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چکید ه 

 ،)Toxoplasma gondii( توکسوپلاسموسیس از مهم ترین بیماری های مشترک بین انسان و حیوان است که عامل آن توکسوپلاسما گوندیی
است. روش های  گوسفند  در  علل عمده سقط  از  )Toxoplasmosis( یکی  توکسوپلاسموسیس  می باشد.  اجباری،  داخل سلولی  انگل  یک 
گوناگونی نظیر کشت انگل، روش های سرولوژیکی و مولکولی جهت بررسی نمونه ها از نظر آلودگی به عفونت توکسوپلاسمایی مورد استفاده 
قرار می گیرند. هدف از این مطالعه ارزیابی واریته تخفیف حدت یافته رازی توکسوپلاسما در تشخیص آلودگی به توکسوپلاسما  با استفاده 
از روش سرولوژیک در مقایسه با روش مولکولی می باشد. برای دستیابی به این هدف نمونه های خون از  184 راس گوسفند از دامداری های 
شمال استان فارس که دارای سابقه سقط طی یک سال گذشته بودند، جمع آوری شد. نمونه ها برای تشخیص آنتی بادی علیه توکسوپلاسما 
گوندیی با روش مولکولی و کیت تجاری الیزا و تست آگلوتیناسیون بررسی شدند. نتایج بدست آمده نشان داد که 21 درصد گوسفندان مورد 
آزمایش  با روش الیزا و 24 درصد با تست آگلوتیناسیون مستقیم مثبت شدند. تفاوت روش آگلوتیناسیون با کیت تجاری الیزا طبق آزمون 
مک نمار معنی دار نبوده و از نظر آزمون کاپا نیز توافق  دو روش خیلی خوب بود ، با این وجود، نتایج PCR برای همه نمونه ها منفی شد. 
آزمایش آگلوتیناسیون مستقیم جهت تشخیص آلودگی توکسوپلاسما در گوسفندها تستی ساده، سریع و از لحاظ اقتصادی به صرفه است. نتایج 
این مطالعه اثبات می کند علی رغم کاهش حدت واریته توکسوپلاسما ارزش تشخیصی آن همچنان پابرجاست و می توان از آن برای استفاده 

در روش های سرولوژیک جهت تشخیص آلودگی به توکسوپلاسما استفاده نمود.  

كلمات كلیدی: توکسوپلاسما گوندیی، آزمایشات سرولوژیک، آگلوتیناسیون مستقیم، PCR، گوسفند
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Toxoplasmosis is the most common parasitic zoonosis world-wide, which caused by the protozoan parasite, Toxoplasma 
gondii. Toxoplasmosis is the main cause of abortion in sheep. There are different ways for the diagnosis of toxoplasma 
infection  such as cell culture, serological and molecular tests. The aim of this study was the evaluation of variety of 
T. gondii which produced in Shiraz, Razi Institute for the diagnosis of toxoplasmosis by direct agglutination test  in 
compare with ELISA and molecular test. Blood samples were collected from 184 ewes with a history of abortion in north 
of Fars province, Iran. Samples were investigated with molecular and serological (consist of ELISA and direct agglu-
tination test) assays for detection of toxoplasmosis. Results showed that the rate of positive sera by use of  commercial 
kit and  agglutination test were  21% and 24%  respectively. The McNamara analysis showed no significant difference 
between agglutination and ELISA tests and the results of Kappa analysis showed a very good agreement between of 
these two serological assays. Nevertheless, all samples were negative by molecular assay. The direct agglutination test 
was showed to be an appropriate, simple, fast and economical test for toxoplasmosis diagnosis in sheep. In conclusion, 
the results of present study confirmed despite the attenuation of virulence of Razi variety of Toxoplasma gondii it could 
be suitable for serological diagnosis of toxoplasmosis.
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مقدمه
مشترک  آلودگی  عوامل  رایج ترین  از  یکی  گوندیی  توکسوپلاسما 
می باشد.  توکسوپلاسموزیس  بیماری  عامل  یعنی  جهان  در  دام  و  انسان 
توکسوپلاسما گوندیی یک تک یاخته اجباری درون سلولی از شاخه اپی 
بافت ها در  انواع  آلوده سازی  به  قادر  یاخته  این تک  کمپلکسا می باشد. 
وحشی  و  اهلی  حیوانات  انسان،  جمله  از  خونگرم  جانوران  انواع  بدن 
می باشد که از این نظر به عنوان یکی از موفق ترین تک یاخته های انگلی 

دنیا معرفی می شود )7(.
آلودگی ناشی از توکسوپلاسما سالانه خسارات هنگفتی بر اثر سقط 
جنین دام ها، مرگ و میر انسان ها و عوارض ایجاد شده در افراد آلوده 
و هزینه های درمان و غیره به اقتصاد کشور و مردم وارد می کند. یکی 
از بزرگ ترین مشکلاتی که بیماری ناشی از این انگل در صنعت پرورش 

گوسفند ایجاد می کند، سقط جنین است.
پز  نیم  و  خام  آلوده  گوشت  مصرف  انسان،  در  عفونت  اصلی  راه 
حیواناتی مثل گوسفند می باشد )15(. شیوع آلودگی به انگل توکسوپلاسما 
گوندیی  در انسان بسته به مناطق مختلف آب و هوایی متفاوت می باشد 
به طوری که در کشور ایران در مناطق شمالی بالای 70 درصد، در مناطق 
گرم و خشک در حد 39 درصد و در مناطق گرم و مرطوب 35 درصد 
گزارش شده است )2، 17(؛ همچنین شیوع آلودگی در گوسفند 33 درصد 

گزارش شده است. )17(. در مطالعات انجام گرفته بر روی میزبانان واسط 
این رو  از  می باشد  بالاتر  بقیه  از  گوسفند  در  توکسوپلاسموسیس  شیوع 
تشخیص و آگاهی از وضیعت الودگی در گوسفند نقش مهمی در کنترل و 

پیشگیری آلودگی در انسان وگسترش آلودگی دارد )17(
مانند  سرولوژیك  روش های  و  مولكولی  تشخیص  روش های 
آگلوتیناسیون مستقیم، ایمونوفلورسانس و الیزا از روش های بسیار خوب 
این  از  هدف  می شوند.  محسوب  گوندیی  توکسوپلاسما  برای  تشخیصی 
مطالعه بررسی ارزش تشخیصی وریته ای جدیدی از توکسوپلاسما گوندیی، 
برای تشخیص سرولوژیکی توکسوپلاسموزیس در مقایسه با  کیت تجاری 
الیزا وروش مولکولی در گوسفند می باشد. شایان ذکر است که این واریته 
قدرت  و  واریته  این  وکاهش حدت  است  شده  تولید  رازی  موسسه  در 
ایمنی زایی ان در مطالعات پیشین نشان داده شده است )1(. به عبارت 
دیگر در این مطالعه بررسی می کنیم که ایا تخفیف حدت واریته جدید 

توکسوپلاسما روی آنتی ژنهای تشخیصی آن تاثیر داشته است یا نه ؟ 

مواد و روش ها

سابقه  با  ماده  گوسفندهای  خون  نمونه   184 تعداد  بررسی  این  در 
سقط از دامداری های شمال استان فارس جمع آوری گردید. خون گیری با 
استفاده از ونوجكت و سرنگ استریل از سیاهرگ گردنی حیوانات انجام 
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شده  منتقل  آزمایشگاه  به  نمونه ها سریعا  شدند.  و شماره گذاری  گرفت 
نمونه ها دوقسمت شدند یک نمونه خون کامل جهت آزمایش مولکولی در 
دمای 20- درجه سانتی گراد نگهداری شدند و قسمت دیگر جهت تشكیل 
لخته به مدت یك ساعت در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد قرار داده شد. 
پس از آن نمونه ها با دور 2500 به مدت 10 دقیقه، سانتریفیوژ شده و سرم 
جدا گردید. سرم حاصله به میکروتیوب های استریل منتقل شده و تا زمان 

انجام آزمایش در دمای 20- درجه سانتی گراد نگهداری شدند.
جهت تهیه آنتی ژن برای انجام آزمایشات سرولوژیکی، واریته تخفیف 
حدت یافته توکسوپلاسما گوندیی و سویه RH به روش دوبئی و همکاران 
)1988(، بر روی رده سلولی Vero، کشت داده شدند. به این صورت که 
تاکی زوئیت ها به همراه محیط کشت DMEM، حاوی 2 درصد سرم جنین 
گوساله به فلاسک کشت سلولی اضافه گردیدند. آنتی بیوتیک پنی سیلین 
آمفوتریسین 100(و ضدقارچ   µg/ml( استرپتومایسین    ،)10,000  U/ml( 

)25µg, In vitrogen; USA( نیز اضافه شد و فلاسک ها در شرایط دمایی  

تاکی زوئیت های  نگهداری شدند.   CO 2 37 درجه سانتی گراد و 5 درصد 
 4 فرمالین  با  و شمارش،  سانتریفیوژ  از  بعد  شده،  جمع آوری  شده  آزاد 

درصد کشته شدند.
 ID Screen®) سازنده  شرکت  دستورالعمل  طبق  الیزا  آزمایش 

Toxoplasmosis Indirect Multi-species) انجام گرفت. 
برای انجام آزمایش آگلوتیناسیون از سرم ها رقت های مختلف )1:10 
،1:20 ، 1:40 و 1:80( تهیه شد. سپس به هر چاهک 25 میکرولیتر سرم 
شدن  جدا  برای  گردید.  اضافه   )2ME( مركاپتواتانول   -2 میکرولیتر   25 و 
پیوندهای دی سولفیدی، پلیت ها به مدت 5 دقیقه در محیط قرار گرفتند. 
تاکی زوئیت   6×105 محتوی  )که  میكرولیتر   50 به هر چاهك  آن  از  پس 
است( از آنتی ژن توکسوپلاسماگوندیی تخفیف حدت یافته  اضافه شده و 
24 ساعت درانكوباتور 37 درجه سانتی گراد قرار گرفت. روز بعد نتایج 
قرائت گردید. رقت  1:20 به عنوان نمونه مثبت در نظر گرفته شد .این 
رقت براساس بررسی اولیه  و بیشترین توافق موارد مثبت و منفی نتایج 

ارزیابی واریته تخفیف حدت یافته رازی توکسوپلاسما در ...

شکل 1- توکسوپلاسماگوندیی رها شده از سلول vero :تاكی زوئیت های توکسوپلاسماگوندیی شبیه دانه های برنج رها شده از سلول vero بزرگنمایی ×100
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پلیت  تعیین گردید. در هر  الیزا  اگلوتیناسیون و کیت تجاری  بین روش 
نمونه  یك  همراه  به  سرم  نمونه  چاهک(  دو  نمونه  هر  )برای   46 تعداد 
شاهد مثبت و یك نمونه منفی مورد آزمایش قرار گرفت. در صورتی که 
کف چاهک کاملًا پوشیده از رسوب می شد، به عنوان مورد مثبت در نظر 

گرفته می شد. برای سویه RH نیز به همین ترتیب عمل شد )5(.  
 DNA (CinnaGen استخراج  کیت  از  استفاده  با  همزمان،  طور  به 
با   PCR آزمایش  و  گردید  جداسازی  خون  نمونه های   از  ژنوم   ،(Inc
Tox1: 5'-CGGAAATAGAAAGCCAT- پرایمرها  از  یاستفاده 
Tox2: 5'-ACGGGCGAG- و     'GAGGCACTCC– fluorescein-33

توکسوپلاسما   B1 ژن  به  مربوط   'TAGCCCTGAGGAGAT–ph-3
گوندی انجام پذیرفت )4(. 

ارزیابی آماری
نتایج حاصل توسط دو روش آنالیز آماری كاپا (Kappa Test) و مك 

نمار (McNemar) مورد مقایسه قرار گرفتند.

نتایج
نتایج کشت سلولی 

 Vero به رده سلولی  تاکی زوئیت ها  اضافه شدن  از  روز  از سه  پس 
تخریب سلولی مشاهده گردید که به دلیل رشد انگل در سلول بود. بعد 
از تخریب 80 درصد سلول، تاکی زوئیت های رها شده که به شکل دانه 

برنج بودند، جمع آوری شدند )شکل 1(.

نتایج آزمایشات سرولوژیکی
نتایج آزمایش الیزا با کیت تجاری

بر اساس آزمایش الیزا که توسط کیت تجاری الیزا بر روی 184 نمونه 
سرم گوسفند انجام گرفت، تعداد 38 رأس از گوسفندها از  نظر آنتی بادی 
ضد توکسوپلاسماگوندیی مثبت و 146 رأس نیز منفی تشخیص داده شدند 

)شکل 2( )جدول 1(.
نتایج آزمایش آگلوتیناسیون

گوسفند،  سرم  نمونه   184 روی  بر  آگلوتیناسیون  آزمایش  اساس  بر 

تعداد 44 رأس از گوسفندها از  نظر آنتی بادی ضد توکسوپلاسما گوندیی 
مثبت، و 140رأس نیز منفی تشخیص داده شدند )شکل 3( )جدول 1(.

نتایج مقایسه دو روش سرولوژیکی
بر اساس روش آماری آزمون كاپا دو روش مذكور دارای توافق خیلی 
خوب در تشخیص آلودگی بودند و در ضمن در آزمون مك نمار نیز دو 
را  معنی داری  تفاوت  بیماری  مثبت  موارد  تشخیص  در  فوق  الذكر  روش 

نشان ندادند )دامنه اطمینان  95 درصد(. 

حساسیت و ویژگی 
همچنین مشخص شد که حساسیت روش آگلوتیناسیون با استفاده از 
آنتی ژن تخفیف حدت یافته توکسوپلاسما گوندیی 86/36 درصد و ویژگی 
این روش 95/89 درصد در مقایسه بانتایج کیت استاندارد الیزا  می باشد.

PCR نتایج آزمایش مولکولی
ارائه شده  مولکولی طبق روش  آزمایش  برای تمام184 نمونه خون  

انجام گردید. نتیجه ی آزمایش PCR همه ی نمونه ها منفی بود.

 بحث
ایرانی  واریته  آنتی ژنی  خاصیت  ارزیابی  حاضر  مطالعه  از  هدف 
توکسوپلاسما گوندی در تشخیص آنتی بادی های ضد توکسوپلاسما گوندی 
با روش آگلوتیناسیون بود. این واریته در مطالعات پیشین طی پاساژهای 
ایمنی زایی  خاصیت  و  بود  شده  تولید  شیراز  رازی  موسسه  در  متوالی 
خوبی را بروز داده بود )1(. از انجایی که حدت این واریته کاملا کاهش 
ارزش  روی  کاهش حدت  این  آیا  که  شود  بررسی  بود  لازم  است  یافته 

تشخیصی این واریته تاثیر دارد یا نه.  
استفاده  مختلفی  روش های  از  توکسوپلاسموزیس  تشخیص  برای 
می شود که ارجحیت با روشی می باشد که در کنار سریع بودن فرآیند، ارزان 
رایج تشخیص  از تست های سرولوژیکی روش  استفاده  باشد.  نیز  قیمت 
آلودگی به توکسوپلاسما محسوب می شود )21(، و روش آگلوتیناسیون به 
عنوان روشی سریع و آسان محسوب می گردد که برای گوسفند حساسیت 

الایزای غیر مستقیم )درصد(آگلوتیناسیون اصلاح شده )درصد(

)21 درصد( 38)24 درصد(44نمونه های مثبت

 )79 درصد( 146)76 درصد(140نمونه های منفی

184184جمع كل

 جدول 1-  نمونه های مثبت و منفی دو روش سورولوژیک مورد استفاده

روش مورد استفاده
نمونه
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شکل 2- نتایج آزمون الیزا. آزمایش الیزا برای همه نمونه ها با استفاده از کیت تجاری و طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت

شکل 3- پاسخ مثبت و منفی تست آگلوتیناسیون. دو ردیف بالا مربوط به سرم منفی با رقت های مختلف و دو ردیف پایین سرم مثبت، ردیف آخر رقت مختلف آنتی ژن با سرم 

مثبت می باشد.

ارزیابی واریته تخفیف حدت یافته رازی توکسوپلاسما در ...
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بالایی را داراست )18(. در طی دو دهه اخیر روش آگلوتیناسیون قابلیت 
خود را به عنوان یك تست حساس، اختصاصی، ساده، سریع و ارزان نشان 
داده است )9(. این تست نیاز به هیچ  گونه دستگاه گران  قیمت نداشته، 
روشی ساده دارد و به راحتی در هر آزمایشگاه ساده ای قابل انجام است. 
آگلوتیناسیون  روش  از  كه  آزمایشاتی  غالب  در  نیز  لازم  آنتی ژن  مقدار 

استفاده می كنند به ازای هر چاهک 50 میكرولیتر می باشد )6(. 
روش  ارزیابی  برای  مطالعه  این  در  شده  بیان  مطالب  به  توجه  با 
نتایج  که  گردید  استفاده  مقایسه  برای  الیزا  روش  از  آگلوتیناسیون، 
روش  که  داد  نشان  حاضر  تحقیق  نتایج  آمد.  دست  به  رضایت بخشی 
آگلوتیناسیون با استفاده از واریته تخفیف حدت یافته  در شناسایی میزان 
آلودگی به توکسوپلاسما گوندی به خوبی با روش الیزای غیر مستقیم که 

با استفاده از کیت تجاری انجام شده بود رقابت می کند.
توافق  دارای  مذكور  روش  دو  كاپا  آزمون  آماری  روش  اساس  بر 
نیز  نمار  مك  آزمون  در  در ضمن  و  بودند  آلودگی  تشخیص  در  مناسبی 
دو روش فوق  الذكر در تشخیص موارد مثبت بیماری تفاوت معنی داری 
را نشان ندادند. نتایج نشان داد كه دو روش در 38 مورد مثبت دارای 
توافق و در 140 مورد منفی نیز دارای تطابق بودند. همچنین حساسیت 
این مطالعه 86.36 درصد به دست آمد، ویژگی  روش آگلوتیناسیون در 
این روش نیز 95.89 درصد ارزیابی گردید، که نشان دهنده مناسب بودن 
این روش به عنوان یک روش تشخیصی می باشد، همچنین در مطالعات 
قبلی  مشخص شده که حساسیت این روش برای گوسفند بالای 85 درصد 
می باشد )14، 19(. از سوی دیگر طبق نتایج آماری مک نمار، بین نتایج دو 
روش به کار رفته تفاوت معناداری دیده نشد و با توجه به اینکه روش 
بررسی سرولوژیکی  برای  بالا  با حساسیت  مرجع  عنوان روشی  به  الیزا 
نیز  توکسوپلاسما گوندی به کار می رود، می توان روش آگلوتیناسیون را 
به عنوان روش تشخیصی بسیار مناسبی برای این تک یاخته معرفی نمود.

نتایج این مطالعه نشان داد که تخفیف حدت این واریته  توکسوپلاسما 
در ارزش تشخیصی ان تاثیر معنی داری ندارد این یافته مشابه مطالعه ای 
آزمایشگاه  در  تخفیف حدت یافته،  کانینوم  مورد  نئوسپورا  در  که  است 
آن  در  است  گرفته  انجام  شیراز  شعبه  رازی  مؤسسه  در  نئوسپورا  ملی 
مطالعه نیز واریته تخفیف حدت یافته نئوسپورا ارزش تشخیصی خود را 
واریته  با  آگلوتیناسیون  روش  نیز   بررسی  ان  در  بطوری که  کرد  حفظ 
تخفیف حدت یافته نئوسپورا کنینوم  به عنوان روشی  مناسب در مقایسه 

با روش الیزا معرفی گردید. )20(.
نتایج مطالعات پیشین نشان دهنده شیوع 20 تا 35 درصدی آنتی بادی 
این   ،)17( است.  فارس  استان  گوسفندان  در  گوندیی  توکسوپلاسما  ضد 
دام های  در  تک یاخته  این  به  آلودگی  بالای  شیوع  نشان دهنده  موضوع 
کشور ایران می باشد؛ که این موضوع لزوم یک روش تشخیصی سریع را 

نشان می دهد.
شناسایی آنتی بادی تولید شده برعلیه توکسوپلاسما گوندیی در سرم، 
یکی از روش های رایج تشخیص توکسوپلاسموزیس می باشد. وجود برخی 
شناسایی  قابل  ایمنوگلوبولین های  متفاوت  پایداری  جمله  از  مشکلات 
توسط آنتی ژن های مورد استفاده در این روش ها، بروز نتیجه مثبت کاذب 
با مشکل  این آزمایشات را  نتایج  از آنتی بادی های طبیعی، تفسیر  ناشی 
مواجه می کند. اکثر این مشکلات به دلیل نوع آنتی ژن به کار رفته جهت 

نتایج موفقیت آمیز  با توجه به  تشخیص سرولوژیکی می باشد )13، 16(. 
به  گوندیی  توکسوپلاسما  یافته  حدت  تخفیف  تاکی زوئیت  از  استفاده 
روش انجام شده در این مطالعه، می توان این تاکی زوئیت ها را به عنوان 

آنتی ژنی مناسب برای تشخیص های سرولوژیکی معرفی نمود.
با کیت  این مطالعه روش سرولوژیکی آگلوتیناسیون در مقایسه  در 
تجاری الیزا و روش PCR انجام گرفت. نتایج مولکولی برای همه نمونه ها 
منفی شد. مطالعات گونیم و همکاران )2010(، نیز نتایجی مشابه با نتایج 
این مطالعه به دست آورد. همچنین کورناکا و همکاران )2016(، آزمایش 
سرولوژیکی الیزا و آگلوتیناسیون را با PCR مورد مقایسه قرار دادند، که 
با وجود مثبت شدن حدود 88% از نمونه ها از نظر سرولوژی، فقط %18.6 
برای PCR مثبت ارزیابی شدند. به علاوه، لوپتاکووا و همکاران )2015(، 
نیز نمونه های سرم مثبت گوسفند را مورد ارزیابی مولکولی قرار دادند 
DNA توکسوپلاسما  از 25 گوسفند سرم مثبت،  تنها در 5 نمونه خون  و 
با  توکسوپلاسموسیس  تشخیص  معمولا  نمودند.  مشاهده  را  گوندیی 
روش های سرولوژیکی انجام می گیرد و مثبت شدن این روش ها لزوما به 
معنی حضور ژنوم انگل در همه بافت ها و اندام میزبان نمی باشد )22(؛  از 
طرفی هومان و همکاران )2000(، پیشنهاد داده اند که بدست آمدن نتایج 
منفی در PCR می تواند به دلیل حضور DNA میزبان و خطا در پروسه 
اهمیت  حائز  نیز  موضوع  این  باشد.   DNA استخراج  در  بخصوص  کار، 
است که پرایمرهای به کار رفته در آزمایشات تشخیصی مولکولی برای 
توکسوپلاسما گوندیی، معمولا به طور ویژه آنتی ژن های خاصی مثل ژن 
B1 یا ITS-1 و ... را شناسایی می کنند )3، 10(. با توجه به تغییر تک یاخته 

آنتی ژن های  از  برخی  که  دارد  احتمال وجود  این  نظر مورفولوژیکی  از 
سطحی آن تغییر یافته و قابلیت تشخیص با پرایمرهای موجود را از دست 

داده باشند.

نتیجه گیری
که  نتیجه گرفت  این مطالعه می توان  نتایج  به  توجه  با  در مجموع 
پاسخ  ایجاد  توانایی  رغم  علی  توکسوپلاسما  حدت یافته  تخفیف  واریته 
ایمنی و بیماری زایی کم )1( همچنان نیز ارزش تشخیصی خود را برای 
حدت  تخفیف  و  است  کرده  حفظ  سرولوژیک  تست های  در  استفاده 

تک یاخته تغییری در خواص آنتی ژنی آن بوجود نیاورده است..

تشكر و قدردانی
و  واکسن  تحقیقات  موسسه  توسط  مطالعه  این  انجام  هزینه های 
به شماره  2-84-18-91116    تحقیقاتی  پروژه  قالب  در  رازی  سرم سازی 
ان  اجرایی  مراحل  نئوسپورا  ملی  آزمایشگاه  در  و  است  گردیده  تأمین 

انجام گرفته است.
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ارزیابی واریته تخفیف حدت یافته رازی توکسوپلاسما در ...


