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غربالگری موارد سرم مثبت سارکوسیستیس 
 )Lankester1882 ()آپی کمپلکسا: سارکوسیستیده(
گوسفند به روش کانترایمونوالکتروفورزیس و مقایسه 

آن با یافته های کشتارگاهی 

چكيد ه 
   بيماری ساركوسيس�تيوزیس در اكثر نقاط جهان گزارش ش�ده است و در ایران نيز در دام های نشخواركننده شيوع دارد. بنابراین 
در مطالعه حاضر الگوی ایمنوالكتروفورزی ساركوسيس�تيس س�رم گوسفند و مقایس�ه نتایج با یافته های كشتارگاهی برای تعيين 
حساس�يت و ویژگی آزم�ون كانترایمنوالكتروفورزیس به عنوان یك آزمون غربالگری انجام ش�د. برای تهيه س�رم100 نمونه خون 
گوس�فندان قبل از كشتار تهيه و س�رم جدا گردید. پادگن محلول از كيست هاي بافتي از مری، دیافراگم، عضله رانی و بين دنده ای 
آلوده به كيس�ت ساركوسيستيس تهيه ش�دند. آزمون كانترایمنوالكتروفورزیس نيز با سرم های شاهد منفی و مثبت انجام شد. در 
كانترایمنوالكتروفورزیس از100  نمونه سرم گوسفندی، 27درصد سرم ها مثبت بودند. حساس�يت آزمون كانترایمنو الكتروفورزیس 
در حدود 100 درصد و ویژگی آن 83درصد بود. بنابراین آزمون كانترایمنوالكتروفورزیس برای شناسایی و جدا كردن حيوانات آلوده 

به ساركوسيستيس از حيوانات سالم گله آزمون قابل پيشنهاد است.

كلمات كليد ي: گوسفند، ساركوسيستيس ، كانترایمونوالكتروفورزیس  
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مقد مه
ان��گل ساركوسيس��تيس به عن��وان یك��ي از تک یاخته ه��ای انگلی 
كوكسيدیایي ایجادكننده كيست در حيوانات اهلي به شمار مي رود. از این 
انگل تاكنون بيش از 130 گونه شناس��ایي شده است و از تک یاخته های 
شایع در بسياری از چهارپایان اهلی و وحشی، پرندگان، جانوران خونسرد 
و نيز انس��ان می باشد)11(. تاكتون 4 گونه آن در گوسفند شناسایی شده 
است. كيست انگل در عضلات و سيستم اعصاب مركزي حيوانات خونگرم 

و خونسرد یافت مي شود )6(.
در ایران، ش��يوع ساركوسيستوزیس گوس��فند برای اولين بار توسط 
افشار و همكاران در سال1351 بررسي گردید )5(. مطالعات بعدی نشان 
داد كه ش��يوع آلودگي ساركوسيس��تيس در گاو 73/79 درصد، گوسفند 
60/93 درص��د، ب��ز 70/45 درصد و گاوميش 40/9 درص��د بود )4(. در 
همدان 54 نفر س��رم مثبت نيز به دليل مصرف گوشت گوسفندان آلوده 
به ساركوسيس��تيس گزارش گزارش ش��ده اند )7(. از اهداف این مطالعه 
ارزیاب��ی آزمون كانترایمنوالكتروفورزیس ب��ه عنوان یک آزمون غربالگری 
سرم شناسی، تخمين ميزان آلودگی گوسفندان به انگل ساركوسيستيس 
بر اساس روش كانترایمنوالكتروفورزیس و یافته های كشتارگاهی و مقایسه 
آن با ميزان آلودگی های قبلی با توجه به عدم اقدام كنترلی در مورد انگل 
و نيز بررسی ميزان حساس��يت و ویژگی آزمون كانترایمنوالكتروفورزیس 

بود. 

مواد  و روش ها
تهيه س�رم- 100 نمونه خون از گوس��فندان قبل از كش��تار تهيه و 
علامت گذاری ش��دند. هر نمون��ه خون در 2500 دور ب��ه مدت 5 دقيقه 
س��انتریفيوژ و سرم جدا ش��ده در دمای 70- درجه سانتی گراد نگهداری 

گردید. 
تهي�ه پادگ�ن - برای تهي��ه پادگن ساركوسيس��تيس طی مراجعات 
كشتارگاهی اقدام به بازرسی لاشه ها نموده و نمونه برداری بافتی از مری، 
دیافراگم، عضله رانی و بين دنده ای آلوده به كيست ساركوسيستيس انجام 
شد. به كيست های جدا شده انگل از بافت آلوده بافر PBS به همراه تركيب 
آن�ت�ی پروتئ�از فني�ل مت�يل س�ولف�ونيل فلورای�د )0/5ميلی مول( افزوده 
و 12 بار فریز-ذوب شدند. مخلوط حاصل سانتریفيوژ گردید )8000 دور 

در 10 دقيقه( و مایع رویی به عنوان پادگن محلول جدا گردید.. 
برای اس��تاندارد كردن غلظت پادگن با اس��تفاده از روش غلظت لوله 
شماره سه مک فارلان استفاده شد. به این منظور مقدار 2 ميلی ليتر اسيد 
تری  كلرواس��تيک س��ه درصد را در لوله آزمایش ریخته و دو قطره س��رم 
انس��انی حاوی 8-6 ميلی گرم پروتئين در هر دسی  ليتر نيز اضافه گردید. 
مش��اهده ك��دورت معرف غلظت آن ب��ود كه با افزودن س��رم فيزیولوژی 
ك��دورت در محلول كمتر گردید. در اس��پكتوفوتومتری كه قبلا عاری از 
حب��اب هوا بود، آب مقطر اضافه ش��د و در 450 نانومت��ر تنظيم گردید. 
در 40 نانومت��ر، جذب نوری معادل 188-186 نش��ان داد )غلظت معادل 
غلظت لوله ش��ماره 3 مک فارلان(. مقدار نرمال پروتئين پادگن برای این 

آزمایش در 2/5-2 ميلی گرم در ميلی ليتر تنظيم شد )15(. 
كانترایمن��و الكترو فورزیس- برای انج��ام كانتر ایمنو الكتروفورزیس، 
از باف��ر باربيت��ال كه بر اس��اس روش گراندبوک تهيه می ش��د اس��تفاده 
گردید )pH 8/9-9/2(. روی صفحات شيش��ه ای مخصوص به ضخامت 4 
ميلی ليتر ژل آگاروز یک درصد ریخته شد تا منعقد گردد )24 ساعت در 
دمای 4 درجه س��انتی گراد(. سپس توسط پانچر چاهک های به قطر 3/5 
ميلی متر روی ژل ایجاد گردید. فاصله ردیف های افقی 1/5 س��انتی متر و 
فاصله حفره های پادگن-پادتن 5 ميليمتر بود. مطلوبترین كمان رس��وبی 
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Screening of seropositive sarcocystis (Apicomplexa: Sarcocystidae, Lankester1882) in sheep using counterim-
munoelectrophoresis.
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Sarcocystosis has been reported from most parts of the world, including ruminant animals in Iran. Based on this, 
immunoelectrophoresis profile of Sarcocystis and comparison between serum and necropsy findings to determine 
sensitivity and specifity of counterimmunoelectrophoresis (CIE) was undertaken. For this purpose, serum was collected 
from a total number of 100 sheep. Soluble antigen provided using infected tissues, as well. CIE analysis was conducted 
using negative and positive controls. Results indicated that seropositive sheep sample was 27%. Data analysis showed 
that specifity and sensitivity of this test were 100% and 83%, respectively. It is concluded that CIE is a reliable test to 
screen infected animals by Sarcocystis spp.
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در فاصله ی 3 ميلی متر از دو حفره مش��اهده ش��د. ب��رای انجام آزمایش 
نمونه های سرمی در دمای آزمایشگاه ذوب می گردید و از رقت های 1/2 تا 
1/16 نمونه های سرم 5 ميكروليتر به هر حفره ستون عمودی اضافه شد. 
برای مش��خص شدن خط رسوبی پادگن-پادتن از رنگ بروموفنل بلو )20 
ميلی گرم در 100 س��ی سی بافر باربيتال( به نسبت دو قسمت سرم ویک 
قس��مت رنگ اس��تفاده گردید. در داخل هرك��دام از حفره های مربوط به 
پادگن و پادتن مقدار 5 ميكروليتر سرم و در حفره مقابل آن 5 ميكروليتر 
پادگن تهيه ش��ده از كيست ریخته شد. برای هر سری از سرم های نمونه 
كه در یک نوبت آزمایش می شد، یک سرم شاهد منفی ویک سرم شاهد 
مثبت )تهيه شده از بخش انگل شناسی موسسه رازی حصارک( نيز جهت 
كنترل پادگن گذاش��ته ش��د. سپس اسلاید شيش��ه ای نمونه گذاری شده 
در تان��ک الكتروفورزی��س قرار داده و در دو مرحل��ه، ابتدا با 250 ولت و 
30 ميلی آمپر در 15 دقيقه و س��پس 100 ولت و 20 ميلی آمپر به مدت 
75 دقيقه الكتروفورز انجام ش��د. برای نمایان شدن بهتر خط رسوبی ژل 

رنگ آميزی گردید )10(. 

نتایج
  در كانترایمنوالكتروفورزیس از100  نمونه سرم گوسفندی، 27درصد 
سرم ها مثبت بودند. 15 درصد از دام های بدون كيست انگل، سرم مثبت 
بودن��د )ج��دول 1(. به طوری كه دوازده نمونه با عي��ار2، نه نمونه با عيار 
4، چه��ار نمونه با عيار 8 و دو نمونه با عيار 16 بودند )جدول 2(. چنانچه 
15 مورد سرم مثبت و فاقد كيست، مثبت مشكوک در نظر گرفته شوند، 
حساس��يت و ویژگ��ی آزمون به ترتيب در ح��دود 100درصد و 83درصد 

بدست آمد. 
  بيش��ترین فراوانی موارد س��رم مثب��ت مربوط به رق��ت 1 به 2 )با 
عي��ار2( در 12 نمونه ب��ود. كمترین تعداد موارد س��رم مثبت در رقت 1 
ب��ه 16 )با عيار 16( در 2 نمونه ثبت ش��د. در این مطالعه ميزان آلودگی 
عضلات مختلف به ماكروكيس��ت ساركوسيستيس نشان داد كه بيشترین 
ميزان آلودگی در دیافراگم )14درصد( و كمترین ميزان آلودگی در عضله 

چهارسرران )6درصد( می باشد )جدول 3(. 

تعداد سرم آزمون
موارد سرم مثبت

جمع كلفاقد كيستدارای كيست

100121527كانترایمونوالكتروفورزیس

1/21/41/81/16رقت های سرم

5421موارد سرم مثبت با كيست 

7521موارد سرم مثبت بدون كيست 

تعداد یافته ها
دام 

موارد سرم مثبت

عضله بين دنده ایعضله چهارسرراندیافراگممری

100101268كانترایمونوالكتروفورزیس

جدول  1—موارد سرم مثبت گوسفندان آلوده به ساركوسيستيس در آزمون كانترایمونو الكتروفورزیس

جدول 2- عيار تعداد موارد سرم مثبت  گوسفندان در رقت های مختلف در آزمون كانترایمونوالكتروفورزیس 

جدول 3- درصد فراوانی یافته های كشتارگاهی آلودگی به كيست  ساركوسيستيس در اندام های مختلف گوسفند در كشتارگاه شهرستان 

غربالگری موارد سرم ...
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جدول  1—موارد سرم مثبت گوسفندان آلوده به ساركوسيستيس در آزمون كانترایمونو الكتروفورزیس

جدول 2- عيار تعداد موارد سرم مثبت  گوسفندان در رقت های مختلف در آزمون كانترایمونوالكتروفورزیس 

بحث
 آزمون ه��ای سرم شناس��ی از روش ه��ای آزمایش��گاهی تش��خيص 
ساركوسيس��توزیس می باش��ند كه موفقي��ت آنها به در دس��ترس بودن 
پادگ��ن اختصاصی انگل بس��تگی دارد )كاظمی و هم��كاران، 1385(. از 
روش های ك�روماتوفوكوسينگ )17( و ژل كروماتوگرافی برای جداسازی 
پروتئين های ساركوسيستيس اس��تفاده كرده اند )12، 13(. به طوری كه 
از ساركوسيس��تيس جدا شده از سيستوزوئيت های عضلات گاو به عنوان 

پادگن در تست اليزا استفاده گردیده است )14(. 
در مطالعه حاضر با اس��تفاده از پادگن كيست ساركوسيستيس بافتی 
27 درصد سرم گوسفندان تحت مطالعه به روش كانترایمنوالكتروفورزیس 
س��رم مثبت بودند. از آنجایی كه در هيچ یک از مناطق كشور كنترلی در 
مورد انگل ساركوسيس��تيس نمی ش��ود، حضور 27 درصد آلودگی سرمی 
بيانگر كاهش ميزان آلودگی نسبت به گزارش های قبلی است )6،4،3،2(. 
این كاهش به دليل نقش عوامل زیس��ت محيطی نظير تغييرات دوره ای 
دما در تابستان و زمستان و وضعيت نگهداری گوسفندان ازجمله استفاده 
بيش��تر از مراتع و یا نگهداری در آغل، از بين بردن س��گ های ولگرد در 
مناطق شهری و روستاها باش��د. بنابراین برای آگاهی از وضعيت آلودگی 
ساركوسيس��تيس در گله های گوس��فندان كش��ور مطالعات كشتارگاهی 
و س��رولوژیک پيش��نهاد می ش��ود. س��گ و گربه از ميزبانان قطعی برای 
گونه های شناخته شده ساركوسيس��تيس گوسفندی می باشند. بنابراین، 
یكی از علل وقوع آلودگی ش��دید در ميزبان واس��ط به این علت نس���بت 
داده می ش��ود كه حيوانات مزرعه در ارتباط نزدیكی با س��گ های نگهبان 
گله هستند و س��گ ها چراگاه ها را با اسپوروسيست های ساركوسيستيس 

آلوده می كنند ) 8(.
آزمون هایی نظير اليزا، ایمنوفلورس��انس و برخی از آزمون های رسوب 
در ژل در سرولوژی ساركوسيستوزیس كار برد دارند ولی هيچ یک آزمون 
گلداس��تاندارد محسوب نمی شوند. از اینرو در مطالعه حاضر، پی بردن به 
موارد مثبت حقيقی و یا منفی حقيقی بر اساس بررسی های كشتارگاهی و 
مشاهده كيست بافتی طراحی گردید. بنابراین نمونه های سرم مثبت فاقد 
كيست بافتی كه مثبت مش��كوک در نظر گرفته شدند، احتمالا درصدی 
از آنها می تواند مربوط به مرحله ميكروكيس��ت باش��د. در این تحقيق به 
دليل عدم انجام آزمایش ميكروس��كوپی بافت جهت یافتن ميكروكيست 
انجام نگردید، از این رو جزو خطای آزمایش در نظر گرفته شدند از آنجایی 
كه برای تعيين حساس��يت آزمون كانترایمونوالكتروفورزیس در تشخيص 
ساركوسيستوزیس نياز به تعداد مثبت حقيقی و منفی بود، فقط نمونه های 
س��رم مثبتی كه ماكروكيست داشتند، مثبت حقيقی برای آزمون در نظر 
گرفته ش��دند. بنابراین نمونه های س��رم مثبت فاقد ماكروكيس��ت نيز به 
دليل ع��دم انجام هيس��توپاتولوژی برای یافتن ميكروكيس��ت، منفی در 
نظر گرفته ش��دند. با این وج��ود برای رفع هرگونه ابه��ام به جای مثبت 
كاذب موارد مثبت مش��كوک در نظر گرفته ش��دند و در ارزیابی ها تعداد 
مثبت های حقيقی محاسبه نشدند. محاسبات به این روش فقط در تعيين 
ميزان حساس��يت و ویژگ��ی آزم��ون كانترایمونوالكتروفورزیس با پادگن 
ساركوسيستيس كاربرد دارد و در تعيين ميزان شيوع آلودگی گوسفندان 
به ساركوسيس��تيس، كليه حيوانات س��رم مثبت با عي��ار 1 به 2 و بالاتر 
اعم از دارای ماكروكيس��ت و بدون ماكروكيس��ت، آلوده به حساب آمدند. 

حيوانات سرم منفی فاقد كيست نيز غير آلوده در نظر گرفته شدند. 
در این مطالعه از س��رم های م��ورد آزمایش كه همراه با كيس��ت در 
بافت ها بودند، همگی در آزمون كانترایمنوالكتروفورزیس مثبت ش��دند و 
نمونه منفی كاذب مشاهده نگردید. از این رو حساسيت آزمون در تشخيص 
سرمی ساركوسيس��توزیس 100درصد به دس��ت آمد كه از این جهت با 
آزم��ون الایزا براب��ری می كند. در حالی كه از 88 نمونه فاقد ك���يس��ت 
ماكروس����كوپی، 15 نمونه در آزم����ون كانترایمنوالكتروفورزیس مثبت 
ش��دند كه 12 نمونه مثبت دارای خط رسوبی نازک و كوتاه بودند )مثبت 
مش��كوک(. در این رابطه، درص��دی از مثبت های مش��كوک را می توان 
مرتبط ب��ا موارد آلودگی در مرحله ميكروكيس��ت و واكنش های متقاطع 
با س��ایر ت��ک یاخته های آپی كمپلكس��ا دانس��ت كه بایس��تی به عنوان 
بخش��ی از خطای آزمای��ش مد نظر قرار گيرد. بنابرای��ن ویژگی آزم��ون 
كانترایمنوالكتروفورزی��س 83درصد بدس��ت آمد. البته در یک بررس��ی 
حساس��يت آزمون كانترایم��نوال��كتروف����ورزیس برای ت���ش��خيص 

ساركوسيستيس لوینی 90 درصد گزارش شده بود )16(. 
نتایج این تحقيق نش��ان داد كه آزم��ون كانترایمونوالكتروفورزیس از 
حساسيت و ویژگی مناسبی برخوردار بوده و می تواند یک روش غربالگری 
مناسب برای تش��خيص موارد ساركوسيستوزیس در گله های گوسفند به 

دليل سادگی در اجرا و ارزانی انجام آن باشد.
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