوندیژنومی  DNAاستخراج : زمینه و هدف

روش  بزا تغییزر   مزا  .کاذب همزراه اسزت  -با نتايج منفیهنوز ژن  مقادير ناچیز صیتشخعلیرغم ( RT-qPCR)ی واقع زمان در مرازیپل یارهیزنجکمی  واکنش
  .را کاهش دهیم توکسوپلاسما گوندیکاذب آلودگی به -مغز موش توانستیم تعداد موارد منفی بافتاز  DNAاستخراج 

جهت . شد استفادهآلوده و سه موش غیر( آلودگی  هشتمهفته در ) توکسوپلاسماسوش تهران انگل  هب آلوده (ستاريونر ) مغز يازده موش از: هاروش

. برابر روش معمول شدبرابر و مدت انكوباسیون شش میزان آنزيم پروتئیناز کا دو. کل مغز استفاده شد( روش معمولی)گرم مغز میلی 21بجای  DNAتخلیص 
 .گیری شداندازه RT-qPCRها با روش نمونه DNAسپس میزان 

نزه مزوش مثبزت     ،DNAسزازی تخلزیص   بهینزه  بزا  کهدر حالی مثبت شدند موش سهآلوده فقط  موش يازدهز ا رايجروش با : گیریو نتیجه هایافته

 .شدند تشخیص داده
 

 REP-529، مرازیپل یارهیزنجکمی  واکنش، DNAتخلیص : ی کلیدیها واژه
  

 

  مقدمه 
  2یدر زمززززان واقعزززز 1مززززرازیپل یارهیزززززنج واکززززنش

  و ینیبززال هززایشززگاهيآزما پرکززاربرد در یهززا از روش یكززي
 یهزا یکپز کمزی تعزداد   گیری که امكان اندازه است یصیتشخ

DNA امكزان   یفنزاور  نيز ادر  شزرفت یپ. را فراهم کرده است
فراهم کرده  ،یقابل اعتمادتر شكل به زینرا  هایماریب يیشناسا
 کزاهش  ت،یحساسز  شيباعث افزا RT-PCR روش ابداع. است
  زایمزار یب عوامزل  يیشناسزا  موفقیزت  شيو افززا  یبررس زمان

بزر   یمبتنز  کیز تكن کيز  ، یکم یزمان واقعPCR . شده است
PCR  یتوال تكثیراست که DNA   یسزاز یکمز را  بزا    هزد 

                                                           
1
 Polymerase chain reaction  (PCR)  

2
 Real-time PCR (RT-PCR)  

3
 Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) 

 .کندیم همراهدر واکنش  هد  DNAغلظت 

 کيکه هر  هستند لیدخ PCRدر واکنش  یمتعدد عوامل
 ریبزودن واکزنش تزا     یو اختصاصز  تیبه نوبه خود بزر حساسز  

 نهيدر زمان و هز يیجوها موجب صرفهآن یسازنهیگذاشته و به
 یهزا روش اعتمزادبودن قابزل بزه   کزه  یجمله موارداز. گرددیم

 یالگو DNAکند، خلوص یم کمک PCR ی مبتنی برصیتشخ
 .[1] است هاآن از یهد  و وجود تعداد کاف

 اسزت   یاجبزار  یسزلول انگزل درون  0یگونزد  توکسوپلاسما  
 یهزا وارد بافت زبانیم ورود بهبعد از  آن ۱زوايتتاکی شكل که

                                                           
4
 Toxoplasma gondii 

5
 Tachyzoite 

 گزارش فنی

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

pp
.p

hy
ph

a.
ir

 o
n 

20
25

-0
5-

17
 ]

 

                               1 / 6

https://ijpp.phypha.ir/article-1-528-fa.html
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واسزهه تزا یر   بزه سپس  .(فاز حاد) شودمیمختلف از جمله مغز 
 لیتشزك  درآمزده و   زوايت  سیستم ايمنی میزبان به شكل برادی

 بزه  های صزحرايی موش .[2] دهدیم (فاز مزمن)ی بافت ستیک
 یبزرا  یمناسزب  مزدل  رونيز ازا هسزتند و انگل مقاوم  کشندگی

 یهااز چالش یكي .[ ] باشندمی یمهالعه توکسوپلاسموز انسان
  مزززوش صزززحرايیتوکسوپلاسزززموز در  تشزززخیص یاساسززز
 نيز ا لیز دلهبز . اسزت در مغز  هاستیک شمار بودن تعدادانگشت
 بررسی میكروسكوپی کل بافزت مغزز بزرای يزافتن کیسزت       که
. استفاده شزود  نيگزيجا یهاکیاز تكن ديست بااناممكن  بايتقر

نیزز  سزرم   یو بررسز  یسزرولوژ اسزتفاده از روش  ديگر، ازطر 
دهزد و رزرورتا نشزان    را نشان میعفونت سابقه ابتلا به  صرفا
کزه   یدر مزوارد  .[0] سزت ین زبانیم بدن در انگل وجوددهنده 
کزه   یزمزان  ايز  سزتند یقابزل اعتمزاد ن   یكيسرولوژ یهاسنجش
 یمبتن یهاکیتكناز توان یاست، م ديمورد ترد ینیبال صیتشخ
بزا  توکسوپلاسزما    DNAصیتشزخ  .[۱]سود جسزت   PCRبر 

ه در هنگززام اسززتفاده از  را کزز یمشززكلات PCRاسززتفاده از 
بر کشت با آن مواجه  یمبتن اي یبر سرولوژ یمبتن یها سنجش

دادن حضزور  نشزان  یبزرا  PCR .رسزاند  یبه حداقل م يمشو یم
از جمله مغزز، خزون،    مختلف ینیبال یهاتوکسوپلاسما در نمونه
ولزی اسزتخراج    [ ] شزود مزی اسزتفاده   مايع آمنیوتیک و غیزره 

 هزايی کزه حزاوی مقزادير خیلزی      هد  از بافت DNAمولكول 
های تشخیص کمی از پاتوژن هستند يک چالش عمده در روش

 همچنززین در . شززودمحسززوب مززی PCRمولكززولی بززر اسززا  
  رونززد بززا دهایززپیلهززای دارای مقززادير زيززادی چربززی،  بافززت
 DNA یجداسزاز  یبافرهزا  یمیشر ب ریبا تأ  او ي بافتتخريب 

  .[7]د کننیمايجاد  در روند کار اختلال

 ،یجزانور  یهزا بافزت از  DNA صیتخلز  یبراکه يیآنجااز
. شزود یمز  استفاده بافتگرم یلیم 21 از ،رايج دستورالعمل طبق
هزد    DNA یالگو یآوردن تعداد کاف فراهم ،طيشرانياتحت

 نيز ا در .همراه اسزت  منفی کاذببا نتايج  بوده و عمدتامشكل 
بزا   و DNAروش اسزتخراج   یسزاز نزه یتمرکز بر به بامهالعه، 

اين معضل به شكل ، در فرآيند تخلیص مغز بافت واردکردن کل
 .شده است قابل قبولی رفع

 

 

                                                           
6
 Bradyzoite 

7
 Rat 

 هامواد و روش
 مورد استفاده واناتیح      

  تزا   ۱سر با سن  10تعداد )  ستارينر وصحرايی  هایموش
 (رانيپاستور ا تویانست تولید شده درگرم  111تا  ۹1 هفته و وزن
 اسزززتاندارد از  یهزززاقفزززس در يیچهارتزززا یهزززادر گزززروه

   2 ± 2)کنتزرل شزده    یبزا دمزا   یدر اتزاق  لنیپزروپ یجنس پل
  چرخزززززهسزززززاعته  12 بزززززازه در( گرادیدرجزززززه سزززززانت

بزا   هزا مزوش . شزدند  ینگهزدار ( عصر  صبح تا   ) یكيتار/نور
. شزدند  هيز تغذ یدنیآزاد به آب آشام یو دسترس استاندارد یغذا
 هیز کل. شزدند  میگزروه تقسز   دوبزه   یطزور تصزادف  بزه  واناتیح
 وانزات یحکزار بزا   اخلاق  تهیبر اسا  دستورالعمل کم شاتيآزما

-1211- ۹کززد مجززوز ) رانيززپاسززتور ا تویانسززت آزمايشززگاهی
مزور    اتحاديه اروپزا و دستورالعمل (  ۹ 1 ماه ید 12، 1۲۱ 1
 .انجام شد( EEC/1۹ / ۲)  1۹۲نوامبر  20

 

 ییتوکسوپلاسموز در موش صحرا یالقا

 معزرو  بزه   توکسوپلاسزما  IIنزوع   هياز سو ،مهالعه نيا در
 بخزش هزا از بانزک انگزل    ستیک. استفاده شد [۲]تهران  هيسو
 به روش هاکیست. ندشد هیته رانيپاستور ا تویانست یشناسانگل
بزا   NMRI ی سزوری نزداد  هزا از مغزز مزوش   پرکول انيگراد

. نزد ه بودشزد  یآورجمعتوکسوپلاسما ( مزمن)ماهه کيعفونت 
  تززریل یلززیم 2/1 درمعلززق  سززتیک ۱11 ،جهززت ايجززاد آلززودگی

 به سزه  .[۹] شد تزريق ،موش يازده صفاق داخلبه  فسفات بافر
  هشزت . شزد  قيز تزر فسزفات بزافر   ست،یک یبه جا گريد موش

مغز . ديشده و مغز خارج گرد یها قربانهفته بعد از عفونت موش
شزد و در   زيز فر عيمزا  تروژنیبلافاصله در ن يیصحرا یهاموش
 .شد ینگهدار گرادیدرجه سانت -۲1 یدما

 

 از مغز  DNA صیو تخل استخراج

 .اسزتفاده شزد   (آلمان)کیاژن  تیکاز  DNAاستخراج  یبرا
گززرم از مغززز یلززیم 21( دسززتورالعمل کیززت)روش رايززج  طبززق
ارزافه و همزوژن    مخصزوص  بافرمیكرولیتر  1۲1 .شد هبرداشت
 .ارزافه شزد   بزه هموژنزا   K نازیپروتئ تریكرولیم 21 سپس  .شد

 در  .شززدانجززام کیززت بززاقی مراحززل مهززابق دسززتورالعمل   
 ( گززرم 2حززدود ) مانززده مغززز یبززاقبززه کززل  شززدهبهینززهروش 

                                                           
8
 Percoll gradients 
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 بززا مرحلززه   در . بززافر فسززفات ارززافه شززد   تززریلیلززیم 2
 همزوژن  یخوبهبنمونه  27و بعد  22، 1۹شماره  یهاسرنگ رس

( از مغزز  گزرم یلیم ۱1معادل ) اهموژن از تریكرولیم 111. گرديد
  دقیقزه بزا سزرعت    ۱بزرای   اهموژنز . ص شزد یتخلز  نديوارد فرا
 ۱1 ، بزه رسزوب حاصزل    .شزد  فوژيسزانتر دور در دقیقه  111 
ارزافه   K نزاز یپروتئ تزر یكرولیم 01و  مخصوص بافر تریكرولیم
انكوبزه   گرادیدرجزه سزانت    ۱در ها ، نمونهورتكسپس از   .شد
مزدت  . تخريب گزردد  توکسوپلاسما یهاستیک وارهيدتا  شدند

 شززده دقیقززه و در روش بهینززه 11انكوباسززیون در روش کیززت 
. گرفت انجام تیک دستوالعمل مهابق مراحل هیبق .بود ساعت  
بزافر   میكرولیتزر  111هزر بزار   ، دو مرتبزه جداگانزه   در ،انتها در

 DNA وشزد   ختزه يغشا سزتون ر  یرو میطور مستقبه شستشو
 در بدسززت آمززده  یژنززوم DNA. دگرديزز آوریجمززع یژنززوم
 .شد ینگهدار گرادیدرجه سانت -۲1 یدما
 

  -5۸5REP صیتشخ یبرا RT-qPCRانجام 

جززو  تكرار  211-11 با دارا بودن  -۱2۹REP یژنوم یتوال
هزد    بنزابراين  .باشدمیژنوم توکسوپلاسما  یتكرار یهایتوال
 مجموعزه  .[11]  اسزت ص توکسوپلاسزما  یتشزخ  یبرا یمناسب
 ۱/7نسزخه   AlleleIDرها و پروب با استفاده از نرم افزار ميپرا
(RRID: SCR_014790 )منتشزر شزده از   یتوجه به تزوال با و 

 :NCBI (NCBI Nucleotide, RRIDدر  -۱2۹REPتوالی 

LN714508 )روش . شد یطراح RT-qPCR  صیتشخجهت 
 [11] یقبلز روش  مهزابق  در مغز موش، -۱2۹REP یتعداد کپ
در  -۱2۹REPقهعه  PCRمحصول طور خلاصه، هب .انجام شد
تعداد پلاسمیدهای موجود در . کلون شد pTZ57R/T پلاسمید

از پلاسززمید  .[12] هززر میكرولیتززر از محلززول محاسززبه شززد   
pTZ57R-REP529 استاندارد برابری 11های برای تهیه رقت 

 سزه  هزای در تكرار (میكرولیتزر /پلاسمید 110و   11، 112، 111)
بزرای بدسزت    .اسزتفاده شزد  اسزتاندارد   یرسم منحن یبرا تايی

در مغزز از   -۱2۹REPها و تعداد کپی تزوالی ژنزومی   Ctآوردن 
و مثبت در هر آزمون  یکنترل منف. منحنی استاندارد استفاده شد

 .الگو بود DNAبدون  PCRواکنش  یکنترل منف. گنجانده شد
هزای  ژنومی خالص شده از کیست DNAبرای کنترل مثبت از 

 .اده شدبافتی استف
 
 

 آنالیز آماری
 ۲نسزخه    GraphPad Prismافززار  نرم از یآمار لیتحل یبرا

 بزا  هزا گزروه در فراوانی موارد مثبت و منفی تفاوت  .استفاده شد
  هزززااگزززر داده .شزززد آنزززالیز آزمزززون کزززای اسزززكو ر  

. آنالیز شدند دو دامنهو  تست تی غیر زوجنرمال داشتند با  عيتوز
  کيزززپارامترغیرهزززا بزززا آزمزززون  صزززورت دادهنياریزززدرغ
(Mann-Whitney U )آنالیز گرديدند.  

 

 هایافته
  ی تزوالی هزا کپزی تعزداد   نیتخمز  یها بزرا داده یکم زیآنال

 RT-qPCRسنجش مهلق و به کمک تكنیزک  هد  به روش 
از رسزم کزردن    اسزتفاده  اسززتاندارد بززا   یمنحنز. انجام گرفت

هزا  غلظت یعیطب تميلگارآمده در مقابل دستهای بهCt ريمقاد
در هززر  pTZ57R-REP529پلاسززمید ی هززاتعززداد نسززخه)
منظزور بزرآورد   به آستانه خط (.1نمودار ) دست آمدبه( تریكرولیم

Ctها، با اسزتفاده از نمونزه اسزتانداردهای    های هر يک از نمونه
 (2/ /۱ورژن ) Rotor Gene Qافززار  تهیه شده و تنظزیم نزرم  

 یبزرا  منحنی استاندارد استخراج شده از نمودارمعادله  .رسم شد
 .استفاده شد -۱2۹REP قیمحاسبه تعداد دق
  صیتخلزز رايززج، بززا اسززتفاده از روش 1بززا جززدول  مهززابق

که بزه   یشدند در حال مثبت %( 27/ )ها مورد از نمونه سهتنها 
مثبزت   %( ۲/۲1) مزورد  ۹ نمونزه  11از شزده   نهیکمک روش به

 .بزود  (p < 1۱/1)دار نظر آماری معنی تشخیص داده شد که از
 بزه % 7/72 از کاذب، یگزارش منف یحاصل برا یخها بنابراين

  اسزتفاده از با  -۱2۹REP یهایپتعداد ک .کاهش يافت  2/1۲%
 رايزج  تر از روش شز یبرابزر ب   70 حزدود  تخلزیص  یسزاز نهیبه
 .(2نمودار ) بود
 

 گیریو نتیجه بحث
نتايج اين تحقیق نشزان داد کزه بزا رعايزت برخزی نكزات       

هزای بزافتی حزاوی    ژنومی از نمونزه  DNAکلیدی در تخلیص 
 تززوان کززارايی روشمززی ،مقززادير خیلززی کززم تززوالی هززد   

RT-qPCR  داری طزور معنزی  هدر تشخیص توکسوپلاسما را بز
 . داد شيافزا

 گزرم از میلزی  21ژنومی  DNAهای رايج تخلیص در روش

                                                           
9
 Chi-square 
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 DNAمقزداری از  . شزود برداشت مزی ( يک صدم کل مغز)مغز 
تا  111سازی تلف شده و در نهايت در طی فرآيند خالص ژنومی
طزور  هدرانتها ب. شودآوری میمیكرولیتر از بافر نهايی جمع 211

 11تزا   ۱اسزتخراج شزده و     DNAمیكروگرم  11تا  ۱متوسط 
های فرآيند طی. شودمی استفاده PCRنانوگرم از آن در واکنش 

هزار برابزر رقیزق    111 از  بیشتر  هد   DNA مقادير يادشده
شزده،  گرم بافت برداشتمیلی 21شود به شرط آن که در آن می

 پزس احتمزال تشزخیص بسزیار کزم      . انگل وجود داشزته باشزد  
هزر کیسزت بزا    . در روش ما ابتدا کل مغز هموژن شزد . شودمی

 2۱1متوسط حاوی بیشتر از طور هاندازه متوسط توکسوپلاسما ب
 همزوژن   کزل مغزز   وقتزی   بنزابراين    .[ 1] زوايت اسزت  برادی
بافزت   روگرمی از نمونزه میك ۱1شود احتمال اينكه هر سهم می

 .زوايت باشد بسیار محتمل است مغز دارای برادی
 

 

 
 

استاندارد  یمنحن( الف) .RT-qPCRاستاندارد و تكثیر منحنی  -0ر نمودا

 نیمنظزور تخمز  به ،دیپلاسم 110و   11، 112، 111 :مختلف یهارقت یبرا
شیب  هامونهاستاندارد و ن ریتكث یمنحن( ب). هد  -۱2۹REPتوالی تعداد 
 بدسززت آمززد کززه  ۹۹/1برابززر بززا   R2 مقززدار و  /07 برابززر بززا( M)خززط 
 ۹۹/1برابر بزا    R2با . باشد یواکنش انجام شده م لایبا يیدهنده کارانشان

هزای  در هزی  يزک از نمونزه   . لوگ خهی بودند ۱ها حداقل تا همه آزمون
 .آلوده تكثیر ديده نشدغیر هایو نمونه (الگو DNAفاقد )منفی کنترل 

 

 DNAدو روش تخلیص  درموارد منفی کاذب  فراوانی  -0 جدول

 روش
 نمونه تعداد

 (مغز)آلوده 

تعداد آلودگی 

 (مغز) مثبت

تعداد آلودگی 

 (مغز)ی منف
 ۲   11  معمول

 2 ۹ 11 بهینه شده

 
 

 یهزا  تیز زو  یبزراد هزا و   کیسزت ها، تیزو  یبرخلا  تاک
بنابراين  .[10] مقاوم هستند کیتیپروتئول یهاميبه آنزداخل آن 

از . افزايش زمان هضم آنزيمی بافت هد  حزا ز اهمیزت اسزت   
میكروگزرم از   ۱1 در روش بهینه شزده در ايزن مهالعزه    ،اين رو
ساعت در   به مدت  kبا بافر کیت به همراه پروتئیناز  مغز بافت
درجه سانتیگراد لیز شد تا شزانس آزادشزدن تزوالی ژنزومی       ۱

بزا تغییزرات جز زی يزاد شزده،      . توکسوپلاسما افزايش پیدا کنزد 
بكزار بزرده شزد در ايزن      RT-qPCRقدرت تشخیص تكنیزک  

نسزبت بزه   %(  271در مقابزل  % ۲11۲)٪ 11  مهالعزه بزیش از  
 .  روش رايج افزايش پیدا کرد

توان بدون افزايش می ،DNA صیروش تخل یسازنهیبه با
های تجاری، هزينه و با اعمال تغییرات جز ی در روش کار کیت

های ژنومی با کیفیت بالا، کارايی روش DNAرمن تهیه 
 .را افزايش داد توکسوپلاسمامولكولی تشخیص 

 

 
 

 مقايسززه تعززداد کپززی ژن هززد  بززا اسززتفاده از دو روش     -۸نمووودار 

.  گیززری شززدانززدازه RT-qPCRبززا تكنیززک -REP ۱2۹میزززان .تخلززیص
 : **. هزا نشزان داده شزده اسزت    داده خهای استاندارد میزانگین  ± نیانگیم
11/1 > p. 

 

 (الف)

 (ب)
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 ملاحظات مالی
 بززرای اجززرای پززدوهش حارززر حمايززت مززالی دريافززت    

 .نشده است
 

 تعارض در منافع 
 .نويسندگان اين مقاله تعارض در منافع ندارند

 

 نویسندگاننقش 
  هززا و نگززارش آوری دادهانجززام مهالعززه، جمززع :  .ی. 
 طراحزی مهالعزه، نظزارت بزر اجزرای پزدوهش و        :ب.ج ؛مقالزه 

نظزارت بزر   : گ.مانجام بخشی از مهالعه؛ : چ.  ؛آنالیز داده ها
 .مشاوره و راهنمايی اجرای پدوهش:  .م ؛حسن اجرای کار
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Abstract 
 

Background and Aim: Extraction of Toxoplasma gondii genomic DNA from rat brain is challenging due to low level 

of contamination and high fat content. Quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR) is associated with 

false negative results despite detecting small amounts of the gene. By changing method of DNA extraction, we could 

decrease number of false negative results. 

Methods: Brains of eleven male Wistar rats infected with Tehran strain of Toxoplasma parasite (with 8 weeks of 

parasite infection) and three uninfected rats were isolated. The whole brain was used to purify DNA instead of 20 mg 

brain in the conventional method. Amount of protein kinase was doubled and the incubation period increased to 6 times. 

Then DNA of the samples was measured by RT-qPCR. 

Results and Conclusion: Only three of the eleven infected rats were infection positive by the conventional method, 

while nine mice were positive by the optimizing method. 
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