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چکیده 

عوارض غیر قابل می باشد کهانگلیهاي مهمبیماريازیکیتوکسوپلاسموزیس:زمینه و هدف
و افراد ایمنوساپرس بوجود دنیا آمده از مادرانی که در طی دوران بارداري آلوده شده اند ه جبران در نوزادان ب

آسیب هاي جنینی امااست؛شدهرائهاتوکسوپلاسموزیسبرايمشخصیدرمانیهايروش.می آورد
درمانیهايگزینهازیکیبه عنوانماکرولید اسپیرامایسینازاستفادهامروزهبنابراین. بوجود می آورد

جهت تشخیص Real-time NASBAراه اندازي روش هدفباحاضرمطالعه. استفاده قرار می گیردمورد
.فته استانجام گرتجربی توکسوپلاسموزیس 

با تایی یعنی تحت درمان15در سه گروه رت ها ،تجربیمطالعهایندر:کارروش مواد و 
به عنوان کنترل (سولفادیازین-پریمتامین، حدود یک گرم سه بار در روزmg\kg400اسپیرامایسین 

انگل ساعت بعد از آلوده سازي رت ها با24. دتقسیم شدنو گروه شاهد یکبار در روز mg\kg150)داروئی
-Realروش وسیلهخون رت ها به. توکسوپلاسما گوندي، درمان شروع شد و به مدت یک هفته ادامه یافت

time NASBAوجود انگل زنده و اثر بخشی داروي نظرازداروقطعازبعدهفتهقبل و بعد از درمان و یک
.شدمذکور بررسی

روز بعد از آلوده شدن 5روي اسپیرامایسین توانستداد که دانشانمطالعهاینازحاصلنتایج:یافته ها
.سازدخطی را ها را از بین برد و تمام منحنی ها ها به طور کامل انگلرت

در از بین بردن انگل توکسوپلاسما گوندي در خون رت خوبیدرمانیاثراسپیرامایسین:نتیجه گیري
.استفاده شودزنان بارداردروها دارد

Real-time NASBAروش اسپیرامایسین،توکسوپلاسموزیس،:يیدکله هاي واژ
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498رقیه نوروزي و همکاران...اثر بخشی اسپیرامایسین جهت درمان توکسوپلاسموزیس
مقدمه
(Toxoplasmosis)توکسوپلاسموزیسعفونیبیماري

نامبهاجباريسلولیدرونايیاختهتکتوسط
ایجاد می )(Toxoplasma gondiiگونديتوکسوپلاسما

ایمنیرايداافراددرتوکسوپلاسموزیس.]1،2[شود
صورت تظاهراتبهیااستعلامتفاقدمعمولاًکامل،

یا (Adenopathy)، آدنوپاتی)جلديبثورات(پوستی
طریقازکهنوزادانیدرکند ولیمیبروزچشمیعارضه

مانندایمنینقصبابیمارانو شوندمیآلودهمادرزادي
Acquired immunodeficiency)به ایدزمبتلایان

syndrome: AIDS)پیوندي، عضوکنندگاندریافتو
.]3،4[باشدزندگیتهدیدکنندهاستممکن

ازانگلعبورحاصلکهتوکسوپلاسموزیس مادرزادي
باعثتواندمیاست،مادرياولیهآلودگیهنگامدرجفت
نقصیارحمدرجنینمرگخودي،بهخودجنینسقط
هیدروسفالینظیرمادرزاديشدیدهاي

(Hydrocephaly) ،میکروسفالی(Microcephaly)،
کوریورتینیتوذهنیماندگیعقب

(Chorioretinitis)شدهسرکوببا ایمنیافراددروشود
افرادوپیوندکنندگاندریافت، AIDSبه مبتلاافرادنظیر
غیرهو(Hotchkin)هوچکینمثلهاییسرطانبهمبتلا
آنسفالیتایجادباعثوشده فعالدوبارهتواندمی

افراداینمیرومرگعللازیکیوشدهتوکسوپلاسمایی
. ]3،5[گرددمحسوب

داروهاي مختلفی براي درمان توکسوپلاسموزیس در 
وسولفادیازینشاملاختصاصیداروي.دسترس است

به علت عوارض دارودواینمصرف .باشدمیپریمتامین
نظیرپلاسماییتوکسوشدیدهايعفونتفقط بهجانبی 

پریمتامین .]7[شوندمیمحدودرتینیتیاآنسفالیت
کمآننتیجهمی شود که موجب سرکوبی مغز استخوان 

و در ]8،9[باشدمیلکوپنیوترومبوسیتوپنیخونی،
دوزهاي بالا خاصیت تراتوژن بودن آن در رت ها اثبات 

تجویز سولفادیازین در ماه هاي و نیز]11،10[شده است
در نوزادان می موجب افزایش احتمال زرديبارداري آخر 
با توجه به عوارض بالا، در دوران بارداري جهت.]12[شود

استفاده می ماکرولید اسپیرامایسین از،عفونتدرمان
را متوجه خطري این دارو به خوبی تحمل شده و. ددگر

و همکاران به این نتیجه 1کورئور. جنین نمی گرداند
ن در انسان موجب کاهش که تجویز اسپیرامایسیرسیدند 

هاي جفت و در نتیجه کاهش ابتلاي جنین به تعداد انگل
اثر بخشی . ]13[توکسوپلاسموزیس می شود
رو در سطح جفت تجمع دااسپیرامایسین احتمالا به دلیل 

در برابر نفوذ انگل می باشدو بوجود آوردن سدي
زنانوکودکاننبودآسیب پذیربهتوجهبا . ]14،15[

اختصاصیداروهايکمبودمادران، نگرانیباردار،
ضرورتها،آنبالايجانبیعوارضوضدتوکسوپلاسموز

از و شداحساسبر روي مدل تجربی رت مطالعهانجام
آنجایی که رت از لحاظ فیزیولوژیک مشابه انسان بوده و 

انسان میسیر آن در بدن سیر بیماري در بدن رت مشابه 
.باشد از این مدل تجربی در پژوهش استفاده گردید

Nucleic Acid Sequence-Based)روش 

Amplification) NASBA نیازبدونودماییهمروش
در واکنشی مستقیماRNAٌکه در آن استترموسایکلربه

RT:Trancriptase(سه آنزیمی رونویسی معکوس

Reverse(،H RNAase ،RNA T7پرایمر دوپلیمراز و
بوسیله آنزیم رونویسی در این روش ابتدا. یابدتکثیر می 

، T7و پرایمر مناسب متصل به پروموتر (RT)معکوس 
. الگو ساخته می شودRNAاز روي DNAیک رشته 

خواهد بود DNA-RNAمحصول این واکنش یک هیبرید 
Hکه نسبت به آنزیم  RNAase حساس است و این آنزیم

را DNAمتصل به RNAخود، يآزRNAبا خاصیت 
تک رشته باقی DNAتخریب کرده و به این ترتیب یک 

می ماند که پرایمر دوم در این شرایط به آن متصل می 
پلیمرازيDNAدر این شرایط با فعالیت RTآنزیم . شود

دو DNAتک رشته را به DNA، خودDNAوابسته به
در یک دو رشته اي DNAاین . رشته اي تبدیل می کند

می باشد، در نتیجه T7سرخود داراي توالی پروموتوري 
RNAآنزیم  T7 با شناسایی ناحیه پروموتري پلیمراز

RNAخود، کار رونویسی را انجام داده و تعداد زیادي 

1000RNAالی 100حدوداً از هر رشته (تولید می شود 

هاي سنتز شده RNAحال هر کدام از ) ساخته می شود
به کار NASBAلگو براي چرخه تکراري فرآیند به عنوان ا

.]16[می رود

1- Couvreur
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499)3(8؛ دوره95سالکی خراسان شمالی            مجله دانشگاه علوم پزش
گیر و همچنین وقتRNAهاي آشکارسازي روش

خطرآفرین هستند بنابراین این اشکالات می تواند توسط 
براي این منظور از . مرتفع گرددReal-timeتکنیک 

molecular beaconاستفاده شد .Molecular beacon

این ساختار . تیدي تک رشته استیک توالی اولیگونوکلو
در کهمولکولی از یک بخش ساقه و حلقه تشکیل می شود 

آن یک مولکول 3'آن یک ماده فلوروفور و در سر 5'سر 
در اثر اتصال حلقه که . خاموش کننده قرار داده می شود

که (مکمل بخشی از توالی هدف است، ساختار ساقه 
بین ماده تولید باز شده و ) بصورت مکمل هم می باشد

کننده فلورسانس و خاموش کننده، فاصله می افتد و به 
این ترتیب نور ساطع می شود که توسط دستگاه فلورومتر 

این روش بسیار حساس و دقیق است. آشکار می گردد
،حساسیت بالا و نیز کمی بودن،با توجه به سرعت.]17[

براي تکثیر و ردیابی Real-time NASBAروش از 
RNAو انگل بعد از درمان با اسپیرامایسین استفاده شد

با مطالعاتی که بر روي ژنوم توکسوپلاسما انجام شد؛ نیز 
توکسوپلاسما به عنوان کاندید مناسب ژنی انتخاب B1ژن 
. شد

دارويدرمانیاثربررسیهدفباحاضرمطالعه
به انگل ي آلودههارتدرخوراکیاسپیرامایسین

Real-timeبا استفاده از روش گونديتوکسوپلاسما 

NASBAو چون فاز حاد بیماري مد نظر تگرفصورت
روشی این تکنیک . بود از رت هاي غیرباردار استفاده شد

که در داخل و خارج کشور حساس با ویژگی بالا می باشد
با اتکا به نتایج این بررسی .مشابه آن انجام نشده است

اري از انگل در خون مشخص شد که در روز پنجم آث
نیست که در هیچ رفرنسی به آن اشاره نشده است و جنبه 
جدیدي از درمان توکسوپلاسموزیس مادرزادي با 

مید است نتایج این پژوهش ا. اسپیرامایسین مطرح نمود
اندرکاراندستوپزشکانقابل تعمیم به انسان بوده و 

.جویندبهرهآننتایجازدرمانوبهداشت
رکاروش 

Rattus)رتسر45تعداد:هارتو درمان سازيآلوده

norvegicus) تحقیقاتمؤسسهماهه از2- 3ماده
تایی15گروهسهبهوتهیهرازيسازيسرموواکسن
فقط انگل دریافت کردند؛ ها از رتسر 15. شدندتقسیم

سر دیگر انگل و 15سر انگل و داروي اسپیرامایسین و 15
تاکی. امین و سولفادیازین دریافت نمودندداروي پریمت

لامتوسطسوريموشازاستخراج شدههايزوئیت
محلولافزودنباوه شمارش شد(Neubauer)نئوبار
PBS)Phosphate Buffered Saline(بهنهاییغلظت
. شدتنظیممایعلیترمیلیهردرزوئیتتاکیعدد105

واحد پنی100مقدار سوسپانسیون،لیترمیلیهرازايبه
میکروگرم 100و )G)PenicillinGسیلین

. ]13[به آن اضافه شد(Streptomycin)استرپتوماسین
تاکی5×105ها رتازکدامهرصفاقیمحوطهسپس به

.شدتزریق) سوسپانسیونازلیترمیلی5مقدار(زوئیت
داروي . ساعت بعد از آلوده سازي درمان شروع شد24

و گرم یکبار در روزمیلی 150سولفادیازین - مینپریمتا
به وسه بار در روز، داروي اسپیرامایسین حدود یک گرم

دارو درمانی به مدت دو هفته . شکل دهانی تجویز گردید
.ادامه یافت

تزریق،ازبعدروز17تا2معمولاً:هارتازگیريخون
بعدساعت48بنابراینیابندمیحضورخوندرهاانگل

رتتمامچشمازسیسی1اندازهبهخونگیريتزریق،از
گیري سپس یک روز در میان خونوگرفتانجامها

ضدمادهبلافاصله باوتکرار گردید
Ethylenediaminetetraaceticانعقاد Acid) EDTA(

درجه-80فریزردرومخلوط 5/1در میکرولوله 10به 1
. شدنگهداريRNAاستخراجمنظوربهگرادسانتی

میلیون انگل را توسط لام 5تا 3تعداد :RNAاستخراج 
دقیقه با 2به مدت rpm13000نئوبار شمارش و با دور 

استخراج انگلRNA. دستگاه سانتریفوژ رسوب داده شد
)RNA Xplusو باند آن روي ژل آگاروز ) ؛ سیناژن

اسپکتروفتومتردستگاهمشاهده و غلظت آن به وسیله 
تا به عنوان کنترل مثبت استفاده شود و شدندازه گیريا

RNA-80نمونه هاي نگهداري شده در فریزراز تمام 

.شدReal-time NASBAاستخراج و وارد واکنش انگل
به منظور NASBAواکنش :NASBAانجام واکنش 

انجام شد RN2و FN1با دو پرایمر bp116تکثیر قطعه 
1در جدول Molecular beaconپرایمرها و و توالی 

.نشان داده شده است
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500وروزي و همکارانرقیه ن...اثر بخشی اسپیرامایسین جهت درمان توکسوپلاسموزیس

RN2و FN1توالی پرایمرهاي :1جدول 

توالیپرایمر
FN15'-GGACTGGCAACCTGGTGTC-3'
RN25'-

-ACCCGGACCGTTTAGCAGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGG
3'

T7پروموتور 
Molecular

beacon
5'-FAM-cagcgACAGAACAGCTGCAGTCCGGAAATAcgctg-DABCYL-3'

NASBAاجزاي لازم براي واکنش : 2جدول 

#ماده شیمیاییلظتغ

mM40Tris-HCL1
mM50KCL2

mM1DTT3
mM4Mgcl24
pmol105پرایمر رفت
pmol106پرایمر برگشت
mM4/0dNTP7
mM8/0NTP8
٪5DMSO9
RNase10بازدارندهواحد12
M-Mulv RT11واحد8

12پلیمرازT7 RNAواحد20
20pmolMolecular beacon13
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501)3(8؛ دوره95سالکی خراسان شمالی            مجله دانشگاه علوم پزش
هاي ابتدا تمام اجزاي مورد نیاز به جزء آنزیم ها، با غلظت

). 2جدول(مشخص و تعیین شده وارد مخلوط واکنش شد
، سپس C65°مخلوط حاصل به مدت پنج دقیقه در دماي 

حرارت داده می شود پس C41°دقیقه در دماي 3بمدت 
در به سرعت مخلوط آنزیمی به مخلوط اولیه افزوده شده و 

. قرار گرفتReal-timeدستگاه

یافته ها
ها، هاي خون رتنتایج ردیابی انگل توکسوپلاسما در نمونه

3و 2، 1ي در شکل هاReal-time NASBAبا روش 
ست آمده از واکنش نشان می دهاي بمنحنی. آمده است

روز بعد از شروع درمان با اسپیرامایسین، 4دهد که تا 
انگل در خون قابل ردیابی است ولی از روز پنجم انگلی 

، یک روز بعد از شروع درمان Real-time NASBAنتایج : 1شکل 

، سه روز بعد از شروع درمانReal-time NASBAنتایج : 2شکل 
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502وروزي و همکارانرقیه ن...اثر بخشی اسپیرامایسین جهت درمان توکسوپلاسموزیس

ه در با اتکا به نتایج این بررسی مشخص شد ک. ردیابی نشد
روز پنجم آثاري از انگل در خون نیست که جنبه جدیدي 
از درمان توکسوپلاسموزیس مادرزادي با اسپیرامایسین 

سولفادیازین که به -از طرفی داروي پریمتامین. می باشد
مورد استفاده قرار ) کنترل دارویی(عنوان داروي موثر

مام گرفته بود از روز اول تمام انگل ها را از بین برده و ت
. بدست آمدمنحنی هاي بدست آمده موازي با خط پایه 

بحث
سالمیایمنیسیستمکهافراديدرتوکسوپلاسموزیس 

افراد وجوداینباندارددرمانبهاحتیاجدارند
می شوند کهبیمارياینحادفرمبهمبتلاایمنوساپرس 
داروهايازدرمانبرايکهدنشودرمانباید بلافاصله

وسولفادیازین+پیریمتامین، اسپیرامایسینمانندمختلفی
داروهاي.]18-21[نمودتوان استفادهمیآزیترومایسین

اسید فولیکآنتاگونیستدوهرسولفادیازینوپیریمتامین
بهوابستهاستخوانمغزساپرسیونتوانندمیکههستند

وترومبوسیتوپنیخونی،کمآننتیجهبدهند کهدارودوز
این است شدهثابتنیزدر حیوانات.باشدمینیلکوپ

د؛ بنابراین کاربرد ندر دوزهاي بالا تراتوژن می باشداروها 
داروي ماکرولید اسپیرامایسیناین داروها محدود بوده ولی

ومتراکم شدهجفتدربالادوزهايدربی خطري بوده که
].22[شودجنینبهرمادازعفونتمانع انتقالتواندمی

مطالعه بر روي موش ها نشان داد که در طی عفونت حاد 
، اسپیرامایسین می تواند انگل را در توکسوپلاسما گونديبا 

در 1دسمانتسوکورئور. ]23- 25[میزبان ریشه کن نماید
اثبات کردند که فراوانی عفونت مادرزادي در 1974سال 

رده اند کاهش دارد مادرانی که اسپیرامایسین مصرف ک
در مورد جنین هایی که تظاهرات شدید نشان دارو ولی 

و همکاران 2اسکوندرمارك. ]26[داشته باشند تاثیري ندارد
روزه 150میمون که 8تحقیقی بر روي 1994در سال 

بعد از آلوده کردن آنها با ؛باردار بودند انجام دادند
یرامایسین دو هفته درمان با اسپتوکسوپلاسما گوندي

لی در نوزادان انگPCRانجام دادند و با استفاده از روش 
بسیاري از مطالعات انجام شده .]27[متولد شده نیافتند 

این بوسیله روش هاي سرولوژیک انجام شده است ولی 
ها در مواردي کارایی لازم را ندارند؛ از جمله این روش

موارد این است که چون پادتن هاي اختصاصی علیه
توکسوپلاسما تأخیر ظاهر می شوند و بتدریج میزان آنها 
افزایش می یابد؛ در ابتداي آلودگی، توکسوپلاسموز قابل 

1 -Desmonts
2 -Schoondermark

، پنج روز بعد از شروع درمانReal-time NASBAنتایج : 3شکل 
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تشخیص نیست علاوه بر این، قابلیت انتقال پادتن ها نوع 

IgG از مادر به جنین، تشخیص زود هنگام توکسوپلاسموز
در دهه هاي .]28[را در جنین با اشکال مواجه می کند

براي PCRمثل DNAهاي مبتنی بر تکثیر اخیر از روش
شناسایی انگل توکسوپلاسما استفاده شد ولی این روش ها 
اطلاعاتی در مورد زنده بودن پاتوژن را فراهم نمی کند

تا مدت ها در محیط زنده باقی می ماندو DNAچون 
مثبت PCRعلارغم از بین رفتن میکروارگانیسم نتیجه 

Real-timeمانند روش هاییینمی شود بنابرا

NASBAاینهستندزندهانگلشناساییبهقادرکه
اثر ارزیابیبرنامه هايبتوانکهمی سازندفراهمراامکان

.]29[دادقرارنظارتتحتبه خوبیراداروهادرمانی
2004در سال و همکاران نتایج تحقیق شریفیان درچه 

حضور در خون 17ا روز که انگل توکسوپلاسما تدادنشان 
خود (وارد ارگان ها شده و فاز مزمن 17و بعد از روز دارد

نتیجه این مطالعه . ]30[شروع می شود) محدود شوندگی
عفونت قطع شده است ،نشان می دهد که در روز پنجم

بنابراین نمی توان به خود محدود شوندگی انگل نسبت داد 
. ه استو صد در صد تاثیر اسپیرامایسین بود

در ابتدا براي تشخیص عفونت هاي NASBAتکنیک 
RNA ویروسی کاربرد داشت ولی در دهه هاي اخیر براي

هاي باکتریایی مثل ویبریوکلرا، تشخیص عفونت
مایکوپلاسما پنومونیا، مایکوباکتریوم اوویوم، لیستریا 
منوسایتوژن، پاراتوبرکولوزیس، کامپیلوباکتر ژوژونی و 

مورد غیرهچی مثل کاندیدا، آسپرژیلوس و عفونت هاي قار
تکنیک با پیشرفت زمان . ]31[استفاده قرار می گرفت

NASBAبراي انگل هایی مثل پلاسمودیوم فالسیپاروم
، لیشمانیا]34[، کریپتوسپوریدیوم]33[، تریپانوزوم]32[
.کاربرد یافتغیرهو]35[

گرادسانتیدرجه41هم دماي مرحلهدررونویسیواکنش
برايایده آلیهدفاي،رشتهتکمحصول. می شودانجام

ایندر.استهیبریداسیونمختلفروش هايبررسی
درRNAمقادیر محصولروش ها،سایرخلافبرروش
اینبه کاربرده شده درآنزیمسه. استبالاییسطح

RNAتمام .می شوندفعالمشابهیشرایطدرواکنش

بالاییاختصاصیتداراي، NASBAسیستم برمبتنی
به طورکهژنومیي DNAحضور درکهاست به طوري

طوره بmRNAمی شوند، جدازندهاز سلولهمزمان
، می DNAتوالی ازتاثیربدونیافته وتکثیراختصاصی

تکنیک درمزیت هاوجود همین. شوداندازه گیريتواند
NASBAشناساییدرايجایگاه ویژهبتواندتاشدهباعث

. ]36[کندپیدامیکروارگانیسم ها
براي مطالعه تاکی زوئیت B1ژن توالیتحقیق،ایندر

بر NASBAروش . توکسوپلاسما به کار گرفته شده است
کارایی بالایی در تشخیص B1اساس ژن 

با مطالعات انجام شده بر روي . توکسوپلاسموزیس دارد
افزایش سرعت با مزایایی نظیر NASBAتکنیک ژنوم تو

از طریق کاهش زمان تکثیر و ساده بودن در تشخیص 
.پاتوژن ها بویژه انگل ها اهمیت ویژه اي یافته است

-Realروش کارگیريبهواندازيراهپروژه،اینازهدف

time NASBAبیماريتشخیصبراي
Real-timeتکنیک .استتوکسوپلاسموزیس 

NASBAتکثیري حساسسیستمRNAبرايو
این. استمناسبنوکلئیکاسیدهاياختصاصیرونویسی

اثربخشیپیگیريکهمی شودبردهبه کارزمانیروش
انگلشناساییهمچنینداروها، واکسن ها، بیان ژن ها و

.باشدنظرموردزنده
نتیجه گیري

داد که داروي نشانمطالعهاینازحاصلنتایج
ها به ده شدن رتروز بعد از آلو5اسپیرامایسین توانست

ن برد و تمام منحنی ها خطی ها را از بیطور کامل انگل
در از بین خوبیدرمانیاثراسپیرامایسینبنابراین .شدند

.در خون رت ها داردتوکسوپلاسما گونديبردن انگل 

و قدردانیتشکر
دکتري تخصصی يدورهاز پایان نامه يبرگرفتهمقالهاین

اساتید گروه انگل کلیه ه مسئول می باشد لذا از نویسند
اساتید بویژهشناسی و بیوتکنولوژي دانشگاه تربیت مدرس 

.کمال تقدیر و تشکر به عمل می آیدراهنما و مشاور 
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Abstract

Background and Objective: Toxoplasmosis is a main parasitic disease and may
cause significant damage to the developing fetus and is a life-threatening
opportunistic infection in immunocompromised persons. There are definite drugs
available for the treatment of T. gondii infections. These drugs regimen, however, can
cause side effects, however the macrolide antibiotic spiramycin is also used as a drug
against T. gondii. This study tried to study the effectiveness of spiramycin in the
treatment of toxoplasmosis.
Materials and Methods: The experiments in the present study, fifteen rats received
spiramycin 400mg/kg thrice, 15 rats received pyrimethamine-sulfadiazine 150mg/kg
once treatment for only one week and 15 rats untreated any drug and were evaluated
as the control group. The effectiveness of spiramycin for the treatment of rats
experimentally infected with Toxoplasma gondii before and after treated, were
analyzed by Real-time NASBA method.
Results:Result of this study showed that spiramycin could be eliminating parasites
after 5 days after initiation of treatment in infected rats.
Conclusion: Spiramycin is effectiveness drug in eliminating Toxoplasma gondii in
rat's blood and use in pregnant woman.
Keywords: Toxoplasmosis, spiramycin, Real-time NASBA method
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