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بررسی آلودگی به Toxoplasma gondii در حيوانات 
مختلف در شهرستان اروميه به روش PCR و بررسي 

  RFLP اختلاف ژنتيکي از طريق

چکيد  ه
آلودگی به تک ياخته انگلی T.gondii در انسان و حيوانات خونگرم در سراسر دنيا وجود دارد. اين تک ياخته می تواند در  جنين 
 در حال رش�د، موارد نقص سيس�تم ايمنی مانند مبتلايان به ايدز و افرادی مبتلا به س�رطان که تحت درمان ش�يمی درمانی قرار 
می گيرند، ش�يوع يابد. در بين حيوانات اهلی گوس�فند و بز به شکل گسترده به T.gondii آلوده می شوند. اين انگل موجب سقط 
 (PCR(جنين در گله های گوسفند و بز و ايجاد خسارات اقتصادی مهم می گردد. در اين بررسی از روش واکنش زنجيره ای پلی مراز
به منظور تشخيص آلودگی به T.gondii با استفاده از ژن B1 استفاده گرديد. اين ژن در هر شش سويه توکسوپلاسما که تا به حال 
مش�خص ش�ده اند، وجود دارد. نمونه های خون در اين بررسی از 372 حيوان شامل)144 نمونه قلاده سگ، 7 قلاده گربه، 126 راس 
اسب، 50 راس گاو و 45 راس گوسفند) در شهرستان اروميه اخذ گرديد.  در اين بررسی از روش Fuents و همکاران 1996 استفاده 
 گردي�د. بعد از رديابي محصولات PCR مش�خص گرديد ک�ه 3 نمونه آلوده به T.gondii در بين نمونه های اخذ ش�ده وجود دارد. 
)2 نمونه اسب و يک نمونه گوسفند). نمونه هاي مثبت تحت هضم آنزيمي با آنزيم محدود کننده SacI  قرار گرفتند که  الگوي برش 
بعد از هضم آنزيمي محصول PCR کاملا مش�ابه بود. اين نتايج نش�ان مي دهد که س�ويه هاي مشابه از T.gondii مي توانند باعث 

آلودگي در گوسفند و اسب گردند. 

کلمات کليد  ی: Toxoplasma gondii، حيوانات اهلی، اروميه، واکنش زنجيره ای پلی مراز، هضم آنزيمی. 
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مقد  مه 
T.gondii  يک  كوكس��يدياي  روده اي  است  كه  انگل  اعضاي  خانواده  
گربه س��انان  به  عنوان  ميزبان  نهايي  اس��ت  و دامنه  وسيعي  از ميزبان هاي  
واس��طه  دارد. عفونت  معمولاً در بسياري  از حيوانات  خونگرم  رخ  مي دهد 
كه انسان  را هم شامل مي شود. در بسياري  از موارد عفونت  بدون  علامت  

است ، اما بيماري  مي تواند به  شكل  حاد نيز اتفاق  بيفتد)9(.
در ش��رايط  آزمايش��گاهي، گربه  بعد از هر بار دريافت  كيس��ت هاي  
بافت��ي  T.gondii  معم��ولاً اووسيس��ت   دف��ع  نمي كنن��د. عفونت هاي 
توكسوپلاس��مايي در انس��ان و حيوانات از تمام نقاط دنيا گزارش ش��ده 
اس��ت. موارد س��رمي مثبت عفونت، با بالا رفتن سن افزايش مي يابد و به 
طور معمول در هر دو جنس مشابه است. نتايج حاصل از بررسي آلودگي 
به توكسوپلاسما گوندئي در گوسفند و بز در كرمان به ترتيب 24/7 درصد 

و 15/8 درصد گزارش شده است) 4(. 
هاش��مي فش��اركي اين آلودگي را به ترتيب در گوس��فند و بز 24/5 
درص��د و 19/25 درصد اعلام نمود)17( و قرباني و همكاران اين آلودگي 
را 32/5 درص��د و 17/7 درص��د در گوس��فند و بز در ايران اعلام داش��ته 
اند)11(. بررسي هاي مشابه س��روپروالانس آلودگي به T.gondii  را در 
44/8 درص��د زنان حامل��ه در ايلام)3 ( 20/1 درص��د در اصفهان)20( و 

19/2 درصد در سبزوار)25( گزارش نموده اند.
مطالع��ات ژنتيكی اخير ژنوتيپ های توكسوپلاس��ما را در س��ه تيپ 

مشخص قرار می دهد)15( اين سه تيپ شامل تيپ های I، II و III است. 
اين تقس��يم بندی بر اس��اس خصوصيات آنها در الكتروفورز ايزوآنزيم ها، 
 random amplified polymorphism DNA و RFLP، PCR

انجام گرديده است )7،6،5، 15، 19، 35 ،38(
بيماری زايی T.gondii  در حيوانات مختلف در س��ويه های مختلف 
متفاوت اس��ت)22(. به عنوان نمونه تيپ I انگل بيماری زايی بيشتری در 
موش دارد)35( تش��خيص ارتباط بين شدت بيماری زايی و نوع بيماری 
ايجاد شده و سويه انگل در درمان موفق بيماری اهميت بسيار دارد)36( 
  T.gondii آناليز ژنتيكی س��ويه ها مشخص نموده اس��ت كه تكثير
عمدتاً به ش��كل كلونال، غير جنس��ی و يا توليد مثل جنس��ی تک والدی 
اس��ت در حالی كه توليدمثل جنس��ی بين س��ويه های مختلف به شكل 

استثنايی در جمعيت های طبيعی ديده می شود)35(.  
گزارش��ات مختلف از آناليز ايزوله های جدا شده از موش و كشت در 
محيط خارج بدن نش��ان داده اس��ت كه تيپ II در بي��ن اين ژنوتيپ ها 
نس��بت به بقيه شايع تر اس��ت)7 ،18، 26،19 ،28 ،35(. هدف از بررسی 
حاضر بررس��ی آلودگی به T.gondii  با روش PCR و تفريق سويه ها با 

روش RFLP است.

مواد و روش کار 
نمونه هاي خون از 5 گونه حيواني )سگ، گاو، گوسفند، اسب و گربه( 
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Investigation on Toxoplasma gondii infection in domestic animals in Urmia by PCR and RFLP
By: Tavassoli M. Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Urmia University, (Corresponding 
Author; Tel: +989144462598) Tabatabaei M. Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Urmia 
University., Javadi Sh. Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Shiraz University, Esmaeilnejad 
B1, Kazemnia A Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Urmia University and Mardani 
KDepartment of Health Science, Faculty of Veterinary Medicine, Urmia University. 
Infection by the protozoan parasite Toxoplasma gondii, is widespread in humans and many other species of warm-
blooded animals. It can cause significant morbidity and mortality in the developing fetus and in immunocompromised 
individuals, including humans with Acquired Immunodeficiency Syndrome - AIDS or submitted to cancer chemotherapy. 
Among livestock, sheep and goat are more widely infected with T. gondii. This parasite is a major cause of abortion, 
with significant economic losses to sheep and goat breeders. We applied the polymerase chain reaction for detection 
of the pathogenic protozoan T. gondii based on its B1 gene. The B1 gene is present and conserved in all six T. gondii 
strains identified to date. For this purpose blood samples were collected from a total of 372 animals (144 dog, 7 cat, 
126 horse, 50 cattle and 45 sheep) from Urmia region. In this study, PCR was performed using the previously described 
primers (Fuentes et al., 1996)(10), which were designed to detect the B1 gene of T. gondii. The targeted B1 gene is 
highly conserved in all T. gondii strains and is multiple copy genes within the T. gondii genome. The method used for 
the characterization of T. gondii strains implied digestion with SacI restriction enzyme of the fragments amplified. The 
results indicated 3 positive samples (2 horse and 1 sheep samples). The 194 bp fragment was generated in all positive 
samples tested and one RFLP patterns were obtained. The results indicated that the same strain of T. gondii has been 
infected sheep and horse in the study region.   
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به صورت تصادفي جمع آوري شدند و از 144 نمونه قلاده سگ، 7 قلاده 
گربه، 126 راس اس��ب، 50 راس گاو و 45 راس گوسفند نمونه گيري به 

عمل آمد. 
براي استخراج DNA از روش ارائه شده توسط Fuents و همكاران 
)1996( اس��تفاده شد، به اين ترتيب كه 100 ميكروليتر از نمونه خون با 
 ,10mM Tris HCl MgCl2) 100 ميكروليتر از محل��ول ليز كننده
 %0/5  ,mg gelatin per ml  0/1  ,mM KCl  50  ,mM 1/5
mg proteinase K 20% ,20 Tween) مخل��وط و ب��ه م��دت 90 

دقيقه در دماي 55 درجه سانتيگراد قرار مي گرفت. 
س��پس ب��راي غير فعال ك��ردن پروتئيناز K نمونه ه��ا در دماي 94 
 درج��ه س��انتيگراد به م��دت 10 دقيقه ق��رار مي گرف��ت. در مرحله بعد 
نمون��ه ه��ا ب��ه م��دت 5 دقيق��ه ب��ا س��رعت 12000 دور در دقيق��ه 
 س��انتريفيوژ ش��ده و مايع رويي به عنوان DNA استخراج شده استفاده 

مي گرديد)10(.
 PCR Master( از كي��ت ش��ركت س��يناژن PCR ب��راي انج��ام
Kit( اس��تفاده ش��د و طبق دس��تور س��ازنده كي��ت به اين ص��ورت كه 
 ب��راي ه��ر نمون��ه 12/5 ميكروليت��ر از مخل��وط اصلي PCR  )ش��امل:

PCR buffer، dNTPS ،Taq DNA، polymerase MgCl2(، 2 ميكروليتر 
و  '3-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-'5 پرايمره��اي   از 

'3-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-'5
مربوط به ژن  T.gondii B1، 2 ميكروليتر از DNA استخراج شده 
)تقريب��اً 10 نانوگرم( و 6/5 ميكروليت��ر آب مقطر در لوله هاي مخصوص 
PCR ب��ا يكديگر مخلوط مي ش��د. براي هر مرحله ي��ک كنترل منفي و 
كنت��رل مثبت هم تهيه مي گرديد. در كنت��رل منفي تمام تركيبات بجز 
DNA  وجود داش��ت. ب��راي كنترل مثب��ت 12/5 ميكروليتر از مخلوط 
 DNA اصل��ي، 6/5 ميكروليتر از آب مقطر، 2 ميكروليت��ر  از پرايمرها و

همراه كيت اضافه مي شد. 
س��پس ميكروتيوب هاي مخصوص PCR بعد ازسانتريفيوژ مختصر 
 PCR توسط DNA به دس��تگاه ترموس��يكلر منتقل مي ش��دند. تكثير
طب��ق برنام��ه زي��ر انجام مي ش��د: ابتدا نمون��ه ها در دم��اي 94 درجه 
س��انتي گ��راد ب��ه م��دت 5 دقيقه دناتوره ش��ده و س��پس 30  س��يكل 
حرارت��ي براي دناتوره كردن، اتص��ال پرايمرها و تكثير DNA  به ترتيب 
ش��امل 60 ثاني��ه در دماي 94 درجه س��انتيگراد، 90 ثانيه در دماي 55 
 درج��ه س��انتي گ��راد و60 ثانيه در دم��اي 72 درجه س��انتيگراد اعمال 
مي گرديد. پس از اتمام س��يكل آخر براي 5 دقيقه عمل توس��عه در  72 

درجه سانتي گراد ادامه مي يافت تا عمل پليمريزاسيون تكميل شود.
از آنجائيكه اندازه DNA تكثير يافته T.gondii 194 جفت باز بود، 
غلظت ژل آگارز 2/5 درصد در نظر گرفته ش��د. پس از بارگذاري و انجام 
الكتروفورز  و ارزيابي محصولات PCR ، نمونه هاي مثبت بر اساس برنامه 
BioEdit version7 0 9 0 Restriction Mapping تح��ت تأثي��ر 
آنزيم محدودكنن��ده SacI  قرار گرفتند. بدي��ن ترتيب كه 8 ميكروليتر 
از محصول PCR هم��راه با يک ميكروليتر آنزيم SacI و يک ميكروليتر 
بافر براي مدت 14 س��اعت در دماي 37 درجه س��انتيگراد قرار گرفته و 
سپس با قرار دادن به مدت 20 دقيقه در دماي 65 درجه سانتيگراد آنزيم 

غيرفعال شد.

نتايج
بعد از ارزيابي محصولات PCR مشخص گرديد كه 3 نمونه آلوده به 
T.gondii در بين نمونه هاي اخذ شده وجود دارد )شكل 1-1( )2نمونه 
خون اس��ب و يک نمونه خون گوس��فند(. نمونه ه��اي مثبت تحت هضم 
آنزيمي ب��ا آنزيم محدودكننده SacI  قرار گرفتن��د. نتايج هضم آنزيمي 
مش��خص نمود كه در برش قطعهbp 194 با آنزيم Sac1 باندهاي مشابه 
)bp 110 و bp  84( بدس��ت آم��د. )ش��كل2-1(. لذا ب��ا توجه به نتايج 
 و الگوهاي برش بدس��ت آمده س��ه نمونه جدا ش��ده مربوط به يک سويه 

مي باشند.  

بحث
 روش اس��تاندارد برای تش��خيص توكسوپلاسموزيس بر اساس روش 
سرولوژی است ولی تفسير نتايج حاصله در مورد افرادی با ضعف سيستم 
ايمنی، جنين و نوزادان سخت است. در اين موارد استفاده از كشت سلول 
و نيز تلقيح به حيوانات آزمايش��گاهی ويا اس��تفاده از روش های مولكولی 

مثلPCR  برای تائيد تشخيص كاربرد دارد)10(. 
 DNA ك��ه در آن قطعه ای از )PCR( واكن��ش  زنجيره اي پليمراز
ژنوم توكسوپلاس��ما گوندئی قابل شناسايی است به دليل حساسيت كافی 
ب��ه اختصاص��ی بودن آن و نيز حصول س��ريع نتيجه از س��اير روش های 
تش��خيصی فعلی نتايج بهتری دارد و در تشخيص  T.gondiiدر بافت ها 

كاربرد دارند)37(. 
 گزارشات مختلف از مقايسه روش هاي مختلف تشخيصي و آلودگي 
به توكسوپلاس��ما در نقاط مختلف دنيا و ايران با اس��تفاده از روش هاي 

مختلف وجود دارد)34،33،32،12،9،8،1(. 
در بي��ن روش هاي تش��خيصي روش PCR ك��ه در آن قطعه اي از 
DNA ژنوم توكسوپلاسما قابل شناسايي است. به دليل حساسيت كافي 
و اختصاص��ي ب��ودن آن و نيز حصول س��ريع نتيجه از س��اير روش هاي 

تشخيصي فعلي نتايج بهتري دارد)13(. 
 اي��ن روش بوي��ژه در تش��خيص زود هنگام توكسوپلاس��موز كارآمد 
 PCR مي باشد. نمونه خون در دسترس ترين نمونه جهت انجام آزمايش
در تش��خيص در نمونه هاي انس��اني و دامي مي باشد. هر چند تشخيص 
توكسوپلاس��موز از طريق نمونه هاي خون نتايج گوناگون نشان مي دهد. 
اي��ن تفاوت ها به مدت حضور و دوام انگل در خون بس��تگي دارد. حضور 
و دوام توكسوپلاس��ما در خون ميزبان به سويه و شكل ورود انگل به بدن 
نيز بس��تگي دارد. آلوده س��ازي حيوان با تاكي زوئيت، ب��رادي زوئيت و 
اس��پوروزوئيت بر روي زم��ان ورود انگل به خون و مي��زان دوام آن تاثير 
مشهود دارد. به عنوان نمونه در نمونه سرم خون موش هايي كه به روش 
داخل صفاقي به توكسوپلاس��ما آلوده ش��ده اند، 18 ساعت پس از تزريق 

انگل با روش PCR قابل تشخيص است)16(. 
پژوهش حاضر بر اس��اس بررسي آلودگي به T.gondii در حيوانات 
مختلف با روش PCR و تش��خيص سويه هاي مختلف در منطقه اروميه 
انجام پذيرفته است. نتايج نشان دهنده آلودگي سه نمونه )دو نمونه اسب 
و يک نمونه گوس��فند( دارد. نتايج حاصل از هضم آنزيمي نيز نش��ان داد 
 كه هر سه نمونه جدا شده به يک سويه تعلق دارند. دليل كم بودن تعداد 
دام هاي آلوده قابل تش��خيص در مقايس��ه با س��اير گزارشات در ايران به 

بررسی آلودگی به ...
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شکل  1- الکتروفورز نمونه هاي مثبت در PCR  : چاهک شماره 1 مارکرbp  50، چاهک شماره 4-2  سه نمونه مثبت، چاهک شماره 5 کنترل منفي.

شکل 2- نتايج هضم آنزيمي با آنزيم SacI  : چاهک شماره 1 مارکر  bp   50 ، چاهک شماره 2 و 3 نمونه مثبت، چاهک شماره 4 و 5 نمونه هضم شده .
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دليل آن است كه گزارشات فوق بر اساس جستجوي پادتن توكسوپلاسما 
در س��رم مبتلايان اس��توار بوده است در حالي كه بررسي حاضر بر اساس 
جس��تجوي DNA انگل در نمونه هاي خون صورت گرفته است، حضور 
ان��گل در خون عمدت��اً در مرحله ح��اد بيماري و به دلي��ل حضور تاكي 

 

زوئيت ها در خون قابل رديابي است)2 ، 27(.  
در بي��ن روش های تش��خيصی روش PCR ك��ه در آن قطعه ای از 
DNA ژنوم توكسوپلاسما قابل شناسايی است. به دليل حساسيت كافی 
و اختصاص��ی ب��ودن آن و نيز حصول س��ريع نتيجه از س��اير روش های 

تشخيصی فعلی نتايج بهتری دارد)13 ،16(.
 DNA و ريبوزومال  P30 ،B1 پرايمرهای مختلف بر اساس ژن های
در مطالعات مختلف تا به امروز اس��تفاده شده اند) 13،5، 31(. ژن B1 و 
ريبوزوم��ال DNA به دليل تعدد كپی های آنها در ژنوم توكسوپلاس��ما، 
آنها را جهت تكثير در PCR مناس��ب نموده است)21(. ژن B1 در ژنوم  

T.gondii 35 بار تكرار گرديده است )5(. 
 P30 استفاده از اين ژن مزايای زيادی دارد. در مقايسه پرايمرهای ژن
نسبت به ژن B1كمتر اختصاصی هستند و مشخص گرديده كه پرايمرهای 
 Mycobacterium گون��ه ه��ای نوكاردي��ا)23( و DNA ، P30 ژن
tuberculosis را ه��م تكثير می دهن��د )24(  در حالی كه پرايمرهای 
مربوط ب��ه ژن B1 گونه های مختلف قارچ��ی و باكتريايی را تكثير نمی 

نمايند)21(. 
 T.gondii بر اساس اين ژن نه تنها در تكثير PCR استفاده از روش
 T.gondii ويژگ��ی بالاي��ی دارد بلكه حساس��يت زيادی در تش��خيص

دارد)21(.
در بررسی حاضر از قطعهbp 194 ژن B1 به عنوان هدف در واكنش 
PCR اس��تفاده شد. اين قطعه بوسيله ساير محققين نيز استفاده گرديده 
است، دليل استفاده از اين قطعه آن است كه ثابت گرديده است كه زمانی 
كه قطعه ای بزرگتر از bp 200 در تكثير T.gondii استفاده می گردد، 

كارايی پروسه تكثير كاهش می يابد)30،29(.
 در مطالعه حاضر از نمونه خون به منظور مشخص نمودن آلودگي به 
T.gondii در حيوانات زنده استفاده شد. Howe و همكاران 1997 نيز 
به منظور جدا سازي انگل از خون و مايع مغزي نخاعي و ساير بافت های  
بيماران مبتلا به توكسوپلاس��موز استفاده نمودند. آنها در تست PCR از 
 T.gondii 72 نمون��ه آزمايش ش��ده در 68 نمونه موفق به جدا س��ازي

شدند)19(. 
در بررس��ي حاض��ر آلودگي ب��ه DNA T.gondii در س��ه نمونه 
 مح��رز گرديد، دليل اي��ن آلودگي پايين را مي توان ب��ه عدم آلوده بودن 
نمون��ه ها ارتباط داد، چ��ون نمونه هاي خون از حيوانات س��الم و بدون 
داش��تن علائم باليني تهيه ش��ده بوددر حالي ك��ه در مطالعه Howe و 
همكاران در س��ال 1997 تست PCR  بر روي نمونه هاي حاصل از افراد 

مبتلا به توكسوپلاسموز انجام شده بود. 
 نتايج هضم آنزيمی در نمونه های مثبت اين بررس��ی در برش قطعه

 I يک الگو بدس��ت آم��د كه مربوط ب��ه تيپ SacI 194 ب��ا آنزي��م bp
T.gondii می باشد)10(. 

اين نتايج نشان ميدهد كه سويه هاي مشابه از T.gondii مي توانند 
باعث آلودگي گوس��فند و اسب گردند. به دليل اهميت اين انگل در ايجاد 

عوارض در انسان و ايجاد خسارت اقتصادی در دام ها پيشنهاد می گردد  
به همراه تس��ت PCR آزمايش��ات س��رولوژی همزمان نيز جهت اخذ و 
انجام آزمايش تعداد بيش��تر نمونه انجام ش��ود. هم چنين بررس��ی های 
 تكميلی در ارتباط با آلودگی انس��ان و ساير حيوانات نيز تا انجام پذيرد تا 
ژنوتيپ های مختلف انگل بويژه ژنوتيپ های غالب و مشترك بين انسان 

و حيوان مشخص گردد.
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