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  ITS1/5.8S/ITS2 ژن از استفاده با واژینالیس تریکوموناس یکیتفیلوژن آنالیز
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 چکیده
و  یدمثلیتول ۀعارض یبرا یمنبع مهم شود وی( در جهان محسوب مSTI) یروسیویرغ یعفونت مقاربت ینتریعشا ینالیسواژ یکوموناستر مقدمه:

 یلوژنتیکیو ف یملکول هایویژگی یینتع ،مطالعه ینمطرح است. هدف از ا یمشکل مهم بهداشت یکعنوان به ین،است؛ بنابرا HIVانتقال  یسکر یشافزا
 در زنان استان البرز است. ینالیسواژ تریکوموناس

 یطانگل با استفاده از مح یو پس از جداساز یآوراز ترشحات واژن جمع یسالینواژ یکوموناسمثبت تر ۀنمون 50 ،مطالعه یندر ا ها:مواد و روش

 .یدارسال گرد یابییتوال ینمونه برا 10. از موارد مثبت جداشده، شدانجام  ITS1/5.8S/ITS2ژن  یبر رو PCRش ناکو ،DNAکشت و استخراج 

قطعات  ۀشده، اندازمشاهده یجمثبت شدند. بر اساس نتا PCRکشت و  محیطبا روش گسترش مرطوب،  نمونه 50 همۀ :پژوهش هاییافته

 یاحتمال یهایونموتاس و وتحلیلیه( تجزNJ) یستگو همب یلوژنتیکیبا استفاده از درخت ف ،مطالعه ایناز  آمدهدستبه یجبود. نتا bp 372ژن  ینا یرتکث
 شدند. یبررس

موجود  یهایبا توال ،هانمونه یناز ا جداشده ITS1/5.8S/ITS2نشان داد که ژن  طالعهم یناز ا آمدهدستبه یجنتا :گیرییجهو نت بحث

 اندکژن را  ینبودن ا یسممورفیپل،  ITS2 و ITS1اطراف آن  یو نواح S rRNA8/5ژن  یدارد. توال ژنتیکی شباهتدرصد  99از  یشب ،ژن بانکدر 
 نشان داد.
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 مقدمه

 اییاختهتک یانگل ،ینالیسواژ یکوموناستر
 عنوانبه و استانسان  یتناسل یارردستگاه اد در دارتاژک

در سرتاسر جهان  یروسیو یرغ یجنس یماریب ینتریعشا
 یکوموناستر بهاز زنان آلوده  یمی(. ن1است ) شدهشناخته

واژن،  یمهمچون ترشحات بدخ یعلائم ،ینالیسواژ
به  توانمی ینو همچن دارندواژن  ۀدهانالتهاب  وسوزش 

اشاره در گردن رحم  یزیرخونوجود نقاط میکروسکوپی 
 colpitis macularis or) یفرنگتوتکه به نمای  کرد

strawberry cervix معروف است. مردان ممکن است )
 یعلائم از است ممکناما  ؛بمانند یبدون علامت باق

 یت،سوزش، اورتر ی،ادرار یهمچون ترشحات مجرا
 هاییامدپ .ببرند رنج پروستات التهاب و اپیدیدیمیت

 با ،باردار زنان در واژینالیس تریکوموناس با حاملگی
 نوزاد، نارس یا زودرس تولد همچون جانبی عوارض

 ویروس به دستیابی و انتقال افزایش و آب ۀکیس پارگی
 سازمان(. 2 ،3است ) همراه( HIVبدن ) ایمنی نقص

 یکوموناستر ۀیانسال یوع( شWHOبهداشت ) جهانی
نفر  یلیونم 248بالغ بر  ،2005را در سال  ینالیسواژ

 درصد 2/11 تعداد ینا ،2008در سال  کهکرد  اعلام
شیوع (. 4است ) یدهنفر رس یلیونم 276و به  یافته یشافزا

گزارش شده که  درصد 8 تا 2آلودگی در زنان ایرانی بین 
اجتماعی ممکن است به  با توجه به وضعیت فرهنگی

علائم  راهاز  یصتشخ (.5برسد )نیز  درصد 30بیشتر از 

از  یکروسکوپم یردر ز انگل یممستق ۀمشاهد ینیکی،کل
درصد(  60 یتحساس یزانبا ممرطوب ) یراسم ۀیته یقطر

 یتاســحس یزانبا مانگل ) یکشت اختصاص یطو مح
 PCR، طورمعمولبه (.6 ،7است ) یسرمدرصد(  85-95
روش حساس و  یک عنوانبه ،مرتبط با آن یهاروشو 

 یکیمطالعات ژنت یبرا یاگسترده طوربه ،یناناطمقابل
 استفادهها یکروارگانیسمم یمولکول یدمیولوژیدر اپ

 عنوانبهها(، ژن rRNA) یبوزومیر یهاژن .دشونیم
و تنوع  ییرتغ یبررس یبرا عموماً یکی،نشانگر ژنت یک
 یملکول هاینشانگر. یرندگیقرار م موردمطالعه یکیژنت

شامل  ،دنکاربرد دار یکتیلوژنف یفتوص یکه اغلب برا
 (.8) هستند ITS1/5.8S/ITS2و 18S rRNA  یهاژن

رف ـــنشده که در دو ط یذارـــــکدگ ۀیـــدو ناح
و  ITS1 عنوانبه ،یرندگیقرار م S rRNA 8/5ژن

ITS2 یلیخ ینواح ینا ینکها سبببه  .شوندیشناخته م 
اند، مناطق ها محافظت شدهژن rRNAکم توسط 

ها یسمدر ارگان کیـــیتفیلوژن ۀمطالع یبرا یمناسب
 با ارتباط در ایران در مطالعه چندین (.9) دـــهستن

 برای اندکی یهاتلاش اما شده؛ انجام تریکومونیازیس
با  پس ؛است گرفته صورت انگل این ژنتیکی توصیف

و نبود مطالعات جامع  یکومونیازیستر یتتوجه به اهم
 یکومونیازیستر یکیتیلوژنو تنوع ف یعتوز بارۀدر پیشین
مطالعه در استان البرز  ینا ی، ضرورت بررسانسانی

و  یینمطالعه، تع ینا هدف از ،بنابراین؛ احساس شد
 تریکوموناس هاییزولها یکیتیلوژنو ف یملکول ییشناسا

در زنان استان  ITS1/5.8S/ITS2توسط ژن  ینالیسواژ
 .استالبرز 

 هاروشمواد و 
 پزشک توسط گیریونهــــنم :هانمونه آوریجمع
 با ،1393 مرداد تا 1391 رماهیت از ،زنان متخصص

 از واژینالیس تریکوموناس مثبت ۀنمون 50 یآورجمع
 ها،کلینیک به کنندهمراجعه زنان از واژن ترشحات

 کرج شهر هایبیمارستان و طبی تشخیص آزمایشگاه
 مستقیم گسترش روش از استفاده با هانمونه .گردید انجام

 .شد بررسی میکروسکوپ زیر
 در میمستقطور به مثبت، یهانمونه :کشت طیمح

Diamond’s Trypticase-کشت  طیمح تریلیلیم 15

 )maltose (TYM-yeast extract  درصد  10همراه با
 تریلیلیم در میکروگرم 100) هاکیوتیبیآنت گوساله، سرم

 تریلیلیم در کروگرمـــــمی 50 و سونـــــسفتریاک
 بر کروگرمیم 5/2) هاکشقارچ و( سیپروفلوکساسین

 37 یدر دما روز سهبه مدت  ،(B نیسیآمفوتر تریلیلیم
 یبرا ر،یتکث و رشد ازپس  انکوبه شدند. گرادیسانت هدرج
 استفاده با هاکوموناسیتر حرکت انگل، وجود از نانیاطم

 .گردیدند یبررس کروسکوپیم از
 ،کشت انگل طیمح یحاو یهالوله :DNA استخراج

 ی. بـراندشد شستشو مرتبهسه  PBS محلول با
 اسـتخراج ـتیـــاز ک ،هـانمونه DNA استخراج

DNA ناژن،یاز خون و بافت )ساخت شرکت س 
EX6071ها تـا زمـان انجام . نمونهدی( استفاده گرد

 گرادیسانتدرجـه  -20 زریدر فر ،PCR شیآزما
 .شدند ینگهـدار
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PCR :آزمایش انجام برای PCR، جفت یک از 
 ژن از که TFR2 و TFR1 هاینام به پرایمر

ITS1/5.8S/ITS2 که گردید استفاده شده، مشتق 
 :است زیر شرح به هاپرایمر این یدینوکلئوت ترادف
 

F: TGC TTC AGT TCA GCG GGT CTT CC 

R: CGG TAG GTG AAC CTG CCG TTG G 
 

 یحاو ،تریکرولیم 25 ییدر حجم نها PCR واکنش
ساخت ) کسیمسترم 5/12الگو،  DNA تریکرولیم 5

 1 و F مریپرا تریکرولیم MM2061) ،1 ناژن،یس شرکت
 .بود زهیونید آب تریکرولیم 5/5 و R مریپرا تریکرولیم

PCR  دقیقه  10 مدت به ،اولیه( دناتوراسیون) واسرشتبا
شامل  ،سیکل 35 سپس ؛شد آغاز گرادیسانت هدرج 95در 
درجه  60در  هیثان 30، گرادیسانتدرجه  95در  هیثان 30

تکرار  گرادیسانتدرجه  72در  قهیدق 1و  گرادیسانت
درجه  72در  قهیدق 10به مدت  یینها یسازلی. طودیگرد

 آگارزژل  یرو PCRمحصول انجام شد و  گرادیسانت
لامپ  ریو با دستگاه ژل داک و ز الکتروفورز درصد 5/1

UV صیصحت تشخ دییتأ ی. برادیمشاهده گرد 
 یهانمونه PCRمحصول  ازنمونه  10 تعداد ،یملکول
. گردید ارسال شگامیبه شرکت پ یتوال نییتع یبرا ،مثبت

 یهاداده گاهیدر پا یتوال نییاز تع آمدهدستبه جینتا
NCBI شدهثبتمشابه  یهایجستجو شده و با توال 

BLAST .شد 

 پژوهش هاییافته
 و کشت میکروسکوپی، نظر از نمونه 50 ۀـــهم
 در یاختهتک این وجود نمایانگر که شدند مثبت ملکولی

 استفاده با PCR تکثیر. بود شدهیـــــبررس هاینمونه
 توالی که گردید انجام TFR2 و TFR1 هایپرایمر از

 با باندی ۀانداز با ها،نمونه ۀهم ITS1/5.8S/ITS2 ژن
 شکل) شد اهدهـــمش ژل روی بر باز جفت 372 وزن

 (.1 شمارۀ

 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 /ITS2 ITS1/5.8Sژن  DNA یصتشخ یبرا PCRاز  آمدهدستبه یج. نتا1 ۀشمار شکل

 (0bp5) مارکر M .DNA ستون واژینالیس تریکوموناس مثبت هاینمونه .5 و 4، 3ستون  ؛منفی کنترل. 2 ستون ؛مثبت کنترل. 1 ستون

 

 یزآنال و یدینوکلئوت یتوال ۀیسمقا و یبررس

 یانم در یکیژنت تنوع یابیارز یبرا :یکیتیلوژنف

 یندر ا شدهثبت لیسیناواژ یکوموناستر یهایزولها

ژن  اطلاعات کبان در که ییاــــهیزولها با ،شپژوه
(Genbank )ود، ـــــب دهـــشبت ــــث رــــیشتــپ

Multiple aligment  ( و 2 شمارۀ گرفت )شکلانجام
-Neighbor یتمبا الگور 7 اافزار مگاستفاده از نرمبا 

Joining (NJ)، شد )شکل یمترس یکتیلوژندرخت ف 
 شدهثبت هایتوالی با آمدهدستبه هایتوالی(. 3 شمارۀ

 نشان را ژنتیکی شباهت درصد 99 از بیشتر ،NCBI در

372bp 400bp 

5  4   3   2  1   
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 از آمدهتـــدسبه ئوتیدیــــنوکل والیــــــتاز . داد
 GenBank در زولهـــای ITS1/5.8S/ITS2، 10 ژن
  رشــیذـــــپ ۀمارـــــش که یدردـــــت گـــــــثب

-MT129139،MT129140،MT133884ا ـــهآن
MT133889، MT133891، MT133892 کدها ینا 

 .هستند

 

 

 

 

 

 
 مطالعه یندر ا دنظرم ینالیسواژ یکوموناستر یاز ده توال ITS1/5.8S/ITS2کردن ژن  ترازهم. 2 شمارۀ شکل

 

 
ژن.  یدر بانک جهان شدهثبت هاییزولهابا  یسهمقا در ITS1/5.8S/ITS2 ژن موردمطالعه هایایزوله یکیتفیلوژن درخت. 3 شمارۀ شکل

 .است شدهترسیم bootstrapping 1000 از استفاده با neighbor-Joining یتمالگور
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 گیرییجهو نت بحث
 یروسیویرغ یماریب ینتریعشا یکومونیازیستر

ژن  یبر رو یعاتــمطال. (10است ) یمنتقله از راه جنس
S rRNA8/5 آن پیرامون مناطق و ((ITS، اطلاعات 

 در هاتریکومونادیده خانواده بندیطبقه برای را مفیدی
 دلیمی ،ایران در بار اولین برای .(11) دهدمی قرار اختیار

 و PCR روش از استفاده با( 2008) سال در همکاران و
 از را واژینالیس تریکوموناس ،18S rRNA ژن تکثیر

 و کاظمی(. 12) کردند جدا شدهدادهکشت واژن ترشحات
 واژینالیس تریکوموناس نمونه 52 تعداد( 2010) همکاران

 تکنیک از استفاده با و جداسازی واژن ترشحات از را
PCR، ژن ITS مثبت ونهـــــنم 51 و نمودند تکثیر 

 بررسی به( 2010مکاران )ــــه و وراــــرای (.13) شد
 واژینالیس تریکوموناس هایایزوله ملکولی هایویژگی

 ایزوله 57 ،طالعهــــم این در. تندـــپرداخ فیلیپین در
 ،ITS ژن تکثیر و PCR روش با واژینالیس تریکوموناس

 که کردند گزارش و شدند یکتفیلوژن آنالیز و توالی تعیین
 پایینی ژنتیکی سمــــمورفیپلی سکانس مورد مناطق

 یمولکول یکتفیلوژن و یپژنوت یهاوشر (.14) دارند
 یولوژی،پاتوب یولوژی،ات بارۀدر یتواند ابهاماتیم
 سینالیواژ یکوموناستر ییو مقاومت دارو یدمیولوژیاپ

 یهارا پاسخگو باشد که البته مشروط به انتخاب ژن
مطالعه  ینا توالی 10 اینکهاز  پس .(15است ) یدمف یاتیح

 ،شد ترازهم ژنی بانک در شدهثبت هایایزوله یربا سا
 Sاز ژن  ITS یدر نواح نوکلئوتیدی اختلاف چندین

rRNA8.5  یدگرد مشخص ،اندشدهمحافظتکه کمتر 
 هایتوالی با ژن این بالای بودن همولوگ از نشان که

ها و ها و شباهتتفاوت ینا یبا بررساست.  دیگر موجود
مورد از  9 ،شدهیمترس یکتیلوژنف ۀدرختچبا توجه به 

 ۀایزولو تنها  داشتند یدرصد 100شباهت  باهم ،هاایزوله
 بارۀبود. در متفاوت هاایزوله یربا سا MT133891 ۀشمار

 شدهثبتهای ایزولهبا  مطالعه این یهازولهــــایشباهت 
 هایایزولهشباهت را با  شترینـــیب ،ژن بانکدر 

JN007004 ،AY871044،AY871047 یشترینو ب 
 ایـــــههـــــزولـــــیاا ـــلاف را بـــــــتـــــاخ

KP987798،KX061410،KP861812،AY87104

 هاییتوال میانعلت تفاوت رسد یبه نظر م .دارد 5
در اثر جهش  ،ژن بانکهای موجود در یو توال جداشده

 ها نشانآن میانباشد و شباهت  یطیعوامل مح یرتأث یا
 ،درمجموع. هستند منشأ یکاز ها ینا ۀهم کهدارد  ایناز 

درصد  99از  یشب ،مطالعه ینا در جداشده هاینمونه
 ژن نشان دادند. بانکهای موجود در یشباهت را با توال

 هاییتوال دیگر با ما ۀمطالع در جداشده هایایزوله توالی
مشابه  SNP دهدمی نشان GenBankدر  شدهثبت

 ۀمنطق در( وتیدیئنوکل تک یچندشکل مورفیسمیپل)
ITS مناطق  یتوال شودمی پیشنهاد بنابراین ؛دارد وجود

 این در شدهمطالعه هایایزولهاز ژنوم مربوط به  یگرید
 بیشتر شناخت منظوربه ،یکدیگر با هاآن ۀمقایس و تحقیق
 هایایزولهموجود در  یکیتفیلوژن هایتفاوت و قرابت
 یبررس شودیم یهتوص ینهمچن ؛پذیرد صورت انسانی

 یبرا ،یرانمناطق ا یردر سا یملکول یدمیولوژیاپ
 تریکوموناس هایایزولهدر  یکیو تنوع ژنت ییشناسا

 .گیرد انجام واژینالیس

 گزاریسپاس

 هدانشکد ولوژیــــپاتوبی شــبخ از وسیله بدین
 این انجام در همکاری برای کرج آزاد دانشگاه دامپزشکی

 .آیدمی عمل به سپاس و تشکر کمال مطالعه
دانشگاه تربیت مدرس   کد اخلاق: 52/2062
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Abstract 

Introduction: Trichomonas Vaginalis is the 

most common nonviral sexually transmitted 

infection in the world. Moreover, it is an 

important source of reproductive 

complications and increased risk of HIV 

transmission, Therefore, it is considered a 

public health issue. This study aimed to 

determine the molecular and phylogenetic 

characteristics of Trichomonas Vaginalis 

among women in Alborz Province, Iran. 

 

Materials & Methods: In this study, 50 

positive samples of Trichomonas Vaginalis 

were collected from vaginal discharge, and 

after isolating the parasite using the culture 

medium and extracting DNA, the PCR was 

performed on the ITS1/5.8S/ITS2 gene. Out 

of the isolated positive cases, 10 samples 

were sent for sequencing. 

Ethics code: 52/2062 

 

Findings: All 50 samples were positive 

using the wet spread method, culture 

medium, and PCR. Based on the observed 

results, the size of the proliferative product 

of this gene was 372 base pairs. The results 

of this study were analyzed using 

phylogenetic tree and neighbor-joining. 
Furthermore, the possible mutations were 

investigated in this study. 

 

Discussions & Conclusions: The results of 

this study showed that the ITS1/5.8S/ITS2 

gene isolated from these samples was more 

than 99% similar to the sequences in the 

gene bank. The sequence of the 5/8SrRNA 

gene and its surrounding areas of ITS1 and 

ITS2 showed the low polymorphism of this 

gene. 

 

Keywords: ITS1/5.8S/ITS2 gene, Karaj, 

Phylogenetic analysis, Trichomonas 

vaginalis 
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