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 باشد. میمشترك انسان و دام در ایران و جهان مهم  هایبیماریبیماری توكسوپلاسموزیس یکی از  :زمینۀ مطالعه

در گوسفندان  توكسوپلاسماهدف این مطالعه تعیین میزان آلودگی  در گوسفندان ایران، توكسوپلاسما با توجه به مصرف بالای گوشت گوسفند و آلودگی بالای :هدف

 .اشدبمی یسرمهای ملکولی و با روش كشتاری مشهد

نمونه عضله قلب، از گوسفندان كشتارگاه طرقبه واقع در شهرستان  25نمونه خون و  25به طور فصلی،  1396اردیبهشت تا  1395 مردادمنظور از  بدین :کارروش

 سانتریفیوژ جداسازی های خون با استفاده ازدستگاه. ابتدا سرم نمونهگردیدندشناسی منتقل های خون و عضله قلب به آزمایشکاه انگلشدند، نمونهآوری جمعمشهد 

درجه  -20های سرم و عضله تا هنگام آزمایش در داخل فریزر نمونهقرارگرفتند. برداری نمونهمورد  PCR های عضله قلب برای انجام آزمایششدند. سپس نمونه

با  DNA های عضله قلب پس از استخراجنمونه گرفتند و مورد آزمایش الایزا قرار توكسوپلاسمابادی ضد های سرم جهت یافتن آنتینمونه .گراد نگهداری شدندسانتی

 آزمایش شدند.  توكسوپلاسماجهت تشخیص آلودگی   Nested-PCRروشباهای تجاری، استفاده از كیت

 در حالی ،بود زایالا با روش توكسوپلاسماعلیه بادی آنتیگوسفندان كشتاری واجد از یک نمونه سرمی شده، گرفته  نمونه سرمی 100موع جدر این بررسی از م :نتایج

 میزان آلودگی نیشتریبدر این مطالعه  .ادنددنشان Nested- PCR نمونه عضله قلب گوسفندان واكنش مثبت درآزمایش 22كه از همین تعداد نمونه عضله قلب، 

و  زایالا نده توافق ضعیف نتایجدهنشان، مطالعه گردید. همچنین نتایجدر فصل بهار و كمترین میزان آلودگی در فصل تابستان گزارش در عضلات قلب توكسوپلاسما

 . بودروش مولکولی 

خطر آلودگی انسان از طریق گوشت سد رنظر می ، بهتوكسوپلاسمابه  میزان آلودگی قابل توجه عضلات قلب گوسفندان كشتاریبه تعیین با توجه : گیری نهایینتیجه

 .باشدبالا می گوسفندان نسبتاً

 ای پلی مراز، واكنش زنجیرهزایالا، گوسفند، فراوانی، توكسوپلاسما گوندیی :کلمات کلیدی

 .است آزاد منبع ذكر با كامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریكپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایكپ

 رانیمشهد، مشهد، ا یدانشگاه فردوس یدانشکده دامپزشک ،یولوژیگروه پاتوب، یغلامرضا رزم: مسئول سندهینو
 razmi@um.ac.ir : یکیپست الکترون

مقدمه

داشته و قادر به  یانتشار جهان ییتوكسوپلاسما گوند یاختهیتک

عنوان بهگربه سانان  (.8)باشد میخون گرم  واناتیآلوده كردن ح

ند. مراحل اشده شناختهنهایی این تک یاخته  ننازبایمتنها 

 شده و در روده گربه انجام توكسوپلاسماگامتوگونی و اسپوروگونی 

شوند. سپس میبه همراه مدفوع دفع  های غیر اسپورولهستیاووس

عفونت  یمنبع اصل وشده هاگدار  ستیز طیدر محها اووسیست

 زبانیدر م .دنباشیم ارخوعلف واناتیواسط از جمله ح زبانیم یبرا

زوآیت به دو شکل كیست كاذب حاوی تاكی توكسوپلاسماواسط 

 ت،آیزویبراد یحاوواقعی  ستیكدار و های هستهدر داخل سلول

در  یدو راه اصل (.8) شودیم دهید چهیطور عمده در مغز و ماه به

عفونت -1واسط وجود دارد: زبانانیم به توكسوپلاسما انتقال عفونت

هاگدار شده  تیسآب آلوده به اووس ایممکن است با مصرف غذا 
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ممکن است با خوردن گوشت نپخته  ای-2 رخ دهد.توكسوپلاسما 

در  (.8)منتقل شود  توكسوپلاسما یبافت یهاستیك یخام حاو ای

اند كه مصرف محصولات گوشت داده نشان کیولوژیدمیمطالعات اپ

در انسان  توكسوپلاسمابه  یاز منابع عمده آلودگ یکینپخته  ایخام 

 یخوك دارا گوشت گوسفند و بز و وانات،یح انیدر م (.8) است

و بوده  ییتوكسوپلاسما گوندهای ستیكبه  یآلودگ زانیم نیبالاتر

 (.8) دنكنیم یانسان بازدر به عنوان منبع عفونت  یانقش عمده

 قیاز طر توكسوپلاسمابه  انسان یآلودگ یاصل ریمس در حال حاضر،

مطالعات  (.8)باشد آلوده به كیست می نپخته ایگوشت خام خوردن 

آلودگی منظور كاهش  پز، به و پخت و انجمادكه داده است  نشان

كه افزودن  یدر گوشت قابل اعتماد است در حال توكسوپلاسما

 یریثأت گذاریسردخانهو  نییپا PH ه،یادو ،تیترین ای و تراتین

 (.8) ندارد توكسوپلاسما یبافت یهاستیكاز بین رفتن بر زیادی 

 زانیبوده و م بالا نسبتاً رانیدرگوسفندان ا توكسوپلاسماعفونت 

 بزهادرصد و در  31 رانیدر گوسفندان ا توكسوپلاسموز یكل وعیش

گوشت گوسفند  یمصرف بالا هبا توجه ب (.21) باشدیدرصد م 27

 قیاز طرلاسما پتوكسو یانتقال آلودگ رسدیبه نظر م رانیدر ا

 زانیمتعیین  یبررس نیهدف ا بالا باشد. گوشت به انسان نسبتاً

و  یسرم یهابا روش توكسوپلاسمابه ان كشتاری گوسفند یآلودگ

 باشد.یم یمولکول

 کارمواد و روش

از مرداد ماه  یصورت فصلهمطالعه ب نیدر ا :یبردارنمونه

نمونه خون  25 همزمان در هر فصل 1396 اهم بهشتیتا ارد 1395

كه كشتارگاه طرقبه  ینمونه عضله قلب از گوسفندان كشتار 25و 

شد.  داشتند گرفته سال کی ریها جنس نر و سن زاغلب آن

منتقل شد و  یشناسانگل شگاهینمونه خون به آزما یحاو یهالوله

خون  یهانمونه سپس شدند. ینگهدار خچالیشب در  کیبه مدت 

شده و نسبت به  وژیفیسانتر 4000با دور  قهیدق 5-6به مدت 

ها با استفاده از وبیتکرویها به داخل مسرم و انتقال آن یجداساز

 شیتا زمان آزمای حاوی سرم هاوپیکروتیم. دیسمپلر اقدام گرد

 زریداخل فر PCR شیان آزماعضله قلب هم تا زم یهانمونه و زایالا

  .شدند یگراد نگهداریدرجه سانت -20

 ییتوكسوپلاسما گوند یآلودگ یسرمبررسی  :زایالا شیآزما

شهرستان مشهد با روش  یخون گوسفندان كشتار یهانمونه

طبق ، فرانسه( ID.vet)شركت  زایالا تیبا استفاده از ك یسرم

 زریفر خلسرم از دا یهاشد. ابتدا نمونه انجامدستورالعمل شركت 

برسند، همزمان  طیشدند تا به درجه حرارت مح گذاشته رونیب

شروع  یخارج شد. برا خچالیاز  شیجهت انجام آزمانیز  زایالا تیك

 هااز بافر شماره دو به همه چاهک تریلیکروم 90 زایالا شیآزما

 یهادر چاهک بی. آنگاه به ترتدیبا سرسمپلر اضافه گردمیکروپلیت 

A , B 10 و بعد كنترل مثبت  یمنف نترلك یهانمونه تریکرولیم

به داخل  تریکرولیم 10 یو پس از آن از هر نمونه سرم دیگرد اضافه

در  شیمورد آزما تیکروپلیشدند. بعد از آن مریخته ها چاهک

 قهیدق 45گراد( به مدت یدرجه سانت 26تا  21اتاق ) یدما

 نمودنها سه بار با اضافه مرحله چاهک نیشدند. بعد از ا ینگهدار

از كونژوگه  تریکرولیم 100آنگاه  شسته شدند. بافر تریکرولیم 300

در  قهیدق 30مدت  هاضافه و بها یک از چاهک به هرآماده شده 

 عملمرحله  نیند. پس از اتمام اگردید ینگهدار طیشرا نیهم

با محلول مرحله قبل سه بار  مانندها به چاهک تخلیه و شستشو

محلول  تریکرولیم 100ها، چاهک هی. بعد از تخلدیتکرار گردبافر 

در اتاق  قهیدق 15سوبسترا به هر چاهک اضافه شده و به مدت 

 100، مرحله نیشدند. پس از اتمام امرطوب نگهداری  کیتار

محلول متوقف كننده واكنش به هر چاهک اضافه شد و  تریکرولیم

، در طول دریزاریالادستگاه آمده با استفاده از دست ایج بهنتبعد 

 .دیثبت گرد نانومتر خوانده و 450موج 

با عضله قلب  یهانمونه DNAستخراج ا :PCRآزمایش 

، تهران( بر اساس دستورالعمل MBST) یتجار تیاستفاده از ك

استخراج شده با  DNA یهاگرفت: نمونه شركت سازنده انجام

مورد  1989و همکاران درسال  Burg با روش Nested PCRروش 

با استفاده  Nested  (. در مرحله اول روش7) ندگرفت آزمایش قرار

 بر پلاسماتوكسومربوط به  PCR محصولمربوطه،  مرهایپرا نیاز ا

 لیجفت باز تشک 193 به اندازه یدرصد، باند 8/1 ژل آگاروز یرو

های منفی به نسبت یک ، محصول نمونهدوم در مرحلهدهند. یم

به پرایمرهای اختصاصی و برنامه مشابه با  آنگاهبه ده رقیق شده و 

گیرند. در صورت نتیجه قرار می PCRمرحله اول مورد آزمایش 

جفت باز روی ژل پس از انجام الکتروفورز  96مثبت، باندی با سایز 

آلوده  ریغه نمون کی DNAحداقل  PCRدر هر  شد.خواهد ظاهر 

 عنوان كنترل مثبت استفادههآلوده بنمونه و  یعنوان كنترل منفهب

 گردد. یم

آمده با آزمون مربع بدست جیمطالعه نتا نیدر ا :یآمار زیآنال

فصل و آزمون كاپا جهت  عاملبا  یآلودگ یجهت ارتباط فراوان یكا

 . ندگرفتقراراستفاده مورد  آزمون ود یهمبستگمیزان 
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 در گوسفندان كشتاری شهرستان مشهد. توكسوپلاسمادر تعیین آلودگی  زایالاو  PCRمقایسه نتایج آزمایش .1جدول 

 روش آزمایش
 نتیجه آزمایش

 تعداد
 تعداد منفی تعداد مثبت )درصد(

PCR 22 (22درصد) 100 78 

ELISA 1 (1درصد) 100 99 

 
 های عضله قلب گوسفندان كشتاری شهرستان مشهد. در نمونهتوكسوپلاسما   DNAفراوانی فصلی  .2جدول 

 
 در گوسفندان كشتاری شهرستان مشهد. توكسوپلاسماو الایزا در تعیین آلودگی  PCRمقایسه همبستگی نتایج آزمایش  .3جدول

ELISA  

  مثبت منفی

PCR 22 0 مثبت 

 منفی 1 77

 
 ماركر:  Nested-PCR: M در استخراج شده DNAتکثیر  .1 تصویر

DNA50-1000  ،جفت بازNچاهکی، : كنترل منف P : كنترل مثبت

 های مثبت.نمونه 4-1 چاهک، ا( جفت باز193باند  واجد)توكسوپلاسما 

 نتایج

نمونه عضله  100نمونه خون و  100مطالعه تعداد  نیدر ا

دهنده نشان یسرم جینتا .شد گرفته یقلب از گوسفندان كشتار

كه  یبود در حال توكسوپلاسماگوسفندان به یک درصد  یآلودگ

 گوسفندان بهدرصد  22 یدهنده آلودگنشان PCR شیآزما جینتا
 رینر و ز فندانمطالعه تمام گوس نیاست. در ا بوده توكسوپلاسما

 .(1 ریتصو( )1جدول سال بودند ) کی

نمونه عضله قلب از گوسفندان كشتاری در فصول  100تعداد 

گرفتند كه میزان آلودگی قرار PCRمختلف مورد آزمایش 

و در فصل تابستان  زانیمدر فصل بهار بیشترین  توكسوپلاسما

در این  .(2جدول) (>05/0Pگردید )گزارش آنكمترین درصد 

زمون كاپا آبا  PCRو  یسرم آزمونمیزان همبستگی دو  ،سیربر

ار پایین یبس آزمونگرفت كه میزان همبستگی دو مورد ارزیابی قرار

 .(3جدول ( )- =02/0Kappa) بود

 بحث

خون گوسفندان سرم نمونه  100تعداد از مطالعه  نیدر ا

 کیفقط  زایالا با روش شیشهرستان مشهد مورد آزما یكشتار

 .بود توكسوپلاسما هیعل یبادی( واجد آنتدرصد 1) ینمونه سرم

در گوسفندان  سوپلاسماتوك یآلودگ زانیدرباره م یادیمطالعات ز

 2006در سال  Ghazaei .است شده انجامی سرمبا روش  رانیا

 زایالا شیآزما لیسرم گوسفند در شهرستان اردب 200تعداد  یرو

 هیعل یبادیواجد آنت ینمونه سرم( درصد 30) 60داد كه  انجام

 تعداد
PCRنتیجه نتیجه آزمایش 

 فصل تعداد مثبت )درصد( تعداد منفی

 بهار (درصد 44) 11 14 25

 تابستان 0 26 26

 پاییز (درصد 25) 6 18 24

 زمستان (درصد20) 5 20 25

 مجموع درصد( 22) 22 78 100
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و  Hashemzadeh-Farhang(. 10بودند ) توكسوپلاسما

در استان  گوسفندسرم  101تعداد  یرو 2011در سال همکاران 

( نمونه درصد8/24) 25داد كه  انجام زایالا شیآزما جانیآذربا

 Khezri(. 11بودند ) توكسوپلاسما هیعل یباد یواجد آنت یسرم

سرم گوسفند در  368تعداد  یرو 2012در سال و همکاران 

( درصد21 /74) 80داد كه  انجام زایالا شیاستان كردستان آزما

 (.15بودند ) اتوكسوپلاسم هیعل یباد یواجد آنت ینمونه سرم

Asghari  با روش 2009و همکاران در سالIFAT  9/26در 

های سرم مثبت در گوسفندان استان فارس گزارش درصد نمونه

مطالعات  گریحاضر نسبت به د مطالعهی سرم(. نتایج 2مودند )ن

اقلیم آب رسد یم نظرهاست ب دهیكم گزارش گرد اریبا درصد بس

 ریز مطالعه كه عمدتاً نیدر اگوسفندان  بودن سن نییپاو هوایی، 

 یآلودگ نییپا زانیدر مگیری و نر بودند و زمان خون سال کی

. در سایر مطالعات نیز میزان شیوع باشند گزارش شده نقش داشته

توكسوپلاسموز در گوسفندان و بزهای زیر یک سال كمتر از 

(. همچنین مطالعات 14،21،22حیوانات بالغ گزارش شده است )

انجام شده جهت تشخیص توكسوپلاسموز در انسان نشان ی سرم

علت پایین بودن عیار دهد كه خونگیری در اوایل آلودگی بهمی

مطالعه  نیا در(. 13شود )ی معمولاً منفی گزارش میآنتی باد

 ینمونه گوشت عضله قلب از گوسفندان كشتار 100تعداد 

 22رفت كه تعداد گقرار PCR شیمورد آزما زیشهرستان مشهد ن

 شیآزما نیدر ا توكسوپلاسمابه  ی( از نظر آلودگدرصد22نمونه )

شده در بررسی مشابه ملکولی انجام دادند.  واكنش مثبت نشان

ی آلودگ، میزان 2012و همکاران در سال  Rahdarتوسط 

درصد گزارش  14در گوشت گوسفندان به میزان  توكسوپلاسما

و همکاران  Aziziشده توسط (. در مطالعه انجام 19نمودند )

 ننمونه عضله گوسفندان در استا 56تعداد  یرو، 2014درسال 

ها از نظر نمونهدرصد  PCR 38 شیآزمایاری با چهار محال بخت

در مطالعه دیگری  (.3مثبت بودند ) توكسوپلاسما به یآلودگ

میزان  2017و همکاران در سال  Mahami-Oskoueiتوسط 

با  زیشهرستان تبر های گوشت دردر نمونه توكسوپلاسماآلودگی 

ا (. در سایر كشوره18است )شده درصد گزارش  28روش ملکولی 

با روش ملکولی  توكسوپلاسمامیزان آلودگی گوشت گوسفند به 

(، از تركیه به میزان 4درصد ) 4به میزان  سیسوئبه ترتیب از 

 ( گزارش6درصد ) 50( و كشور تونس به میزان 9درصد ) 20

 یفصل یآلودگ زانیم نیبالاتر نیهمچن لعهمطا نیدر اشده است. 

در . دیگرد آن در فصل تابستان مشاهده نیدر فصل بهار و كمتر

 ونیاسپورولاسبارندگی و دمای معتدل هوا انجام  بعلتفصل بهار 

بهتر  نسبت به سایر فصول در خاك وكسوپلاسماتها ستیاووس

های در خاك، شانس و ضمن بقا بیشتر اووسیست انجام شده

همراه علوفه توسط گوسفندان های اسپوروله بهستیاووسخوردن 

 جیبا نتا یبررس نیبدست آمده در ا یفصل جیشود. نتایم شتریب

 نیشده از كشور چ مطالعه مشابه انجام کیآمده در  بدست

 شیآزما نیب یفیارتباط ضع یبررس نی(. در ا23دارد ) یهمخوان

از رسد خونگیری نظر میبه بدست آمد. یو مولکولی سرم

كه واجد عیار  توكسوپلاسماگوسفندان جوان در اوایل آلودگی 

هستند، سبب كاهش  توكسوپلاسمابر علیه  IgGپایین انتی بادی 

در  زایالابا روش  توكسوپلاسماقابل ملاحظه فراوانی آلودگی 

عضله قلب شده  در ای پلیمرازواكنش زنجیرهمقایسه با نتایج 

دلیل های ملکولی بهداد كه روشاست. این نتایج همچنین نشان 

 در یكاربرد بهتر ،یسرم یهابا روش سهیدر مقابالا  تیحساس

مطالعات  (. در1) دنلاشه دارو  هادر بافت توكسوپلاسما صیتشخ

ت و ملکولی جهی سرمهای زیادی استفاده همزمان روش

 شده مادرزادی در انسان انجام توكسوپلاسما یآلودگ صیتشخ

است در اوایل آلودگی امکان  است. نتایج این مطالعات نشان داده

 IgGعلت پایین بودن عیار سرمی بهی سرممنفی بودن آزمایش 

های بسیار زیاد است، برعکس به علت حساسیت بالای روش

در خون و بافت زیاد  توكسوپلاسما DNAملکولی، امکان یافتن 

(. امروزه انجام آزمایش ملکولی در اوایل بیماری 5،12،17است )

به عنوان بهترین روش تشخیص توكسوپلاسموز در انسان توصیه 

 (. 16شود )می

ی نییپا یآلودگ زانیم یسرم شیدر آزما این مطالعه اگرچه

 زانیمگردید ولی با توجه به در گوسفندان گزارش توكسوپلاسمااز 

در عضلات قلب با روش ملکولی  توكسوپلاسمابالای  یآلودگ

آلودگی  انتقال رسد امکاننظر میبه ی،گوسفندان كشتار

 بالا باشد. گوشت به انسان  قیاز طرتوكسوپلاسما 

 یسپاسگزار

برداری و مراحل انجام نمونه آقای حمید عشرتی كه در از

همکاری داشتند تشکر  قیتحقعملیات آزمایشگاهی با این 

با كمک مالی معاونت  41465/3نامه با كد گردد. این پایانمی

 گرفت.انجام مشهدپژوهشی دانشگاه 

 تعارض منافع

 .تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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Abstract 
BACEKGROUND: Toxoplasmosis is one of the most important zoonotic diseases in Iran and the world. 

OBJCTIVES: Due to the high consumption of lamb meat and the high frequency of Toxoplasma infection in sheep in 

Iran, the aim of study was to determine frequency of Toxoplasma infection in the slaughtered sheep of Mashhad area.  

METHODS: In order to do this study, from summer 2015 to spring 2016, 25 blood and 25 heart muscle samples were 

seasonally collected from Torghabae slaughterhouse in Mashhad area. The samples were transferred to parasitology 

laboratory. First, the blood samples were centrifuged and the serum samples were isolated, then a portion of the heart 

muscles sample was taken for PCR examination. The sera and muscles samples were kept at -20 ºC in freezer until 

examination time. The sera samples were examined to detect antibody against T.gondii by ELISA method. DNA of 

heart muscle was extracted by commercial extraction kit and was examined to detect Toxoplasma DNA by nested –

PCR. 

RESULTS: In the present study, of 100 sampled sheep, only 1 (1%) of the serum samples was seropositive, while 22 

(22%) of the DNA samples were PCR positive. In this study, the highest frequency of Toxoplsma PCR-Positive was 

seen in spring and the lowest in summer in sheep. Also, the result of this study showed that the agreement between the 

molecular and EISA method was “fair”.  

CONCLUSIONS: Based on the high frequency of Toxoplasma infection in heart muscle of sheep, it seems that the risk 

of transmission of Toxoplasma infection from sheep meat is high.   
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. The comparison of frequency Toxoplasm infection in slaughtered sheep in Mashhad area by PCR and Elisa by PCR and 

Elisa method. 

Table 2. The seasonal frequency of Toxoplasma DNA in heart samples of slaughtered sheep in Mashhad area. 

Table 3. The correlation rate between ELISA and PCR in determining Toxoplasma infection.in slaughtered sheep in Mashhad area. 

Figure 1. The Nested- PCR amplified products: Lane (M), 50-1000 bp DNA ladder marker; Lane (N), negative control, Lane (P), 

positive control (193 bp); Lane 3-7: positive samples. 
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