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  .31975- 148:شناسي، صندوق پستيسازي رازي، گروه انگلكرج، مؤسسه واكسن و سرم :نشاني مكاتبه *
Email: h.paykari@rvsri.ir 

  

ي ساركوسيستيس گوسفندان ذبح شده در كشتارگاه زياران ها هتعيين گون

  PCR-RFLPقزوين با روش 

  ،5رضا كريمي ، غلام4زاده ، محسن ولي3زاده ، مجيد اسماعيل*2 پايكاريلها ، حبيب1عبدالحسين دليمي

  7گودرزي ، محمد عبدي6رضا معتمدي غلام

  پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران، دانشكده علوم شناسي انگلاستاد، گروه  -1
 ، ايرانكرج رازي، سازي سرمسسه تحقيقات واكسن و  مؤ،شناسي انگل استاديار، گروه -2

  رازي، كرج، ايرانسازي سرمسسه تحقيقات واكسن و  مؤژي،  مربي، گروه بيوتكنولو-3

   كرج، ايران رازي،سازي سرمسسه تحقيقات واكسن و  مؤ،شناسي انگل مربي، گروه -4
  رازي، كرج، ايرانسازي سرمسسه تحقيقات واكسن و شناسي، مؤ انگل استاديار، گروه -5

   رازي، كرج، ايرانسازي سرمسسه تحقيقات واكسن و شناسي، مؤ انگل مربي، گروه -6
   رازي، كرج، ايرانسازي سرمسسه تحقيقات واكسن و شناسي، مؤ انگل استاديار، گروه -7

 

  3/10/87: پذيرش مقاله  5/8/87 :دريافت مقاله
  

  چكيده
بـا  ) ميزبـان واسـط   (خـواران     علف. كمپلكسا است كه زندگي دو ميزبانه اجباري دارد          از شاخه اپي   ساركوسيستيس :هدف

شـوند و   شـود، آلـوده مـي    دفع مـي ) ميزبان اصلي(خواران  ها كه توسط گوشت خوردن آب و غذاي آلوده به اسپروسيست    
هـاي مختلـف     گونـه   مطالعـه حاضـر شناسـايي      هـدف از  . شـود    نـسجي در احـشاء ايجـاد مـي         هـاي   متعاقب آن كيـست   

  .بوده است PCR-RFLPساركوسيستيس گوسفندان با استفاده از 
 از گوسـفندان ذبـح     مري و ديـافراگم   ،  قلب نمونه بافتي از عضلات      60 در مطالعه حاضر مجموعاً      :ها  مواد و روش  

 نمونـه آن    20هاي ماكروسـكوپي و        نمونه آن حاوي كيست    40آوري شد كه     شده در كشتارگاه زياران قزوين جمع     
 PCRشـرايط   . صـورت گرفـت   با استفاده از كيـت      ها     نمونه DNAتخليص  . هاي ميكروسكوپي بود    حاوي كيست 

 نئوسـپورا و    DNAهـاي     براي بررسي اختصاصي بودن، آغازگرهاي نمونه     . بهينه شد  rRNA s18براي تكثير قطعه    
هاي   براي تعيين گونه ساركوسيست   . هاي ساركوسيستيس تحت مطالعه قرار گرفت        نيز در كنار نمونه    توكسوپلاسما

  .، اقدام به انتخاب آنزيم شدهدهند هاي برش تحت مطالعه، با توجه به موقعيت محل برش آنزيم
. ازدس ـ  مـي  متمـايز     نتايج نشان داد كه آغازگرها كاملاً اختصاصي بوده و جنس ساركوسيستيس را از سايرين              :نتايج

 و  آ  تـه ساركوسيـستيس ژيگان  ي ماكروسكوپي متعلق بـه      ها  ت نشان داد كه كيس    ها  ه روي نمون  PCR-RFLPارزيابي  
  . استكنيس آريتيساركوسيستيس ي ميكروسكوپي متعلق به ها تكيس

يس گوسفندي را   هاي ساركوسيست    گونه PCR-RFLPبرمبناي روش    با استفاده از آغازگرهاي طراحي شده و         :گيري نتيجه
 و  TaqIهـاي ميكروسـكوپي گوسـفندان    هاي متعلق به كيست در اين روش براي تفكيك گونه .توان از هم تفكيك داد مي

  . مؤثرتر از سايرين هستندHincII و  TaqIهاي ماكروسكوپي هاي متعلق به كيست براي تفكيك گونه
  

  .كنيس آريتي، ساركوسيستيس آ تهتيس ژيگان، ساركوسيسrRNA s18 ،PCR-RFLP ساركوسيستيس، :كليدواژگان
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  مقدمه -1

اي از شــاخه   تــك ياختــه(Sarcocystis) ساركوسيــستيس

 از آن آلــودگي بــه اســت كــه (Apicomplexa) كمپلكــسا اپــي

اين انگل علاوه بر انسان     . ]2،  1[ سراسر دنيا گزارش شده است    

تلـف  ي مخها هتعداد زيادي از حيوانات پستاندار و همچنين گون   

 قطعـي ازد و قادر است در چندين ميزبان        س  ميپرندگان را آلوده    

 (Sarcocysts) هـا   تساركوسيـس . ]2،  1[ آلودگي ايجاد نمايـد   

 وه كيـستي بـوده      ارديـو ي بافتي انگل است كـه داراي        ها  تكيس

 انگـل را    (Zoite) زوئيـت  يـا    (Metrocyt) متروسـيت مراحل  

كيـست در بـين     ساختمان و ضـخامت ديـواره       . نمايد احاطه مي 

ي ساركوسيستيس و با بالغ شدن ساركوسيست در درون         ها  هگون

  ]2، 1[ هرگونه متفاوت است
  

 در ارتبـاط بـا گونـه انگـل          هـا   تاندازه و شكل ساركوسيس   

 به اندازه ميكروسـكوپي     ها  تمتفاوت است برخي از ساركوسيس    

كــانيس  آريتــيساركوسيــستيس :  مثــالعنــوان بــه(بــاقي مانــده 

(Sarcocystis arieticanis)(   ــر ــي ديگ ــه برخ ــالي ك  در ح

ــكوپي  ــه(ماكروس ــوان ب ــالعن ــستيس ژيگان:  مث ــهساركوسي   آ ت

(S. gigantea)(ي ميكروسـكوپي از  ها تسساركوسي. شوند  مي

ــد      ــن متغيرن ــاه و په ــا كوت ــك ت ــد و باري ــي بلن ــدازه خيل . ان

اي شـبيه دانـه      ي ماكروسكوپي به اشكال رشـته     ها  تسساركوسي

  .]2، 1[ هستندبرنج يا كروي 
  

 گونه است كه چهار گونـه       93جنس ساركوسيستيس داراي    

ساركوسيـستيس  و   (S. tenella) ساركوسيستيس تنلاآن شامل 

 آ  ساركوسيستيس ژيگانتـه   وسانان   از طريق سگ   كه   كانيس تيآري

ــدوزيفورميسو  ــستيس م ــه  (S. medusiformis) ساركوسي ك

  .ان هستندگوسفندكننده  آلوده، دشو ها منتقل مي وسيله گربه به

 تاكنون از اكثـر نقـاط       س ساركوسيستي آلودگي گوسفندان به  

ي متعددي  ها  شدر ايران تاكنون گزار   . جهان گزارش شده است   

در مورد آلودگي گوسفند به ساركوسيستيس ارائـه شـده اسـت            

در اكثــر ايــن مطالعــات از روش هــضمي بــراي تعيــين . ]3-9[

  رود كـه    احتمـال مـي    اينبنابر. درصد آلودگي استفاده نشده بود    

در . درصد آلودگي گزارش شـده كمتـر از مقـدار واقعـي باشـد             

ــه رضـــوي ــاران (Razavi) مطالعـ ــدو) 2003( و همكـ   ارشـ

(Arshad)    كه از روش هضمي براي تعيين      ) 2007( و همكاران

ي گوسـفندان   هـا   ه ميزان آلـودگي لاش ـ    ،اند آلودگي استفاده كرده  

  .]9، 8[ گزارش شد درصد 100شيراز و تبريز 

از  يسهــاي ساركوسيــست بنــدي گونــه طبقــه بــراي ســابقاً

ــاخص ــل شـ ــايي از قبيـ ــصوصيات هـ ــت خـ ــي  ريخـ شناسـ

(Morphology) شكل اندازه و ضخامت ديـواره     (ها     كيست(، 

و  خصوصيات فرا ريزبيني ديواره كيـست      ،ن اختصاصي ناميزبا

در . شـده اسـت     هـا اسـتفاده مـي       ي گونه يزوآنزيما خصوصيات

هاي مولكولي بـراي تـشخيص         استفاده از روش   هاي اخير  سال

در ايـن   .  شـده اسـت     رايـج  هاي مختلف ساركوسيستيس    گونه

، )1992(و همكاران  (Tenter) توان به مطالعات تنتر رابطه مي

، تنتر و همكـاران  )1993( و همكاران  (Holmdahl)هولمدال

 و همكـــاران (Jeffries)، جفريـــز )1995(، تنتـــر )1994(

، مـاگريج   )1996( و همكـاران     (Joachim)يم  ، جواش )1996(

(Mugridge)    و هكـروت    ) 1999( و همكاران(Heckeroth) 

اشـاره  ) 2002( و همكـاران     (Yang)و يانـگ    ) 1999(و تنتر   

ــرد  ــه ژن  . ]18- 10[ك ــر قطع ــات از تكثي ــن مطالع ــر اي در اكث

rRNA s18   هـدف  . ها استفاده شده است      براي شناسايي گونه

هاي مختلـف ساركوسيـستيس       گونه سايي مطالعه حاضر شنا   از

و بــرش  rRNA s18گوســفندان بــا اســتفاده از تكثيــر قطعــه 

  .بوده استآنزيمي 

  

  ها شمواد و رو -2

  ها تسازي كيس  و آمادهآوري جمع -2-1

با مراجعه به كشتارگاه زياران شهرسـتان قـزوين عـضلات           

ــافراگم ، قلــب ــه ساركوسيــستيس از لاشــه مــري و دي ــوده ب آل

  . و به آزمايشگاه منتقل شدآوري جمعن كشتارگاه گوسفندا

ــت   ــر برداشــ ــلاوه بــ ــضلات،  25عــ ــرم از عــ  گــ

شدند بـا    راحتي مشاهده مي   ههايي كه با چشم ب      ساركوسيست

دقــت از عــضله خــارج شــده و در  ه بــ(Scalpel)ل اســكالپ

هـا    آوري شـدند سـپس ساركوسيـست        ظروف جداگانه جمع  
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 TE و دو بـار بـا بـافر       بار با نرمال سـالين اسـتريل         ابتدا يك 

(Tris-EDTA) )EDTA 1ــي ــولار،   ميلـ  Tris-HCl 10مـ

  .تشو داده شدندسش) pH= 8) (مولار ميلي

  

 مطالعه عـضلات از لحـاظ آلـودگي بـه           -2-2

  ساركوسيست
براي مطالعه عضلات از لحـاظ آلـودگي بـه ساركوسيـست            

ــاً  ــضله 60مجموع ــه ع ــا رو نمون ــا شب ــريه ــسترش مه   ي گ

)Dob Smear (در نتيجـه،  مورد آزمايش قرار گرفتند و هضمي 

ــس 40 ــه كي ــه ب ــا ت نمون ــكوپي و ه ــه  20ي ماكروس ــه ب  نمون

  .ي ميكروسكوپي آلوده تشحيص داده شدها تكيس

  

  ژنوميDNA استخراج -2-3

ــه   ــدا نمون ــضلاتابت ــارج  ع ــزر خ ــيط و  را از فري در مح

بـا اسـتفاده از كيـت    DNA اسـتخراج  . ه شدآزمايشگاه قرار داد

Cinnagen مرحلــه . طبـق دسـتورالعمل شــركت انجـام شـد     و

دسـت آمـده     ه ب DNAسپس  :  با اتانول انجام شد    DNAرسوب  

  .گراد تا زمان استفاده نگهداري شد  درجه سانتي4در دماي 

  

  PCR (Primers) هايآغازگرطراحي  -2-4
 و (L24383)ساركوسيستيس تنلا   rRNA s18 كامل ژن    توالي

 آ  ساركوسيستيس ژيگانته  و   (L24382) كنيس  ساركوسيستيس آريتي 

(L24384)  ازhttp://www.ncbi.nih.gov/nucleotid انتخـــاب 

  Gene Runnerتوالي و با كمك برنامهسپس با استفاده از اين . شد

  طـول بهينـه بازهـا در حـدود        .  طراحـي شـد    آغازگرجفت  يك  

 درجــه 60-58اي ذوب مطلــوب  و دمــاســت بــاز 19-20

  . بوده است درصد60  تقريباGCًگراد و نسبت  سانتي
  

(Sar-F1): 5' GCA CTT GAT GAA TTC TGG CA 3' 

(Sar-R1): 5' CAC CAC CCA TAG AAT CAA G 3' 

 

 ـ    درجه سـانتي   94 چرخهيك   :PCRشرايط     مـدت  هگـراد ب

   دقيقـه،  2مـدت    گـراد بـه     درجـه سـانتي    94  چرخه 30 دقيقه،   5

گـراد    درجـه سـانتي    72 ثانيـه،    30مدت   گراد به   درجه سانتي  57

  و  دقيقـه  5مـدت    گـراد بـه    درجـه سـانتي    72  دقيقـه،  2مدت   به

  .گراد  درجه سانتي4نگهداري در 

 
  PCRسازي پارامترهاي  بهينه -2-5

 ـ(Mixed PCR)براي تهيه محلـول واكـنش    روش زيـر   ه ب

  :عمل شد

 و X 10روليتر بافر  ميك3 ميكروليتر آب مقطر تزريقي و 12

 ميكروليتـر   5/0و  ) مـولار    ميلي 75/1( ميكروليتر كلريد منيزيم     2

dNTP   ميكروليتـر  10و  )  پيكومـول  10(ر  آغازگ ميكروليتر   2 و  

پليمراز اسـتفاده شـد      Taq ميكروليتر آنزيم    5/0 و   DNAاز  

پس از پايان . بود ميكروليتر 30كه حجم كلي محلول واكنش 

ــPCRاز محــصول  ميكروليتــر 5 ،تكثيــر   روي ژل آگــارز ه ب

 (Ethidium bromide)ديوم برومايـد  ي ـحـاوي ات   درصد1

 .د باندهاي حاصل مورد بررسي قـرار گرفتنـد        شالكتروفورز  

 DNAهـاي     براي بررسي اختصاصي بودن آغازگرهاي نمونه     

ــپورا  ــسوپلاسما(Neospora)نئوس  (Toxoplasma)  و توك

ــه  ــار نمون ــز در كن ــستيس  ني ــاي ساركوسي ــهه   تحــت مطالع

  .قرار گرفت

  

  RFLPدهنده براي    هاي برش   افزودن آنزيم  -2-6
(Restriction Fragment Length Polymorphism)  

  

ي هـا   ه كه جايگا  AvaI  ،TaqI  ،HincII  ،EcoRI يها  مآنزي

روي قطعه تكثير شده در هر گونه مشخص اسـت           هها ب  برش آن 

  .شدسپس شرايط مطلوب تأثير آنزيم ارزيابي و انتخاب 

 ميكروليتـر از    2 و   PCR ميكروليتـر از محـصول       10مقادير  

ــافر  ــادير X 10بـ ــزيم و مقـ ــزيم3 و 2، 1 آنـ ــر آنـ    ميكروليتـ

مانده آب مقطر تزريقي اضافه شـد تـا          و باقي )  واحد 10- 8(

هـاي   سپس زمان .  ميكروليتر رسيد  20حجم نهايي واكنش به     

  گـراد   درجـه سـانتي    37 ساعت آنزيم در دمـاي       16 و 10،  4

  .قرار گرفت
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  شدهRFLPي ها هالكتروفورز نمون -2-7

. تهيه شـد حاوي اتيديوم برومايد   درصد5/1ابتدا ژل آگارز  

 همان نمونه قبـل از      PCRي آنزيم زده شده و محصول       ها  هنمون

ها كنـار هـم در       افزودن آنزيم و پس از افزودن آنزيم در چاهك        

دمـاي   دقيقـه در  90مـدت     شدند و بـه    (Load) لودسمت كاتد   

پـس از پايـان زمـان الكتروفـورز ژل از           . اتاق الكتروفورز شدند  

  .برداري شد  مشاهده شده عكسيباندها

  

  نتايج -3

هـاي عـضلات بـين         نمونه بافـت   60در مطالعه حاضر مجموعاً     

اي و ديافراگم از گوسفندان ذبح شده در كشتارگاه زياران قزوين             دنده

 درصد  100ش مهري   هاي هضمي وگستر    آوري شد كه با روش      جمع

 نمونه  40عضلات مورد مطالعه حاوي انگل تشخيص داده شدند كه          

ــست  ــاوي كي ــكوپي و   آن ح ــاي ماكروس ــاوي  20ه ــه آن ح  نمون

ــست ــوده  كي ــكوپي ب ــاي ميكروس ــته ــه . اس ــولاً گون ــاي   معم ه

 داراي ساركوسيــستيس مــدوزيفورميسو  آ ساركوسيــستيس ژيگانتــه

و  سيــستيس تــنلاساركوهــاي  هــاي ماكروســكوپي و گونــه كيــست

هاي ميكروسكوپي هـستند       داراي كيست  كنيس  ساركوسيستيس آريتي 

  .ها از يكديگر از روش مولكولي استفاده شد و براي تفكيك اين گونه

  

 PCRنتايج  -3-1

ــر  ــrRNA s18 ژناز تكثي ــه نمون ــوط ب  DNA يهــا ه مرب

 و توكسوپلاسما با آغازگر طراحي شـده هـيچ بانـدي            نئوسپورا

در نتيجه آغازگرها كاملاً اختصاصي بوده و جنس         .مشاهده نشد 

  .)1شكل  (ازدس ميساركوسيستيس را از سايرين متمايز 

 rRNA s18 ژن PCRنتــــايج الكتروفــــورز محــــصول 

  ).2شكل  ( را نشان دادبازي جفت 609اي  قطعهساركوسيستيس 

  

  RFLPنتايج  -3-2
هـر يـك از     بـا    rRNA s18برش قطعه تكثير شـده      نتيجه  

 ســـه گونـــه  AvaI ،TaqI ،HincII ،EcoRI ياهـــ مآنـــزي

  .نمودمشخص را ساركوسيستيس 
  

  Neosp Toxo Sarco Ladder باز جفت  

  

  

  

  

  

  

  
  

بازي   جفت609 كه در آن قطعه rRNA s18 ژن PCR  الكتروفورز محصول 1شكل 

نـشانگر  : 1رديـف   : از چـپ بـه راسـت      . فقط براي ساركوسيستيس تكثير شده است     

(Marker) نئوسپورا: 4توكسوكارا، رديف: 3ساركوسيتيس، رديف : 2، رديف.  

  

 آ  ته گونه ژيگان  وليزند   مين گونه تنلا را برش      EcoRIآنزيم  

 5،  2ي  هـا   هدر جايگا  را   كنيس  آريتي و گونه    4 و   1 جايگاه را در 

 بـازي  جفـت  609 بانددر رود  پس انتظار مي، زند برش مي  46و  

  .شودن مشاهده تغيير چندان محسوسي

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 609 كـه در آن قطعـه        rRNA s18 ژن   PCR الكتروفـورز محـصول      2شكل  

  . براي چندين نمونه ساركوسيتيس تكثير شده استبازي جفت

  

HincII ولـي زند   مين را برش    كنيس  آريتيو   تنلا   يها  ه گون 

 پـس انتظـار     .زند برش مي  411 و   1 جايگاه را در  آ  تهگونه ژيگان 

  .مشاهده شود بازي تجف 198 و 410بانددو رود  مي

ــزيم  ــه TaqIآن ــنلا  گون ــاه ت ــه  و334 و 1را در جايگ گون

 باز جفت609

609  
500 
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ــهژيگان ــاهرا در آ ت ــه 339 و 1 جايگ ــي و گون ــيس آريت  را در كن

 پـس انتظـار     ،زنـد  را برش مـي    301 و   109،  51،  3ي  ها  هجايگا

 باندهاي در گونه تنلا و      بازي  جفت 333 و   275 رود باندهاي  مي

 ـ  بازي  جفت 338 و   270 ، 58،  48 بانـدهاي  و   آ  تـه  ژيگان هدر گون

  .مشاهد شودكانيس  آريتي در گونه بازي جفت 308، و 192

 را بـرش    108 و   34،  2 هـاي    در گونه تـنلا جايگـاه      AvaIآنزيم  

 ه مشاهدبازي  جفت501 و 74، 32هاي رود باند زند پس انتظار مي مي

  .زند مينكنيس را برش  آريتيو آ   ژيگانتهيها گونهولي . شود

پس از الكتروفـورز مـورد بررسـي و          دست آمده  هدهاي ب بان

الكتروفورز هر نمونه برش شده بـا آنـزيم         . ارزيابي قرار گرفتند  

 قبـل از افـزودن آنـزيم بـه          ، همان نمونه  PCRدر كنار محصول    

باندهايي كـه در اثـر بـرش        .  افزوده و الكتروفورز شد    ها  كچاه

  .آنزيم ايجاد شده تشخيص داده شد

 rRNA s18 ژن PCRتروفـــورز محـــصول  الك3 شـــكل در

هاي جدا شده از گوسفند كه        ساركوسيستيس مربوط به ميكروكيست   

، EcoRI  ،AvaI  ،HincII هـاي   بازي با آنزيم     جفت 609در آن قطعه    

TaqI       ها داراي الگـوي واحـد         برش داده شده است و همگي نمونه

 308،  192 دو باند    TaqIبودند؛ بدين ترتيب كه همگي در اثر آنزيم         

گونـه    هـا هـيچ     را نشان دادند ولي در مقابل سـاير آنـزيم          بازي  جفت

ساركوسيـستيس   با الگـوي     RFLPاين الگوي   . برشي مشاهده نشد  

  ).3شكل ( كاملاً مطابقت دارد كنيس آريتي
  

 EcoRI  AvaI HincII  TaqI un  باز  جفت100

  

  

  

  

  
  

 ساركوسيـــستيس rRNA s18 ژن PCRالكتروفـــورز محـــصول  3شـــكل 

 يها  م با آنزي  بازي  جفت 609كانيس جدا شده از گوسفند كه در آن قطعه           آريتي

EcoRI ،AvaI ،HincII و TaqIبرش داده شده است .  

برش قطعه با   : 2رديف   محصول قبل از برش،      :1رديف  ) از چپ به راست   ( 

TaqI)  ــد ــدهاي و308، 192دو بان ــل 58، 48 بان ــه قاب ــشاهده ك ــستندم ، ) ني

 رديـف   و HincII و   EcoRI، AvaIبرش قطعه با    : 6 و   5 ،   4،  3هاي   رديف

  .دهد را نشان مي) بازي جفت 100( نشانگر :7

ــورز محــصول4 شــكل در  rRNA s18 ژن PCR  الكتروف

ي جــدا شــده از هــا تساركوسيــستيس مربــوط بــه ماكروكيــس

 يهـا   م بـا آنـزي    بـازي   جفـت  609كه در آن قطعه     است  گوسفند  

EcoRI  ،AvaI  ،HincII  ،TaqI     برش داده شده است و همگـي 

 بدين ترتيب كـه همگـي در        ند؛ داراي الگوي واحد بود    ها  هنمون

 و  بازي  جفت 338،  270 برش خورده و دو باند       TaqIاثر آنزيم   

 198 و 411 نيز برش خورده و باندهاي    HincIIدر مقابل آنزيم    

 گونـه   هيچ ها  مرا نشان دادند ولي در مقابل ساير آنزي        بازي  جفت

 الگــوي  بــا RFLPيايــن الگــو . برشــي مــشاهده نــشد  

  .)4شكل  (كاملاً مطابقت دارد آ تهساركوسيستيس ژيگان

 كه به   تنلا و   كانيس  آريتيي  ها  ه گون TaqI كلي آنزيم    طور  به

 و TaqIي ها مي ميكروسكوپي متعلقند و همچنين آنزي    ها  تكيس

HincII ي هـا   ت كه به كيس   مدوزيفورميس و   آ  تهژيگاني  ها  هگون

  .دكنن راحتي از هم تفكيك مي ماكروسكوپي متعلق هستند را به
  

  EcoRI AvaI HincII TaqI  باز  جفت100

  

  

  

  

 آ تـه  ساركوسيستيس ژيگانrRNA s18 ژن PCR الكتروفورز محصول   4شكل  

، EcoRIي  هـا   م بـا آنـزي    بازي  جفت 609جدا شده از گوسفند كه در آن قطعه         

AvaI ،HincII  وTaqIده شده است برش دا.  

 ،)339،  270دو بانـد     (TaqI بـرش قطعـه بـا        :1رديـف   ) از چپ به راست   ( 

ــف  ــزيم  :2ردي ــا آن ــرش قطعــه ب ــد  ( HincII ب ، )198 و 411، 609ســه بان

   رديـف  و) بـدون بـرش    ( AvaI و   EcoRIبرش قطعـه بـا      : 4،  3هاي   رديف

  .دهد را نشان مي) بازي جفت 100(نشانگر  :5

  

  بحث -4

 را براسـاس خـصوصيات      يسي ساركوسيـست  هـا   هسابقاً گون 

 ،)شـكل انـدازه و ضـخامت ديـواره         (هـا   ت كيـس  شناسي  ريخت

و  خصوصيات فرا ريزبيني ديـواره كيـست       ،ن اختصاصي ناميزبا

 ـ يزوآنزيم ـا خصوصيات در  .ردنـد ك  مـي  بنـدي   طبقـه  هـا   هي گون

  و هـا   هي مولكولي براي تشخيص گون    ها  شي اخير از رو   ها  لسا

در اين  . استفاده شده است  كوسيستيس  ساري مختلف   ها  هزيرگون

  باز جفت

  

308  
192 

  باز جفت

  

609  
411  
339  
270  
198 
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، هولمـدال و    )1992(وان به مطالعات تنتر و همكاران       ت  ميرابطه  

، جفريز )1995(تنتر ) 1994(، تنتر و همكاران )1993(همكاران  

، مـاگريج و    )1996(، جواشـيم و همكـاران       )1996(و همكاران   

يانـگ و همكـاران     ) 1999(و هكروت و تنتر     ) 1999(همكاران  

 ژن  در اكثر ايـن مطالعـات تـوالي       . ]18-10[اشاره كرد   ) 2002(

ي هـا    براي بررسي رابطه فيلوژنتيك گونـه      rRNAزيرواحد كوچك   

 (Coccidia)  با يكديگر و بـا سـاير كوكـسيدياهاي         ساركوسيستيس

  و(Toxoplasma gondii) زا مانند توكـسوپلاسما گونـدي   كيست

 . شده اسـت گرفته كار ه ب(Neospora caninum) نينومانئوسپورا ك

 rRNA s18از آنجايي كه اين مطالعات همه براسـاس مطالعـه            

 بـراي تعيـين     rRNA s18بود به همين دليل در اين مطالعه نيز         

طـول ايـن    .  گوسفندي انتخـاب شـد     ساركوسيستيسي  ها  هگون

  . بوده استباز جفت 609 ها هگونهمه قطعه در 

 ايـن   .ددهنده مناسب انتخـاب ش ـ     مرحله بعد آنزيم برش    در

 پس از برش قطعه، براي هر گونه، الگوي الكتروفورزي          ها  مآنزي

الكتروفورز محصول  . ندك  مييا باندهايي با اندازه متفاوت ايجاد       

PCR   ژن rRNA s18    هاي    ساركوسيستيس مربوط به ميكروكيست

بـازي بـا       جفـت  609جدا شده از گوسفند اسـت كـه در آن قطعـه             

 شده است و     برش داده  EcoRI  ،AvaI  ،HincII  ،TaqIهاي    آنزيم

 بـدين ترتيـب كـه       نـد؛  داراي الگوي واحـد بود     ها  ههمگي نمون 

را  بـازي  جفـت  308، 192 دو بانـد     TaqIهمگي در اثـر آنـزيم       

 برشي مشاهده   گونه  هيچ ها  منشان دادند ولي در مقابل ساير آنزي      

 كنـيس   آريتيساركوسيستيس   با الگوي    RFLP ياين الگو . نشد

از طرفي محصول تكثير يافته ژن مذكور در         .اردكاملاً مطابقت د  

آنزيم   در مقابل  آ  تهساركوسيستيس ژيگان ي  ها  تنمونه ماكروكيس 

TaqI      و در مقابـل     بـازي   جفت 338،  270 برش خورده دو باند 

ــزيم  ــدهاي    HincIIآن ــورده و بان ــرش خ ــز ب  198  و411 ني

برشـي  گونه    ها هيچ   را نشان داد ولي در مقابل ساير آنزيم        بازي  جفت

ــشد ــشاهده ن ــابراين در روش . م ــك PCR-RFLPبن ــراي تفكي  ب

هـاي ميكروسـكوپي گوسـفندان بهتـرين          هاي متعلق به كيست     گونه

هـاي    هـاي متعلـق بـه كيـست          و براي تفكيـك گونـه      TaqIآنزيم،  

 . هستندHincII و  TaqIها، ماكروسكوپي گوسفندان بهترين آنزيم

  (Johnson)وننتايج مطالعه حاضر با مطالعه تنتـر و جانـس  

 ژنـي   تواليدر آن مطالعه براساس     .  مطابقت دارد  1997در سال   

ــه  ــrRNA s18قطع ــا ه گون ــاريي ه ــرزا بيم ــاري  و غي  زا بيم

 مـورد   زا  كيـست  دامـي و سـاير كوكـسيدياهاي         ساركوسيستيس

  .]19[اند  بررسي فيلوژنتيكي قرار گرفته

 (Cystozoites) ييهـا   توئي ـز سيستينتايج نشان دادند كه     

ه از نظر شكل و اندازه ظاهري يكـسان دارنـد پـس از تكثيـر                ك

 و روي ژل باندهايي بـا الگـوي مـشابه           ها  مقطعه و برش با آنزي    

ي ماكروسـكوپي   ها  تطبق نتايج اين مطالعه كيس     ، بنابراين دارند

ي ميكروسـكوپي   هـا   ت و كيس  آ  تهساركوسيستيس ژيگان  عنوان  به

ايـن  . داده شـد   تـشخيص    كنـيس  ساركوسيستيس آريتي  عنوان  به

 و آ  تـه ساركوسيـستيس ژيگان  اولين گزارش تشخيص مولكـولي      

  .در ايران است كنيس  آريتيساركوسيستيس

   جهـاني اسـت و     انتشارداراي   كانيس ساركوسيستيس آريتي 

ــد ــاطقي مانن ــداز من ــا، اســتراليا، نيوزيلن ــالات متحــده، اروپ    اي

  سـگ  ايـن گونـه      ميزبـان قطعـي    .گـزارش شـده اسـت     آمريكا  

 در عـضلات مخطـط      هـا   تساركوسيـس  .ند هـست  سـانان  و سگ 

. رسد  ميكرومتر مي900ها تا  طول آن  ودوش مييافت گوسفندان 

كمتـر   ولي شدت آن     ستزا  بيماري نيسك ساركوسيستيس آريتي 

  .]1[ است ساركوسيستيس تنلااز 

  فلـيس  ساركوسيـستيس اووي    يـا  آ  تـه ساركوسيستيس ژيگان 

(S. ovifelis) گربه اهلي آنميزبان قطعي . استجهاني انتشار داراي  

 آ  تـه ساركوسيستيس ژيگان ي  ها  تساركوسيس .گزارش شده است  

 حنجره، زبان و تا حد كمتري در ديـافراگم و           ،در عضلات مري  

 در  هـا   تساركوسيـس  .شـوند  يافت مي گوسفندان   ساير عضلات 

ــد عــضلات  ــزي وجــود ندارن ــستم اعــصاب مرك ــب و سي . قل

گوســفندان مــسن ديــده پي دروي ماكروســكهــا تساركوسيــس

 طـول داشـته بـه       متر  سانتي تا يك    ها  تاين ساركوسيس . شود مي

رنگ سفيد كدر با شكل كروي بيضوي يا گلابي شـكل بـوده و              

 آ  تـه ساركوسيستيس ژيگان . ي برنج شباهت دارند   ها  هگاهي به دان  

  .يي خفيفي براي گوسفند داردزا بيماري

 ممكـن   كنـيس   تيآري و   تنلاي  ها  هدر اثر آلودگي حاد به گون     

   از طرفــي.]22-20[اســت ســقط جنــين گوســفندي رخ دهــد 

  طبق مطالعات انجـام شـده در برخـي از منـاطق ايـران حـدود               
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. ]9،  8[ درصد گوسفندان آلوده به ساركوسيستيس هـستند         100

  ي ساركوسيـستيس  زا  بيمـاري ي  هـا   هبراي تشخيص گون   بنابراين

  زروش بــسيار حــساس و اختــصاصي نيــا    دام زنــده بــه  در

ــت رو ــا شاس ــل رو ه ــرولوژيكي از قبي ــا شي س ــزاه   ي الاي

(Enzyme-Linked immunosorbent Assay: ELISA)  و

IFA (Indirect Fluorecent Antibody) ــه ــادر ب  گرچــه ق

 زا  بيمـاري ي  ها  هتشخيص آلودگي هستند ولي براي تفكيك گون      

ي ساركوسيستيس فاقـد كارامـدي لازم هـستند         زا  بيمارياز غير   

 ـ  ميابراين با روش سرولوژي ن     بن . ]17[ درسـتي عامـل     وان بـه  ت

 .سقط جنين را تشخيص داد

در مطالعه حاضر با طراحي اليگونوكلئوتيـد اختـصاصي         

 ساركوسيـستيس  گوسفندي ابتدا جنس     ساركوسيستيسبراي  

ــل     ــافتي از قبي ــست ب ــازنده كي ــسيدياهاي س ــاير كوك از س

ا و  ز  هاي بيمـاري    سپس گونه . توكسوپلاسما تفكيك داده شد   

.  از همـديگر متمـايز شـدند       RFLPزا بـا روش       غير بيمـاري  

 PCR-RFLPمطالعه حاضـر نـشان داد كـه برمبنـاي روش            

 تــوان از هــم هــاي ساركوسيــستيس گوســفندي را مــي گونــه

ــن روش از روش    ــرد، اي ــك ك   DNA Sequencingتفكي
  

 .تر است تر و با صرفه سريع

كـانيس   يتـي در مرحله حاد ابتلا به ساركوسيستيس تنلا و آر     

با توجه   . ]17[ قابل رديابي است     PCRانگل در خون با روش      

ي هـا  شبه نقش اين دو گونه انگل در ايجاد سقط جنـين در مـي     

ــاي،آبـــستن ــام آزمـ  اختـــصاصي PCR-RFLPي هـــا ش انجـ

يابي وقـوع سـقط جنـين         خون براي علت   روي ساركوسيستيس

  .واند موضوعي جديد و قابل تأمل باشدت مي

  

  رداني تشكر قد-5
  

ــماره   ــاتي شـ ــرح تحقيقـ ــشي از طـ ــر بخـ ــه حاضـ   مقالـ

  مصوب مؤسـسه تحقيقـات     85036-0000-24-250000-024-2

سازي رازي اسـت و كليـه اعتبـارات آن توسـط              واكسن و سرم  

ــأمين شــده اســت  ــابراين نويــسندگان از . مؤســسه مــذكور ت بن

هـاي    مسئولين و همكـاران محتـرم معاونـت پژوهـشي، بخـش           

ولـوژي و همچنـين سـازمان دامپزشـكي         شناسـي و بيوتكن     انگل

نهايت تشكر و   خصوصاً آقايان دكتر مشكوه و دكتر نجار        كشور  

  .قدرداني را دارند
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