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ای و داخل سلولی است که قادر به آلوده کردن اکثر جانوران خونگرم از جمله انسان و پرندگان است. با توجه یاختهیک انگل تک توکسوپلاسما گوندی :زمینۀ مطالعه

 ط مطرحها در محیهای با پرورش آزاد به عنوان یک شاخص مناسب از پراکنش اُاُسیستدر مرغ توکسوپلاسما های بومی، شیوع آلودگی بهای در مرغبه عادات تغذیه

 است.

های سرمی و مولکولی روش از حاصل آباد و مقایسه نتایجهای بومی شهرستان خرممرغ در توکسوپلاسما شیوع سرمی آلودگی به بررسی هدف حاضر با مطالعه :هدف

 .گردید طراحی

های از نظر حضور پادتن( MAT) یافته تعدیلآزمون آگلوتیناسیون های بومی اخذ گردید و با استفاده از نمونه سرم به صورت تصادفی از مرغ 97در مجموع : کارروش

توالی  PCRهای سرم مثبت به طور مجزا هموژنیزه گردید و با انجام بررسی گردیدند. پنجاه گرم عضله )ترکیب عضلات قلب و سینه( و کل مغز مرغ توکسوپلاسماضد 

 ( ردیابی شد.RE) توکسوپلاسما تکرارشونده

 DNAدرصد(  40/67پرنده ) 01پرنده سرم مثبت در  20درصد( مشاهده گردید. از بین  46/20نمونه سرم ) 97از  20در  توکسوپلاسماهای ضد پادتن :نتایج

های متقاطع در کنش(. تطابق اندک بین نتایج سرمی و مولکولی احتمالاً با برخی عوامل از جمله امکان وا21:0≤ردیابی گردید )با عیار سرمی  گوندی توکسوپلاسما

 مرتبط است. PCRو یا مقدار محدود نمونه در آزمون  MATآزمون 

 ها و افراد ساکن در مناطق روستایی دلالت دارد.های بومی به عنوان یک منبع عفونت برای گربهاین نتایج بر اهمیت نقش مرغ :گیری نهایینتیجه

 PCRبافتی،  نمونه سرمی،های بومی، شیوع ، مرغتوکسوپلاسما: کلیدیکلمات 
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مقدمه

. انگل کوکسیدیایی با انتشار جهانی وسیع است توکسوپلاسما گوندی

های مشترک بیماری حاصل از این انگل یکی از مهمترین بیماری

سانان عمدتاً از طریق خوردن لاشۀ انسان و دام است. گربه و گربه

ها با دفع میلیون و شوندو یا پستانداران کوچک آلوده میپرندگان 

آلوده شدن آب، خاک، علوفه و سبزیجات  منجر بهاُاُسیست 

شده انگل را از بستر یا های اسپرولهند. پرندگان اُاُسیستگردمی

های نمایند و پس از یک فاز کوتاه و حاد، کیستخاک دریافت می

مغز، قلب، عضلات اسکلتی، کلیه، های مختلف نظیر نسجی در بافت

د شونکبد، طحال، ریه، سنگدان، تخمدان، روده و چشم تشکیل می

(0.) 

پرندگان با ضایعاتی چون برخی توکسوپلاسموزیس در 

شدن پریکارد و میوکارد، زخم روده، پنومونی و نکروز کبد و بزرگ
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 مقاوم بالینی توکسوپلاسموزیس به ماکیان طحال همراه است.

 ینا در بالینی توکسوپلاسموزیس از معدودی موارد تنها و دهستن

اشتهایی، لاغری، کاهش تولید تخم، بیاست.  شده گزارش پرندگان

م توکسوپلاسموزیس در ماکیان ئعدم تعادل و کوری از مهمترین علا

 توکسوپلاسماماکیان بومی نقش مهمی در اپیدمیولوژی  (.0است )

 برای عفونت منبع یک عنوان هب های روستایی دارند ودرمحیط

 مطرح هاگربه برای آلودگی مخزن یک عنوان به همچنین و انسان

  (.4) هستند

های سرمی مختلف به منظور ردیابی امروزه از آزمون

شود. جهت استفاده می توکسوپلاسما های اختصاصی ضدپادتن

در پستانداران و  مطالعات اپیدمیولوژیک با هدف غربالگری انجام

 Modified) یافته تعدیلآزمون آگلوتیناسیون پرندگان، 

agglutination test )همچنین با توجه به (. 05) رواج دارد

واکنش های مولکولی، کاربرد ویژگی و حساسیت بالای روش

 توکسوپلاسما DNAردیابی ( به منظور PCRمراز )ای پلیزنجیره

 ررسیبمطالعه حاضر با هدف یافته است.  افزایشهای بافتی در نمونه

شهرستان بومی  هایمرغدر  توکسوپلاسما گوندیسرمی شیوع 

و  MATهای حاصل از آزمون همچنین مقایسه نتایجو آباد خرم

PCR .انجام گردید 

 کارمواد و روش

طی مدت یک ماه، با مراجعه به تعدادی : آوری نمونهجمع

پرورش  با قطعه مرغ بومی 97آباد، از خرماز روستاهای شهرستان 

 و. پرندگان به صورت تصادفی انتخاب گردیدگیری آزاد خون

همزمان اطلاعات مربوط به مکان و زمان  .شدندگذاری پلاک

بدنبال انجام آزمون گیری و مشخصات پرنده ثبت گردید. نمونه

MAT شدندسرمی مثبت خریداری  عیارپرندگان دارای ، تمامی 

 هو سین قلب بافت مغز و عضلاتگیری از نمونهدر آزمایشگاه و 

 انجام آزمایشات مولکولیتا زمان  یهای بافتگردید. نمونهانجام 

 نگهداری شدند.درجه سانتیگراد  21 منفی در

اساس آزمون : (MAT) یافته تعدیلآزمون آگلوتیناسیون 

MAT ،2پادگن و پادتن در مجاورت  آگلوتیناسیون-

ین اها جهت انجام زوئیتتاکیمناسب تراکم مرکاپتواتانول است. 

از در این مطالعه  (.04) لیتر استعدد در هر میلی 701 مایشآز

تیتو انس؛ کشته شده در فرمالین) توکسوپلاسماهای زوئیتتاکی

دن جدا کر به منظور .شداستفاده  پادگنبه عنوان  پاستور ایران(

 .دقیقه سانتریفوژ شدند 01و به مدت  2111ها با دور نمونه ،سرم

سازی سریالی و با استفاده از بافر ها به روش رقیقسرمسپس 

رقیق شدند. بر  تا هشت چاهک( 1x, pH 7.2) فسفات سالین

و بالاتر به عنوان عیار  01:0 اساس مطالعات پیشین عیارهای

تهیه سوسپانسیون حاوی پادگن . (00)ند در نظر گرفته شدمثبت 

و  Dubeyدستورالعمل شرح داده شده توسط  مطابق

Desmonts  25به هر چاهک (. 7)گردید انجام  0917در سال 

حاوی سوسپانسیون میکرولیتر  25شده و سرم رقیقمیکرولیتر 

( شکل Uهای خانه با چاهک 94)ها پلیتگردید. اضافه  پادگن

درجه سانتیگراد  37ساعت در انکوباتور با دمای  02به مدت 

مشاهده آگلوتیناسیون بصورت یک شبکه در کف . نگهداری شدند

آخرین چاهکی که آگلوتیناسیون و  چاهک به منزله نتیجه مثبت

 .سرم در نظر گرفته شد عیاررا نشان داد به عنوان 

شامل پرندگان های بافتی نمونه: DNAاستخراج 

های مغز و عضله )میکس عضلات قلب و سینه( به صورت نمونه

ودر پبه صورت نیتروژن مایع  با استفاده ازو  شدندمجزا هموژنیزه 

تجاری شرکت  با استفاده از کیت DNA. استخراج در آمدند

MBST های حاوی نمونه، ایران انجام شد. بدین منظور به تیوب

 Kپروتئیناز میکرولیتر  21افر تجزیه کننده و میکرولیتر ب 011

درجه سانتیگراد  55ورتکس در دمای  ها پس ازنمونهاضافه شد. 

 د.نبه مدت یک شب نگهداری شدند تا به طور کامل هضم گرد

. انجام شدکیت سایر مراحل مطابق دستورالعمل شرکت سازنده 

 21 منفیدر نالیز نهایی آوری شده جهت آمحلول جمع درنهایت

 نگهداری گردید. سانتیگراد درجه

به  یآلودگ یصبه منظور تشخ(: PCR) یمرازپل اییرهواکنش زنج

 529 ( به طول RE) یاختصاص یتوال ی،بافت یهادر نمونه توکسوپلاسما
 Tox4 یمرهایمنظور از پرا ینبد. یدگرد یرتکث بازجفت

(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG)  و
Tox5 (CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) 

 (.2،06) استفاده شد

)شرکت   Tox5و Tox4پرایمرهای از در هر واکنش 

)شرکت  PCR Master mix، میکرومولار5/1سیناژن( هر یک 

 0به میزان  DNAو نمونه میکرولیتر  5/02سیناژن( به میزان 

 25استفاده شد و حجم نهایی با آب مقطر به میکرولیتر 

ها از آب مقطر به عنوان کنترل واکنش رسید. در تماممیکرولیتر 

)انستیتو پاستور  RHسویه  توکسوپلاسما DNAمنفی و از 

 ایران( به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.
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های ضد پادتن (: عیارMAT) یافته تعدیل نتایج آزمون آگلوتیناسیون. 0جدول 

 .آبادماکیان بومی خرمتوکسوپلاسما در 
 از کل  درصد های مثبتاز نمونه درصد نمونه مثبت سرم عیار

0:01 5 1/23 05/5 

0:21 1 19/31 25/1 

0:61 5 1/23 05/5 

0:11 0 77/6 13/0 

0:041 0 77/6 13/0 

0:321 1 1 1 

0:461 0 77/6 13/0 

0:0211 1 1 1 

 46/20 011 20 جمع

 

 

 .مثبت سرمی عیار دارای ماکیان های بافتینمونه PCRنتایج . 2جدول 
 جمع غیر آلوده آلوده بافت

 درصد تعداد درصد تعداد

 20 9/40 03 0/31 1 مغز

 20 63/70 05 57/21 4  *عضله

 62 44/44 21 33/33 06 جمع
 .میکس عضلات قلب و سینه *

 

 Bio-Radبا استفاده از دستگاه ترموسایکلر  PCRواکنش 

MyCycler  :درجه 96و با شرایط دمایی و زمانی واسرشــت اولیه 

 درجه 96سیکل شامل واسرشــت:  33دقیقه؛  7به مدت  سانتیگراد

 65به مدت  سانتیگراد درجه 5/51ثانیه، اتصال:  41به مدت  سانتیگراد

 72ثانیه؛ تکثیر نهایی:  41به مدت  سانتیگراد درجه 72ثانیه، تکثیر: 

بررسی محصول  جهتدقیقه انجام گردید.  01ت به مد سانتیگراد درجه

PCR  0.5در بافر  درصد 5/0از ژل آگاروزx TBE .استفاده شد 

 نتایج

( درصد 46/20) مورد 20در  مورد مطالعه پرنده 97از 

لوده در بین پرندگان آ. شناسایی گردید توکسوپلاسما های ضدپادتن

های درصد از نمونه 19/31بود که در  21:0ترین عیار سرمی فراوان

یک  ازبود که تنها  461:0 عیار سرمی. بالاترین شدمشاهده مثبت 

 .(0)جدول  گزارش شدپرنده 

 40/67) پرنده 01 در ،سرمی مثبت عیاردارای گان بین پرند در

 از  (.0 یرتصو) شناسایی گردید توکسوپلاسما عفونت بافتی به( درصد

 DNA( درصد 33/33) نمونه 06 در نمونه بافتی، 62 مجموع

بافت  درمیزان آلودگی . (2 جدول)شد  ردیابی گوندی توکسوپلاسما

 6 در .دار نبوداختلاف از نظر آماری معنی هر چند اینبود بیشتر مغز 

 مشاهده شد. عضله( و )مغز بافت در هر دو توأم آلودگی پرنده

 
اختصاصی به منظور ردیابی توالی  PCRالکتروفورز محصولات . 0تصویر 

ای بافتی ماکیان دارای عیار سرمی مثبت. هنمونه ( درRE) گوندی توکسوپلاسما

:M  مارکرDNA (011 ؛ جفت)بازC1 کنترل منفی )آب مقطر(؛ :C2 کنترل مثبت :

: 7و  4، 5، 6های منفی؛ ستون های: نمونه3و  2، 0های (؛ ستونRH)سویه 

 اند.باز( را نشان دادهجفت 529باند مورد انتظار ) های مثبت کهنمونه

  حثب

اهلی و وحشی  بسیاری از پرندگان در گوندی توکسوپلاسما

ک اندهای صنعتی در مرغداری توکسوپلاسماشیوع  .است شده گزارش

به انسان از طریق مصرف گوشت این  آلودگیخطر انتقال  است لذا

 ا پرورشبومی ب در ماکیان توکسوپلاسماآلودگی به  .است ناچیزپرندگان 

، شیوع ماکیان بومیبا توجه به نحوه تغذیه دارد.  اهمیت آزاد

ماکیان شاخص مهمی از میزان پراکندگی این گروه از در  توکسوپلاسما

 به این پرندگان گوشت . همچنین مصرفدر محیط استها ااُسُیست

ا شود. ب انسان عفونت درظهور  منجر به تواندمی پزخام یا نیم صورت

مرغ خام بسیار  تخم مصرف آلودگی بدنبال انتقالاین حال احتمال 

 .(4،00است ) ضعیف

 عایناتم طریق از پرندگان در توکسوپلاسموزیس قطعی تشخیص

 ردیابی منظور به سرمی هایاز آزمون لذا نیست پذیرامکان بالینی

 ایعاتم در انگل هایپادگن یا و ضدتوکسوپلاسما اختصاصی هایپادتن

 هایآزمون کارآمدترین یکی از MAT آزمون. شودمی استفاده بدن

 توکسوپلاسماضد  اختصاصی G هایایمونوگلوبولین تشخیص در سرمی

 داد نشان حاضر مطالعه نتایج (.6،5) در سرم حیوانات مشکوک است

 آبادمخر شهرستان بومی هایمرغ در گوندی توکسوپلاسما سرمی شیوع

های ضد پادتن شیوع پیشین مطالعات در .است درصد 46/20

 درصد 011 تا 2 از MAT آزمون از استفاده با ماکیان در توکسوپلاسما

این تفاوت احتمالاً ناشی از اختلاف در شرایط (. 4) است شده گزارش

اقلیمی، میزان فراوانی گربه به عنوان میزبان نهایی و همچنین تفاوت 

در  توکسوپلاسما شیوع سرمی آلودگی به است. cut-offدر سطح 
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در مصر  MATهای بومی با پرورش آزاد با استفاده از آزمون مرغ

( در بین 2111درصد؛ در ویتنام ) 7/01نمونه   051( در بین 2115)

درصد؛  24نمونه  51( در بین 2116درصد؛ در پرو ) 2/26نمونه  331

( 2114درصد و در پرتغال ) 4/24نمونه  91( در بین 2111در اندونزی )

 (.4درصد گزارش شده است ) 10/27نمونه  225در بین 

 0:21 توکسوپلاسماهای ضدترین عیار پادتناندر این مطالعه فراو

 وسویه مختلفی از جمله  ها به عواملپادتنمیزان تشکیل بوده است. 

 وابسته است.همچنین مرحله تکاملی آن و  شدت آلودگی ،حدت انگل

در  و هفته بعد از کسب عفونت ظاهر می شود 2تا  0 معمولاً IgGپادتن 

ین . بدنبال جایگزرسدخود میمیزان به حداکثر بعد از عفونت هفته  1تا  4

های عصبی و عضلانی، سیستم ایمنی کمتر تحریک شدن انگل در بافت

وجه به اینکه در (. با ت01شود و عیار پادتن در این مرحله کمتر است )می

وده رسد آلودگی قدیمی باند به نظر میپرندگان بالغ بوده این مطالعه تمام

ای گذشته است با این حال این احتمال نیز وجود دارد هو مربوط به ماه

 ای دراند. در مطالعهکه تعدادی از این پرندگان در ابتدای عفونت بوده

بر  MATبا انجام آزمون  2111و همکاران در سال  El-Massryمصر 

 را توکسوپلاسماهای ضدترین عیار پادتنمرغ بومی فراوان 011روی 

نیز در  2115و همکاران در سال  Dubey (.9گزارش کردند ) 0:21

قطعه مرغ بومی با پرورش  131بر روی MATاتریش با انجام آزمون 

 (.1گزارش نمودند ) 0:21ترین عیار سرمی را آزاد، فراوان

یک روش حساس  PCRاست آزمون  نشان داده مطالعات اخیر

شرایط بالینی و مطالعات  در توکسوپلاسما DNAجهت تشخیص 

 ،B1های از ژن توکسوپلاسماجهت شناسایی  اپیدمیولوژیک است.

1SAG ،23´SAG ،25´SAG ،3SAG ،ITS1 و همچنین قطعه 

( استفاده شده است. در مطالعه حاضر بدنبال REجفت بازی ) 529

 01سرمی مثبت در  عیاردارای  هپرند 20از بین ، REردیابی توالی 

ثر . در اکشد ردیابی گوندی توکسوپلاسما DNA ،(درصد 40/67) مورد

ابی در مقایسه با میزان ردی توکسوپلاسمامطالعات پیشین شیوع سرمی 

های های مولکولی بیشتر بوده است. در آزمونانگل با استفاده از روش

نتایج مثبت  های متقاطع،، به علت امکان واکنشMATسرمی نظیر 

با توجه به تعداد کم  PCRکاذب محتمل است. از طرفی در آزمون 

ها، مقدار کم نمونه به عنوان آن های نسجی و توزیع تصادفیکیست

ای در کشور تونس (. در مطالعه02،03عاملی محدودکننده مطرح است )

درصد(  5/37مورد ) 05مرغ با عیار سرمی مثبت تنها در  61از بین 

DNA ( 3انگل ردیابی شد .)Holsback  2102در سال و همکاران 

مرغ با پرورش آزاد را از نظر آلودگی به توکسوپلاسما  61در برزیل 

درصد پرندگان دارای  5/47بررسی کردند. نتایج این مطالعه نشان داد 

درصد از  61تنها در  B1عیار سرمی مثبت هستند با این حال ژن 

 2106و همکاران در سال  Hamidinejat(. 03پرندگان ردیابی شد )

مرغ بومی را از نظر آلودگی به توکسوپلاسما بررسی  014نیز در اهواز 

به  PCRو  MATهای کردند و میزان آلودگی را با استفاده از آزمون

 (.00درصد گزارش نمودند ) 23/64درصد و  19/50ترتیب 

 منزل در معمولاً  آزاد پرورش با بومی هایمرغ روستایی مناطق در

ین ا غیرمصرفی هایشوند و بافتمی کشتار نظارت فاقد هایمکان در یا و

د. گردنصورت غیر بهداشتی دفع می به یا و شده رها محیط در پرندگان

 هاتدس ها و عدم شستشویبه این بافت ولگرد هایگربه راحت دسترسی

 که هستند مواردی جمله از و خرد کردن گوشت این پرندگان ذبح بدنبال

ش نق روستایی جوامع توکسوپلاسموزیس در ممکن است در گسترش

 اپیدمیولوژی بومی در هایمرغ رسد اهمیتداشته باشند. به نظر می

ت زیرا اس جوندگان از بیشتر روستایی مناطق در گوندی توکسوپلاسما

 در برابر هاگربه برای آلودگی مخزن عنوان به پرندگان این

 .(4دارند ) بیشتری عمر طول و بوده مقاوم بالینی توکسوپلاسموزیس

اساس نتایج مطالعه حاضر میزان آلودگی ماکیان بومی بر

ر قابل توجه است لذا به نظ توکسوپلاسما گوندی آباد بهشهرستان خرم

رسد اجرای اقدامات پیشگیرانه و آموزش همگانی جهت رعایت می

 اصول بهداشتی در نگهداری و مصرف ماکیان بومی ضرورت دارد.

 سپاسگزاری

اسی شنارشد رشته انگلکارشناسیهای نامهپایاناین مقاله مستخرج از 

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

استاد گرامی جناب آقای دکتر دانند از است. نویسندگان بر خود لازم می

 .قدردانی نمایندنجات جهت مشاوره و رفع برخی نواقص حسین حمیدی

 تعارض منافع
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Abstract 
BACKGROUND: Toxoplasma gondii is an intracellular protozoan parasite that can infect most species of warm-blooded 

animals, including birds and humans. Because of feeding habits of domestic chickens, prevalence of Toxoplasma 

infection in free-range chickens is considered as a suitable indicator of environmental distribution of oocysts.  

OBJECTIVES: The present study was designed to investigate the seroprevalence of Toxoplasma infection in domestic 

chickens from Khorramabad and compare the results obtained from serological and molecular methods. 

METHODS: In total, 97 serum samples were randomly obtained from domestic chickens and examined for the 

presence of anti-Toxoplasma antibodies using modified agglutination test (MAT). Fifty grams of muscles (mixture of 

breast and heart) and whole brain from seropositive chickens were separately homogenized and examined by PCR 

which targets the repeated element (RE) of the parasite. 

RESULTS: Anti-Toxoplasma antibodies were observed in 21 of 97 (21.64%) sera. T. gondii DNA was detected in 10 

out of 21 (47.61%) seropositive chickens (with titres of ≥1:20). The low agreement between serological and molecular 

results can be explained by several factors such as possibility of cross-reactions in MAT and/or limited sample size in 

PCR.  

CONCLUSIONS: These results indicate that domestic chickens may have an important role as a source of infection 

for cats and individuals living in rural areas. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Results of Modified agglutination test (MAT): anti-T. gondii antibody titers in domestic chickens from Khorramabad. 

Table 2. PCR results of tissue samples from seropositive chickens. * Mix of heart and breast muscles. 

Figure 1. Electrophoresis of PCR products for detection of the specific sequence of T. gondii (repeated element) in tissue samples 

of serologically positive chickens. M: DNA ladder (100 bp); C1: negative control (distilled water); C2: positive control (RH strain); 

lanes 1, 2 and 3: negative samples; lanes 4, 5, 6 and 7: positive samples which appear at expected band (529 bp). 
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