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  مقدمه

هاي مقاربتي در ترين بيماريتريكومونيازيس يكي از شايع
وسيله تك ياخته تريكوموناس واژيناليس هآيد كه بشمار ميدنيا به

 كه وقوع آن در ندامطالعات نشان دادهبرخي  ].1،2[شود ايجاد مي
  ].3 [باشد ميليون مورد مي170دنيا ساليانه 
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   دانشگاه علوم پزشكي كاشان، دانشكده پزشكي، گروه انگل شناسي، دانشيار3
اه علوم  دانشگ، دانشكده پزشكي، گروه انگل شناسي،كارشناس ارشددانشجوي  4

  پزشكي كاشان 
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   دانشگاه آزاد اسلامي واحد نجف آباد، دانشكده پزشكيگروه ميكروبيولوژي،، استاديار 10
  بهشتي شهيد پزشكي علوم دانشگاه ، دانشكده پزشكي، گروه انگل شناسياستاديار، 11
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  29/10/89 :تاريخ پذيرش نهايي                      8/3/89 :دريافتتاريخ 

 سيفليس و ،آميزان آلودگي به آن از مجموع مبتلايان به گنوره
كلاميديا بيشتر است و در انتقال ويروس ايدز نقش موثري دارد 

 شيوع آلودگي به اين انگل در نقاط مختلف ايران متفاوت .]4[
 5/22  در ساري درصد،67/4گي در تبريز  ميزان آلود؛]5،6[است 
 گزارش شده  درصد6/3 و در تهران  درصد2 در گرگان درصد،
 اين بيماري علاوه بر ايجاد علايم در دستگاه تناسلي .]7-10[است 

زنان ممكن است موجب زايمان نارس و تولد نوزاد با وزن كم و 
بتلايان در درمان م .]11[افزايش مرگ و مير در كودكان شود نيز 

نيترو ايميدازول -5ناس واژيناليس از داروهاي خانواده موبه تريكو
 كه ]12[شود  تينيدازول و اورنيدازول استفاده مي،مثل مترونيدازل

 95ترين داروي مورد استفاده با ميزان بهبودي مترونيدازول شايع
 2001 و همكارانش در سال Schmid بررسي .]2[باشد ميدرصد 

شان داد كه مقاومت دارويي در مبتلايان به در آمريكا ن
باشد  مي درصد5ناس واژيناليس نسبت به مترونيدازول موتريكو

را اي نبيماري در استراليا مقاومت دارويي  مطالعاتبرخي  .]13[
بيان شده است كه  .]11،14[ند اه گزارش نموددرصد 10 تا 5بين 

يناليس نسبت به ژن مربوط به مقاومت دارويي در تريكوموناس واژ
كه است ) ITS) Internal Transcribed Spacer ،مترونيدازول

 و 276bp تعداد نوكلئوتيدهاي اين ژن . قرار داردrDNAدر 

  :خلاصه
،  باشددسترس مي درآن تناقضاتي كه در مورد شيوع مقاومت دارويي   وتريكومونيازيساهميت  باتوجه به :هدف ابقه وس

 PCR- RFLPمترونيدازول در تريكوموناس واژيناليس به روش  منظور تعيين ميزان شيوع ژن مقاوم به داروياين مطالعه به
  .تهران و كاشان صورت گرفتشهرهاي در 

با اسـتفاده   انگل  شده و پس از جداسازي      آوري  ترشحات واژن جمع  از   نمونه   140 ين مطالعه توصيفي  در ا  :هاوشمواد و ر  
تعيين تـرادف و همچنـين   هاي احتمالي با موتاسيون . انجام گرفتPCRواكنش  DNA استخراجو محيط كشت دورسه  از

  .ررسي قرار گرفتندورد بم RFLP (Restricton Fragment Length Polymorphism) انجام
بـا هـر سـه    ) درصـد  4/44( نمونه 62. مثبت شدند PCR با روشاز افراد مورد مطالعه )  درصد95( نفر 133 عدادت :نتايج
بـه  ) درصد 40( نمونه PCR، 56 تنها به دو روش ديد مستقيم و)  درصد 5/8( نمونه PCR ،12كشت و ،  لام مستقيمروش

 5/1(  مورد2در نهايت . شدند مثبت تشخيص داده PCR نيز تنها به روش) درصد 1/2( نمونه 3و  PCR دو روش كشت و
  .تشخيص داده شدهاي تهران نمونه از18S rRNA  ژنموتاسيون در ) درصد

باتوجه به  . استدهد كه تريكوموناس واژيناليس در تهران در برابر مترونيدازول مقاوم            بررسي حاضر نشان مي    :نتيجه گيري 
هـاي  شود مطالعات بيشتري براي تعيين مكانيسم      توصيه مي  ،باشددازول داروي انتخابي در درمان اين بيماري مي       اينكه متروني 

  .  هاي كنترل آن صورت پذيردمقاومت دارويي و راه
تريكوموناس واژيناليس  ،اي پليمرازواكنش زنجيره ،مقاومت دارويي :واژگان كليدي  
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اي بوده و علت مقاومت انگل كاهش موتاسيون آن از نوع نقطه
در نتيجه فرودوكسين داخل سلولي و كاهش فعاليت آنزيم آن و 

مترونيدازول  .]15-11،17[ژنوزوم است ايجاد تغيير در شكل هيدرو
لايه تريكوموناس وارد سيتوپلاسم آن  از طريق انتشار از غشاء دو

عنوان يك پيش  از غشاء دو لايه هيدروژنوزوم به ضمن عبور،شده
دارو با آنزيم هيدروژناز براي گرفتن الكترون از فرودوكسين رقابت 

 گروه نيتروشود كه فعاليت دارو زماني آغاز مي. كندمي
راديكال آزاد . كندمترونيدازول احياء شده و توليد راديكال آزاد 

- موجب مرگ سلول مينهايتدر  و DNAشده موجب تخريب 

 حضور دارو در داخل هيدروژنوم موجب تغيير .]4،18،19[شود 
،  فرودوكسين، اكسيدو رودكتاز،وات فرودوكسينوهاي پيرپروتئين
هاي مقاوم موجب شود و در گونهميماليك و هيدروژناز آنزيم 

باتوجه به شيوع و عوارض مختلف  .]20-24[شود كاهش آنها مي
نيز ناشي از ابتلا به تريكوموناس واژيناليس و ضرورت درمان آن و 

تناقضاتي كه در ميزان شيوع و مقاومت دارويي نسبت به مصرف 
ين منظور تعي اين مطالعه به،باشدمترونيدازول در دسترس مي

 PCRمقاومت دارويي و تشخيص ژن مربوطه با استفاده از تكنيك 
  .صورت گرفت

  
  هامواد و روش

هاي  نفر زن در گروه3500 اين مطالعه توصيفي بر روي
كننده به درمانگاه نفر مراجعه 2000سال شامل  55 تا 20 سني

كننده به مركز بهداشت  نفر مراجعه1500و تهران بيمارستان مريم 
با در نظر گرفتن خصوصيات  كاشان به روش سرشماري گلابچي

ورت  ص1386 تا 1385 هاي در طي سالسن و مصرف دارو
تريكوموناس واژيناليس از ترشحات واژن هاي انگل. پذيرفت

 مورد  PCR كشت و،و با روش گسترش مرطوبشده آوري جمع
ها در محيط كشت دورسه و دياموند در نمونه. برسي قرار گرفتند

 روز 10ها پس از انگل. ندگراد تكثير شد درجه سانتي37ارت حر
ده و پس از جدا ش دقيقه سانتريفوژ 5مدت  دور به5000 با ،كشت

 -20 تا مراحل بعد در فريزر PBSكردن و سه بار شستشو با 
ها آزمايش  بر روي تمام نمونه. شدندگراد نگهداريدرجه سانتي

PCRبراي استخراج  . انجام گرديدDNAها را سه بار  ابتدا انگل
ها سانتريفوژ  نمونه،]25 [كرده له Freze and Tawa با روش

 10 شده و در رسوب حاصل از آن در بافر ليز ريخته ،دهش
 دقيقه 30مدت  درجه به56 در دماي Kميكروليتر آنزيم پروتئيناز 

 DNAبا استفاده از روش فنل كلروفرم  سپس .ندقرار داده شد
 . نگهداري شدTEو در بافر شده تانول رسوب داده حاصل در ا

 صورت ، مطابق روشي كه قبلا انجام شده استDNAاستخراج 

 با استفاده از يك جفت پرايمر از PCRآزمايش  .]25[ گرفت
 به شرح زير 18S محافظت شده ژن ريبوزومي IST 1ناحيه

  .استفاده گرديد
TVITS F: 5-ACACCGCCCGTCGCTCCTAAC-3’  
TVITS R: 5-AATTTGCATTCAAAGATTAAC-3’ 

 ژن ريبوزومال ITS 1از ناحيه   نوكلئوتيد313 تعداد اين پرايمرها
RNAواكنش  .كنندمي را تقويت  انگلPCRشريط زير انجام  با 
براي واكنش مخلوط  هدف، DNAبراي دناتوراسيون اوليه  :گرفت
 PCR ل سپس مراح، درجه قرارداده شد94دماي   دقيقه در5مدت 

 52پرايمرها اتصال  ثانيه، 30مدت ه درجه ب94 دناتوراسيون در(
 30) نيه ثا30مدت ه درجه ب72  در تكثير ثانيه و30مدت هدرجه ب

 دقيقه واكنش 5مدت ه يك سيكل بنهايتدر سيكل تكرار شدند و 
 واكنش در دستگاه ترموسايكلر.  درجه قرارداده شد72 در
)Corber Research (قبلي مطالعاتاساس بر .انجام شد 
  موتاسيون در ناحيه،كه در اين زمينه انجام شده است ]3،11،12[

ITS 1  ژن ريبوزومالRNAناس واژيناليس با مقاومت - تريكومو
در اين تحقيق براي . باشددر برابر مترونيدازول همراه مي انگل

  استفاده شدMspIنزيم آ  با RFLPتشخيص موتاسيون از روش 
]25[.  

  
   نتايج

  نفر140 نفر مورد مطالعه تعداد 3500در اين پژوهش از 
 4/4( نفر 110 كهبودند  مبتلا به تريكوموناس واژيناليس ) درصد4(

 بيماران مراجعه كننده به درمانگاه بيمارستان از آنان از) درصد
مركز از مراجعه كنندگان به )  درصد3( نفر 30مريم تهران و 

افراد مبتلا در  درصد 2/29تقريبا . دبودنبهداشت گلابچي كاشان 
 در درصد 25 ،سال 39-30  گروهدر درصد 40 ، سال29-20گروه 
  سال و بيشتر از 50  درصد افراد در گروه8/5  سال و49-40گروه 

با هر سه ) درصد 4/44( نمونه 62در اين مطالعه . دقرار داشتنآن 
 وتنها به دو روش ديد مستقيم ) درصد 5/8( نمونه 12روش، 

PCR، 56 به دو روش كشت و)  درصد40( نمونه PCR  3و 
 PCR تشخيص كلينيكي ونيز تنها به روش) درصد 1/2(نمونه 

و با دو روش لام مستقيم و كشت منفي تشخيص داده بوده  مثبت
  نمونه133 تعداد ، نمونه لام مستقيم و كشت مثبت140از  .شدند

 2ز اين تعداد  اه و تكثير گرديدPCR جهت آزمايش ) درصد95(
  دو نمونهدر اين؛  بودندمقاومت داروييداراي )  درصد5/1( نفر

 T به نوكلئوتيد TSI 1 ناحيه 209در موقعيت  Cژن نوكلئوتيد 
هاي مذكور در مركز اطلاعات بيوتكنولوژي  ژن.بودتبديل شده 

 Trichomonas vaginalisبه شماره) NCBI(آمريكا 

Accession No. EU308571و Trichomonas vaginalis 
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Accession No. EU308572از نظر سابقه . ند ثبت گرديد
 از ) درصد21(  نفر30  در مجموع ،مصرف داروي مترونيدازول

مانده  باقي) درصد79(  نفر110افراد از دارو استفاده كرده بودند و 
 دو نمونه ، همچنين،سابقه مصرف داروي مترونيدازول را نداشتند

براي اطمينان از .  نداشتند ران سابقه مصرف داروداراي موتاسيو
ها  تمام نمونهRFLPوجود موتاسيون در ژن با استفاده از روش 

 تحت PCRمحصول در اين آزمايش . ندمورد بررسي قرار گرفت
هاي داراي اين آنزيم در نمونه.  قرار گرفتMSPIتاثير آنزيم 

روي ژل  240pbو يك قطعه دارد موتاسيون دو جايگاه شناسايي 
 يك قطعه ،هاي فاقد موتاسيون در نمونهليوشود مشاهده مي

270pb شكل( شودشناسائي و در نتيجه روي ژل مشاهده مي 
  )1شماره 

  
 PCR الكتـرو فـورز هـضم آنزيمـي محـصول            -1  شـماره  شكل

  درصـد  3 در ژل آگـارز      MSPIتريكوموناس واژيناليس با آنـزيم      
  )313bp( تريكوموناس واژيناليس PCR محصول -1ستون 
  )DNA) 100 bp ماركر وزني - 2ستون 
 تريكوموناس واژيناليس فاقد ،MSPIنزيم  هضم شده با آPCR محصول -3ستون 

  )bp 270(موتاسيون 
  تريكوموناس واژيناليس،MSPI هضم شده با آنزيم PCR محصول -4ستون 
 TSI  ناحيه209در موقعيت  Cدر اين ژن نوكلئوتيد  .)bp 240( موتاسيون داراي

  .)C209T(  تبديل شده استT  به نوكلئوتيد1
  

  بحث
 درصد 4وع تريكومونيازيس در جامعه مورد مطالعه شي

تعيين گرديد كه اين ميزان در مراجعين به درمانگاه بيمارستان مريم 
كننده به مركز بهداشت  درصد و در افراد مراجعه4/4 ،تهران

 نفر مبتلا بيشترين موارد در 140 از . درصد بود3گلابچي كاشان 
 50 سال و كمترين موارد در گروه سني بالاي 30-39گروه سني 

هاي تريكومونيازيس يكي از بيماري. تشخيص داده شد سال
ميزان شيوع آن در و  ]2[ بودهمقاربت جنسي شايع در سراسر دنيا 

هاي  در ايران شيوع آلودگي در گروه؛ استجوامع مختلف متفاوت
. ]5-7[ درصد گزارش گرديده است 30 الي 5/0مختلف بين 

ودگي در مراجعه  كه ميزان آلندانشان دادهمختلف مطالعات 
 ،]8[ درصد 5/22 ،يرسا كنندگان به مركز بهداشتي درماني شهر

  درصد67/4 ، مركز بهداشتي تبريز،درصد 2 ،كلينيك زنان گرگان
 6/3 ،تنظيم خانوده در تهرانمراكز كنندگان به  و در مراجعه]7[

در مطالعه ما شيوع آلودگي در كاشان كمتر از  .است ]10[درصد 
 شيوع كمتري  شهرهاديگردر مقايسه با شهر   هر دووبود تهران 
 .باشدميآنها تر  وضعيت بهداشتي مناسبدهنده كه نشانندداشت

 درصد مقاومت دارويي 5/1  شيوع حاضرهاي تحقيقيكي از يافته
هاي انجام شده در نقاط بررسي. باشد ميدر بيماران مورد مطالعه

مبتلايان به تريكوموناس گويي دهنده عدم پاسخمختلف دنيا نشان
مركز كنترل و پيشگيري بيماري . ]12[ استنسبت به مترونيدازول 

(Central for Disease Control and prevention; CDC) 
 درصد نسبت به 4/5 مقاومت دارويي 1993در سال آمريكا 

ه  در مطالع،همچنين .]26[مترونيدازول را نشان داده است 
Cudmore در كانادا ميزان مقاومت 2004سال  و همكارانش در 

 درصد گزارش 5 ،دارويي در زنان مراجعه كننده به كلينيك زنان
در بررسي مشابهي . خواني دارد كه با مطالعه ما هم]1 [ده استش

 موتاسيون شده انجام 2000 و همكاران در سال Snipesكه توسط 
 .]15 [گرديده است درصد گزارش 13ژن مقاومت دارويي 

Dibyarupa و همكارانش مقاومت دارويي در بيماران مبتلا به 
 درصد گزارش 7تريكوموناس نسبت به مترونيدازول را بيشتر از 

با  .دهدنشان ميرا ما  كه ميزان بالاتري نسبت به مطالعه ]27[دادند 
ترين داروهاي مورد توجه به اين كه مترونيدازول يكي از شايع

ثر درماني اه تريكوموناس واژيناليس با استفاده در درمان مبتلايان ب
و نتايج حاصل از مطالعات ] 2،28،29 [باشد درصد مي95بيشتر از 

ديگران در خصوص موتاسيون ژن مقاوم به مترونيدازول گزارش 
رويه و غير استاندارد آن در بيماران  مصرف بي،گرديده است

ن جهت بنابراي. گرددموجب افزايش مقاومت دارويي در جامعه مي
كاهش ايجاد مشكلات درمان و جلوگيري از انتقال انگل به شريك 
جنسي فرد مبتلا و همچنين تشخيص حامل بون علامت انگل و 

 لازم است كه يك HIVهايي مثل جلوگيري از انتقال ويروس
استفاده قرار  اين انگل موردشناسايي  براي PCRروش دقيق مانند 

   .گيرد
  

  گيري نتيجه
نتايج حاصل از اين پژوهش و تشخيص گرفتن در نظر با 
 ،هاهاي مقاوم به مترونيدازول در تعدادي از نمونهتريكوموناس
كه مترونيدازول داروي انتخابي در  اينبا توجهشود توصيه مي

باشد و بروز مقاومت دارويي در آن آهميت درمان اين بيماري مي
 ومت دارويي در تحقيقات بيشتري جهت شناسايي مقا،اي داردويژه

  .مناطق مختلف ايران انجام پذيرد
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   تشكر و قدرداني
  زشكي كاشان لوم پاز معاونت محترم پژوهشي دانشگاه ع

تشكر و قدرداني     را تامين نمودند   طرح تحقيقاتي اي اين   هكه هزينه 
  .شودمي
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