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 Toxoplasma gondii شناسائي سويه
در انسان و موش در شهرستان اروميه به 

PCR-RFLPروش

چکيد ه
T.gondii يک کوکس�يدياي روده اي اس�ت و آلودگي به آن در انس�ان و حيوانات خونگرم در سراسر دنيا 
وجود دارد.اين تک ياخته مي تواند س�بب واگيري ش�ديد و تلفات در جنين در حال رش�د، موارد نقص سيستم 
ايمن�ي مانن�د مبتلايان به ايدز و افرادي مبتلا به س�رطان که تحت ش�يمي درماني قرار دارند، ش�ود. هم چنين 
 موجب س�قط جنين در گوس�فند و بز و ايجاد خس�ارات اقتصادي مهم مي گردد. در اين بررسي از روش واکنش 
زنجيره اي پلي مراز)PCR(به منظور تشخيص آلودگي به T.gondii با استفاده از ژن B 1 استفاده گرديد.اين ژن 
در هر س�ه س�ويه توکسوپلاسما که تا به حال مشخص شده اند، وجود دارد.نمونه هاي خون در اين بررسي از 26 
نفر از افراد مشکوک به توکسو پلاسما از آزمايشگاه هاي انساني و نمونه هاي بافت از قلب و مغز 54 قطعه موش 
خانگي در شهرستان اروميه اخذ گرديد. در اين بررسي براي استخراج DNA از روش Fuentes و همکاران1996 
ب�راي نمونه هاي خون انس�ان و از روش Sambrook و همکاران 1989 براي نمون�ه هاي بافت مغز و قلب موش 
 اس�تفاده شد.بعد از رديابي محصولات PCR مشخص گرديد که 19 نمونه آلوده به توکسوپلاسما گوندئي در بين
نمونه هاي اخذ ش�ده وجود دارد )7 نمونه انس�ان و 12 نمونه موش(.نمونه هاي مثبت تحت هضم آنزيمي با آنزيم 
محدودکننده AluI قرار گرفتند که الگوي برش بعد از هضم آنزيمي محصول PCR کاملًا مش�ابه بود که مربوط 
به تيپT.gondii I مي باش�د. اين نتايج نش�ان مي دهد که سويه مشابه از T.gondii مي توانند باعث آلودگي 

در انسان و موش گردد.

کلمات کليد ی: T.gondii، انسان، موش، اروميه، واکنش زنجيره اي پلي مراز، هضم آنزيمي
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مقد مه
T.gondii ی��ک انگل درون سلولي اجباري است که طيف وسيعي 
از حيوان��ات خونگ��رم و انسان را آلوده مي کند)9(.گرب��ه ميزبان نهایي 
توکسوپاسم��ا گوندئي اس��ت و به علت اینکه تنه��ا ميزبان دفع کننده 
اوئوسيس��ت توکسوپاسم��ا در محي��ط اس��ت نقش مهم��ي در چرخه 
زندگ��ي ای��ن انگل دارد.استف��اده از آب و غذاي آلوده ب��ه اوئوسيست و 
گوش��ت خام)خوب پخته نشده(ح��اوي کيست و بلع اوئوسيست به طور 
تصادفي از محيط اطراف سب��ب آلودگي به T.gondii در انسان و دام 
م��ي گردد.آلودگي ب��ه این انگل در انسان در بعض��ی موارد سبب سقط 
و ی��ا عایم کلينيکي شدیدي در جنين، ن��وزاد و افراد با ضعف سيستم 
ایمن��ي شود )9(. اما در اکثر موارد با عائم شدیدی همراه نيست )11(. 
یافت��ه ه��اي اپيدميولوژیکي نش��ان مي دهند که خ��وردن آب و غذاي 
 آل��وده به اوئوسيست مهمترین راه انتقال توکسوپاسما به انسان و سایر 

ميزبان هاي واسط است )24،4(. 
واکن��ش سرمي با بالا رفتن سن افزای��ش مي یابد و به طور معمول 
در ه��ر دو جنس مشابه است)1(.بررسي ه��اي مشابه سرمي آلودگي به 
T.gondii را در44/8 درص��د زنان حامله در ایام )3( 21/1 درصد در 
اصفهان )20( و 19/2 درصد در سبزوار )26( گزارش نموده اند .مطالعات 
 ژنتيک��ی اخير ژنوتيپ های توکسوپاسم��ا را در سه تيپ مشخص قرار 
 م��ی ده��د)15(. این سه تي��پ شامل تيپ ه��ای I، II و III است. این 
PCR- ،تقسيم بندی بر اساس خصوصيات آنها در الکتروفورز ایزوآنزیم ها

  RAPD )Random Amplified Polymorphism(و  RFLP
DNA انج��ام گردیده اس��ت.)6، 7، 8، 15، 21، 33، 36(. بيماری زایی 
سویه ه��ای مختل��ف T.gondiiدر حيوانات گوناگ��ون، متفاوت است 
)22(. تشخي��ص ارتب��اط بين شدت بيماری زایی و ن��وع بيماری ایجاد 
ش��ده و سویه انگ��ل در درمان موفق بيماری اهمي��ت بسيار دارد )34(. 
آناليز ژنتيکی سویه ها مشخص نموده است که تکثير T.gondiiعمدتاً 
به شکل کلونال،غيرجنسی و یا توليدمثل جنسی تک والدی است )33(. 
گزارش ه��ای مختلف از آناليز سویه هاي جدا شده از موش و کشت در 
محي��ط خارج بدن نشان داده است که تي��پ II در بين این ژنوتيپ ها 
نسب��ت به بقيه شایع تر اس��ت )8 ،17 ،32،27،26،18(. هدف ازبررسي 
حاضر بررسي آلودگي به توکسوپاسما گوندئي در انسان و موش خانگي 

با روش PCR و تفریق سویه ها با روشRFLP است.
 

مواد و روش کار 
نمونه ها 

نمون��ه های خ��ون از 19 زن و 7 مرد )جمع��اً 26 نفر( در محدوده 
 T.gondii سنی 11 تا 38 سال با نتایج سرمی مثبت از نظر آلودگی به 
)16 نفرIgG مثبت و10 نفر IgGوIgM مثبت( از خرداد ماه سال 89 
ت��ا آبان ماه س��ال 89 از آزمایشگاه هاي انسان��ي تهيه شد و نمونه هاي 
م��وش از بافت قلب و مغز 54 قطعه موش خانگي به صورت تصادفی در 

محدوده زمانی فوق جمع آوري گردید.

Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) 96 pp: 29-34

Identification of Toxoplasma gondii strain in human and mouse in Urmia by PCR-RFLP
By: M. Tavasoli, Professor of Veterinary Faculty. Urmia University, (Corresponding Author; Tel: +989144462598), 
Ghorhbanzadegan M. Veterinary Faculty, Urmia University, Esmailnejad B. PhD. Student of Veterinary Faculty 
Urmia University, Mardani K. and Hosseinzadeh S. Veterinary Faculty Urmia University.
Infection by Toxoplasma gondii is widespread inhumans 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 (PCR) for 
detection of the pathogenic protozoan T. gondii based on its B gene. The B gene is present and conserved in all six 
T. gondii strains identified to date. For this purpose 26 suspected human’s blood samples and 54 mice brain and heart 
were collected from Urmia. In this study, PCR was performed using the previously described primers (Homanet 
al 2000), which were designed to detect the B gene of T. gondii. The targeted B 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 AluIrestriction enzyme of the fragments amplified. The results indicated 
19 positive samples (7 human and 12 mouse samples). The 529bp fragment was generated in all positive samples 
tested and one RFLP patterns were obtained. The results indicated that the same strain of T. gondii can infect human 
and mouse in surveyed region.

Key words: Toxoplasma gondii, Human,mouse ,Urmia, PCR-RFLP
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 DNA روش استخراج
براي استخ��راج DNA از نمونه هاي خ��ون از روش ارائه شده توسط 
Fuentes و همک��اران )10( و از نمونه هاي بافت از روش ارائه شده توسط 

Sambrook و همکاران استفاده شد)30(.

 PCR روش انجام
براي انجام PCR از کيت شرکت سيناژن )PCR Master Kit( طبق 

دستور کارخانه سازنده بایک جفت پرایمر
3'-CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-5'"

و
 3'-CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT -'5 

 T.gondii B1 ب��راي تکثير قطعه 529 جفت باز از ژن مربوط به ژن
استف��اده شد)17(. واکن��ش PCR و برنامه دمایی آن مطابق روش توصيف 
شده توس��ط Homan و همکاران انجام گرف��ت )17(. محصول PCR با 
استف��اده از ژل آگ��ارز 2 درصدالکتروف��ورز شد. محص��ولات PCR بدست 
 AluI آم��ده طبق دستور کارخانه سازنده تحت تآثي��ر آنزیم محدودکننده

)سيناژن، ایران( مورد هضم آنزیمی قرار گرفتند. 

نتايج
بع��د از ردیابي محصولات PCR مشخص گردید که 19 نمونه آلوده به 
T.gondiiدر بين نمونه ه��ای اخذ شده وجود دارد )7 نمونه خون انسان 
و 12 نمونه بافت قلب و مغز موش( )شکل 1(. نمونه های مثبت انسانی در 
PCR متعل��ق به 10 نمونه ی سرم��ی IgM و IgG مثبت بود. نمونه هاي 

مثبت تحت هض��م آنزیمي با آنزیم محدودکننده AluI قرار گرفتند. نتایج 
 AluI 529 با آنزیم bp هض��م آنزیمی مشخ��ص نمود که در برش قطع��ه
بانده��اي مشابه )bp ،364 bp 87 و bp 78( بدست آمد )شکل 2(. لذا با 
توج��ه به نتایج و الگوهای ب��رش بدست آمده 19 نمونه جدا شده مربوط به 

یک سویه می باشند. 

بحث
 مشاه��ده تيت��ر ب��الا رون��ده در اف��راد داراي ایمن��ي طبيع��ي، یعني 
 آزمایش ه��اي متوالي سرم��ي، تشخي��ص توکسوپاسم��وز را امکان پذیر 
مي سازد هر چند تفسير نتایج حاصله در مورد افراد با ضعف سيستم ایمني؛ 
جني��ن و ن��وزادان سخت است. در این مورد استف��اده از کشت سلول و نيز 
تلقي��ح به حيوان��ات آزمایشگاهي و یا استف��اده از روش هاي مولکولي مثل 
PCR ب��راي تایيد تشخيص کاربرد دارد)PCR .)10 که در آن قطعه اي از 
DNA ژن��وم T.gondii قابل شناسای��ي است به دليل حساسيت کافی و 
اختصاصی بودن آن و نيز حصول سریع نتيجه از سایر روش های تشخيصی 
فعلی نتایج بهتری دارد و در تشخيص T.gondiiدر بافت ها کاربرد دارند 

.)35،13(
گزارش هاي مختلف از مقایسه روش هاي مختلف تشخيصي و آلودگي 
ب��ه توکسوپاسم��ا در نقاط مختلف دني��ا و ایران با استف��اده از روش هاي 
مختل��ف وج��ود دارد )32،31،29،12،9،2(روش PCR بویژه در تشخيص 
زود هنگ��ام توکسوپاسموز کارآمد می باشد. نمونه خون در دسترس ترین 
 نمونه جهت انجام آزمایش PCR در تشخيص در نمونه های انسانی و دامی 
می باشد. هر چند تشخيص توکسوپاسموز از طریق نمونه های خون نتایج 

شکل 1- چاهک شماره 1 مارکرbp 50، چاهک شماره 2 کنترل مثبت،
)529 bp( چاهک شماره 3 کنترل منفي و چاهک شماره 10-4 نمونه هاي مثبت
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شکل 2- نتايج هضم آنزيمي با آنزيم چاهک شماره 1 مارکر bp 50،چاهک شماره2 نمونه مثبت هضم نشده 
)78 bp 87 و bp، 364 bp(و چاهک شماره 9-3 نمونه هاي هضم شده

گوناگون نشان می دهد. این تفاوت ها به مدت حضور و دوام انگل در خون 
بستگ��ی دارد. حضور و دوام توکسوپاسما در خون ميزبان به سویه و شکل 
ورود انگ��ل به بدن نيز بستگ��ی دارد. آلوده سازی حي��وان با تاکی زوئيت، 
برادی زوئيت و اسپوروزوئيت بر روی زمان ورود انگل به خون و ميزان دوام 
آن تاثير مشهود دارد. به عنوان نمونه در نمونه سرم موش هایی که به روش 
داخ��ل صفاقی ب��ه توکسوپاسما آلوده شده اند، 18 ساع��ت پس از تزریق 
انگ��ل با روش PCR قابل تشخيص است )16(.تشخيص توکسوپاسموز در 
انسان، ام��روزه در مبتایان به ایدز و دریافت کنندگان پيوند مغز استخوان 
اهمي��ت زیاد یافته است. ام��ا نتایج PCR آنها متفاوت بوده است. علت این 
موضوع مشخص نبودن زمان دقيق آلوده شدن بيماران است. پژوهش حاضر 
 PCR در انسان و موش با روشT.gondii ب��ه منظور بررسی آلودگی ب��ه
و تشخي��ص سویه های مختلف در منطقه اروميه انجام پذیرفته است. نتایج 
نش��ان دهنده آلودگی 19 نمون��ه )7 نمونه خون انس��ان و 12 نمونه بافت 
قل��ب و مغز موش( است. نتای��ج حاصل از هضم آنزیمی ني��ز نشان داد که 
ه��ر 19 نمونه ج��دا شده به یک سوی��ه تعلق دارند. علت ک��م بودن تعداد 
 نمونه هاي آلوده انساني قابل تشخيص در بررسي حاضر در مقایسه با سایر 
گ��زارش ه��ای سرولوژیک در ای��ران ميتواند به دليل استف��اده از دو روش 
تشخيص��ي مختل��ف و نق��اط ضعف��ي همچ��ون پایين ب��ودن حساسيت و 
اختصاصي��ت، ثب��تِ نتایج مثبت و منفي ک��اذب در روش هاي سرولوژیکي 
باش��د)5(. پرایمرهاي مختلف بر اساس ژن ه��اي P 30، B 1 و ریبوزومال 
 B 1 در مطالع��ات مختلف ت��ا به امروز استفاده شده اند )13،6(. ژن DNA
و ریبوزوم��ال DNA به دليل تعدد کپی های آنه��ا در ژنوم توکسوپاسما 
آنه��ا را جهت تکثير در PCR مناسب نم��وده است)21(. ژن B 1 در ژنوم 

T.gondii 35 بار تکرار گردیده  است )14،6(. استفاده از این ژن مزایای 
زی��ادی دارد. در مقایس��ه پرایمره��ای ژن P 30 نسبت ب��ه ژن B 1 کمتر 
 P، DNA 30 اختصاصي هستن��د و مشخص گردیده که پرایمره��ای ژن
گون��ه هاي نوکاردی��ا )23( و Mycobacterium tuberculosis را هم 
تکثي��ر مي دهند)25( درحالي که پرایمرهای مربوط به ژن B 1 گونه های 
مختل��ف قارچی و باکتریای��ی را تکثير نمی نماین��د)21(. استفاده از روش 
PCR براساس ژن B 1 ویژگی بالا و حساسيت زیادی در تکثير و تشخيص 

T.gondiiدارد)21(.
در بررسی حاضر از قطعه bp 529 ژن B 1 به عنوان هدف در واکنش 
PCR استف��اده شد. این قطعه بوسيله سایر محققي��ن نيز استفاده گردیده 
اس��ت)11(. دليل استف��اده از این قطعه آن است که 300-200 بار در ژنوم 
T.gondiiتک��رار شده و نيز بيشترین حساسيت را درPCR ژن B 1 دارد 

.)11(
در مطالع��ه حاضر از نمونه خ��ون به منظور مشخ��ص نمودن آلودگی 
ب��ه T.gondiiدر انس��ان استفاده شد. Howe و همک��اران 1997 نيز به 
منظ��ور جدا س��ازی انگل از خ��ون و مایع مغزی نخاعی بيم��اران مبتا به 
توکسوپاسموز استف��اده نمودند. آنها در تست PCR از 72 نمونه آزمایش 

شده در 68 نمونه موفق به جدا سازی T.gondiiشدند)19(.
توسل��ي و همک��اران )1388( در بررس��ي آلودگي ب��ه T.gondiiدر 
حيوان��ات مختل��ف در شهرستان ارومي��ه آلودگي به یک سوی��ه را گزارش 

نمودند)1(.
نتای��ج هضم آنزیم��ي در نمونه هاي مثبت ای��ن بررسي در برش قطعه

 I ی��ک الگو به دست آم��د که مربوط ب��ه تيپ AluI 529 ب��ا آنزی��م bp

شناسايی سويه ...
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T.gondii مي باشد)10(. این نتایج نشان مي دهد که سویه هاي مشابه از 
T.gondiiم��ي توانند باعث آلودگي انسان و موش گردند. به دليل اهميت 
ای��ن انگل در ایجاد عوارض در انس��ان و ایجاد خسارات اقتصادي در دام ها 
پيشنهاد مي گردد به همراه تست PCR آزمایشات سرولوژي با تعداد بيشتر 
 نمونه انج��ام شود. هم چنين بررسي هاي تکميل��ي مانند تعيين توالی ژن

B 1 توکسوپاسماه��ای جدا شده از انسان و سایر حيوانات نيز انجام پذیرد 
تا ژنوتيپ هاي مختلف انگل بویژه ژنوتيپ هاي غالب و مشترک بين انسان 

و حيوان مشخص گردد
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