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چکیده: 
عفونت تریکوموناس واژینالیس یکی از شایع ترین عوامل ایجاد کننده بیماریهای منتقل شونده غیر ویروسی
جنسی است.  مهم ترین  روش  برای تشخیص تریکوموناس واژینالیس در حال حاضر تشخیص میکروسکوپی انگل بــا
استفاده  از تست  لام مرطوب می باشد که حساسیت  این روش تقریبا 60%  است.  مطالعه میکروسکوپی کشت هــای
اختصاصی حاوی  انگل، حساسیت را تا حدودی افزایش داده اما یکی از مشکلات استفاده  از محیط های کشت، عـدم
ـــــتفاده  از  روش مولکولــــی امکـــان آنـــالیز ســـریع و دقیـــق آن  مـــی باشـــد.  در  ایـــن مطالعـــه بـــا  اس
ــده  (Polymerase Chain Reaction =PCR) بر آن شدیم تا عفونت تریکوموناس واژینالیس را در بیماران مراجعه کنن
ــرار داده و نتـایج آن را بـا تسـت هـای لام مرطـوب و به درمانگاه زنان بیمارستان شهید بهشتی اصفهان مورد بررسی ق
مشاهده کلینکی مقایسه کنیم.  سوآپ واژینالی  از 24 زن مراجعه کننده بــه درمانگـاه زنـان بیمارسـتان شـهید بهشـتی
وابسته به دانشگاه علوم پزشکی اصفهان گرفته شد. هر یک از نمونه های گرفته شــده بـه دو قسـمت تقسـیم گردیـد.
یک قسمت آن فوراً  با تست لام مرطوب و در زیر میکروسکوپ مورد مطالعه قرار گرفت و قسمت دیگر در محلــول
 (Phosphate Buffered Saline=PBS) به صورت سوسپانســیون تهیـه شـده و بـه آزمایشـگاه  بیوتکنولـوژی دانشـکده

PCR حاصلـه جـهت انجـام واکنـش PBS داروسازی دانشگاه علــوم پزشـکی اصفـهان منتقـل گردیـد.  سوسپانسـیون
اختصاصی برای تریکوموناس واژینالیس مورد استفاده قرار گرفت.  در  این مطالعه 24  نمونه  اخذ شده به دو دســته
ــت لام مرطـوب و PCR و دسـته دوم  بـا  تشـخیص کلینیکـی (توسـط 8 و 16 تایی تقسیم شدند.  دسته اول با دو تس
ــذ شـده در گـروه  اول بـا  هـر دو پزشک متخصص زنان)  و تست PCR  مورد  بررسی قرار گرفتند.  نمونه های  اخ
تست لام مرطوب و PCR  مثبت تشــخیص داده  شـدند. در گـروه دوم، 9 نمونـه از 16 نمونـه بـا  تسـت PCR مثبـت
ــخیص کلینیکـی مثبـت تشـخیص داده تشخیص داده  شدند که از  میان این تعداد نمونه،  8  عدد در طی بررسی و تش
شده بودند. در مورد گروه اول حساسیت تست PCR برابر 100% (8 عــدد  از 8 نمونـه) و  اختصـاصی بـودن آن نـیز
100%  بود (8 عدد از 8 نمونه). در این گروه حساسیت  تست لام مرطوب 100%  (8 عدد  از 8 نمونه) و اختصــاصی
ــروه دوم حساسـیت تسـت PCR برابـر 100% (9 عـدد از 9 بودن آن نیز 100% (8  عدد  از 8 نمونه) بود. در مورد گ
نمونه) و اختصاصی بودن آن نیز 100% (9 عدد از 9 نمونه) بود. در این گروه حساسیت تشخیص کلینیکی%88/9 (8

عدد از 9 نمونه) و اختصاصی بودن آن 50% (8 عدد از16 نمونه) بود. 
 

واژه های کلیدی: تریکوموناس واژینالیس،  واکنش زنجیره ای پلیمراز،  تشخیص. 
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 تشخیص تریکوموناس واژینالیس  

٢

مقدمه:  
تریکوموناس واژینالیس در سرتاسر جهان تقریبـاً 
هر ساله 180  میلیون  عفونت جدید ایجــاد مـی کنـد. ایـن 
انگل یکی  از شایع ترین عوامل  ایجاد کننده  بیماری های 
منتقـل شـونده غـیر ویروسـی جنسـی اســـت (16،15،12). 
ــی بـا تریکومونـاس واژینـالیس در زنـان مـی توانـد  آلودگ
بـاعث التـهاب واژن، سـرویکس و مجـاری ادراری گــردد 
(17).  تخمین زده می شود که در حدود 10 تا 50 درصــد 
از عفونت های ناشی از  تریکوموناس واژینــالیس در زنـان 

بـدون علامـت بـوده (3) و ایـن درصـــد در مــردان حتــی 
ــه عنـوان کوفـاکتوری در   می تواند بالاتر باشد. این انگل ب
ــص ایمنـی انسـانی و سـایر عفونـت هـای  انتقال ویروس نق
منتقل شونده جنسی عمل می کند. رابطه بین تریکومونــاس 
واژینالیس و سرطان رحم اخیراً مورد بررســی قـرار گرفتـه 
ــرای تشـخیص تریکومونـاس  است (21). مهم ترین روش ب
واژینالیس در حال حاضر تشخیص میکروسکوپی انگــل بـا 
ــد کـه حساسـیت ایـن  استفاده از تست لام مرطوب می باش
روش تقریباً 60 درصــد اسـت (6). مطالعـه میکروسـکوپـی 
ــا  کشت های اختصاصی حاوی انگل، حساسیت را به 85  ت
95 درصد رسانده است (18،8،7). در هر صــورت کیفیـت 
ـــه  ایـن تسـت هـای تشـخیصی بـه مـیزان زیـادی بسـتگی ب
ــد  تخصص و تجربه  فردی که با میکروسکوپ کار می کن

و همچنیـن کیفیـت  نمونـه دارد، بنـابراین  نیـاز بـه بـــهبود 
 روش های تشخیص شدیداً  احســاس مـی شـود. در مـورد 
محیط های کشـت، عـلاوه  بـر محیـط کشـت تریکوسـل 
برگ-کوپفر محیط های کشت دیگری نیز مورد بررسی و 
ــرار گرفتـه انـد. حسـاس تریـن ایـن محیـط هـای  ارزیابی ق
ــه هـر  کشت محیط کشت تغییر یافته دیاموند است (8،7). ب
ـــیر بــوده و  حـال شـرایط مطلـوب بـرای کشـت انگـل متغ
کارآیی آن تحت تاثیر زمان های انکوباسیون مختلف قرار 
ــت،  می گیرد. یکی از مشکلات استفاده از محیط های کش
عدم امکان آنالیز سریع و دقیق آن می باشــد (18،14،5،2). 

ــیزی غـیر  رنگ آمیزی با آکریدین نارنجی روش رنگ آم
اختصـاصی اسـید نوکلئیـک اسـت کـه  مـی توانــد بــرای 
تشخیص تریکوموناس  واژینالیس در  زیــر میکروسـکوپ 
ـــهایت  فلورسـنت  مـورد  اسـتفاده  قـرار  گـیرد  (1).  در ن
روش های مولکولی برای تشخیص این انگل مورد استفاده 

قــرار گرفتــه انــد کــه از بیــــن آنـــها مـــی تـــوان بـــه 
 Fluorescent in situ hybridization ،PCR  و  

ــاره نمـود. در ایـن مطالعـه  Oligonucleotide probing اش

 PCR ــالیس بـا تکنیـک روش تشخیص تریکوموناس واژین
در نمونه های ســوآپ واژینـال بیمـاران مراجعـه کننـده بـه 
درمانگاه زنان بیمارستان شهید بهشتی اصفهان مورد بررسی 
قرار گرفت که برای اولین بار در ایران انجام گرفته است.  

 
مواد و روشها: 

از 24 زن مراجعه کننــده بـه درمانگـاه زنـان بیمارسـتان 
شهید بهشتی اصفهان که مشکوک به عفونت تریکوموناس 
ــه سـوآپ واژینـال گرفتـه شـد و هـر  واژینالیس بودند نمون
نمونه به دو قسمت تقسیم گردید. یک قسمت جهت انجام 
ــاس فـوراً  تست لام مرطوب برای تشخیص انگل تریکومون

مورد استفاده قرار گرفت و قسمت دیگر در 1/5 میلی  لیتر  
ــه  بافر نگهدارنده PBS  استریل (pH 7/2) قرار داده شد و ب
ـــگاه  آزمایشـگاه بیوتکنولـوژی دانشـکده داروسـازی دانش
علوم پزشکی اصفهان جهت انجام PCR اختصــاصی بـرای 
تشخیص انگل منتقــل گردیـد.  نمونـه هـا تـا هنگـام انجـام 
آزمایش که حداکثر یک روز به طول انجــامید در یخچـال 
نگهداری شدند. برای جدا سازی DNA،  ابتــدا هـر نمونـه 

دو بـــــــــــــار بـــــــــــــا بـــــــــــــــافر PBS در دور 
 rpm 15000 به مدت 3 دقیقــه شستشـو داده شـد. بـر روی 
ـــز اســتریل  رسـوب حاصلـه، بـافر لـیزکننده حـاوی گلوک
ــولار،  EDTA ،(%40) (0/5مولار، pH 8)، Tris-HCl (1 م
 sodium dodecyl sulfate ،(1 مـولار) NaOH ،(PH 8
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(10SDS%)، اسـتات پتاسـیم (5 مـــولار) و اســید اســتیک 
ـــا  (11/5%)  اضافـه شـده و پـس از سـانتریفوژ  (5 دقیقـه ب
ــل  سرعت rpm 15000) محلول رویی به لوله جدیدی منتق
ــروپـانول اضافـه و  گردید. به محلول رویی 0/6 حجم ایزوپ
ــدت 5  پـس از مخلـوط شـدن در دور rpm  15000  بـه  م
  DNA دقیقه  سانتریفوژ  گردید. رسوب حاصله که حــاوی
ــتر اتـانول  استخراج  شده  انگل می باشد دو بار با 1 میلی لی
70 درصـد شستشـو (سـانتریفوژ rpm 15000 بـه مـــدت 5 
دقیقه) داده  شد. رسوب حاصله به مــدت یـک  شـبانه روز 
 ،DNA در معرض هوا  قرار  گرفته و پس از خشک شدن
 mM10) Tris-EDTA ــتر محتویات  لوله در 30  میکرو لی
pH 7/5،10Tris, 1mM EDTA ) حل شد و تا زمان انجام 

PCR در یخچال نگهداری گردید. 

برای انجام PCR یک جفت پرایمر به نام های  
BTUB9 و BTUB2  مورد استفاده قرار گرفت که ترادف 

نوکلئوتیدی این پرایمرها به صورت زیر است: 

 
BTUB9: 5 CAT TGA TAA CGA AGC TCT TTA
                  CGA T 3  
BTUB2: 5 GCA TGT TGT GCC GGA CAT AAC
                  CAT 3  

واکنش های  PCR  در حجم 50  میکرولیتر  انجام  شدند. 
  (10×)  PCR شــــــامل  بـــــافر  PCR  مخلــــوط

 500 mM KCl, 200 mM Tris-HCl, 50 mM)
 DNA نمونه، 2 واحد از  DNA 5 میکرولیتر از  ،(MgCl2

ــــی ریبونوکلئوتیـــد تـــری  Taq Polymerase، دزوکس

فسفاتهای 5 میکرومولار و 25 پیکومول از هر پرایمــر بـود. 
هر واکنش PCR شــامل 60 سـیکل بـود کـه دناتوراسـیون 
ــدت 45 ثانیـه  (denaturation) در 95 درجه سانتیگراد به م

انجام شد،  آنیلینگ (annealing) در 62  درجه ســانتیگراد 
ــه مـدت 45 ثانیـه خاتمـه  شروع و در 52 درجه سانتیگراد ب
یافت و  اکستنشن (extension) در 72 درجه سانتیگراد بــه 
ــام پذیرفـت. یـک مرحلـه دناتوراسـیون،  مدت 1 دقیقه انج
ــانتیگراد بـه مـدت 75  پیش از سیکل اصلی در 95 درجه س

ــتر  از  محصـول PCR  بـر  ثانیه انجام گردید.  10  میکرولی
ــد حـاوی  اتیدیدیـوم  برومـاید  روی  ژل  آگاروز 1  درص

الکــــتروفورز گردیــــد.   الکــــتروفورز در بـــــافر  
  (50mMTris,50mMBorate,1mMEDA)(0.5×)TBE

در جریان ثابت 80 ولت انجام پذیرفــت. ژلـها در زیـر نـور 
UV بررسی شده و عکس برداری گردیدند. 

 
نتایج:  

24 نمونه سوآپ واژینال گرفته شده از بیمــاران بـه 
ــا دو تسـت  دو گروه 8 و 16 تایی تقسیم شدند. گروه اول ب
لام مرطوب و PCR و گــروه دوم بـا تشـخیص کلینیکـی و 
تست PCR مورد بررسی قرار گرفتند. در مورد گــروه اول 
تمامی 8  نمونه مورد بررسی با تست PCR مثبت تشــخیص 
داده شدند. همچنین تمامی آنها در تســت لام مرطـوب نـیز 
مثبت تشخیص داده شدند.  در گروه دوم از 16 نمونه اخــذ 
ــت تشـخیص داده شـدند  شده،  9 نمونه در تست PCR مثب
ــه بـا تشـخیص کلینیکـی مثبـت  که از این تعداد تنها 8 نمون

شناخته شده بودند.  
با توجه به نتایج فوق در مورد گروه اول حساسیت 
ـــه) و  تســت PCR برابــر 100 درصــد (8 عــدد از 8 نمون
ـــدد از 8  اختصـاصی بـودن آن نـیز 100 درصـد بـود  (8 ع
ــروه حساسـیت  تسـت لام مرطـوب  نـیز  نمونه).  در این گ
100 درصد (8عدد از 8 نمونه) و اختصاصی بــودن آن  نـیز 
100 درصد (8 عدد از 8 نمونــه) بـود. در مـورد گـروه دوم 
حساسیت تســت PCR برابـر بـا 100 درصـد (9 عـدد از 9 
نمونه) و اختصاصی بودن آن نیز 100 درصــد (9 عـدد از 9 
نمونه) بود. در این گروه حساسیت تشخیص کلینیکی برابر 
88/9 درصد (8 عدد از 9 نمونه) و اختصاصی بودن آن 50 

درصد (8 عدد از 16 نمونه) بود. 
جـهت  مشـاهده بـهترین و مشـخص تریـن باندهــا 
مقادیر متفاوت DNA (2/5، 5، 10،7/5 و 12/5 میکرولیتر) 
ــرار گرفـت.  نتـایج حاصلـه  نشـان داد کـه  مورد  استفاده ق
مقادیر 5 و 7/5 میکرولیتر  از DNA  باندهای  مناسب تری 
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تصویر شماره 1: تشخیص تریکوموناس واژینالیس با اســتفاده 
ــوط 3،2،1 و 4  از روش PCR و پرایمرهای 2 و BTUB 9. خط
 DNA باندهای مربوط به مقادیر 2/5، 7/5،5 و 10 میکرولیتر از
ــد.  استخراج شده از نمونه های مختلف بیمار را نشان می دهن
ــتخراج شـده از  خط 5 باند مربوط به 5 میکرولیتر از DNA اس
محیط کشت رانشان می دهد. کنترل منفی بــرای نمونـه هـای 

ذکر شده در خط 6 نشان داده شده است. 
 

ایجاد می کنند (تصویر شماره 1). 
 

بحث:  
 PCR نتایج حاصل از این تحقیــق نشـان داد کـه تسـت  
دارای حساسیت و اختصاصی بودن قــابل مقایسـه بـا تسـت 
لام مرطوب بود. اما در مقایسه با تشخیص کلینیکی، تســت 
ـــاصی بــودن بســیار بــالاتری  PCR از حساسـیت و اختص

برخوردار بود.  بنابراین تنـها اسـتناد بـه تشـخیص کلینیکـی 
دارای پیگـیری و درمـان عفونـت ناشـــی از تریکومونــاس 
واژینالیس به هیچ وجه کافی نبوده و در مقایسه با تشخیص 
ــرای تشـخیص انگـل تریکومونـاس  کلینیکی روش PCR ب
بسیار حساس تر و اختصــاصی تـر اسـت. در مـورد یکسـان 
ــودن  تسـت لام مرطـوب بـا  بودن حساسیت و اختصاصی ب
تست  PCR  در  ایـن  تحقیـق  مـی تـوان بـه ایـن موضـوع 
ــدف ایـن طـرح غربـالگری بیمـاران  اشاره کرد که چون ه
مبتـلا  بـه  عفونـت  تریکومونـاس واژینـالیس نبـوده بلکـــه 
هدف پایه گــذاری یـک  روش حسـاس تـر و دقیـق تـر از 
سایر روش های موجــود بـرای تشـخیص ایـن  انگـل بـوده 
است. بنــابراین تعـداد نمونـه هـای انتخـاب شـده اختـلاف 
مشخصی را در میزان حساسیت و اختصاصی بودن بیــن دو 

ــوب و PCR نشـان نمـی دهـد بـا ایـن  روش تست لام مرط
ــودن و حساسـیت 100 درصـد در  وجود چون اختصاصی ب
مورد تست PCR به دست آمــده بنـابراین مـی تـوان نتیجـه 
گرفت که این روش برای تشــخیص  انگـل  تریکومونـاس 
واژینالیس بسیار دقیق و حساس مــی باشـد. از سـوی دیگـر 
ــالای بـه دسـت آمـده بـرای  حساسیت و اختصاصی بودن ب
تست لام مرطــوب تنـها در شـرایطی اسـت کـه کارشـناس 
آزمایشگاه دارای تجربه و مهارت کافی در بررسی لامهای 
مورد آزمایش بوده و قادر به تشخیص حتی یک انگــل در 
محیـط لام نـیز باشـد (10)، در صورتـی کـه در بعضـــی از 
ــی قـابل دسـتیابی نبـوده و خطـای شـخص  موارد چنین دقت
آزمایش کننده و  ابزار آزمایشگاهی بــاعث کـاهش اعتبـار 
تست لام مرطوب می گردند. با توجه به اینکه انجام تســت 
ــان طـرح  لام مرطوب بر روی انگل با نظارت مستقیم مجری
ـــن نظــارت در اکــثر مــوارد معمــول  انجـام پذیرفتـه و ای
آزمایشـگاهی امکـان پذیـر نیســـت بنــابراین حساســیت و 
ــه تسـت لام مرطـوب بـا روش  اختصاصی بودن قابل مقایس
PCR در این تحقیق را علاوه بر مورد ذکــر شـده در زمینـه 

تعداد نمونه های مورد بررسی تنها می توان به نحوه کنــترل 
دقیق اعمال شده بر انجام این تست نســبت داد. بنـابراین بـر 
این  نکته  تاکید می گردد که نظارت مستمر مجریان طرح 
بر انجام تست لام مرطوب که توسط کارشناس آزمایشگاه 
انجام گردید باعث یکسان شدن نتا یج حاصل از این تست 
و روش PCR گردیـد. بـه طـوری کـه در شـرایط معمــول 
خصوصاً زمانی که  تعداد انگل در  نمونه گرفته شده بسیار 
کم بود در  اکثر مــوارد تسـت لام  مرطـوب منفـی کـاذب 
ــا توجـه بـه تعـداد نمونـه  گزارش می گردید. ضمن اینکه ب
های کم مورد مطالعه در این تحقیق که به دلیــل مشـکلات 
ــاید  موجود در اخذ نمونه های بیماران انجام پذیرفته است ب
ــه یکسـان بـودن نتـایج تسـت لام  به این نکته توجه نمود ک
مرطوب و PCR عملاً برای  تعداد نمونــه هایبیشـتر یکسـان 
ــر قـدرت بسـیار  نخواهد بود و  تمامی این موارد  تاییدی  ب
بالاتر  PCR   نسبت  به   تست  لام  مرطوب  در  تشخیص 
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عفونت تریکوموناس واژینالیس می باشد. 
ــان داده اسـت کـه تنـها 36  مطالعات انجام شده نش
ــاس واژینـالیس در  درصد از بیمارانی که عفونت تریکومون
آنها با روش هــای دقیـق تـر اثبـات شـده بـود بـا تسـت لام 
مرطوب تشخیص داده می شوند و تنها 52 درصــد  از ایـن 
افراد با مترونیدازول مورد درمان قرار گرفتند (15). بنابراین 
جهت کاهش ایجاد  مشکلات درمان و جلوگیری از انتقال 
انگل  به شریک جنسی فرد  مبتــلا  و  همچنیـن  تشـخیص 
حـاملین  بـدون  علامـت  انگـل و جلـوگـــیری از  انتقــال 
ویروس هایی مثل HIV نیاز  است که یک روش تشخیص 
دقیق مانند PCR برای این انگل مــورد اسـتفاده قـرار گـیرد 

  .(20،19،13،10،9،4)
 حساسیت روش PCR به حدی است کــه قـادر بـه 
ـــاس مــی باشــد (11).  تکثـیر حتـی یـک انگـل تریکومون
پرایمرهای BTUB9,2 برای انجام PCR به صــورت کـاملاً 
 DNA ـــچ محصــول اختصـاصی عمـل مـی کننـد زیـرا هی
دیگری با سایر پروتوزوآها یا پاتوژن های واژن با اســتفاده 
از ایــن جفــت پرایمــر قــابل تشــــخیص نیســـت. در ژن 
تریکوموناس واژینالیس چندین کپی از سه ژن کد کننده  

 
 

ــد  پروتئین های بتا توبولین  (بتا توبولین 1و2و3) وجود دارن
(11) که پرایمرهای BTUB9,2 یــک قسـمت ثـابت را در 
ــرار داده و بـه آن  هر یک  از این سه  ژن مورد  شناسایی  ق
متصل می شود  این مسئله موجب افزایش حساسـیت روش 
ـــژگــی  PCR  بـا اسـتفاده از ایـن پرایمرهـا مـی گـردد. وی

پرایمرها به  درجه حرارت آنیلینگ بستگی دارد. بــا درجـه 
حرارت های آنیلینگ بالاتر ویژگی پرایمرهــا بـالاتر اسـت 
ــود  (15). با توجه به موارد ذکر شده در فوق پیشنهاد می ش
روش PCR  جـایگزین سـایر روش هـای تشـخیص انگــل 
تریکوموناس واژینالیس گردد و انجام این روش هم اکنون 
ــازی دانشـگاه  در آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده داروس

علوم پزشکی اصفهان امکان پذیر است.  
 

تشکر و قدردانی: 
ایـن پژوهـش بـا حمـایت حـوزه معـاونت پژوهشـــی 
دانشگاه علوم پزشکی اصفهان انجام گرفته است کــه بدینوسـیله 
ــن از  از مسـئولین مربوطـه تشـکر و قدردانـی مـی گـردد. همچنی
ــال  سـرکار خـانم صدیقـه صـادقی کـه در انجـام ایـن طـرح کم
مساعدت و همکاری را نمودند تشکر و قدردانی می گردد.  
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