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  دانشكده دامپزشكي

  پاتوبيولوژيگروه                                                     

  

شناسايي شناسايي شناسايي شناسايي عنوان  عنوان  عنوان  عنوان  جهت اخذ درجه دكتري رشته دامپزشكي با  بروجنيبروجنيبروجنيبروجنيآرش برجيان آرش برجيان آرش برجيان آرش برجيان آقاي آقاي آقاي آقاي پايان نامه 

     استفاده از روشاستفاده از روشاستفاده از روشاستفاده از روش شهركرد باشهركرد باشهركرد باشهركرد با    هاي منطقههاي منطقههاي منطقههاي منطقهدر گاودر گاودر گاودر گاو    ))))spp.    Sarcocystis(((( ساركوسيستيسساركوسيستيسساركوسيستيسساركوسيستيسهاي هاي هاي هاي گونهگونهگونهگونه

PCR-RFLP  نمره      /هيأت داوران زير مورد بررسي و با رتبه باحضور    1390139013901390////9999////29292929در تاريخ   

        مورد تصويب نهايي قرار گرفت

        راهنماي پايان نامه راهنماي پايان نامه راهنماي پايان نامه راهنماي پايان نامه     اناناناناستاداستاداستاداستاد        ----1111

        امضا                 امضا                 امضا                 امضا                                                                                                                                                                                                                                                                                                       با مرتبه علمي استادياربا مرتبه علمي استادياربا مرتبه علمي استادياربا مرتبه علمي استاديار    حميدرضا عزيزيحميدرضا عزيزيحميدرضا عزيزيحميدرضا عزيزيدكتر دكتر دكتر دكتر 

        امضاامضاامضاامضا                                                                                                                               با مرتبه علمي دانشياربا مرتبه علمي دانشياربا مرتبه علمي دانشياربا مرتبه علمي دانشيار    دكتر بهروز شيراندكتر بهروز شيراندكتر بهروز شيراندكتر بهروز شيران

        ان نامه ان نامه ان نامه ان نامه مشاور پايمشاور پايمشاور پايمشاور پاي    اناناناناستاداستاداستاداستاد        ----2222

        امضاامضاامضاامضا                                                                                                                                                                                                                                                                                   دكتر حمداالله مشتاقي با مرتبه علمي دانشياردكتر حمداالله مشتاقي با مرتبه علمي دانشياردكتر حمداالله مشتاقي با مرتبه علمي دانشياردكتر حمداالله مشتاقي با مرتبه علمي دانشيار

        امضاامضاامضاامضا                                                                                                                                                                                            خداداد پيرعلي با مرتبه علمي دانشيارخداداد پيرعلي با مرتبه علمي دانشيارخداداد پيرعلي با مرتبه علمي دانشيارخداداد پيرعلي با مرتبه علمي دانشياردكتر دكتر دكتر دكتر     

        نامه نامه نامه نامه داور پايانداور پايانداور پايانداور پايان    اناناناناستاداستاداستاداستاد    ----3333

        امضاامضاامضاامضا                                                                                                                                                                                                        با مرتبه علمي دانشيار                با مرتبه علمي دانشيار                با مرتبه علمي دانشيار                با مرتبه علمي دانشيار                    دكتر امين نعمت الهيدكتر امين نعمت الهيدكتر امين نعمت الهيدكتر امين نعمت الهي

        امضاامضاامضاامضا                                                                                                                                                                                                     دكتر عبدالكريم زماني مقدم با مرتبه علمي دانشيار             دكتر عبدالكريم زماني مقدم با مرتبه علمي دانشيار             دكتر عبدالكريم زماني مقدم با مرتبه علمي دانشيار             دكتر عبدالكريم زماني مقدم با مرتبه علمي دانشيار                 

مسئوليت كليه عقايد و نظراتي كه در اين پايان نامه آورده شده است به عهده نگارنده بوده و دانشكده دامپزشـكي هـيچ   

  .  نمايدگونه مسئوليتي را در اين زمينه تقبل نمي

        دكتر سعيد حبيبياندكتر سعيد حبيبياندكتر سعيد حبيبياندكتر سعيد حبيبيان                                        

 دانشكده دامپزشكيدانشكده دامپزشكيدانشكده دامپزشكيدانشكده دامپزشكي    معاون پژوهشي و تحصيلات تكميليمعاون پژوهشي و تحصيلات تكميليمعاون پژوهشي و تحصيلات تكميليمعاون پژوهشي و تحصيلات تكميلي

 
        

 دكتر حسين نورانيدكتر حسين نورانيدكتر حسين نورانيدكتر حسين نوراني

  دامپزشكيدامپزشكيدامپزشكيدامپزشكي دانشكدهدانشكدهدانشكدهدانشكده يسيسيسيسئئئئرررر
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 ابتكاراتابتكاراتابتكاراتابتكارات نتايج مطالعات،نتايج مطالعات،نتايج مطالعات،نتايج مطالعات،حاصله از حاصله از حاصله از حاصله از     كليه حقوق ماديكليه حقوق ماديكليه حقوق ماديكليه حقوق مادي

 اين پايان نامهاين پايان نامهاين پايان نامهاين پايان نامه و نوآوري هاي ناشي از تحقيق موضوعو نوآوري هاي ناشي از تحقيق موضوعو نوآوري هاي ناشي از تحقيق موضوعو نوآوري هاي ناشي از تحقيق موضوع

 ....دانشگاه شهركرد استدانشگاه شهركرد استدانشگاه شهركرد استدانشگاه شهركرد است متعلق بهمتعلق بهمتعلق بهمتعلق به                                                                                                                                        
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        چكيدهچكيدهچكيدهچكيده

چرخه زندگي آنها آن انگل هاي تك ياخته اي داخل سلولي مي باشند كه  مختلف جنس ساركوسيستيس و گونه هاي

توليدمثل جنسي و اسپوروگوني در ميزبان نهايي و توليدمثل غيرجنسي و شيزوگوني و . به دو ميزبان احتياج دارد

سه گونه ساركوسيستيس در گاو . تشكيل كيست در فيبرهاي عضلات اسكلتي و قلبي ميزبان واسط اتفاق مي افتد

و  ساركوسيستيس بوي فليس يا هيرسوتا، يس يا كروزيساركوسيستيس بوي كن: شناسايي شده است كه شامل

مي باشد كه ميزبانان نهايي آنان به ترتيب سگ سانان، گربه سانان و       ساركويستيس بوي هومينيس يا هومينيس

هم در  ساركوسيستيس هومينيسدر گاو بيماري زاست و ساركوسيستيس كروزي . پريمات ها از جمله انسان مي باشند

با توجه به بالا بودن ميزان آلودگي لاشه هاي . جب اختلالات گوارشي شامل تهوع، درد معده و اسهال مي شودانسان مو

گاوهاي كشتاري در ايران به ساركوسيست و انجام نشدن مطالعه اي در مورد شناسايي گونه هاي ساركوسيستيس در 

ر اساس روش هاي مولكولي در گاوهاي كشتار شده ايران هدف از انجام اين مطالعه، تعيين گونه هاي ساركوسيستيس ب

در اين بررسي با مراجعه به . در منطقه شهركرد بود تا اهميت آنها در بهداشت عمومي و بيماري زايي گاو مشخص شود

با روش . راًس گاو نمونه گيري به عمل آمد 70كشتارگاه جونقان شهركرد، از عضلات قلب، مري، ديافراگم و زبان تعداد 

CTAB ،DNA  از نمونه ها استخراج شده و براي بررسي آلودگي، از پرايمرهاي اختصاصي طراحي شدهH(R)1 

S18و L(F)9 S18 در ادامه با آنزيم هاي محدود كننده فرآورده هاي . استفاده شدPCR  هضم شده و الگوي شكسته

تكنيكي با حساسيت و ويژگي بالا بوده و در تشخيص گونه بسيار  RFLPروش . شدن آنها مورد ارزيابي قرار گرفتند

عدد از نمونه هاي داراي آلودگي با ساركوسيستيس بودند كه بعد از هضم  48نتايج حاصل نشان داد كه . حساس است

، S.hirsuta و آلودگي با گونه% S.cruzi ،5/87صورت گرفت آلودگي با گونه  PCRآنزيمي كه بر روي محصولات اوليه 

با توجه به نتايج اين مطالعه و تايًيد حضور ساركوسيستيس . نشان داده شد% S.hominis ،5/37و آلودگي با % 6/41

 .هومينيس در منطقه و احتمال زئونوتيك، بايد از خوردن گوشت گاو به صورت نيمه پخته اجتناب نمود

 S.cruzi، S.hirsuta، S.hominis،PCR-RFLP، ساركوسيستيس، گاو: : : : كلمات كليديكلمات كليديكلمات كليديكلمات كليدي
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 47 ........................................................................................... ژل آگارز و مراحل الكتروفورز آماده سازي  - 1- 3شكل 

 DRAІ ............................................................................................................... 50محدوده عمل آنزيم  - 2- 3شكل 

 FOKІ ................................................................................................................ 50محدوده عمل آنزيم  - 3- 3شكل 

 BSLІ ............................................................................................................... 50  محدوده عمل آنزيم - 4- 3شكل 

 52 ..................................... نانوگرم 50هاي استخراج شده از نمونه هاي جمع آوري شده با غلظت  DNA - 1- 4شكل 

 53 ....................................استخراج شده DNAبر روي  PCRالكتروفورز ژل اگارز فرآورده هاي حاصل از  - 2- 4شكل 

 53 ....................................استخراج شده DNAبر روي  PCRالكتروفورز ژل اگارز فرآورده هاي حاصل از  - 3- 4شكل 

 53 ....................................استخراج شده DNAبر روي  PCRالكتروفورز ژل اگارز فرآورده هاي حاصل از  - 4- 4شكل 

 54 ..... با نتايج با آنزيم هاي محدود الاثر PCRحاصل از هضم فرآورده  DNAالكتروفورز ژل آگارز قطعات  - 5- 4شكل 

 55 ...... با نتايج با آنزيم هاي محدود الاثر PCRحاصل از هضم فرآورده  DNAالكتروفورز ژل آگارز قطعات  -6- 4شكل 
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        جدول هاجدول هاجدول هاجدول هافهرست فهرست فهرست فهرست 

  

        عنوانعنوانعنوانعنوان

  

 15 ...................................................................... گونه هاي ساركوسيستيس در حيوانات مزرعه اي-1- 2جدول 

 27 .................................................................................................. حضور انگل و بروز بيماري در انسانها - 2-2جدول

 RFLP ............................................................. 34محلول هاي هضم آنزيمي مربوط به آنزيم هاي واكنش -1-3جدول

 37 .......................................................................................................... توالي پرايمرها و مشخصات آنها - 2-3جدول

 PCR ................................................................................................... 38دستگاه هاي مورد استفاده در  - 3-3جدول

 DNA ...................................................................................................... 42غلظت هاي محاسبه شده  -4- 3 جدول

 PCR .................................................................................................................. 44حجم واكنش هاي  -5- 3 جدول

 44 ........................................................................................ داده شده به دستگاه ترموسيكلربرنامه هاي - 6- 3 جدول

 45 .............................................................. دامنه هاي مفيد جداسازي ژل هاي آگارز و پلي اكريل آميل -7- 3 جدول

 DRAІ ............................................... 48به وسيله آنزيم  RFLPاندازه قطعات شكسته شده در واكنش  -8- 3 جدول

 FOKІ ................................................ 49 به وسيله آنزيم RFLPاندازه قطعات شكسته شده در واكنش  -9- 3 جدول

 BSLІ ............................................... 50 به وسيله آنزيم RFLPاندازه قطعات شكسته شده در واكنش  -10- 3 جدول

 56 .......................................... ميزان آلودگي نمونه هاي آلوده و كل نمونه ها به گونه هاي ساركوسيست -1- 4 جدول

 56 ........................................... گونه ساركوسيستيس در نمونه هاي آلوده 3ز ادرصد كل آلودگي هر يك  -2- 4 جدول

 57 ................ گونه هاي ساركوسيست با توجه به محدوده سنيميزان آلودگي نمونه هاي مورد مطالعه به  -3- 4 جدول

 57 ..... گونه ساركوسيستيس در نمونه هاي آلوده با توجه به محدوده سني 3درصد كل آلودگي هر يك از  -4- 4 جدول
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    فصل اولفصل اولفصل اولفصل اول
  

  

  

  مقدمه
  

  

در انسان و گونه هاي زيادي از حيوانات، عفونت تك ياخته اي ناشي از  )Sarcocystosis( ساركوسيستوزيس     

  ].22[ با گسترش جهاني مي باشد )Sarcocystis( گونه هاي مختلف ساركوسيستيس

  با گذشت و مرور زمان  يباشد ول يبرخوردار نم يكردند كه ساركوسيستوز از اهميت چندان يمدر گذشته فكر      

 1843در سال . سقط بشود يو حت يعموم يبيمار تواند منجر به انسفاليت، يرسيده اند كه مبه اين نتيجه  

به همين خاطر آنها را  كرد و يساركوسيست را در موش شناساي Miescherنام ه ب ياولين بار شخص يميلاد

ميت و اه يراز منشا ئ آلودگ يميلاد 1972تا سال  .ناميدند Miescher توبول و يا اجسام كيسه،

و در  Johnsonو  Fayer نيز 1974و در سال  Rommelو  Heydornماند و در اين سال  يساركوسيست باق

واسط و همچنين مراحل آنها را  يهادر عضلات ميزبان يانگل يكيستها Frenkelو  Ruzi يميلاد 1976سال 

توكسوپلاسما  ييه چرخه زندگآنها شب ينشان دادند و اعلام كردند كه چرخه زندگ يدر داخل بدن ميزبان نهاي

قرار داده اند و امروزه  Sarcosystidae و خانواده sporozoasidaآنها را در كلاس  يباشد و از نظر طبقه بند يم

گونه هاي مختلف . ]27[ باشد يم) pathogen( آسيب رسان يياخته ها كگوشت جزو ت ياز نظر بازرس

انگل اجباري داخل سلولي دو ميزبانه هستند كه معمولا به صورت متناوب بين ميزبان واسط  ساركوسيستيس

انگل اجباري داخل  گونه هاي مختلف ساركوسيستيس. علف خوار و ميزبان نهائي گوشت خوار انتقال مي يابند

ان نهائي گوشت سلولي دو ميزبانه هستند كه معمولا به صورت متناوب بين ميزبان واسط علف خوار و ميزب

ي در ميزبان نهايي اتفاق مي افتد و اووسيست هاي هاگ توليد مثل جنسي و اسپوروگون. خوار انتقال مي يابند

اين تك ياخته كوكسيديائي  .يزبان نهايي به محيط دفع مي شوداسپوروسيست ها از طريق مدفوع م دار شده

توليد مثل . ي و روده اي ايجاد مي نمايددر ميزبان واسط و نهايي به ترتيب ساركوسيستوزيس عضلان

غيرجنسي و شيزوگوني و تشكيل كيست ساركوسيست در فيبرهاي عضلات اسكلتي و قلبي ميزبان واسط 

 با خوردن گوشت آلوده ميزبانان واسط) گوشتخواران( به طور طبيعي ميزبانان نهايي. اتفاق مي افتد

     ا خوردن اسپوروسيست هاي مدفوع ميزبانان نهايي آلوده آلوده مي شوند و ميزبانان واسط ب) علفخواران(

مي شوند اين تك ياخته كوكسيديائي در ميزبان واسط و نهايي به ترتيب ساركوسيستوزيس عضلاني و روده 

 براي انسان مناسب ورت شديد با كيست انگل آلوده است، مصرف گوشت هايي كه بص. اي ايجاد مي نمايد
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به صورت ) Sarcocystis hominis( ساركوسيستيس هومينيست حاوي كيست بالغ خوردن گوش. نمي باشد

يكي از شايع  ساركوسيستيس .]64،9 [خام و نيم پز باعث ايجاد ساركوسيستوزيس روده اي در انسان مي شود

شيوع آن در دام هايي مانند گاو، گوسفند و بز در . ترين انگل هاي آلوده كننده دام ها در سرتاسر جهان است

در بدن ميزبان واسط بصورت كيست  سساركوسيستي .]55[ گزارش شده است %100برخي نقاط ايران تا 

برخي از كيست ها . متفاوت است گونه هاي انگل شكل كيست در اندازه و. مي شود هاي عضلاني ديده

گونه  .]65[ يا شيبه به دانه برنج مي باشند ميكروسكوپي و برخي ديگر ماكروسكوپي به اشكال رشته اي و

. هاي مختلف ساركوسيستيس در گاو در سرتاسر دنيا مي توانند ايجاد عفونت بدون نشاني باليني نمايند

و  )Sarcocystis hirsuta( ساركوسيستيس هيرسوتا، )Sarcocystis cruzi( ساركوسيستيس كروزي

كه ميزبانان نهائي آنان بترتيب سگ سانان، گربه سانان و  )Sarcocystis hominis( سساركوسيستيس هوميني

 برخي از گونه هاي .]21[ انسان بوده و درگاو به عنوان ميزبان واسط ايجاد كيست هاي عضلاني مي نمايند

در ميزبان هاي واسط مانند گاو، گوسفند، بز و خوك سبب كاهش وزن، كاهش مي توانند  ساركوسيستيس

ساركوسيستيس كروزي  .]34[ بازده غذائي، بي اشتهائي، آنمي، كاهش توليد شير، سقط جنين و مرگ شوند

نمايد داراي بالاترين ميزان شيوع در اغلب  كه بيشتر عضلات قلبي گاو را نسبت به ساير عضلات آلوده مي

و  ساركوسيستيس هيرسوتا گونه هاي ميزان شيوع. ]52،36،34،23،9[است %) 90بيشتر از (ها  كشور

در نقاط مختلف دنيا متغير بوده و اين گونه ها مري و ساير عضلات به استثنائ  سساركوسيستيس هوميني

التهاب عضلاني س در گاو ميتواند به ندرت سبب ايجاد ساركوسيستيس هوميني .]23[ قلب را آلوده مي نمايند

. ]69 [شود ائوزينوفيليك شده كه در صورت مشاهده كيست ماكروسكوپي در كشتارگاه باعث ضبط لاشه مي

آلوده كننده  گونه هاي]. 55[ در زمره ي بيماري هاي مشترك قرار دارد سساركوسيستيس هوميني عفونت

گونه هاي  سابقاً .و اسهال مي شوندانسان سبب ايجاد ناراحتي هاي گوارشي از قبيل حالت تهوع، استفراغ 

و ميزبان ) هرشكل، اندازه و ضخامت ديوا(ساركوسيستيس را بر اساس خصوصيات ريخت شناسي كيست ها 

طبقه بندي جديدي بر اساس اختصاصي بودن ميزبان  1972در سال . واسط اختصاصي طبقه بندي مي كردند

وع اختصاصي بودن برخي ضروسكوپ الكتروني ثابت شد كه موولي بعدها با استفاده از ميك. نهائي ارائه گرديد

ميزان آلودگي لاشه هاي گاوهاي كشتارشده در  .]69 [با ميزبان خاص فاقد جامعيت لازم است ها از گونه

در تشخيص گونه هاي ساركوسيست روش هاي معدودي وجود دارد كه . ايران به ساركوسيست بسيار بالا است

 مولكولي با توجه به حساسيت و اختصاصيت بالاي آن از اهميت ويژه اي برخوردار استدر اين ميان روش 

شناسائي گونه هاي ساركوسيستيس در گاو با استفاده از به علت عدم انجام پژوهشي در زمينه  ].71،47،31[

انجام شده  اين مطالعه روش هاي مولكولي در استان و اهميت آنها در بهداشت عمومي و بيماري زايي در گاو

  .است
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 فصل دومفصل دومفصل دومفصل دوم
 

 

 

  كلياتكلياتكلياتكليات

  

  

  اتيولوژياتيولوژياتيولوژياتيولوژي - - - - 1111- - - - 2222

نامگذاري  يك سيستم. هستند Apicomplexaگونه هاي ساركوسيستيس انگل هاي دو ميزبانه در شاخه ي 

اخيرا ارگانيسم ها از . در نوشته ها به كار مي رود به ميزبان نهايي و واسط مي شود و معمولاًگونه ها مربوط 

نام هاي پذيرفته شده ي اخير گونه هاي  1-2جدول . هاي اصلي شان شناخته مي شوند طريق نام

 ].60[ ساركوسيستيس مهم در حيوانات مزرعه اي و ميزبان نهايي شان را نشان مي دهد

        اپيدميولوژياپيدميولوژياپيدميولوژياپيدميولوژي ----2222- - - - 2222

و % 100گوسفند و اسب ها حدود  ،شيوع عفونت در گاو ،مختلف جهانطبق تحقيقات صورت گرفته در نقاط 

  .]60[ ولي وقوع بيماري كلينيكي كم مي باشد] 30[در خوك ها به ميزان كمتري گزارش شده است 

  چرخه زندگي ساركوسيستيسچرخه زندگي ساركوسيستيسچرخه زندگي ساركوسيستيسچرخه زندگي ساركوسيستيس    -3333- - - - 2222

تكامل  مراحل غيرجنسي تنها در ميزبان واسط. ميزبانه است 2ساركوسيستيس داراي چرخه زندگي اجباري 

  . ي شودانجام م ،يافته كه غالبا يك حيوان شكاري در طبيعت است

 ميزبانان واسط و نهايي. جام مي شودان ،تكامل يافته كه حيوان گوشتخوار است مراحل جنسي در ميزبان نهايي

از طريق بلع بافت عضلاني يا عصبي حاوي  ميزبان نهايي. براي هرگونه ساركوسيستيس متفاوت اند

برادي زوئيت ها آزاد  ،با هضم ساركوسيست در معده و روده ميزبان. ساركوسيست هاي بالغ آلوده مي شوند

به مخاط روده كوچك نفوذ كرده و به گامونت هاي نر  ،برادي زوئيت ها به طور فعال حركت نموده. مي شوند

ساعت پس از بلع بافت  6در خلال . دگرگوني مي يابند) ماكروگامونت( دهو گامونت هاي ما) ميكروگامونت(

   در سلول هاي فنجاني شكل نزديك پرزها يافت) PV( ي انگلوگامونت ها در درون حفره حا ،حاوي انگل

  ميكروگامت هاي آزاد شده از ميكروگامونت ها به طور فعال به قسمت محيطي ماكروگامونت حركت . مي شوند

  .كنندمي 
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فرايند كامل . ديواره اي در اطراف زيگوت توسعه يافته و اووسيست تشكيل مي گردد ،بعد از عمل لقاح 

از . هاي مختلف صورت مي گيرد اما در زمان ،ساعت تكميل شده 24گامتوگوني و لقاح ممكن است در طي 

گيري گامتوگوني و نوع  موضع. سيست ها به طور همزمان يافت شوندواين رو ممكن است گامونت ها و او

براي مثال گامونت هاي . سلول آلوده در ارتباط با گونه ساركوسيستيس و مرحله گامتوژنز متفاوت است

  .ساركوسيستيس هيرسوتا و كروزي در سلول هاي فنجاني شكل روده و نزديك آن تكامل مي يابد

بي رنگ بوده و داراي  ،ههاگدار شدسيست هاي وعموما او. شودروده هاگ دار مي  اووسيست در لايه پارين

 4هر اسپوروسيست حاوي . اسپوروسيست درازند 2ديواره نازكي كمتر از يك ميكرومتر هستند و حاوي 

  .]2[ اسپروزوئيت دراز و يك جسم باقيمانده مي باشد

بوسيله اسپوروسيست هاي آزاد در مجراي روده وارد شده و . ديواره اووسيست نازك و غالبا شكننده است

. ي گردندگاهي اووسيست هاي هاگدار نشده و جزئي هاگدار شده در مدفوع يافت م. مي شوند مدفوع دفع

روز  14تا  7سيست ها بين واما براي اكثر گونه هاي ساركوسيستيس اولين او ،ر بودهدوره كمون و آشكار متغي

  .بعد از بلع ساركوسيست ها بوسيله مدفوع دفع مي شوند

در روده كوچك . آب آلوده مي شود و از طريق بلع اسپوروسيست هاي موجود در مواد غذايي ميزبان واسط

سرنوشت اسپوروزوئيت از زمان بلع . از كيست اسپوروسيست ها خارج مي گردند اسپوروزوئيت ها

از روز پس  7تا  4طي . اسپوروسيست ها تا تكامل اوليه در سرخرگ هاي غدد لنفاوي روده بند ناشناخته است

مي  در مجراي روده و در اندوتليوم سرخرگ ها يافت ساركوسيستيس كروزياسپوروزوئيت هاي  ،آلودگي

  .در همين زمان زوئيت هاي آزاد در سرخرگ هاي غدد لنفاوي روده بند ديده مي شوند. گردند

و ممكن است روز پس از آلودگي در سلول هاي اندوتليال شروع شده  7اولين نسل شيزوگوني يا مروگوني طي 

روز بعد از  46تا  19نسل دوم از شيزونت ها يا مرونت ها از . روز پس از آلودگي تكميل گردد 15در خلال 

نسل سوم . آلودگي در اندوتليوم مويرگ ها و همچنين سرخرگ هاي كوچك سرتاسر بدن يافت مي شوند

بيشترين . دن يافت مي شودشيزونت هاي چند هسته اي هستند كه در مويرگ هاي سراسر ب ،شيزونت ها

مروزوئيت هاي حاصل از اين نسل به سلول هاي . تعداد شيزونت ها در گلومرول هاي كليه مشاهده مي گردند

 مي نمايد ماهيچه اي وارد مي شوند و متروسيت ها را تشكيل مي دهند و شكل گيري ساركوسيست را آغاز

شيزونت هاي نابالغ بازوفيليك بوده و درخشان تر از بافت  ،در رنگ آميزي هماتوكسيلين و ائوزين .]29[

ميكرومتري خالي از مشكل  6 نوكلئوپلاسم شيزونت ها منتشر بوده و شناسايي آن در مقاطع. ميزبان اند

هسته قطعه قطعه شده و به چندين هستك . ميكرومتري وضوح بيشتري دارند 3تا  1وليكن در مقاطع  ،نيست

شكل و اندازه شيزونت ها . مروزوئيت ها در قسمت پيراموني تشكيل مي گردند. مي شوندتقسيم ) عدد 37تا (

تر از شيزونت هاي ساير بافت دشيزونت هاي موجود در عضلات بدن بلن. به حد قابل ملاحظه اي متغير است

ه حفره يلهر دو نسل اول و دوم شيزونت ها در داخل سيتوپلاسم سلول ميزبان قرار گرفته و بوس. ها هستند

  .]2[حاوي انگل احاطه نشده اند 

  مروزوئيت ها در خون محيطي يافت شده كه با بلوغ شيزونت هاي نسل دوم ، روز بعد از آلودگي 46تا  24طي 

كلئر نو مروزوئيت ها به طور خارج سلولي در خون وجود داشته و يا در داخل سلول هاي مونو. منطبق است

ظاهرا از (انگل  2رخي از آنها به هسته بوده و ب 2يا  1داخل سلولي حاوي  مروزوئيت هاي. قرار گرفته اند

  .شده اند تقسيم) طريق آندوديوژني
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. معمولا شيزونت ها داراي مراحل محدود زماني بوده و قبل از تشكيل ساركوسيست ها ناپديد مي شوند

مروزوآيت . را آغاز مي نمايندمروزوآيت هاي آزاد شده از نسل نهايي شيزوگوني شكل گيري ساركوسيست 

بعد از تقسيمات . مي شوند) متروسيت(گرد تا بيضوي  ،داخل سلولي احاطه شده بوسيله حفره حاوي انگل

عموما . ساركوسيست با برادي زوئيت ها پر شده كه مرحله عفوني براي ميزبان قطعي است ،مكرر

اختلاف قابل ملاحظه اي در بين گونه هاي  اما ،روز بعد از آلودگي عفوني شده 75ساركوسيست ها حدود 

. عفوني نيستند شيزونت ها و ساركوسيست هاي نابالغ براي ميزبان نهايي. دساركوسيستيس وجود دار

ماه بعد از  3اما بسياري از آنها طي  ،ساركوسيست ها ممكن است براي تمامي دوره زندگي ميزبان دوام يافته

 ].2[) 1-2شكل( آلودگي ناپديد مي شوند
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  ]60606060 [گونه هاي ساركوسيستيس در حيوانات مزرعه ايگونه هاي ساركوسيستيس در حيوانات مزرعه ايگونه هاي ساركوسيستيس در حيوانات مزرعه ايگونه هاي ساركوسيستيس در حيوانات مزرعه اي: : : : 1111- - - - 2222    جدولجدولجدولجدول

  

 
  

            

  گونه هاي  ميزبان واسط

  ساركوسيستيس

  ميزبان نهايي  مترادف ها

  

  گاو

S.cruzi 

 
S.hirsuta 

 
S.hominis 

S.bovicanis 

 
S.bovifelis 

 
S.bovihominis 

 

  سگ، گرگ، روباه، راكون

  

  گربه

  

  انسان ها

  

  گوسفند

S.tenella 

 

S.arieticanis 

 

S.gigantica 

 

S.medusiformis 

S.ovicanis 

 

- 

 

S.ovifelis 

 

-  

  روباه سگ،

  سگ

  

  گربه

  

  گربه

  

  بز

S.capracanis 

 

S.hericanis 

 

S.moulei 

- 

 

- 

 

-  

  روباه سگ،

  سگ

  

 گربه

  

  خوك

S.miescheriana 
 

S.suihominis 
 

S.porcifelis 

S.suicanis 
 

- 
 

- 

  سگ، راكون

  انسان

  

  انسان

  

  اسب

S.bertrami 
 

- 
 

S.neurona 

S.equicanis 
 

S.fayeri 
 

- 

  سگ

  مشخص نشده

  

  مشخص نشده
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        ....چرخه انتقال ساركوسستيسچرخه انتقال ساركوسستيسچرخه انتقال ساركوسستيسچرخه انتقال ساركوسستيس): ): ): ): 1111----2222((((شكلشكلشكلشكل

S.bovihominis (B), S.suihominis(S), Unknown species (U), S.ovicanis (1), S.ovifelis (2) 
S.bovicanis (3), S.bovifelis (4), S.suicanis (5) 
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  معيارهاي طبقه بندي گونه هاي ساركوسيستيسمعيارهاي طبقه بندي گونه هاي ساركوسيستيسمعيارهاي طبقه بندي گونه هاي ساركوسيستيسمعيارهاي طبقه بندي گونه هاي ساركوسيستيس    - - - - 4444- - - - 2222

دو معيار اصلي نامگذاري گونه هاي جديد  ،1972قبل از كشف چرخه زندگي ساكوسيستيس در سال 

معيارهاي مختلفي كه جهت طبقه بندي . ساختمان ساركوسيست ها و نوع ميزبان بودند ،ساركوسيستيس

اووسيست ها و اسپوروسيست ها و نوع  ،شيزونت ها ،شامل ساختمان ساركوسيست ها، اده مي شونداستف

امروزه جهت شناسايي گونه هاي انگل از روش هاي نوين ملكولي نيز استفاده . ميزبان هاي اختصاصي مي باشد

  .مي شود

  ساركوسيست هاساركوسيست هاساركوسيست هاساركوسيست ها    - - - - 1111- - - - 4444- - - - 2222

. سلول ميزبان و روش هاي مطالعه متفاوت استشكل و اندازه ساركوسيست بر حسب سن ساركوسيست، نوع 

به عنوان مثال ساركوسيست هاي گونه اي واحد در عضلات قلب و سيستم اعصاب مركزي هميشه كوچكتر از 

نوع ماده  ارتباط با پايدار كردن و احتمالاً همچنين اندازه و شكل ساركوسيست ها در .آنها در عضلات بدن اند

به علت موضع گيري متداول انگل ها در عضلات قابل انقباض اندازه، ساركوسيست . پايدار كننده، متفاوت است

رشد برخي از گونه . بر حسب حالت انبساط يا انقباض سلول ميزبان در زمان پايدار كردن متغير خواهد بود

شكل به علاوه . هاي ساركوسيستيس براي چندين سال بعد از رسيدن آنها به مرحله عفوني ادامه مي يابد

ساختمان متروسيت . ساركوسيست ها در ارتباط با محل قرار گرفتن آنها در ارگان هاي مختلف متفاوت است

. ها معيار مفيدي نيست، زيرا غالباً شكل آنها نامنظم و اندازه آنها در ارتباط با مرحله تقسيم متغير است

ت ها در اكثر گونه هاي ساركوسيستيس ساختمان برادي زوئيت ها نيز متغير است، به علت آنكه برادي زوئي

در مجموع، جز در موارد اختلاف آشكار اندازه برادي . موزي شكل بوده، اندازه گيري دقيق آنها مشكل است

ساختمان ارگانل ها چون ميتوكندري ها معيارهاي . زوئيت ها از اين معيار نبايد جهت شناسايي استفاده شود

  . خوبي براي طبقه بندي نيستند

گزارش هاي متعدد نشان داده اند كه . اختمان ديواره ساركوسيست معيار مفيدي براي شناسايي استس

ساختمان فرا ريزبيني ديواره ساركوسيست گونه هاي ساركوسيستيس، اختلاف قابل ملاحظه اي را از شكل 

نوع  24كه حداقل با بررسي گزارش هاي منتشر شده به نظر مي رسد . نسبتاً ساده تا بسيار پيچيده دارند

ديواره اوليه . متمايز ديواره ساركوسيست وجود دارد كه احتمال كشف انواع ديگر آن نيز در آينده وجود دارد

 .و لايه ي متراكم الكتروني در زير آن تشكيل يافته است )parasite membrane( ساركوسيست از غشاء انگلي

تيغه هاي منشعب شده از لايه . اوليه ي ساركوسيست وجود دارديك لايه گرانوله بلافاصله در زير ديواره ي 

لازم به . گرانوله ساركوسيست را به بخش هايي مجزا نموده كه حاوي برادي زوئيت ها و متروسيت ها مي باشد

ذكر است كه در توصيف گونه ساركوسيستيس، ساختمان ديواره ساركوسيست بايد با احتياط مورد استفاده 

  :راقرار گيرد،زي

به . ساختمان ديواره در ارتباط با ماده پايدار كننده و حالت دژنراتيو سلول ميزبان متفاوت خواهد بود) الف

عنوان مثال ديواره صاف و نازك ساركوسيستيس كروزي در نتيجه پايدار شدن با مواد مختلف ممكن است 

  .ضخيم و ناصاف به نظر برسد

در سلول عضلاني احاطه كننده فرور فته  ند ديواره ساركوسيست عميقاًدر برخي گونه ها زايده هاي پرز مان) ب

ممكن است ديواره در اين حالت . نوري غيرممكن باشد و ممكن است آشكار ساختن آنها با ميكروسكوپ
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بنابراين براي توصيف گونه جديد ساركوسيستيس بررسي ديواره . ناصاف ساركوسيست صاف به نظر بيايد

  .له ميكروسكوپ الكتروني ضروري استساركوسيست به وسي

بنابراين در بررسي نمونه هاي . ساختمان ديواره ساركوسيست ممكن است در ارتباط با سن متفاوت باشد) ج

جدا شده از حيوانات با آلودگي طبيعي شرط احتياط ضروري بوده، زيرا روش معتبري براي تعيين سن 

  .]2[ ساركوسيست وجود ندارد

  هاهاهاهاشيزونت شيزونت شيزونت شيزونت     - - - - 2222- - - - 4444- - - - 2222

، زيرا در ارتباط با چرخه تكاملي و سلول ميزبان ساختمان شيزونت ها ارزش محدودي در طبقه بندي دارد

  .بسيار متغير است

  سيست ها و اسپوروسيست هاسيست ها و اسپوروسيست هاسيست ها و اسپوروسيست هاسيست ها و اسپوروسيست هاوووواواواواو    - - - - 3333- - - - 4444- - - - 2222

ساختمان اووسيست ها و اسپوروسيست ها در طبقه بندي ساركوسيستيس ارزش كمي را دارا بوده يا فاقد 

  .سيست ها و اسپوروسيست هاي ساركوسيستيس از نظر ساختماني مشابه هستندوي او، زيرا تمامارزش اند

در مورد . دوره هاي كمون و آشكار بسيار متغير بوده و در طبقه بندي ساركوسيستيس ارزشي ندارند

  .اسپوروسيست ها براي ماه ها دفع مي شوند ساركوسيستيس كروزي

  اختصاصي بودن ميزباناختصاصي بودن ميزباناختصاصي بودن ميزباناختصاصي بودن ميزبان    - - - - 4444- - - - 4444- - - - 2222

، براي مثال. ي ساركوسيتيس براي ميزبانان واسط بيشتر از ميزبانان نهايي اختصاصي هستندعموما گونه ها

تنها ميزبانان واسط بوده، در حالي كه ) گاو كوهان دار وحشي(، گاو و بيزون ساركوسيستيس كروزيبراي 

  .شغال و روباه مي توانند نقش ميزبانان نهايي را ايفا كنند سگ، گرگ، راكون،

        شناسايي گونه بر مبناي واكنش زنجيره اي پليمرازشناسايي گونه بر مبناي واكنش زنجيره اي پليمرازشناسايي گونه بر مبناي واكنش زنجيره اي پليمرازشناسايي گونه بر مبناي واكنش زنجيره اي پليمراز    - - - - 5555- - - - 4444- - - - 2222

و غيره  RFLP ،Real time PCRامروزه جهت شناسايي گونه هاي انگل از روش هاي نوين ملكولي نظير 

از جمله مزاياي روش هاي ملكولي مي توان در نياز به ميزان كم از ماده وراثتي، عدم تاثير . مي شود استفاده

ه و حساسيت ط و ميزبان و قابليت بررسي تعداد زيادي نمونه در يك زمان كوتاشرايط مخدوش كننده محي

استاندارد براي تشخيص گونه هاي  PCRهدف از اين مطالعه استفاده از روش  .]71[ بالاي تست اشاره نمود

جهت تعيين گونه هاي ساركوسيستيس در  RFLPساركوسيست در منطقه شهركرد و به دنبال آن روش 

  .بود آلوده نمونه هاي

 واكنش زنجيره اي پليمرازواكنش زنجيره اي پليمرازواكنش زنجيره اي پليمرازواكنش زنجيره اي پليمراز    -1111- - - - 5555----4444- - - - 2222

PCR،  براي تكثير قطعات اختصاصي تكنيكي استDNA  مرحله اي مي باشد 3و شامل سيكل هاي متعدد :

درجه سانتي  90با حرارت دادن بيش از . تكثير قطعات باز شدن دو رشته الگو از يكديگر، اتصال پرايمرها و

قطعه پرايمر طراحي شده به  2از يكديگر جدا مي شوند و با سرد شدن مجدد  DNAگراد دو رشته مكمل 

 75تا  72سپس دما تا حدود  .هدف متصل مي گردند DNAطور اختصاصي، هريك به يكي از رشته هاي 

تكثير قطعات اختصاصي را انجام  ،پليمراز با توسعه پرايمرها DNA درجه سانتي گراد افزايش يافته تا آنزيم
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شرح داده  1971- 1974 و همكاران در سال هاي Khurana توسطPCR اصول اوليه روش ).2- 2شكل (دهد 

امروزه اين روش تقريبا . و همكارانش عملا به كار گرفته شدKary Mullis  سال بعد توسط 10شد و حدود 

 ].13،12،1[ در تمامي آزمايشگاه هاي ملكولي به طور متداول مورد استفاده مي باشد

PCR از نظر اصول عملي تشابه زيادي به همانند سازي ،DNA براي . بر گرفته از آن است و در واقع دارد

  .الگو وپرايمر لازم است DNAپليمراز، نوكلئوتيدهاي تري فسفات، يون منيزيم،  DNA، آنزيمPCR انجام

مورد نياز است كه  معمولا دو رشته اي است، جهت تكثير بخشي از آن يك جفت پرايمر DNAاز آنجايي كه 

پرايمرها محل ژني . هدف طراحي و ساخته مي شوند DNAبه طور اختصاصي بر اساس توالي هاي دو طرف 

هر ناحيه از ملكول . كه بايد تكثير شود را مشخص نموده و اندازه قطعات تكثير شونده را تعيين مي كنند

DNA  ئوتيدي لنوك دو قطعه اوليگو. معلوم باشدمي تواند انتخاب شود به شرطي كه توالي هاي دو طرف آن

اين اوليگونوكلئوتيدها كه به عنوان . ، هيبريد شوندDNAكوتاه، هر يك بايد با يك رشته از مارپيچ دوتايي 

 مي كنند، منطقه اي را كه بايد تكثير بشود، محدود مي كنند عمل DNAپرايمر در واكنش هاي سنتز 

  .]1[ )2-2شكل(

  

  

  

  

  



 
به روش به روش به روش به روش     D0Aنحوه تكثير نحوه تكثير نحوه تكثير نحوه تكثير  - - - - 2222----2222شكل شكل شكل شكل   PCRبه روش به روش به روش به روش 

 

  

   


