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 چکیده  
زمینه مطالعه: توکسوپلاسما گوندی یک انگل داخل سلولی است که به طور گسترده  در بین گوسفندان در سرتاسر جهان شایع است. آلودگی 
به این انگل می تواند مادرزادی یا اکتسابی باشد. توکسوپلاسموزیس مادرزادی در گوسفند بدنبال نخستین آلودگی در میش آبستن رخ می دهد و 
منجر به سقط جنین و مرده زایی و در نتیجه خسارات اقتصادی فراوان به صنعت پرورش گوسفند  می شود. هدف: مطالعه حاضر با هدف ارزیابی 
حضور DNA توکسوپلاسما گوندی در نمونه های مغزی بدست آمده از جنین میش های کشتارشده در شهرستان خرم آباد، غرب ایران انجام گردید. 
روش کار: در مجموع 60 نمونه مغز جنین گوسفند جمع آوری گردید. جنین های مورد مطالعه در سه گروه سنی دسته بندی شدند )کمتر از 2 ماه، 2-4 
ماه و بیشتر از 4 ماه(. از هر نمونه g 50 درون هاون چینی هموژنیزه گردید. استخراج DNA با استفاده از کیت تجاری )MBST، ایران( انجام شد. از 
واکنش زنجیره ای پلیمراز )PCR( به منظور تکثیر توالی تکرارشونده )RE( توکسوپلاسما در نمونه های بافتی استفاده گردید. نمونه هایی که باند مورد 
انتظار )bp 529( را نشان دادند به عنوان نمونه مثبت در نظر گرفته شدند. نتایچ: توکسوپلاسما گوندی در 6/7% از جنینهای مورد مطالعه ردیابی شد. 
در هیچ یک از جنین های کمتر از 2 ماه آلودگی مشاهده نشد. بین آلودگی و سن جنین در گروه  های سنی مختلف ارتباط آماری معنی داری مشاهده 
نشد )p=0.30(. نتیجه گیری نهایی: سطح بالای انتقال مادرزادی در بین جنین  های مورد مطالعه، نشانگر آن است که توکسوپلاسما گوندی احتمالاًً 

به عنوان یکی از عوامل اصلی سقط جنین در گوسفندان این ناحیه مطرح است.

 PCRا،)RE( واژه های کلیدی: توکسوپلاسما، جنین گوسفند، انتقال مادرزادی، توالی تکرارشونده

مقدمه
توکسوپلاسما گوندی یک انگل تک یاخته ای داخل سلولی است که به طور 

گســترده در بین جانوران خونگرم، پرندگان و انســان شایع است. گربه به 

عنوان میزبان اصلی و سایر پستانداران و پرندگان به  عنوان میزبان واسط، 

مــورد هجوم این تک یاخته قــرار می گیرند. این انگل پس از یک فاز کوتاه 

و حاد، وارد فاز نهفته شــده که در این مرحله کیســت ها تشکیل می شوند. 

کیست ها عمدتاً در بافت های عصبی و عضلانی مستقر شده و تا پایان عمر 

میزبــان زنده می مانند )15(. علف خواران اهلی عمدتاً از طریق آب، خاک و 

گیاهان آغشته به مدفوع گربه آلوده می شوند.

در انسان، خوک، گوسفند و بز انگل می تواند از طریق جفت به جنین 

انتقال یابد. آلودگی به توکسوپلاســما در گوسفند در اکثر موارد فاقد علائم 

بالینی اســت با این حال عفونت مادرزادی اختلالات تولیدمثلی شــدیدی 

را بــه همــراه دارد )18(. بدنبال نخســتین آلودگی در طول دوره آبســتنی، 

تاکی زوییت هــا جفــت را مورد حمله قــرار داده و تورم جفــت همراه با تب 

مشــاهده می شــود. در این فرم از آلودگی ضایعات بافتی در ناحیه جفت و 

مغز جنین قابل مشــاهده است لیکن این ضایعات غیراختصاصی بوده و در 

بسیاری از موارد با توجه به زوال جنین قابل تشخیص نمی باشند )11(. سایر 

علائم شامل جذب جنین، مومیایی شدن، سقط، مرده زایی و یا تولد نوزاد زنده 

و ضعیف بستگی به مرحله آبستنی و شدت آلودگی دارد )2،6(. 

تخمین خســارات اقتصادی ناشــی از توکسوپلاسموزیس در گوسفند 

امری دشوار است زیرا علاوه بر سقط جنین در مراحل پایانی آبستنی، انگل 

می توانــد منجر به از دســت دادن جنین در مراحل اولیه بارداری شــود که 

معمولًا قابل شناسایی نیست. در بریتانیا میزان خسارات ناشی از سقط جنین 

و مرده زایی و هزینه های مصرفی جهت تدابیر کنترلی، بالغ بر 12/4 میلیون 

یورو در سال تخمین زده شده است )11(. تشخیص سریع و دقیق آلودگی به 

توکسوپلاسما امکان اتخاذ تدابیر کنترلی مناسب به منظور کاهش خسارات 

اقتصادی ناشی از آلودگی در سال های بعد را فراهم می کند. در مطالعه حاضر 

به منظور تعیین فراوانی توکسوپلاســموزیس مادرزادی، جنین تعدادی از 

میش های کشتارشده در شهرستان خرم آباد از نظر آلودگی به توکسوپلاسما 

بررسی گردیدند.

مواد و روش کار
جمــع آوری نمونه: طــی مدت 3 ماه با مراجعه به کشــتارگاه گلشــن 

شهرســتان خرم آباد در مجموع از مغز 60 رأس جنین گوسفند نمونه گیری 

شــد. نمونه ها به صورت تصادفی در روزهای مختلف و از گله های مختلف 

اخذ شدند. در بازرسی پس ازکشتار، ابتدا جنین میش های کشتارشده از نظر 
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سن مورد بررسی قرار گرفتند. تخمین سن با استفاده از فرمول ریچاردسون 

انجام شــد. بدین منظــور طول بدن جنین از تاج ســر تا برجســتگی دنبه 

اندازه گیری شــد )8(. سپس سر جنین  جدا شده به آزمایشگاه انگل شناسی 

دانشکده دامپزشکی منتقل شد. در آزمایشگاه جمجمه باز شده از قسمتهای 

مختلف مغز در مجموع به میزان g 50 نمونه گیری گردید. 

اســتخراج DNA: با توجه به انتشار ناهمگون کیست در بافت مغز و 

همچنین حجــم اندک نمونه مورد بررســی در PCR )حداکثر mg 50( به 

منظور افزایش احتمال شناســایی انــگل، نمونه گیری از حجم بزرگتری از 

بافت هموژنیزه شده انجام شد. بدین منظور g 50 از هر نمونه مغز به صورت 

مجزا به وسیله هاون چینی له  شده و هموژنیزه گردید. به میزان g 1 از هر 

نمونه هموژنیزه شــده به ویال های اســتریل منتقل شد و تا زمان استخراج 

DNA در C◦ 20- نگهداری شد.

استخراج DNA با استفاده از کیت  تجاری شرکت MBST ایران انجام 

 K شد. بدین منظور به تیوب های حاوی نمونه، بافر تجزیه کننده و پروتئیناز

اضافه شد. سپس محتویات تیوب ورتکس گشته و در دمای C◦ 55 به مدت 

یک شب نگهداری شد تا بافت به طور کامل هضم گردد. پس از انجام سایر 

مراحل مطابق دســتورالعمل شرکت سازنده محلول جمع آوری شده جهت 

انجام آزمایشات مولکولی در C◦ 20- نگهداری گردید.

واکنــش زنجیــره ای پلیمــراز )PCR(: توالــی تکرارشــونده )RE( به 

طــولbp  529 در ژنــوم توکسوپلاســما گونــدی300-200 کپی داشــته 

و کامــلاًً اختصاصی اســت. در ایــن مطالعه به منظور تشــخیص آلودگی 

بــه توکسوپلاســما، این توالــی بــا روش PCR در نمونه  مغــز جنین های 

 Tox4 مــورد مطالعــه ردیابــی گردیــد. بدیــن منظــور از پرایمرهــای

 Tox5 و   )CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG(

شــد  اســتفاده   )CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT(

.)1،14(

در هر واکنش پرایمرهای Tox4 وTox5  )شــرکت سیناژن( هر یک 

 ،100 μM شرکت سیناژن( هر یک( dNTP 0/2، بازهای نیتروژن دار mM

آنزیم Taq DNA Polymerase )شرکت سیناژن( 2 واحد، MgCL2 به 

 5 μl به میزان DNA 5 و نمونه μl 10 به میزانX 2/5، بافر mM میزان

استفاده شد و حجم نهایی با آب مقطر به μl 50 رسید. در تمامی واکنش ها 

 RH توکسوپلاســما ســویه DNA از آب مقطر به عنوان کنترل منفی و از

)تهیه شده از انستیتو پاستور ایران( به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

واکنش PCR با اســتفاده از دســتگاه ترموســایکلر Primus 96 و با 

شرایط دمایی و زمانی واسرشــت اولیه: C◦ 94 به مدت 7 دقیقه؛ 33 سیکل 

شــامل واسرشــــت: C◦ 94 به مدت 60 ثانیه، اتصال: C◦ 54 به مدت 90 

ثانیه، تکثیر: C◦ 72 به مدت 60 ثانیه؛ سیکل تکثیر نهایی: C◦ 72 به مدت 

7 دقیقه انجام گردید.

 0.5X TBE از ژل آگاروز 1% در بافر PCR بــرای بررســی محصــول

استفاده شد. محصول واکنش باندی به طول bp 529 است. نمونه هایی که 

این باند را نشان دادند به عنوان نمونه مثبت در نظر گرفته شدند.

تحلیــل آماری: ارتباط انتقال مادرزادی توکسوپلاســما و ســن جنین 

در گروه  های ســنی مختلف )کمتر از 2 ماه، 4-2 ماه و بیشــتر از 4 ماه( به 

 GraphPad Inc., San( 5 نسخه GraphPad Prism کمک نرمافزار

Diego, CA( و با استفاده از آزمون  مربع کای در سطح اطمینان 95% مورد 

بررسی قرار گرفت.

نتایج
از مجموع 60 نمونه مغز جنین مورد بررسی، 4 نمونه )6/7%( آلوده به 

توکسوپلاسما بودند )تصویر 1(. بین آلودگی به توکسوپلاسما و سن جنین 

 ،χ2=1.044( در گروه  های ســنی مختلف ارتباط معنی داری مشــاهده نشد

df=1،اp=0.30(. بیشترین میزان آلودگی مادرزادی )10%( مربوط به گروه 

ســنی 4-2 ماه بود ضمن آنکــه آلودگی به توکسوپلاســما در هیچ یک از 

جنین های زیر 2 ماه شناسایی نشد )جدول 1(.

بحث
توکسوپلاسما گوندی به عنوان یکی از عوامل مهم سقط و مرده زایی 

در گوســفند مطرح است و منجر به خســارات اقتصادی فراوان به صنعت 

پرورش گوســفند می شود. در استان لرستان با توجه به وجود مراتع فراوان، 

شــرایط آب و هوایی مناســب در اکثر فصول ســال )جهت اسپوروله شدن 

و بقای ااُُسیســت(، رونق پرورش دام به شــکل سنتی و همچنین فراوانی 

مخازن حیوانی شرایط برای گسترش آلودگی فراهم است. در مطالعه ای در 

سال 2013 میزان شیوع آنتی بادی ضد توکسوپلاسما در گوسفندان استان 

لرستان با استفاده از روش های IFAT و الایزای غیرمستقیم 53/1% گزارش 

شده است )13(.

راه اصلی آلودگی در گوســفند بلع ااُُسیســت همراه بــا آب، خاک و یا 

گیاهان آلوده اســت. اطلاعات دقیقی در ارتباط بــا میزان انتقال مادرزادی 

توکسوپلاسما در گوســفند در دسترس نیست. تصور بر آن است که کمتر 

از 2 % از گوســفندان به طور مادرزادی آلوده می شــوند. همچنین کمتر از 

جــدول 1. نتایــج واکنــش PCR نمونه هــای مغز جنین در گروه های ســنی مختلف. * 
.)p=0.30( تفاوت میزان آلودگی مادرزادی درگروه های سنی مختلف معنی دار نیست

جمعسالمآلودهسن جنین

درصدتعداددرصدتعداد

۱۰۰۱7%۰۱7%۰کمتر از ۲ ماه

9۰۲۰%۱۰۱۸%۴۲-۲ ماه

9۱/3۲3%۸/7۲۱%۲بیشتر از ۴ ماه

93/36۰%۵6*6/7%۴جمع
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4% از میش های آلوده توکسوپلاســما را از طریق جفت به نسل بعد انتقال 

می دهند )5(. بر اساس نتایج تحقیق حاضر از مجموع 60 نمونه مغز جنین، 

4 مورد )6/7%( آلوده به توکسوپلاسما بودند. این میزان از انتقال مادرزادی 

قابــل توجه بــوده و بر فراوانی بالای آلودگــی از طریق جفت در این ناحیه 

دلالت دارد. 

تفاوت در میزان شیوع توکسوپلاسما در نواحی مختلف می تواند ناشی 

از تفــاوت در شــرایط آب و هوایی، فراوانی گربه هــا، نحوه مدیریت گله و 

همچنین روش های تشــخیص باشــد که در این بین تفاوت در روش های 

تشخیص از اهمیت بیشــتری برخوردار است )4(. در اکثر مطالعات پیشین 

تشخیص توکسوپلاسموزیس مبتنی بر آزمون های سرولوژیک بوده است. 

ایــن روش ها در مواردی کارایی لازم را ندارند. به نظر می رســد روش های 

مســتقیم تعیین حضور انــگل در بافت به ویژه واکنــش زنجیره ای پلیمراز 

)PCR( به دلیل حساسیت کافی، اختصاصی بودن و همچنین حصول نتیجه 

سریع جهت شناسایی توکسوپلاسما در بافت کاربردی تر است. در مطالعات 

 ،SAG1،B1 مولکولی مختلف جهت شناسایی توکسوپلاســما از ژن های

 )RE( و همچنین توالی تکرارشونده ITS1 ،SAG3 ،SAG2´5 ،SAG2´3

 529 bp به طول RE که پروتئینی را کد نمی کند استفاده شده است. توالی

در ژنوم توکسوپلاســما گوندی300-200 کپی داشــته و کاملاًً اختصاصی 

است. برخی منابع نشان می دهند در بین روش های مولکولی رایج به منظور 

ردیابی DNA توکسوپلاســما گوندی در نمونه هــای بافتی، ردیابی توالی 

تکرارشونده )RE( از حساسیت بیشتری برخوردار است )3،9،14(. 

در این مطالعه نمونه گیری از جنین های به ظاهر ســالم صورت گرفته 

اســت لذا این نتایج بر فراوانی انتقال مادرزادی توکسوپلاسما و نه لزوماً بر 

میزان ســقط جنین توکسوپلاسمایی دلالت دارد. در اکثر مطالعات پیشین 

شیوع آلودگی در جنین های سقط شده بررسی شده است لذا میزان آلودگی 

در مقایسه با مطالعه حاضر بالاتر گزارش شده است. 

جالب آنکه در تحقیقات پیشــین نشــان داده اســت که در تعدادی از 

بره ها که آلودگی مادرزادی در زمان تولد با آزمایشات مولکولی روی جفت 

و بند ناف تأیید شــده اســت، در چند ماهگی پاسخ IgG مشاهده نمی شود. 

محققیــن علت را عــدم توانایی انگل در بقاء و یا ناتوانــی آن در هجوم به 

بافت های مختلف میزبان دانسته اند )17(. در مطالعات مولکولی انجام شده 

در ایتالیا و آمریکا میزان آلودگی به توکسوپلاسما در جنین های سقط شده 

گوســفند به ترتیب 18/1% و 17/5% گزارش شده است )6،16(. در مطالعه 

انجام شده در آمریکا در گله ای با سابقه سقط توکسوپلاسمایی در آزمایشات 

بافتی از 30 بره مرده متولد شــده در 11 مورد )36/6 %( آلودگی شناســایی 

شده است )7(. در ایران نیز Rassouli و همکاران در سال 2011 در استان 

خراسان رضوی، 200 نمونه مغز جنین  های سقط شده و یا بره هایی که پس 

-B1 از تولد تلف  شــده بودند را به همراه سرم مادری بترتیب با روش های

PCR و ایمونوفلورسنت غیرمستقیم )IFAT( بررسی کردند. در این مطالعه 

31 نمونه سرمی )15/5%( و 27 نمونه بافتی )13/5%( آلوده به  توکسوپلاسما 

گزارش گردید )18(. در قزوین در سال 2012 نمونه های به دست آمده از 18 

جنین سقط شده گوسفند با استفاده از روش های هیستوپاتولوژی، بایواسی 

در موش و nested-PCR-RFLP بررســی گردیدند و میزان آلودگی %66 

گزارش گردید )12(. 

در مطالعه حاضر بین آلودگی جنین به توکسوپلاســما و فاکتور ســن 

ارتباط معنی داری مشاهده نشد. Razmi و همکاران در سال2010 در مشهد 

 ،IFAT  با مطالعه بر روی 325 جنین سقط شده گوسفند با استفاده از روش

آلودگی به توکسوپلاســما را در 17 جنین سقط شــده 6-3 ماهه شناسایی 

کردند. در این بین سن 13 جنین بالای 5 ماه بود )19(. در مطالعه دیگری در 

مشــهد در سال 2011، از بین 81 جنین سقط شده بالای 4 ماه در 10 مورد 

 DNA )%12/8( و از بین 39 جنین سقط شــده 4-2 ماه در 5 مورد )%12/4(

انگل ردیابی شــد. آلودگی به توکسوپلاســما در هیچ  یک از 3 جنین  زیر 2 

ماه گزارش نشــد )18(. نتایج این مطالعات با نتایج مطالعه حاضر که در آن 

تمامی نمونه های آلوده بالای 2 ماه بودند مطابقت دارد. برخی محققین عدم 

مشاهده آلودگی در گروه سنی زیر 2 ماه را ناشی از جذب جنین های آلوده در 

سنین کمتر از 60 روز می دانند )10،18(. 

با توجه بــه عدم درمان دام هــای آلوده، تشــخیص و کنترل آلودگی 

در مزارع پرورش گوســفند از اهمیت به ســزایی برخوردار است. نتایج این 

مطالعه نشان داد که فراوانی انتقال مادرزادی توکسوپلاسما در گوسفندان 

این ناحیه قابل توجه است لذا به نظر می رسد توکسوپلاسما گوندی ممکن 

اســت به عنوان یک عامل پاتوژن مهم در ســقط جنین گوسفندان در این 

ناحیه مطرح باشد. به منظور تعیین شیوع سقط  جنین توکسوپلاسمایی در 

گوسفندان شهرستان خرم آباد، انجام مطالعات تکمیلی بر روی تعداد مناسبی 

از جنین های سقط شده و دارای نشانه های آسیب شناسی ضرورت دارد.

توکسوپلاسموزیس در جنین گوسفند

 )RE( به منظور ردیابی توالی تکرار شــونده PCR تصویــر 1. الکتروفــورز محصولات
 :C1 ؛)DNA )bp100 مارکــر M: .در مغــز جنیــن میش های کشتارشــده در خرم آبــاد
کنترل منفی )آب مقطر(؛ C2: کنترل مثبت )سویه RH(؛ ستون های 2 و 5: نمونه های 
مثبــت کــه باند مــورد انتظار )bp529( را نشــان داده اند؛ ســتون های 1، 3، 4، 6 و 7: 

نمونه های منفی.
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تشکر و قدردانی
این مقاله مســتخرج از پایان نامه کارشناسی ارشد رشته انگل شناسی 

دامپزشکی بوده و با حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه لرستان به انجام 

رسیده است. نویسندگان بر خود لازم می دانند از همکاری کارکنان کشتارگاه 

گلشن خرم آباد قدردانی نمایند.
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Abstract:
BACKGROUND: Toxoplasma gondii is an intracellular parasite which is widely preva-

lent in sheep throughout the world. Parasite infection can occur pre- or post-natally..Con-
genital ovine toxoplasmosis occurs following a primary infection in a pregnant ewe and 
leads to abortion and stillbirth of the fetus causing important economic losses to sheep in-
dustry. OBJECTIVES: The present study was conducted to evaluate the presence of T. gon-
dii DNA in brain samples from fetuses of slaughtered ewes in Khorramabad, western Iran. 
METHODS: In total, 60 brain samples of ovine fetuses were collected. Examined fetuses 
were categorized in three age groups (<2 months, 2-4 months and >4 months). Fifty grams 
of each sample was homogenized by mortar and pestle. DNA extraction was performed 
using a DNA isolation kit (MBST, Iran). A polymerase chain reaction (PCR) which targets 
the repeated element (RE) of the organism was used for tissue samples. Brain samples 
were considered T. gondii-positive if the expected band size (529 bp) appeared. RESULTS: 
T. gondii was detected in 4 out of 60 (6•7%) examined fetuses. No case was recorded in 
the age group <2 months. No significant association was found between the infection and 
different fetal age categories (p=0.30). CONCLUSIONS: The high level of congenital trans-
mission among examined fetuses indicates that T. gondii  might be considered as one of the 
major causes of ovine abortion in this region.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Results of PCR examination on fetus brain samples in different age groups. No significant association was found between 
the congenital infection and different age groups (p=0.30).
Figure 1. Electrophoresis of PCR products for detection of the repeated element (RE) in brain fetuses of slaughtered ewes in Khor-
ramabad. M: DNA ladder (100 bp); C1: negative control (distilled water); C2: positive control (RH strain); lanes 2 and 5: positive 
samples which appear expected band (529bp); lanes 1, 3, 4, 6 and 7: negative samples.


