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جدا شده از  کانیسسارکوسیستیس آریتیو  سارکوسیستیس تنلاشناسایی 
شناسی و  هاي انگل در کشتارگاه تبریز به وسیله روش کشتاري گوسفندان

PCR-RFLP  
   6، تموچین محرمی5اللهی ، احمد نعمت4، مجید خانمحمدي2*اسماعیل فلاح ،2,3 شبنم اسفرم ،1عباس شهبازي

  
 چکیده

که از  است گونه هتروگزنوز تشکیل شده 130از سارکوسیستیس حدودا 
زندگی و بیماریزایی متفاوت  کوکسیدیاهاي تشکیل دهنده کیست با چرخه

شود که هاي سارکوسیستیس ایجاد میگونه سارکوسیستوزیس بوسیله. باشند می
در . کمپلکسا هستندي داخل سلولی بوده و متعلق به شاخه اپییاختههاي تکانگل
گوسفند کشتار شده در کشتارگاه  60دیافراگم از  و قلب عضلات عهمطال این

هاي میکروسکوپی سارکوسیستیس به وسیله تهیه گونه .آوري شدتبریز جمع
ي وسیلهآمیزي آنها بهها و رنگاز نمونه) Dob smear(گسترش مستقیم بافتی 

وژ و تهیه ي پپسین و در نهایت سانتریفی ها به وسیلهرنگ گیمسا و هضم نمونه
زوئیتها در مشاهده براديو آمیزي آن با رنگ گیمسا گسترش از رسوب و رنگ

 صورت ازکیت استفاده با DNA تخلیص. تشخیص داده شدند زیر میکروسکوپ
محل  بهتوجه اب. شد فراهم18s rRNA براي تکثیر قطعه PCRشرایط . گرفت

اي میکروسکوپی در کیسته.شد انتخاب TAG1کننده محدودبرش، آنزیم جایگاه 
-PCRارزیابی . هضم بافتی مشاهده شدند ٪100هاي بافتی و در گسترش 40٪

RFLP کنیسآریتی سارکوسیستیس به متعلق میکروسکوپی کیستهاي داد که نشان 
روش توسط  استفاده از پرایمرهاي اختصاصی با. است سارکوسیستیس تنلاو 

PCR-RFLP  و آنزیمTAG1 و  کنیسآریتی سارکوسیستیسهاي توان گونهمی
  .داد تفکیک هم از به طور دقیق را سارکوسیستیس تنلا

 PCR-RFLP، روش هضمی، سارکوسیستیس :واژگان کلیدي

  
  12/2/92: تاریخ پذیرش    1/10/91: تاریخ دریافت

  
  مقدمه 

 به آلودگی هاي زئونوز بوده کهسارکوسیستیس یکی از انگل
انسان  بر علاوه انگل این .ستا شده گزارش دنیا از سراسر آن

   اي ـه هـونـگ ).8( ازدـسیـم ودهـآل را حیوانات از تعداد زیادي
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چرخه زندگی معمول کوکسیدیاها شامل سارکوسیستیس داراي 
 به آلودگی ).15( باشندمروگونی، گاموگونی و اسپروگونی می

با یک گونه  فقطسارکوسیستیس در میزبان واسط 
آنها  نه هر دوي صورت گرفته و گربه یا سگ،سارکوسیستیس 

تمامی  ).12، 13و 20( به عنوان میزبان نهایی خواهند بود
هاي سارکوسیستیس براي میزبانان واسط بیماریزا نیستند و  گونه

سانان بیماریزاتر از سایر هاي منتقله از طریق سگاغلب گونه
جنین در به دلیل سقط سارکوسیستیس تنلا. هاستگونه
ر طی ابتلا به مرگ حیوان دو یا حتی هاي آبستن  میش

سارکوسیستیس حاد و کاهش وزن، کاهش شیر و پشم در طول 
سارکوسیستیس مزمن، باعث خسارات قابل توجهی در صنعت 

ها بیماریهاي عصبی در بره شود و باعث ایجاددامداري می
 داراي شیوع کانیسآریتی سارکوسیستیس ).5، 9و 11(گردد  می

متحده  ایالات اروپا، ا،استرالی مانند مناطقی و از است جهانی
سارکوسیستیس شیوع  .)8(است  شده آمریکا و نیوزیلند گزارش

آسیا بالاترین وقوع را . در گوسفندان سراسر دنیا متغیر است تنلا
ها به عنوان میزبانان نهایی در شیوع بالا با وجود آزاد سگ. دارد

قلین بندپایان نیز به عنوان نا. ها در مزارع مرتبط استمیان گله
هاي دفع شده در مکانیکی براي اسپروسیست سارکوسیست

توان به وسیله ها را میسارکوسیست .کنندمدفوع سگ عمل می
آمیزي با متیلن بلو، بررسی بازرسی ماکروسکوپی، رنگ

  ). 7(شناسی و یا روش هضمی در عضلات تشخیص داد  بافت
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چندین تست ایمونولوژیکی براي تشخیص سرولوژیکی 
هاي سارکوسیستیس در گوسفندان، توسعه یافته که ونتعف

ترین تست استفاده شده تست الایزا و تست شایع
و ثبوت ) IFA(ایمونوفلورسانت آنتی بادي غیرمستقیم 

فقط یک گزارش استفاده  2000تا سال ). 3(است ) CF(مکمل
اي در شناسایی تنوع گونه PCR-RFLPاز تکنیک 

د در نتیجه هدف اولیه از مطالعات سارکوسیستیس منتشر شده بو
- در میان گونه 18s rRNAمولکولی بررسی توالی ژن هتروژن 

هاي ویژه هاي مختلف سارکوسیستیس و شناسایی معمول گونه
  ).4(باشد می PCRسارکوسیستیس بر اساس 

 
  رکاو روش مواد

نمونه از عضلات قلب و دیافراگم لاشه  60در کل 
شتارگاه شهرستان تبریز واقع در گوسفندان کشتار شده در ک

و توسط  ندآوري و به آزمایشگاه منتقل شدسعادتلو جمع
  .شناسی مورد آزمایش قرار گرفتندهاي انگلروش

  فشاريروش گسترش 
گرم نمونه بر روي دو لام گذاشته و فشرده شد تا  یکحدود 

. شیرابه بافت به صورت یک لایه نازك بر روي لام قرار گیرد
ها براي خشک شدن هیه یک گسترش نازك، نمونهبعد از ت

ها پس از خشک لام. در مجاورت هواي آزاد قرار گرفتند
ها بدون ابتدا لام. شدن، با استفاده از متانول فیکس شدند

آمیزي بررسی شدند و سپس با گیمسا رنگ شدند و رنگ
  .بررسی شدند نوري توسط میکروسکوپ

  هضمی روش گسترش
و Dubey روش ارائه شده توسط  هضم بافت بر اساس

راي تهیه محلول انجام گرفت ب 1989همکاران در سال 
لیتر اسید کلریدریک میلی10هضمی، به یک لیتر آب مقطر،

ها بطور کاملا نمونه. گرم پودر پپسین افزوده شد 5/2و  37٪
اي که آلودگی انگلی را به یکدیگر منتقل نکنند مجزا به گونه
 100ي چرخ شده با از هر نمونه گرم 50. چرخ شدند

دقیقه در  30لیتر محلول هضمی مخلوط شده و به مدت  میلی
. گراد مجهز به شیکر قرار داده شدندسانتیدرجه 37ماري بن

پس از گذشت این زمان و هضم بافتی، نمونه هاي هضم 
هاي محلول. شده با استفاده از تنظیف دو لایه صاف شدند

 سانتریفیوژ rpm 1500دقیقه با دور  10بدست آمده به مدت 
هاي ها گسترشو از رسوب بدست آمده، بر روي لام

با متانول فیکس شدند  یکنواختی تهیه و پس از خشک شدن،
 نوري و با گیمسا رنگ آمیزي شده و به کمک میکروسکوپ

  .)8( گردیدندبررسی 
  DNA استخراج 
طبق  و دقیقا BIONEERاز کیت با استفاده  DNA استخراج

گیري مقدار اندازه .دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد
DNA صورت گرفت با استفاده از دستگاه بیوفتومتر.  
PCR 

و  کانیسسارکوسیستیس آریتی  18s rRNAتوالی کامل ژن
  از سارکوسیستیس تنلا

http://www.ncbi.nih.gov/nucleotid  انتخاب شد.  
  :عبارت بود از کانیستیآری براي گونه پرایمر مورد استفاده

(Sar-F1): 5' GCA CTT GAT GAA TTC TGG CA 3'  
(Sar-R1): 5' CAC CAC CCA TAG AAT CAA G 3'  

  :تنلا عبارت بود از پرایمر مورد استفاده براي گونه
(Sar-F2): 5' ACG GCG AAA CTG CGA ATG GCT3'  

(Sar-R2): 5'CGC GCC TGC TGC CTT CCT TA3'  
 7تر مسترمیکس آماده، میکرولی 16ها در میکروتیوب

 1میکرولیتر آب و  7استخراج شده و DNA میکرولیتر از 
پیکومول ریخته شد و در نهایت  100میکرولیتر از پرایمرِ 

  .میکرولیتر محاسبه گردید 31حجم واکنش 
  PCRشرایط 

چرخه  30دقیقه،  5گراد به مدت درجه سانتی 95یک چرخه 
درجه  8/57چرخه 35، ثانیه 45گراد به مدت درجه سانتی 94

- درجه سانتی 72چرخه  35گراد به مدت یک دقیقه، سانتی

گراد به درجه سانتی 72گراد به مدت یک دقیقه، یک چرخه 
بعد از . گراددرجه سانتی 4دقیقه و نگهداري در  7مدت 
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براي مشاهده باندهاي احتمالی از روش  PCRپایان مرحله 
 .استفاده گردیددرصد  5/1الکتروفورز در ژل آگارز 

PCR-RFLP  
به کمک   18s rRNAپس از اطمینان از تکثیر قطعه هدف  

الکتروفورز و بدست آوردن باندهاي مطلوب، همانند انجام 
PCR میکرولیتر از محصول  6 ابتدا یک مخلوط اصلی شامل
PCR ،9  ،میکرولیتر  2میکرولیتر از آب مقطر دیونیزه استریل

 TAG1( ،2(رولیتر از آنزیم مربوطه میکx10  ،1 از بافر آنزیم
 6سپس به هر تیوپ به میزان  تهیه شد BSAمیکرولیتر 

اضافه شد تا حجم نهایی هر  PCRمیکرولیتر از محصول 
میکرولیتر برسد سپس به خوبی مخلوط و  20به  بتیو

درجه  65ماري و در حرارت ها در بنبتیو. ورتکس گردید
  . گرفتند گراد به مدت دو ساعت قرارسانتی

  الکتروفورز
، ژل آگارز با  DNAیت کردن و تعیین وزن وبه منظور قابل ر 

 5به میزان ) PCRمحصول (ها نمونه. تهیه شد ٪2غلظت 
و در جریان الکتریسیته  ندریخته شد چاهکهامیکرولیتر در 

ولت به مدت یک الی دو ساعت  70مستقیم به میزان 
ژل با  ،فرایند الکتروفورز پس از اتمام .ندالکتروفورز گردید

با طول موج  UVتشعشع (استفاده از دستگاه ترانس لومیناتور 
  .برداري قرار گرفتمورد مشاهده و عکس) نانومتر 450

  
  نتایج

نمونه  60در مطالعه حاضر طی یک دوره سه ماهه در کل
ي، روش فشارهاي گسترش و با روش. آوري شدجمع

در روش . ار گرفتهضمی و مولکولی مورد بررسی قر
برادي زوئیت آلوده به  هانمونه ٪ 40 فشاريگسترش 

 ٪100در روش هضمی  .سارکوسیستیس تشخیص داده شدند
عضلات مورد مطالعه، حاوي انگل تشخیص داده شدند و 

بین دو روش  از .ها مشاهده شدها در تمام لام زوئیتبرادي
 حساسروش هضمی  تحقیق دراین مورد استفاده شناسیانگل

به  گوسفند آلودگی واقعی آشکارسازي در روش ترین
  .شد سارکوسیستیس شناخته

  هاي استخراج شدهنمونه PCRنتایج 
هاي گونه 18s rRNAباندهاي واضح و مشخصی از ناحیه 
 bp 616ترتیب هاي بهمیکروسکوپی سارکوسیستیس با اندازه

از آنجا که پرایمرهاي مربوطه کاملا . بدست آمد bp398 و 
هاي  هاي استخراجی از گونهDNAاختصاصی بودند تمام 

 سارکوسیستیس در این واکنش باندهاي مربوطه را نشان دادند
 ).1نگاره (
  

   
هاي که در آن قطعه 18s rRNAژن  PCRالکتروفورز محصول  ـ1نگاره 
bp 616 ،bp 398 کروسکوپی سارکوسیستیس تکثیر هاي میبراي گونه

 )کنترل منفی( bp100 ،NOیافته، سایزمارکر
  

  PCR-RFLPنتایج 
هاي میکروسکوپی دست آمده از گونهبه PCRمحصول 

. برش داده شد TAG1سارکوسیستیس با آنزیم اندونوکلئاز 
دو  TAG1با آنزیم 18s rRNAبا برش قطعه تکثیر شده 

الگوي . ناسایی شدي میکروسکوپی سارکوسیستیس شگونه
PCR–RFLP  ِآنزیمTAG1  سارکوسیستیس براي دو گونه
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به ترتیب شامل قطعات  سارکوسیستیس تنلا و کانیسآریتی
bp 339 ،bp 280  و قطعاتbp 284 ، bp59 ،bp 55 باشد می 

آنها متعلق  ٪30هاي میکروسکوپی از میان کیست. )2نگاره (
ا مربوط به آنه ٪70و  کانیسسارکوسیستیس آریتیبه 

  .بود سارکوسیستیس تنلا
  

  
با استفاده از آنزیم  18s rRNAناحیه  PCR-RFLPالگوهاي  ـ2 نگاره

هاي مربوط به کیست) 5،4،3،2،1( باند TAG1برش دهنده 
مربوط به  )6(کانیس، باند میکروسکوپی سارکوسیستیس آریتی

 )bp100(سارکوسیستیس تنلا، سایز مارکر 
  

  بحث
 هايعضلات به روش روي هایی بربررسی ا کهي ممطالعه در

آلودگی با این  میزان بافتی و هضمی انجام گرفت، گسترش
با توجه به . مشاهده شد ٪ 100و  ٪ 40ها به ترتیب روش
رضوي و همکاران که از روش هضمی براي تعیین  يمطالعه

آلودگی به سارکوسیستیس استفاده کرده بودند نیز میزان آلودگی 
 ).14(گزارش شده است  ٪100هاي گوسفندان شیراز هدر لاش

هاي کشتار که میزان آلودگی دامو همکاران هم ارشد  در مطالعه
 شده در کشتارگاه تبریز مورد بررسی قرار گرفته است با روش

 از برخی اند درآلوده شناخته شده ٪100 هادام همه هضمی
 سارکوسیستیس به آلوده گوسفندان ٪100حدود  مناطق ایران نیز
در شمال چین هم شیوع عفونت در  ).4(اند گزارش شده

 یک در). 19(گزارش شده است  ٪100حیوانات اهلی حدود 
 علفخواران درسرتاسر ٪100 تا 70که شده است  گزارش مطالعه
نتایجی که در این ). 18(اند آلوده به سارکوسیستیس جهان

تایج مطالعات شناسی حاصل شد با نهاي انگلتحقیق از روش
در بسیاري از نقاط ایران مطالعات زیادي از  فوق مطابقت دارد

ها به انگل سارکوسیستیس وجود دارد ولی فقط آلودگی گوشت
تعداد کمی از این مطالعات در ارتباط با تعیین گونه انگلی بوده 

در مطالعه مولکولی که دلیمی و همکاران بر روي . است
تارگاه زیاران قزوین انجام دادند، گوسفندان کشتار شده در کش

سه گونه انگل سارکوسیستیس مورد شناسایی قرار گرفته است 
نتایج بدست آمده از تحقیقات آنها با نتایج موجود در این . )1(

مطالعه مطابقت دارد با این تفاوت که در مطالعه دلیمی و 
ها استفاده همکاران از یک جفت پرایمر واحد براي تمام گونه

  Johnson و Tenter مطالعه با حاضر مطالعه نتایج .ه استشد
با توجه به تحقیقاتی که در  .)16(دارد  مطابقت 1997 درسال

در گوسفندان  سارکوسیستیس تنلاسالهاي گذشته بر روي شیوع 
سارکوسیستیس بود نشان داده شد که  سراسر دنیا انجام گرفته

از  ٪ 9/96به میزان در آسیا بالاترین وقوع را داشته که  تنلا
هم از اتیوپی  ٪93میزان  ).10( مغولستان ارائه شده است

و یک گزارش  ٪5/86یک گزارش ). 17( گزارش شده است
 از ایالات ٪84، )2(از رومانی  ٪7/91، )5(از ترکیه  3/47٪

که میزان درصد ) 6(از ایران وجود دارد  ٪9/33و ) 7(متحده 
تحقیق ما بیشتر از میزان ذکر  در سارکوسیستیس تنلاآلودگی به 

توسط دریانی و همکاران  شده در گزارش اخیر در ایران
 سارکوسیستیسمولکولی تشخیص گزارش این اولین .باشد می

 .در آذربایجان شرقی است سارکوسیستیس تنلاو  کنیسآریتی
 روشو  TAG1آنزیم  توسطاین مطالعه نشان داده شد که  در

PCR–RFLP ،سارکوسیستیس و  تنلا سیستیسسارکو هايگونه
 .کرد ازهم تفکیک توانمی را کانیسآریتی
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  قدردانی تشکر و
این پژوهش با حمایت مالی مرکز تحقیقات عفونی و 
گرمسیري تبریز انجام گرفت که بدین وسیله نویسندگان از 

شناسی و آزمایشگاه ژنتیک این مرکز و آزمایشگاه انگل
  .ر و قدردانی را دارنددانشکده پزشکی تبریز نهایت تشک
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