
Journal of North Khorasan University of Medicalمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی              Sciences

:345Summer2014;6(2)-339339-345):2(6؛1393تابستان

سارکوسیستیسانگل ژنوتایپینگشیوع وبررسی
در گوسفندان استان خراسان شمالی

*5، محسن سید آبادي4مجید غفوري،3، کامبیزجاویدي2پژمان بهاري،1میترا صالحی

ناستاد یار انگل شناسی، مرکز بیماریهاي منتقله بوسیله ناقلین، دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی، بجنورد، ایرا1
متخصص میکروبیولوژي دامپزشکی،آزمایشگاه تخصصی اداره کل دامپزشکی خراسان شمالی،شیروان، ایران2
متخصص پاتولوژي،آزمایشگاه تشخیص پاتوبیولوژي،شیروان، ایران3
، بجنورد، ایراندانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالیاستادیار دانشکده پزشکی، مرکز بیماریهاي منتقله بوسیله ناقلین،متخصص عفونی، 4
کارشناس ارشد انگل شناسی دامپزشکی، آزمایشگاه تخصصی اداره کل دامپزشکی خراسان شمالی،شیروان، ایران5
آزمایشگاه تخصصی اداره کل دامپزشکی خراسان شمالی،شیروان، ایران:نویسنده مسئول*

m.baran64@gmail.com:الکترونیکپست 

5/3/93:پذیرش19/1/93:اصلاح8/11/92:وصول
چکیده
ایجاد سارکوسیستوزیس بوسیله گونه هاي انگل سارکوسیستیس که یک انگل داخل سلولی از شاخه اپی کمپلکسها است،:هدفزمینه و

انگل براي حیوانات از قبیل گاو این. وحشی را آلوده کندبیشتر از یک صد گونه سارکوسیستیس می تواند حیوانات اهلی و.می گردد
ژنوتایپینگ استرین هاي و هدف از مطالعه حاضر تعیین شیوع .همچنین موجب علائم گوارشی در انسان می گرددند بیماریزاست ووگوسف

.سارکوسیستیس در استان خراسان شمالی بود
مطالعه . شدجمع آوري) ماده40نر و40(گوسفند 80از نمونه کبد، دیافراگم، قلب، عضله 320در این مطالعه :روش کارمواد و

گرم از هر بافت بوسیله 70براي مشاهده برادي زوئیت سارکوسیستیس، بر اینبه علاوه.براي یافتن سارکوکیست انجام گرفتهیستولوژي
تعیین .صورت گرفتPCRمحصول12سکوانسینگ بر روي .بر روي همه نمونه ها انجام شدPCRآنالیز وروش هضم بافتی، هضم 

SPSSنرم افزاربوسیلهنتایجآنالیز و،انجام18srRNAبر ناحیه همولوژي آنالیز ستفاده برنامه بلاست واژنوتایپ با .صورت گرفت16
رادي ببه )درصد100(روش هضم بافتی نیز نشان داد که همه نمونه ها .سارکوکیست ها مشاهده شدندهیستولوژيروش با: یافته ها

نمونه ثابت کرد که ژنوتایپ سارکوسیستیس به گونه هاي سارکوسیستیس تنلا12ژنوتایپینگ . دزوئیت سارکوسیستیس آلوده هستن
.تعلق دارد)درصد33/8(سارکوسیستیس مولئی و)درصد66/16(سارکوسیستیس ژیگانته آ،)درصد75(

لاوه براین سارکوسیستیس تنلا وع. شیوع عفونت سارکوسیستیس در بافت گوسفندان در استان خراسان شمالی بالا است:نتیجه گیري
سارکوسیستیس تنلا بیشترین گونه در این سارکوسیستیس مولئی براي اولین بار از این استان گزارش شدند وسارکوسیستیس ژیگانته آ و

.ناحیه بوده است
سارکوسیستیس ،ژنوتایپینگ، گوسفند، خراسان شمالی: واژه هاي کلیدي

مقدمه 
که آلودگی یکی از انگل هاي زئونوز بودهسارکوسیستیس

این انگل .با شیوع بالا از سراسر دنیا گزارش شده است
علاوه بر انسان تعداد زیادي از حیوانات را آلوده می سازد

گونه هاي سارکوسیستیس داراي چرخه زندگی .]1[
گامتوگونی واسپروگونی استکوکسیدیا شامل مروگونی،

واسط با ن انگل دومیزبان نهایی ودر چرخه زندگی ای.]2[

جنسی مرحله.داردغیرجنسی وجوددو مرحله جنسی و
مرحله غیر جنسی در در سلولهاي اپیتلیال میزبان نهایی و

تمامی گونه ].3[بافت هاي میزبان واسط انجام می گیرد
هاي سارکوسیستیس براي میزبانان واسط بیماریزا نیستند 

از طریق سگ سانان بیماریزاتر از اغلب گونه هاي منتقله و
شدت عفونت سیستم ایمنی میزبان و.سایر گونه هاست

علائم .فاکتور مهم براي توسعه علائم کلینیکی استدو

پژوهشیمقاله
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340میترا صالحی و همکاران... بررسی شیوع و ژنوتایپینگ انگل سارکوسیستیس در

کلینیکی گوسفند آلوده به سارکوسیستیس تنلا شامل تب،
درومی باشد هپاتیتتاکی کاردي، کمخونی وتهوع،

گوسفندهايموجب سقط جنین دراین گونه نهایت 
یا حتی مرگ حیوان در طی ابتلا بهآبستن و

طول سارکوسیستوزیس دروشودمیحاد وزیسسارکوسیست
باعث ایجاد شده وپشم وکاهش شیرکاهش وزن،مزمن 

قابل توجهی در صنعت دامداري می اقتصاديخسارات
.]4،5،6[شود

مطالعات در مناطق مختلف جهان نشان می دهد که شیوع 
گوسفندان کشتارشده بالا ت ساکوسیستیس در گاو وعفون

مطالعات در ایران نشان داده است .]7،8،9،10[می باشد
گوسفندان از شیوع که عفونت سارکوسیستیس در گاو و

مطالعات .]11،12،13،14،15[بالایی برخوردار است
در صد 100یزد نشان داده است که محققین در کرمان و
.]14،16،17[ستیس آلوده می باشدحیوانات به سارکوسی

در دنیا گونه هاي مختلفی از سارکوسیستیس از حیوانات 
در مطالعه اي که در برزیل انجام .]18،19[جدا شده است

سارکوسیستیس تنلا را از گوسفندان جدا کرده شده است،
سارکوسیستیس مولئی از گوزن در مطالعه دیگر،.]18[اند

نورانی نیز .]19[شمالی گزارش شده است
.]12[سارکوسیستیس هومینیس را از گاو جدا کرد

وآ،همچنین دلیمی سارکوسیستیس ژیگانته
سارکوسیستیس آرتی کنیس را از گوسفندان گزارش کرده 

شهبازي نیز در استان آذربایجان شرقی .]13[است
.]20[سارکوسیستیس تنلا را از گوسفندان جدا کرد

ط بعضی از گونه هاي گوسفندان میزبان واس
سارکوسیستیس ژیگانته آ سارکوسیستیس همچون تنلا و

سارکوسیستیس سارکوسیستیس تنلا و.]21[می باشد
.]17،20،21[ژیگانته آ داراي انتشار جهانی است

به وسیله گربه سارکوسیستیس ژیگانته آ غیر بیماریزا و
همچنین سارکوسیستیس تنلا بوسیله منتقل می شود،

سارکوسیستیس نتقل شده و بیماریزا می باشد وسگ م
تنلا موجب خسارت هاي اقتصادي فراوان در شغل 

.]21َ[دامپروري می شود
محققان سارکوسیستیس را در استان هاي مختلف گزارش 

وهیچ اطلاعاتی در مورد شیوعکرده اند از آنجاییکه
این انگل در استان خراسان شمالی در ژنوتایپینگ

شیوع وبررسی،ست هدف از مطالعه حاضردسترس نی
.ژنوتایپینگ سارکوسیستیس در این منطقه می باشد

روش کار
روش نمونه گیري

تا 1391ماه از آذرماه 8در یک مطالعه توصیفی در مدت 
،)80(کبد،)80(نمونه از قلب1392،320تیرماه 
گوسفند کشتار شده 80از )80(عضلهو)80(دیافراگم

از کشتارگاههاي استان خراسان شمالی )ماده40ونر40(
.سال بود3ماه تا 3سن گوسفندان . جمع آوري گردید

:هیستولوژيروش 
.براي مشاهده سارکوکیست انتخاب شدهیستولوژيروش 

سپس بلوك پارافین درصد فیکس،10نمونه ها در فرمالین 
رنگ میکرون تهیه و4-5برش متعاقباًتهیه گردید و

سپس اسلاید ائوزین انجام گرفت ویزي هماتوکسیلین وآم
نبراي تعیی100ها با میکروسکوپ نوري با بزرگنمایی 

Olympusعکس ها با دوربین و ،سارکوکیست بررسی

.شدندتهیه
:روش هضم بافتی

روش هضم بافتی براي مشاهده برادي زوئیت در نمونه 
با ت خرد وگرم از هر باف70.هاي بافتی استفاده گردید

درصد در دماي 5/0پپسین درصد و5/1اسیدکلریدریک 
نمونه هاي هضم شده .درجه سانتی گراد هضم شدند29

10به مدت rpm1500با دور و،بوسیله توري فیلتر
و،سپس محلول رویی دور ریختهدقیقه سانتریفیوژ شدند،

اسلاید ها با وشدند،سا رنگ آمیزيمرسوب آنها با گی
براي مشاهده برادي 100سکوپ نوري با بزرگنمایی میکرو

.بررسی گردیدندزوئیت 
:انجام آنالیز مولکولیوDNAاستخراج 

DNAبا کمک کیت استخراج ،بافتهاDNAاستخراج

استخراج شده به نسبت DNA.انجام پذیرفت)سیناژن(
مقدار جذب آن در طول با آب مقطر رقیق شد و1:50
UV visibleبه وسیله ترنانوم260و280موج

spectrophotometerسپس جهت تایید .بدست آمد
واکنش زنجیره اي پلی مرازسارکوسیستیسشناسایی 

)PCR (این روش ناحیه اي در.قرار گرفتمورد استفاده
18s rRNAکه زیر واحد کوچک سارکوسیستیسژنوم از

.یدتکثیر گرد)1جدول (با پرایمر اختصاصیمی کندرا کد
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6341)2(؛ 1393تابستانمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                               

ترادف زوج پرایمر هاي مورد استفاده در تکثیر ژنوم سارکوسیستیس: 1جدول 
طول پرایمر جفت باز′3به′5ترادف از نام پرایمر
Sar-F15′-GCACTTGATGAATTCTGGCA-3′20
Sar-F25′- CACCACCCATAGAATCAAG-3′.19

پ هاي سارکوسیستیس در اندام هاي مختلف گوسفنددرصد ژنوتای:2جدول 
ژنوتایپ
عضو

سارکوسیستیس 
تنلا

سارکوسیستیس 
ژیگانته آ

سارکوسیستیس 
مولئی

کل

کبد )100(%3 0 0 3
دیافراگم )100(%3 0 0 3

قلب )66/66(%2 0 )33/33(%1 3
عضله )33/33(%1 )66/66(%2 0 3

بافت گوسفندانژنوتایپ وشماره هاي ثبت در:3جدول
شماره نمونهژنوتایپشماره ثبت

KF489420کبدسارکوسیستیس تنلا
KF489424کبدسارکوسیستیس تنلا
KF489428کبدسارکوسیستیس تنلا
KF489418دیافراگمسارکوسیستیس تنلا
KF489422دیافراگمسارکوسیستیس تنلا
KF489426دیافراگمسارکوسیستیس تنلا
KF489419قلبسارکوسیستیس تنلا
KF489423قلبسارکوسیستیس مولئی
KF489427قلبسارکوسیستیس تنلا
KF489421عضلهسارکوسیستیس ژیگانته آ
KF489425عضلهسارکوسیستیس تنلا
KF489429عضلهسارکوسیستیس ژیگانته آ
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342میترا صالحی و همکاران... بررسی شیوع و ژنوتایپینگ انگل سارکوسیستیس در

30در حجم )PCR(واکنش زنجیره اي پلی مراز
جدا شدن دو رشته هدف اولیه :میکرولیتري با ترموسایکلر

سیکل با برنامه زیر 35درجه سانتی گراد، 94دقیقه در 3
درجه 95ثانیه در 35جدا شدن دو رشته هدف : شامل

45سانتی گراد، اتصال اختصاصی پرایمر به توالی هدف 
دقیقه در 1درجه سانتی گراد، طویل شدن56ثانیه در

5درجه سانتی گراد و در انتها طویل شدن نهایی 72
.درجه سانتی گراد72دقیقه در 

(محصول 12 PCR3،عضله3دیافراگم،3کبد،3قلب(
د عبوکت پیشگام فرستاده شد جهت تعیین ترادف به شر

از ویرایش با نرم پس توالی ژن ارسال و،از خالص سازي
18sاساس آنالیز ناحیهبر، با ژنهاي دیگرافزار کروماس

rRNAژنوتایپ آنهادر بانک اطلاعات ژنی بررسی و
تحلیل داده ها از در نهایت جهت تجریه و.مشخص گردید

SPSSنرم افزار .استفاده شد16

یافته ها
سارکوکیست ها در بافت ها مشاهده ولوژيبا روش هیست

نتایج بدست آمده از روش هضم بافتی .)1شکل(شدند
نشان داد که همه نمونه ها به برادي زوئیت 

باند PCRبا آنالیز.)2شکل (سارکوسیستیس آلوده بودند
600bpنتایج .)3ل شک(بر روي ژل آگاروز مشاهده گردید

درصد 100بدست آمده از سکوانسینگ مشخص کرد که 
دیافراگم داراي ژنوتایپ سارکوسیستیس تنلا وبافت کبد و

به ترتیب داراي قلبدرصد بافت 33/33درصد و66/66
سارکوسیستیس مولئی ژنوتایپ سارکوسیستیس تنلا و

درصد بافت عضله به 33/33و66/66و همچنین بودند
ربوط به ژنوتایپ سارکوسیستیس ژیگانته آ وترتیب م

مطالعهاین در.سارکوسیستیس تنلا می باشد
سارکوسیستیس ژیگانته آ وسارکوسیستیس تنلا،
ژنوتایپ و. نداز گوسفندان جدا شدساکوسیستیس مولئی 

.نشان داده شده است3شماره ثبت در 

در بافت گوسفندانکیست سارکوکیست رنگ آمیزي شده با هماتوکسیلین وائوزین:1شکل 

سارکوسیستیس در بافت گوسفندانبرادي زوئیت: 2شکل 
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6343)2(؛ 1393تابستانمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                               

بحث
) قلب، کبد، دیافراگم، عضله(همه نمونه ها ،ین مطالعهادر 

سان ها از طریق خوردن نا. به سارکوسیستیس آلوده بودند
گوشت هاي حاوي برادي زوئیت به سارکوسیستیس آلوده 

جهان نشان داده است که مطالعات در ایران و.می شوند
،8،9،10،11،12[چارپایان به این انگل آلوده هستند

مطالعات قبلی در سراسر دنیا .]13،15،17،19،22
خواران به در صد علف70-100نشان داده است که 

بر طبق یک .]7،8،9،10،23[سارکوسیستیس آلوده بودند
ان به ددرصد گوسفن93مطالعه اي در اتیوپی 

در شمال چین هم .]23[هستندعفونیسارکوسیستیس 
هلی حدود در حیوانات اسارکوسیستیسشیوع عفونت

محققان در ایران در .]24[درصد گزارش شده است100
استان هاي مختلف نشان دادند که شیوع سارکوسیستیس 

می باشددرصد 100در بافت هاي حیوانات 
از روش کهرضوي و همکاران.]11،12،13،14،15،20[

هضم بافتی براي تعیین آلودگی 

میزان آلودگی در لاشه هاي استفاده کرده بودند نیز
.]25[کردنددر صد گزارش 100را گوسفندان شیراز 

نشان داد که با روش هضم بافتی ارشد نیز در مطالعه اي 
میزان آلودگی به انگل سارکوسیستیس در دام هاي 

در .]26[در صد می باشد100کشتارشده در شهر تبریز 
ت درصد به عفون100شهر کرمان نیز علفخواران 

دست آمده به نتیجه . ]14[سارکوسیستیس آلوده بودند
در مطالعه حاضر به نتایج مطالعات فوق کاملاً مطابقت 

ارجحیت مطالعه حاضر نسبت به مطالعات دیگر این .دارد
هیستولوژياست که علاوه بر روش هضم بافتی از روش 

.استفاده شده استدر بافت براي نشان دادن سارکوکیست
مختلفی از انگل سارکوسیستیس از دنیا گزارش هاي گونه 

در برزیل سارکوسیستیس تنلا را از 1دازیلوا. شده است
در عربستان 2الهوست.]18[گوسفندان جدا کرد

1  -Dasilva
2  -Alhoost

استخراج شده از بافت مختلف گوسفندانDNAاز PCRمحصول :3شکل
M1:Molecular weight marker (100bp)

Nc:Negative control
Pc:Positive control
L:کبد
D:دیافراگم
H:قلب
M2:عضله
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سارکوسیستیس مولئی را از گوسفندان گزارش صعودي، 
دیگر محققین گونه ،در ایران نیز.]27[کرده است

سارکوسیستیس نورانی.مختلفی را جدا کرده اند
دلیمی نیزدر استان .]12[کردهومینیس را از گاوها جدا
سارکوسیستیس PCR-RFLPقزوین با کمک روش 

سارکوسیستیس آرتی کنیس از گوسفندان ژیگانته آ و
کیا در شمال ایران سارکوسیستیس . ]13[گزارش کرد
بیشتر محققین با .]3[کردگراز ها جداازمیشریانا را 

گونه هاي مختلف سارکوسیستیس PCR-RFLPکمک 
،مشخص شدولی در این مطالعه.را شناسایی کرده اند

شیوع انگل سارکوسیستیس در بافت گوسفندان بالا بوده و
با کمک روش سکوانسینگ گونه هاي سارکوسیستیس 

سارکوسیستیس مولئی سارکوسیستیس ژیگانته آ وتنلا،
آمده مربوط به که بیشترین ژنوتایپ بدستند،دگردیجدا 

براي تنلا سارکوسیستیس . سارکوسیستیس تنلا می باشد
موجب بیماري حاد با علائم وبودهبیماریزا گوسفندان

فلج ولد زود رس وتومیوزیت، سقط جنین وائوزینوفیلی،
همچنین درسارکوسیستوزیس مزمن.]6-4[می شود

پشم کاهش شیر، گوشت وانگل سارکوسیستیس موجب 
.]21[گرددمی

چرخه زندگی گونه هاي سارکوسیستیس در این مطالعه،
گوسفندو) میزبان نهایی(گربه بدست آمده بین سگ و

که شغل دامپروري در از آنجایی.است)میزبان واسط(
ز مشاغل اصلی در استان خراسان شمالی به عنوان یکی ا

تعداد سگ گله و ولگرد در این شده واین منطقه محسوب
ین گونه هاي ابنابراین سیکل زندگی ه فراوان است،ناحی

بنابراین باید گوشت هاي ،سارکوسیستیس تکرار می شود
گوسفندهاي آلوده دور از دسترس سگها قرار گرفته و

.آلوده درمان گردند
تیجه گیرين

ان در دعفونت سارکوسیستیس در بافت گوسفنشیوع 
راین علاوه ب.استان خراسان شمالی بالا می باشد

سارکوسیستیس ژیگانته آ سارکوسیستیس تنلا و
ن ابراي اولین بار در این استوسارکوسیستیس مولئی 

.است گزارش گردیده
و قدردانیتشکر

بوده و از طرف مرکز بیماریهاي 91/پ/561کد طرح 
از همه منتطقه بوسیله مورد تصویب قرار گرفته است و

اشته اند کمال همکاران که در این طرح با ما همکاري د
. قدر دانی را دارمتشکر و
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Abstract
Background & Objective: Sarcocystosis is caused by the genus
of Sarcocystis, an intracellular protozoan parasite in the phylum
Apicomplexa. More than one hundred species of Sarcocystis can
infect domestic and wild animals. This parasite is pathogenic for
animals such as cattle and sheep; it also causes gastrointestinal
symptoms in humans. The objective of this study was to determine
the prevalence and genotyping of Sarcocystis strains in North
Khorasan province.
Materials&Methods: In this study, 320 samples of liver,
diaphragm, heart and muscles were collected from 80 sheep (40
males and 40 females).The histological study was conducted for
finding Sarcocyst. Furthermore, for observation of sarcocystis
bradyzoite, 70 g of each tissue were digested using tissue
digestion. PCR analysis was performed on all samples.
Sequencing was done on 12 PCR product. Also, genotyping was
carried out by Blast search and the homology analysis on 18
sRNA region. Data were analyzed by SPSS 16  software.
Results. Sarcocyts were seen  using histological method.  Tissue
digestion method showed that all samples(100%)were infected
with Sarcocystis. Genotyping of 12 samples proved that
sarcocystis belonged to Sarcocystis tenella (75%), Sarcocystis
moulei (8/33%), and Sarcocystis gigantea (16/66%).
Conclusion: The prevalence of Sarcocystis infection was high in
the tissues of sheep in North Khorasan province. Moreover,
Sarcocystis  tenella,  Sarcocystis moulei and Sarcocystis gigantea
were reported for the first time in this province and Sarcocystis
tenella was the most common species.
Keywords: Sarcocystis, Genotyping, sheep, North khorasan
province
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