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 Real time PCR دار به روشطراحی کیت تشخیصی کلامیدیا تراکوماتیس در زنان علامت
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 دهیچک
یدیایی های کلام. غربالگری زنان برای عفونتاستاز راه جنسی در سراسر جهان  منتقلِهای ترین علل عفونتکلامیدیا تراکوماتیس یکی از شایع زمینه و هدف:

وشی ر هدف از انجام این تحقیق دستیابی بهاست.  قرارگرفته، بسیار موردتوجه در دسترسهای تشخیصی توسعه به دلیل مؤثر نبودن روشدر کشورهای درحال

 که تشخیص عفونت کلامیدیا تراکوماتیس را در زنان دارای علامت سهولت ببخشد. است

عنوان ژن منتخب به OMP1، توالی ژن DNAآوری شد. پس از استخراج دار جمع)واژینال( از زنان علامت نمونه بالینی 50در این مطالعه تعداد  ها:د و روشموا

گذاشته شد و  PCRده شاستخراج DNAهای پرایمرهای اختصاصی طراحی گشت. با نمونه Mega6افزار با استفاده از نرم از بانک ژن استخراج گردید. سپس،

سازی ، رقیقReal time PCRدر وکتور، کلون شد. جهت تعیین حساسیت  PCRمنظور ساخت کنترل مثبت محصول شده تائید شد. بهصحت پرایمرهای طراحی

DNA های مختلف از کنترل مثبت صورت گرفت و با رقتReal time PCR  گذاشته شد و همچنین جهت تعیین اختصاصیتReal-time PCR ،DNA های باکتری

 .انجام شد Real-time PCRناحیه واژن استخراج و 

درصد اختصاصیت  100پیکوگرم حساسیت و  10کیتی طراحی کنیم که دارای  Real-time PCRوسیله تکنیک مولکولی پیشرفته در این تحقیق توانستیم به نتایج:

 .استدار در تشخیص عفونت کلامیدیایی در زنان علامت

 های کلامیدیا داشت.درصد نسبت به عفونت 100توان تشخیص شده و روش ریل تایم میبا پرایمرهای طراحی گیری:نتیجه

 

 OMP1، کلامیدیا تراکوماتیس، Real time PCR کلمات کلیدی:

 

 

 

 

 
 

 مقدمه
 هایترین عوامل بیماریکلامیدیا تراکوماتیس ازجمله شایع

طبق آمار سازمان بهداشت  .(1منتقلِ از راه جنسی در دنیا است )

میلیون مورد عفونت کلامیدیایی  12 بربالغجهانی، سالیانه 

که البته شیوع این دهد تناسلی جدید در دنیا رخ می-ادراری

است. سیر صعودی عفونت  عفونت در میان زنان بیشتر

گن های التهابی لکلامیدیایی در سرویکس رحم سبب بروز بیماری

شود و همچنین در طول دوره بارداری، پارگی غشای می

های دوره بارداری و ایمان زودرس و عفونتکوریوآمنیوتیتی، ز

گردد و حتی انتقال عفونت به نوزاد از طریق کانال زایمان می

(. یکی از 2را به دنبال دارد ) افزایش خطر سرطان دهانه رحم

ی های کلامیدیایتشخیص و درمان عفونت ی مشکلاتی که درزمینه

درصد از  50درصد زنان و  80تا  20وجود دارد، این است که 

 (.4، 3) باشندمردان مبتلا به عفونت فاقد علامت می

های کلامیدیا تراکوماتیس به سرووارهای متعددی مبنی سویه 

، ژن مسئول کدگذاری OMPaهای توالی نوکلئوتیدی بر تفاوت

شوند. بندی می( تقسیمMOMP) پروتئین غشای خارجی

، ATPکلامیدیاها قادر به سنتز ترکیبات پرانرژی سلول ازجمله: 

پژوهشیمقاله   
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GTP  وUTP اری زای اجبعنوان یک بیمارینیستند و به

های کشت مصنوعی شوند. لذا در محیطسلولی شناخته میدرون

با توجه به مشکلاتی که در  (.6، 5) باشندقادر به رشد نمی

های مختلف تشخیص کلامیدیا تراکوماتیس استفاده از روش

های تشخیصی مولکولی که دارای وجود دارد استفاده از روش

 تاسانجام آزمایش  زمان کوتاهحساسیت و اختصاصیت بالا و مدت

رود. زا یک روش مناسب به شمار میجهت تشخیص این بیماری

های با در نظر گرفتن این نکته که اغلب مبتلایان به عفونت

باشند که موجب انتقال وسیع کلامیدیایی بدون علامت می

منظور جلوگیری از باکتری شود لذا تشخیص صحیح و درمان به

های و هزینههای کلامیدیایی پیامدهای جدی ناشی از عفونت

 (.8، 2است )هنگفت درمان بسیار حائز اهمیت 

با توجه به تشخیص دیرهنگام عفونت کلامیدیا تراکوماتیس، در 

 و پروبی مناسب پرایمر این مطالعه این هدف دنبال گردید که

منظور تشخیص عفونت کلامیدیایی طراحی گردد تا بتواند با به

های آزمایشگاه ترین روش به تشخیص این عفونت درمناسب

تشخیص طبی کشورمان سهولت بخشید. لذا باید از روشی 

ترین و استفاده گردد که در کمترین زمان ممکن اختصاصی

دهد، بدین منظور روش ریل تایم  ارائهترین پاسخ را حساس

ینی های بالکه با سنجش آن بر روی نمونه استی صحیحی ینهگز

 ن حاصل کرد.از کارآمد بودن روش اطمینا توانمی
 

  هامواد و روش

 آوری نمونهجمع  

دار از زنان علامت( نمونه بالینی )سواپ واژینال 50تعداد 

آوری و سویه کننده به بیمارستان جامع زنان جمعمراجعه

 مرکز ملی ذخایر ژنتیکیاز  (ATCC_VR_901BD)استاندارد 

 بالینیهای و نمونه مثبت نیز از آزمایشگاهایران تهیه گردید 

افراد  کلیهآگاهانه از  نامهتهیه شد. رضایت بیمارستان محب

گرفته شد و طرح موردنظر در دانشگاه آزاد کننده در طرح شرکت

ها اسلامی واحد علوم دارویی تهران انجام گردید. تمامی نمونه

 های بیوشیمیایی مورد تائید قرار گرفتند.توسط آزمون

 Mega6 افزارکمک نرم طراحی پرایمرهای اختصاصی با  

پرایمرهای اختصاصی طراحی و  Mega6افزار با استفاده از نرم

انجام  BLASTشده با استفاده از تائید صحت پرایمرهای طراحی

شد. طراحی پروب توسط 
https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/qpcr-

assay-design/  انجام پذیرفت. جهت ساخت به شرکت سازنده

Bioneer  مشخصات پرایمر و  1کره سفارش داده شد. در جدول

 آورده شده است. MOMPپروب ژن 

 از باکتری کلامیدیا تراکوماتیس DNA استخراج  

 راجمنظور استخ، لذا بهاستکه این باکتری سخت رشد ییازآنجا

DNA  باید میزان زیادی از آن کشت داده شود تا بتوانDNA  با

کیت ی غلظت مناسبی به دست آورد. این استخراج بوسیله

Bioflux .و پروتکل شرکت سازنده آن انجام گردید 

 ای پلیمرازانجام واکنش زنجیره

از سویه استاندارد کلامیدیا تراکوماتیس تحت عنوان کنترل 

برای نمونه مثبت،  PCRمثبت استفاده شد. جهت انجام واکنش 

 یر،آب دو بار تقط میکرولیتر Master Mix ،5/1یکرولیتر م 5/12

به داخل  2 نمونه بیمار DNAمیکرولیتر و  2پرایمر پیشرو و پسرو 

 دستگاه ترموسایکلراضافه گردید. از  5/0میکروتیوب 

BIONEER XP cycler .برنامه  ساخت کشور کره استفاده گردید

 Real Time-PCRدر واکنش  مورداستفاده و پروب یمرپرا مشخصات -1 جدول 

 ژن هدف اندازه قطعات توالی نام

Forward TGGAGTTAAATGGTCTCGAGC 194 bp MOMP 

Reverse GATTTCATCTTGTTCAATTGCA 194 bp MOMP 

Probe GTTTTGATGCAGACACGATTCGTATTG  MOMP 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
20

.1
0.

1.
17

.7
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jo
ur

na
l.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

23
 ]

 

                               2 / 8

http://journal.fums.ac.ir/
https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/qpcr-assay-design/
https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/qpcr-assay-design/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2020.10.1.17.7
https://journal.fums.ac.ir/article-1-2063-en.html


 

 

journal.fums.ac.ir 

 1311بهار  |1شماره  | دهمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا 

 

 کیت تشخیصی کلامیدیا تراکوماتیس

 

3012 

درجه  15 دمای واسرشت اولیه یی جهت انجام واکنشدما

 سیکل 35دقیقه صورت گرفت در ادامه  1به مدت  گرادیسانت

ثانیه،  30به مدت  گرادیسانتدرجه  15 یوندناتوراس صورتبه

ثانیه و طویل  4به مدت  گرادیسانتدرجه  52 یمرهااتصال پرا

یت درنهادقیقه انجام شد.  1گراد به مدت یدرجه سانت 22 یساز

دقیقه صورت گرفت.  5گراد به مدت درجه سانتی 22سنتز نهایی 

درصد الکتروفورز  1در پایان محصولات واکنش بر روی ژل آگارز 

ه ب منظور توالی یابی، نمونه بهPCRمنظور تائید محصول شدند. به

 کشور کره ارسال گردید.

منظور تهیه کنترل در وکتور به PCRکلونینگ محصول   

 مثبت

 pJET1.2/blunt Cloningدر داخل وکتور  PCRمحصول ژن 

Vector  .طبق دستورالعمل  هضم آنزیمی و واکنش الحاقوارد شد

 روکتو صورت گرفت. ابتدا هضم آنزیمی بر روی Clone JET کیت

توسط  pJET1.2 وارد وکتور OMP 1صورت پذیرفت و سپس ژن 

 باکتری اشرشیاکلی DH5αسویه گردید.  T4 DNA Ligaseآنزیم 

عد از بمستعد شد و وکتور نوترکیب به داخل آن ترانسفورم شد. 

حاوی  گارآنوترینت رشد باکتری اشرشیاکلی بر روی محیط کشت 

رت صوتک کلونی به لیتر،گرم بر میلیمیلی 100 سیلینآمپی

آزمایش جداگانه حاوی محیط کشت تصادفی برداشته و داخل لوله

درجه  32در داخل انکوباتور با دمای  سیلینآمپینوترینت براث و 

 هاتکشروز کشت داده شد. محیط به مدت یک شبانه گرادسانتی

دقیقه،  3ریخته و به مدت  لیتریمیلی 5/1میکروتیوپ  داخل

rpm 10000 تریفیوژ گردید و سپس رسوب آن جدا شد.سان 

 منظور تائید انجامیت استخراج پلاسمید صورت گرفت و بهدرنها

 کلونینیگ، وکتور برای توالی یابی ارسال گردید.

 Real Time PCRتعیین حساسیت با روش   

سازی ، رقیقReal Time PCRجهت تعیین حساسیت روش 

DNA شده صورت گرفت. برای هر سویه به همراه پرایمر طراحی

انجام شد تا  DNA، Real Time PCRهای مختلف و رقت

هدف تکثیر صورت  DNAمشخص گردد در چه غلظتی از 

میکرولیتر  1میکروتیوب استریل  5 به که ترتیبینابه گیرد.می

DNA به میکروتیوب اول تا . شداضافه  کلامیدیا تراکوماتیس

 11همراه با  میکرولیتر 41و  11، 1، 4 هرکدامنجم به ترتیب به پ

گردید. سپس از کلیه اضافه آب مقطر استریل  میکرولیتر

برداشته و در  PCRبرای انجام آزمون  µl1ها میکروتیوب

اضافه  PCRهای جدید ریخته و سایر مواد واکنش میکروتیوب

 صورت پذیرفت.آزمون گردید و 

 Real Time PCRتعیین اختصاصیت با روش   

های ناحیه واژن که یباکتر DNAبرای تعیین اختصاصیت،  

 .ی بالینی آن از آزمایشگاه تهیه گردید استخراج شدهانمونهقبلاً 

میکرولیتر  20با حجم کلی  واکنشمواد مصرفی در داخل 

 Master میکرولیتر 10تقطیر،  دو بارمیکرولیتر آب  2 صورتبه

mix ،2  میکرولیتر 1میکرولیتر پرایمر پیشرو و پسرو و DNA  یا

Plasmid ها یک میکرولیتر بود. در سایر میکروتیوبDNA 

زاهای مختلف شامل: نایسریا گونوره آ، مایکوباکتریوم یماریب

لاکتوباسیلوس و اوره آپلاسما اورآلیتیکوم اضافه و  هومینیس،

ند کلامیدیا تراکوماتیس اضافه همان PCRسایر مقادیر مواد 

 گردید.

 ی بالینیهانمونهبر روی   Real Time PCR انجام واکنش  

ی هانمونهجهت جستجوی ژنوم کلامیدیا تراکوماتیس در 

این  شد. برای انجام استفاده Real – Time PCR واژینال از روش

واکنش یک میکروتیوب به کنترل منفی اختصاص یافت که شامل 

الگو بود.  DNAیراز غبهیاز برای انجام واکنش موردنتمامی مواد 

ی دمایی طبق برنامهآورده شده است.  2مواد مصرفی در جدول 

 صورتبهو نتایج هر آزمایش  هادادهصورت گرفت.  3جدول 

 دهندهنشان yگردد که محور نمودار سیگموئیدی شکل ارائه می

 Real time PCRحجم موردنیاز برای انجام واکنش  -2جدول   

 مواد حجم

 DNA50ng/µl میکرولیتر 6

 Primer Mix10 pmoles/µl میکرولیتر 1

 Probe 10 pmoles/µl میکرولیتر 1

 DDW میکرولیتر 2

 Probes Master Mix (2X) میکرولیتر 10

 Total میکرولیتر 20
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رخه شماره چ دهندهنشان Xمیزان سیگنال فلورسانت و محور 

 .استواکنش 
 

 

 نتایج

 منظور ساخت کنترل مثبتبه ای پلیمرازواکنش زنجیره

ژن  شده مربوط بهاستخراج DNAبا استفاده از  PCR واکنش

OMP1 انجام شد. با استفاده از پرایمرهای  کلامیدیا تراکوماتیس

 PCR واکنشاختصاصی طبق دستورالعمل حرارتی مناسب، 

جفت  100ژل الکتروفورز با سایز مارکر گذاشته شد نتایج بر روی 

قطعـه ژنی  .الف( 1)شکل  گردیدمشاهده شرکت فرمانتاز باز 

 و سازیخالص اسـتخراج کیـت توسـط و یـدهموردنظر از ژل بر

جهت  Pjet1.2در وکتور  PCR. کلونینگ محصول شد یابی توالی

. یدگردو وکتور نوترکیب تهیه  شدساخت کنترل مثبت انجام 

ورت صوکتور نوترکیب را داخل باکتری اشرشیاکلی مستعد به

ی منظور شناسای. کشت تک کلونی بهشدترانسفورماسیون وارد 

 ردیدگوکتور نوترکیب انجام شد و سپس استخراج پلاسمید انجام 

 .ب( 1شکل )

 Real time PCRآزمون تعیین حساسیت روش   

 هایرقت Real Time PCRدر تست تعیین حساسیت روش 

ر د ایجنت کهکلامیدیا تراکوماتیس تهیه شد  DNAمختلف از 

 1اولیه که مربوط به رقت  CTاست.  مشاهدهقابلالف  2 شکل

که مربوط به  مشاهدهقابل CT است و آخرین 18میکروگرم است 

 Real Time PCRنتیجه است.  32پیکوگرم است حدود  10رقت 

که  شودگرم مثبت میپیکو 10یعنی  شدهیهتا آخرین رقت ته

 ی حساسیت بالای این آزمون است.دهندهنشان

 PCR Real Timeآزمون تعیین اختصاصیت روش   

دیگر  DNAبا  PCR Real Timeبرای تعیین اختصاصیت 

، آگونورهدستگاه تناسلی ازجمله: نایسریا  زاهاییماریب

شد  گذاشته الیتیکوماورهپلاسما  آاورهمایکوپلاسما هومینیس و 

 هایباکتریروی ژنوم  واکنشکه با توجه به بررسی و انجام 

 PCR Real timeشده دستگاه برنامه دمایی تنظیم -3جدول 

 تعداد سیکل زمان Cدما  مراحل

 1 دقیقه 2 15 واسرشت اولیه-1

 ثانیه 15 15 واسرشت-2

45 

 ثانیه 30 52 و سنتزاتصال پرایمرها -3

 
 

 
 100مارکر  -6های مثبت. ستون نمونه 5 -2های ستون کنترل منفی، -1ستون شماره  .OMP1ژن  PCRژل الکتروفورز حاصل از  الف. -1شکل 

 OMP1استخراج پلاسمید نوترکیب حاوی ژن  ب.. جفت باز
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مربوط به کلامیدیا تراکوماتیس مثبت بوده  آزمونذکرشده، تنها 

 Real Timeدرصد روش  100اختصاصیت  دهندهنشانکه  است

PCR است. مشاهدهقابلب  2که در شکل  است 

 های بالینینمونه Real Time PCRآزمون   

شده با استفاده از ژنوم منظور تائید صحت پرایمرهای طراحیبه

برحسب انجام گردید.   Real Time PCRهای بالینی نیزنمونه

 34تا  22از  CTبالینی، مقدار  هاینمونهدر  موجود تعداد باکتری

 (.3شکل ) است متغیر

  بحث
ی باکتریایی داخل سلول زایبیماریکلامیدیا تراکوماتیس یک 

 الترانزیشنو  ایاستوانه تلیالاپی هایسلولدر  کهاجباری است 

تواند برای مدت طولانی در بافت تناسلی کند و میرشد می

لی های تناسلولهای را در روندهیشپمانده و آسیب مخفی ولی یباق

کلامیدیایی همچنان  هایعفونتتشخیص  هایروش ایجاد کند.

جدید، سهولت  هاییافتهدر حال تحول و دگرگونی است و هرروز 

که در کنترل هر چه  نمایدمیبیشتری را در امر تشخیص فراهم 

 (.1، 5) باشدداشته  تواندمیبیشتر عفونت تأثیر بسزایی 

حساسیت و ویژگی بالا، سهولت انجام آزمایش  ینهرحال تأمبه

و هدایت  دهیجهتشده از عوامل اصلی در و کاهش هزینه تمام

جدید تکثیر اسیدهای نوکلئیک،  هایروشاین تحول بوده است. 

بالای  هایویژگیواسطه حساسیت و به Real Time PCRنظیر 

 ا ـدیـکلامی ایـههـگونری ـالگـبرای غرب یـآسانبه دـتوانیـم آن،

 
قادرند تعداد  هاروشتراکوماتیس مورداستفاده قرار گیرند. این 

 یهاتسترا شناسایی نمایند. برخلاف  هاارگانیسمبسیار کم 

برای آزمایش تعداد زیادی نمونه  هاروشسرولوژیک و کشت، این 

به دلیل  Real Time PCR روش. است ترمناسبازنظر هزینه 

دارد امروزه موردتوجه  حساسیت و ویژگی بالا که در شناسایی

 

 بالف

 یهاغلظت. این گراف حساسیت این روش را در جهت شناسایی کلامیدیا تراکوماتیس PCR Real Time حساسیت آزمون تعیین الف. -2شکل 

 PCR آزمونتعیین اختصاصیت )ویژگی(  . ب.استکننده مناسب بودن این روش  تائیدکه  دهدمیمتفاوتی از کم تا زیاد در باکتری نشان 

Real Time تکثیر ژن  دهندهنشان ییتنهابه. یک گراف شناسایی کلامیدیا تراکوماتیس جهتomp1  دهندهنشانو  استکلامیدیا تر اکوماتیس 

 دیگر تکثیری صورت نگرفته است. هاییباکترکه در  استاختصاصیت پرایمرها و پروب 
 

 
 .دهدیمبالینی را نشان  یهانمونهدرصدی  100این گراف تشخیص  .های بالینیمربوط به نمونه یهاگراف -3شکل 
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آقای رانی و  2002در سال  .بسیاری از محققین قرارگرفته است

در انگلیس، نقش  Royal Boltonهمکاران در بیمارستان 

های کلامیدیا سریع را در تشخیص عفونت های تشخیصیتک

عنوان به PCRاز روش  هاآنی قرار دادند. موردبررستراکوماتیس 

استاندارد طلایی استفاده کردند. در این مطالعه میزان حساسیت 

درصد گزارش  100درصد و  65و ویژگی این آزمون به ترتیب 

دارای  Real Time( که با توجه به تحقیق حاضر روش 10گردید )

 .استحساسیت بیشتری 

ی قرار گرفتند و موردبررس PCRی در روسیه، روش امطالعهدر 

 12-100حساسیت و  درصد 21- 100 دارای PCRاز این میان، 

(. در تحقیق حاضر میزان اختصاصیت 11) درصد اختصاصیت بود

و همکاران در سال  درصد حاصل شد. مانیا 100و حساسیت 

ازی کلامیدیا سای پلیمراز برای جدااز واکنش زنجیره 2001

ی سواپ واژینال استفاده کردند که از بین هانمونهتراکوماتیس از 

نمونه برای  30در هند،  KEMی موجود در بیمارستان هانمونه

PCR  انتخاب شد که روشPCR  گذاشته شد که از  هاآنبرای

نمونه دارای کلامیدیا تراکوماتیس بودند ولی  23نمونه  30بین 

نمونه را مثبت  20گذاشتند  ها، روش الایزاکه برای نمونهیهنگام

نشان  ELISAنسبت به  PCRنشان داد. در این مطالعه برتری 

حال در نمونه مطالعاتی ما حساسیت و ینباا (.12داده شد )

در  ان. گلشنی و همکاراستاختصاصیت روش ریل تایم بیشتر 

نمونه هیچ  134نمونه واژینال، در  200، از بین 2002سال 

نمونه آلوده به کلامیدیا  18آلودگی باکتریایی وجود نداشت و 

نفر اوره آپلاسما  16نفر مایکوپلاسما هومینیس،  22تراکوماتیس، 

ا آپلاسمنفر کلامیدیا تراکوماتیس همراه با اوره 14الیتکیم و اوره

از ای پلیمرها با واکنش زنجیرهیبررسند. این الیتیکم بوداوره

درصد  20حال اختصاصیت این روش ینباا. (13صورت پذیرفت )

 .تاسی مورد تائید موردبررساست که باز مزیت روش  شدهگزارش

 Nested PCRدکتر ظهیری نیا و همکاران از روش  2012در سال 

برای تشخیص کلامیدیا تراکوماتیس استفاده کردند که حساسیت 

ود ی قرار نگرفته بموردبررسقابل قبولی داشت اما اختصاصیت آن 

 ها نیزسازمان کنترل و پیشگیری بیماری 2014در سال  (.14)

 منظورهای بر پایه تشخیص نوکلئیک اسید را بهاستفاده از روش

ت دلیل اختصاصیت و حساسیتشخیص کلامیدیا تراکوماتیس به 

مایر و همکاران  2016(. در سال 8بالا مورد تائید قرار داده است )

های تشخیص باکتری منظور مقایسه روشمقاله مروری به

های مولکولی روش کلامیدیا تراکوماتیس ارائه دادند که در آنجا

مورد تائید قرار گرفتند و ریل تایم روشی مناسب گزارش شد 

(16.) 

 

 گیرییجهنت
شیوع عفونت کلامیدیایی در جهان  تحقیقات حاکی از آن است

های رو به افزایش است و با توجه به هزینه درمان عوارض عفونت

میلیون دلار تخمین  2کلامیدیایی که سالانه در آمریکا بیش از 

ینه تشخیص در مقایسه با هزینه هز ازآنجاکهاست و  شدهزده

لذا غربالگری و  ،استجزئی  ودرمان عوارض عفونت بسیار ناچیز 

ده یدمثل شتولباعث کاهش شیوع عفونت دستگاه  موقعبهدرمان 

کلامیدیا  ازآنجاکهو از هزینه درمان این بیماری خواهد کاست. 

زای داخل سلولی است شناسایی آن با استفاده از یک بیماری

دستیابی به . استها مشکل یباکترهای معمول تشخیص روش

شناسایی و حساس اسیدهای نوکلئیک برای  یتباقابل روشی

 نیترمهم از تشخیص آلودگی به باکتری در مراحل اولیه یکی

های . روشاستسؤالات ذهن پژوهشگران در دهه اخیر بوده 

 سیار، بآزمایشگاهمختلف تکثیر اسیدهای نوکلئیک در شرایط 

 باشندمتعدد بوده و هرکدام دارای مزایا و معایب خاص خود می

این است که اسید نوکلئیک  Real Time PCRاز فواید روش . (8)

تکثیر یافته و مراحل تشخیصی در یک محیط بسته انجام 

 طوربهی بعدی را هاواکنشریسک آلودگی به محیط و  شود،می

 PCRهای کلاسیک و مولکولی نسبت به روش ملاحظهقابل

دهد. سرعت در انجام آزمایش، حذف مرحله ردیابی کاهش می

واکنش و قطع آن  لحظهبهلحظهمشاهده  ،PCRمحصول پس از 

در هر زمان، حساسیت و اختصاصیت بالا و انجام واکنش کمی و 

-Real درروشبه دست آوردن میزان دقیق ژنوم و الگوی اولیه 

Time PCR  باعث تحول عظیم در تشخیص مولکولی

، ارزیابی درمان، تشخیص هاژنها، بررسی بیان یکروارگانیسمم

 ها، افتراق آللی و بسیاری از کاربردهای دیگر شده است.موتاسیون

نشان داده است که شیوع عفونت کلامیدیایی  المللیینمطالعات ب

 یهابرنامه. ارددقیق د هاییدر حال افزایش است و نیاز به بررس

غربالگری برای عفونت کلامیدیا تراکوماتیس منجر به کاهش 

 .شیوع عفونت کلامیدیایی شده است

ر تهدف از انجام این مطالعه طراحی کیت جهت تشخیص دقیق

نتایج  ازآنجاکهعفونت کلامیدیا در زنان دارای علامت بود و 

ه مطالعات متعدد توسط محققین مختلف حاکی از آن است ک

در تشخیص کلامیدیا تراکوماتیس از  Real Time PCRروش 
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، کشت و PCR ،Nested PCRحساسیت بیشتری نسبت به روش 

 Real Timeها برخوردار است در این تحقیق از روش سایر روش

PCR .یج با توجه به نتا جهت طراحی کیت تشخیصی استفاده شد

لا طراحی ااین تحقیق توانستیم کیتی با حساسیت و اختصاصیت ب

ایی های کلامیدیوسیله آن به تشخیص عفونتکرده که بتوان به

 های تشخیص طبی سهولت بخشید.در آزمایشگاه
 

 تشکر و قدردانی
وسیله از دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم دارویی بابت ینبد

تشکر و  22530502142012ین بودجه تحقیق حاضر با کد تأم

 گردد.قدرانی می
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 .اندننمودهگونه تعارض منافعی را اعلام یچهنویسندگان 
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Abstract 
 

Background & Objective: Chlamydia trachomatis is one of the most common sexually transmitted 

diseases worldwide. Screening women for Chlamydia trachomatis in developing countries is highly 

desirable due to the ineffectiveness of the available diagnostic methods. The aim of this study is to 

design a detection kit for Chlamydia trachomatis in symptomatic women. 

Materials & Methods: A total of 50 clinical specimens of symptomatic women were collected. The 

OMP1 gene sequence was extracted from the gene bank and the primer and probe were designed 

appropriately by Mega6 software. The extracted DNA was amplified by PCR. In order to provide 

positive control, PCR product was cloned into Pjet1.2 vector. To determine the sensitivity, DNA 

dilution was performed. To determine the specificity, DNA of vaginal bacteria was extracted and 

Real Time PCR was done. 

Results: In this study, we designed a kits with 100% specificity and 10pg/ϥl sensitivity in detecting 

chlamydial infection in symptomatic women. 

Conclusion: With the use of designed primers and real time, we can detect 100% of chlamydia 

infections. 

 

Keywords: Real Time PCR, Chlamydia trachomatis, OMP1 gene 
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