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فاسـیولیازیس باعثهاانگلازجنساینهايگونهاست.برخوردارايویژهاهمیتازفاسیولاهايگونهشناساییامروزه:هدفوزمینه
هـاي فاسـیولا بـا روش   شناسـایی گونـه  ن مطالعـه بـه منظـور    ی. ااستهاانسانواهلیهايدامدرمشتركهايبیماريترینمهمازکهشده

PCR-RFLPانجام شد.در شهرستان گرگان
بـا اسـتخراج ژن وجدا شـد  گرگانکشتارگاهگوسفندوگاوآلودهکبدهايازفاسیولاهايکرمیفیوصتمطالعهاینرد:بررسیروش

نمونه8وشدانجامتکثیریافتهقطعاترويRFLPزمونآ،TasIآنزیمباوتکثیرITS-1ژنومازايقطعهد.یانجام گردکلروفرم–فنلروش
گردید.توالیتعیین

ها تحـت تـاثیر آنـزیم    تمام نمونهPCRمحصولات شد.جداسازيگوسفندوگاوآلودهکبدهاياز کرم فاسیولا 49در مجموع :هاهیافت
TasIجفـت  151هاي ژیگانتیکا سه باند را نشان دادند. این آنزیم درگونه هپاتیکا یـک قطعـه   هاي هپاتیکا دوباند و گونهقرار گرفتند و گونه

درصـد) فاسـیولا   46/73کـرم ( 36بـود.  جفت بـازي  219و 93، 151ولی در گونه ژیگانتیکا سه قطعه را نشان داد؛ 312بازي و یک قطعه
گونه 13کرم فاسیولا جدا گردید که 22کبد آلوده گوسفندي، 6از درصد) فاسیولا هپاتیکا تشخیص داده شدند.53/26کرم (13ژیگانتیکا و 

کرم فاسیولا جدا گردید کـه همگـی   27کبد آلوده گاوي، 6از ) تشخیص داده شدند.درصد9/40گونه ژیگانتیکا (9درصد) و 1/59هپاتیکا (
درصد) شناسایی شدند.100از گونه گاوي فاسیولا ژیگانتیکا (

است.گرگانشهرستاندرغالبگونهژیگانتیکافاسیولاگونه:گیرينتیجه
PCR-RFLP، ژیگانتیکا فاسیولا، فاسیولا هپاتیکا، گوسفند ، گاوکبد ، :هاواژهکلید
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مقدمه
عامـل کهاستیانگليهايماریبنیترمهمازیکیسیازیولیفاس

).1(اسـت کایگانتیژوکایهپاتشاخصگونهدوباولایفاسجنسآن
وبــوده گوســفندوگــاوجملــهازیاهلــوانــاتیحآنیاصــلزبــانیم

نی ـاواسـط زبـان یمکسیرادوایفوزارتولا،ترونکاگالبايهاحلزون
درووانــاتیحدراولمرحلــهدريمــاریبنیــا).2(هســتندهــاکــرم

انساندرسیازیولیفاس).3(ت است یمورد اهمانساندريبعدمرحله
ومبـتلا انسـان ونی ـلیم4/2حـدود وافتـه یشیافـزا ریچشـمگ طوربه

).4(هســتند جهـان دريمــاریببـه ابــتلامعـرض درنفــرونی ـلیم180
معـرض درنفـر ونی ـلیم6حدودوکیآندممناطقجزءرانیاکشور

يهـا دهـه دربـزرگ یدمی ـاپدو).5(قرار دارنـد  يماریبنیابهابتلا
).7و6(اسـت شـده گـزارش کرمانشـاه اسـتان ورانیاشمالدرریاخ

گـزارش زی ـنرانیانقاطریسادریانسانسیازیولیفاسمواردنیهمچن
ر،ی ـاخيهـا سـال دريمـار یبنی ـاشیافـزا بهتوجهبا).8(استدهش

وکنتـرل ،يریشـگ یپيبـرا هـا کـرم ازجنسنیايهاگونهصیتشخ
صیتشخيبراهاروشنیترمهمازاست.تیاهمزیحايماریبدرمان
روش).10و9(اســـت(PCR)یمولکـــولصیتشـــخروش ولایفاســـ

PCR-RFLPفاسـیولا هـاي گونهتشخیصهايروشبهترینازیکی
اهلـی هـاي دامدرژیگانتیکـا وهپاتیکـا گونـه دوکهاست نقاطیدر

ــود ــد. داروج ــینن ــیهمچن ــوانم ــنازت ــیدرروشای ــايبررس ه
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اسـتفاده فاسـیولیازیس تشـخیص برايانسانیودامیاپیدمیولوژیکی
ــود ( ــااز). 11نم ــهآنج ــک ــرمازیبعض ــاک ــراه ــوانینم ــرازت نظ
ــقطــعطــوربــهکیــمرفولوژ ایــکــایهپاتگونــهدوازیکــیعنــوانهب

زیــنحدواســطشــکلوجــودنیهمچنــونمــودییشناســاکــایگانتیژ
هـاي  ن مطالعـه بـه منظـور شناسـایی گونـه     ی ـا؛ لذا استشدهگزارش

در شهرستان گرگان انجام شد.PCR-RFLPفاسیولا با روش 
بررسیروش

کبد6(آلودهکبد12ازولایفاسيهاکرمیفیتوصمطالعهنیادر 
گرگـان کشـتارگاه ازمختلففصولدر)يگاوکبد6ويگوسفند

د.یگرديجداساز28/9/1394ت یلغا28/9/1393خیتاراز
یقسمتوشدندشستشوPBSبابارسهودقتباولایفاسيهاکرم

د.یگردمنتقلدرجه70الکلبهودهیبریچیقباولایفاسيهاکرماز
ــرا ــتيب ــلروشازDNAراجخاس ــرم-فن ــلاحکلروف ــدهاص ش
463قطعـه کی ـری ـتکثيبـرا اسـتفاده مـورد يمرهایپراشد.استفاده
توســطکــهر بــود یــزيرهــامیپراشــاملITS-1ژنازيبــازجفــت

شدند.سنتزسیناژنشرکت
:FascF: فوروارد 5´-ACC GGT GCT GAG AAG ACG-3´

-´5ورز:یر CGA CGT ACG TGC AGT CCA-3´

تـر یکرولیم5/7شـامل تـر یکرولیم15یکلحجمباPCRکنشوا
کی ـزه،یونی ـدمقطـر آبتـر یکرولیم5/5کلون)،نایکس(سیمماستر

کومـول یپ10وفورواردمریپراکومولیپ10يحاومریپراتریکرولیم
د.یگردانجامشدهاستخراجDNAازتریکرولیمکیوورزیرمریپرا

initialملشاکلریترموسایحرارتبرنامه denaturation95يدمادر
ومرحلـه سـه درری ـتکثشد.انجامقهیدق5مدتبهگرادیسانتدرجه

بـه گـراد یسـانت درجـه 94يدمـا درDenaturationشاملتکرار30
مـدت بـه گرادیسانتدرجه60يدمادرAnnealingه،یثان30مدت

30مـدت بـه ادگـر یسـانت درجه72يدمادرExtensionوهیثان30
ــثان ــامهی ــدانج ــ. در نهاش ــهتی Finalمرحل Extensionــادر يدم

انجـام ازپـس شـد. انجـام قـه یدق5مـدت بـه وگـراد  یسانتدرجه72
ازتـر یکرولیمکی ـشـده، ری ـتکثقطعـه یابی ـارزيبـرا PCRواکنش

آگـاروز ژليروود ی ـگردمخلـوط بـافر نگیلودباPCRمحصول
شد.الکتروفورزدرصد5/1

اسـتفاده فرمنتـاز شـرکت TasIمیآنزازPCR-RFLPانجاميبرا
کـار انجـام روش.دهدیمبرشرا´AATT3´5یتوالمیآنزنیا.شد
تـرآب یکرولیم8شـامل  کـه بـود تریکرولیم15حجمبهواکنشهیته
5/0وBبــافرتــریکرولیمPCR،5/1محصــولتــریکرولیم5زه،یونیــد
ساعت5/2مدتبهفوقواکنشسپس.بودندTasIمیآنزتریکرولیم

قـه یدق20مـدت بهتاًینهاوشدانکوبهگراد یسانتدرجه65يدمادر
الکتروفـورز يد. برایگردونیانکوباسگرادیسانتدرجه80يدمادر

ومیدی ـاتبـا وشـد  اسـتفاده درصـد 5/2ژلازPCR-RFLPل محصو
د.یگرديزیآمرنگدیبروما

رانمونـه PCR ،8صولاتحمازتریکرولیم25،یتوالنییتعيبرا
کـره ریونی ـببـه سـت یتکاپوزشـرکت توسطفورواردمریپراباهمراه
يدی ـنوکلئوتیتـوال شـد. انجـام یتوالنییتعوم ینمودارسالیجنوب
ویبررس ـChromasبرنامـه ازاسـتفاده بـا موردنظريهانمونهیتمام

براسـاس د و ی ـگردزیآنـال Blastبرنامـه توسطسپس.شدندشیرایو
ــالاتر ــوژنیب ــايهومول ــاژنب ــکدرموجــوديه ژن،اطلاعــاتبان

شدند.یابیارز
هایافته

مــوردمــریپراد. یــگرديســازجدافاســیولاکــرم49در مجمــوع 
ژليرويبـاز جفـت 463بانـد کـا یهپاتگونـه دوهـر يبرااستفاده
گونـه دونیاتوانینمPCRانجامباکهدادنشاندرصد5/1آگاروز

ک).ی(شکلدادصیتشخهمازرا

جفت بازي 463قطعه PCRنتایج الکتروفورز محصول :1شکل
درصد5/1روي ژل آگاروز

؛جفت بازي100مارکر: 4شماره ؛فاسیولا هپاتیکا:3الی 1شماره 
کنترل منفی: 7شماره ؛فاسیولا ژیگانتیکا:6و 5شماره

PCR-RFLPفورز محصول ولکترج ای: نتا2شکل 

آگاروزدرصد5/2ژل يرو
فاسیولا هپاتیکا با : 2شماره ؛بدون آنزیمPCRمحصول : 1شماره 

؛جفت بازي50مارکر : 3شماره ؛جفت بازي312و 151دو باند 
جفت بازي219و151، 93فاسیولا ژیگانتیکا با سه باند : 4شماره 

قــرارTasIمیآنــزریتــاثتتح ـهــانمونــهتمــامPCRمحصـولات 
را بانـد سـه کـا یگانتیژيهاگونهودوباندکایهپاتيهاگونهو گرفتند

وبـازي جفت151قطعهیکهپاتیکادرگونهآنزیمایند. نشان دادن
، 151قطعـه سـه ژیگانتیکـا گونهدریداد؛ ولنشانرا 312قطعهیک

).2(شکل استبازيجفت219و 93
فاسـیولا )درصـد 46/73(کـرم 36لکـولی موهـاي روشبراساس

دادهتشـخیص هپاتیکـا فاسـیولا )درصد53/26(کرم 13وژیگانتیکا

4321

bp463
bp219 bp312

bp151
bp93 bp151

bp1500
bp463

7654321
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ند.شد
کـه گردیـد جـدا فاسـیولا کـرم 22گوسـفندي، آلودهکبد6از

)درصـد 9/40(ژیگانتیکـا گونـه 9و )درصـد 1/59(هپاتیکاگونه13
داده شدند.تشخیص

گی از همکهگردیدجدالافاسیوکرم27گاوي،آلودهکبد6از
.شدندشناسایی)درصد100(ژیگانتیکافاسیولاگاويه گون

بحث
گونـه فاسـیولا   ، PCR-RFLPبـا اسـتفاده از روش   ن مطالعـه  یدر ا

شد.ییژیگانتیکا گونه غالب در شهرستان گرگان شناسا
PCR-RFLPروشازاســتفادهبــاو همکــاران یدر مطالعــه رکنــ

درولایفاس ـيهـا گونـه TasIمیآنزازاستفادهباوITS-1قطعهيرو
خوزستانتهران،استانسهبوفالو)وگاوبز،(گوسفند،یاهليهادام

صیتشـخ يبـرا یمولکـول روشن یشد. ایبررسیغربجانیآذرباو
).12شد (یابیارزدیمفاریبسکایگاتیژازکایهپاتگونه

PCR-RFLPشروازاســتفادهبـا همکــارانویمـان یادر مطالعـه  

sژنيرو rRNA28يهــامیآنــزوDraIIوAvaII12/3ازدرصــد
کــایگانتیژولایفاس ـبـه آلــودهیغرب ـجـان یآذربااســتانيهـا حلـزون 

وآزمـون نی ـاطبـق زینهمکارانوپورییایآر).13د (یگزارش گرد
ــهITS-1ژن ــاگون ــه35درراولایفاســيه ــه35ويگــاونمون نمون

ــفند ــکيگوس ــهرنیمش ــتانش ــاردباس ــالی ــدییشناس ــام.کردن تم
يگاويهانمونهبودند و کایهپاتولایفاسيدارايگوسفنديهانمونه
ویقـوام در مطالعـه  ).14بود (کایگانتیژوکایهپاتگونهدوهرشامل

وگـاو ازشـده جـدا يولایفاس ـپی ـژنوتزنجـان اسـتان درهمکاران
ــفند ــاگوسـ ــتفادهبـ ــهيروPCR-RFLPازاسـ ــقطعـ ،ITS-2یژنـ
s rDNA8/5 وs rDNA28ــیتع ــالغکــرم584ازن شــد. ی نظــرازب
درصـد  62وکـا یگانتیژدرصـد  7کـا، یهپاتدرصـد 31کیمورفومتر

intermediate.نمونـه 535يروکـه یمولکولمطالعاتنظرازبودند
وشـدند گـزارش کـا یهپاتولایفاس ـهـا نمونـه هیکل؛شدانجامولایفاس

).15امد (یدست نبهکایگانتیژگونهازيشواهد
ITS-2ژن،PCR-RFLPآزمونباهمکارانوHuangدر مطالعه 

ــزو ــامیآن ــهRcaIوHsp92IIيه Mainlandدرولایفاســيهــاگون

یابی ـارزمـوثر ومناسـب روشنی ـاه شد و دادصیتشخنیچکشور
بـر عـلاوه ای ـدنمختلـف نقـاط درنیمحققریاخدههدودر).16شد (

زی ـنCO1وND1ییایتوکنـدر یميهاژنازITS-2وITS-1يهاژن
مناسـب اریبس ـکـه کردنـد اسـتفاده ولایفاسيهاگونهییشناسايبرا

ژنازاسـتفاده بـا همکـاران ویعیشـف ).18و17(اسـت شدهگزارش
ITS-2يهامیآنزوMspIوKpnI818ازراکـا یهپاتولایفاسزولهیا

ییشناسـا راحمـد یبووهی ـلویکهگاسـتان درکایگانتیژولایفاسزولهیا
).19(کردند

شهرســتاندرولایفاســشــاخصگونــهدوهــردر مطالعــه حاضــر 
ولایفاسگوسفندانازشدهجدايهاگونهتیاکثرشد.افتیگرگان 

بـود.  کـا یگانتیژولایفاس ـگاوهاازشدهجدايهاگونهتماموکایهپات
يبـه طـور  . داردمطابقـت )12(انهمکـار ویرکنمطالعهباافته ین یا

درصد6/96وکایهپاتگوسفنداندرولایفاسيهاگونهدرصد 60که 
).12ن شد (ییتعکایگانتیژبوفالووگاوازشدهجدايهاگونه

جـدا يولایفاسيهاگونهنییتعيبراهمکارانوییاسکویمحام
ــده ــهازش ــتانس ــان،اس ــانیآذرباخراس ــج ــارسویغرب روشازف

PCR-RFLPيهـــاژنيروITS1،ITS25.8وs rDNAاســـتفاده
نمونـه 90از.بودTsp509Iروشنیادرشدهاستفادهمیآنزنمودند. 

وکایهپاتگونه70استان،سهدرگوسفندوگاوازشدهجداولایفاس
يبـرا همکارانويشهباز).20(دیگردییشناساکایگانتیژگونه20

ــا ــهییشناسـ ــاگونـ ــيهـ ــفند50درولایفاسـ ــاو50وگوسـ درگـ
گونـه 75توانسـتند ITS-1ژنازيری ـگبهـره بـا زیتبريهاکشتارگاه

)Tas1می(آنـز PCR-RFLPروشباراکایگانتیژگونه25وکایهپات
ازRAPD-PCRروشبـا  یداغ ـقـره خاکپور و ).21(دهندصیتشخ

تنـوع ؛ زی ـتبرشهرسـتان درگوسفندآلودهکبد6وگاوآلودهکبد6
. در )22کردنـد ( گـزارش راکـا یهپاتيهـا گونـه مختلـف يهاهیسو

ولایفاس ـيهـا گونـه صیتشـخ يبـرا مصردرو همکاران Darمطالعه
میآنـز باوPCR-RFLPروشبهبوفالووگوسفندگاو،ازشدهجدا

RsaIیژنقطعهيروITS-1.شـده جـدا يولایفاس134ازانجام شد
کـا یگانتیژ)درصد6/30(گونه 41وکایهپاتدرصد)4/69گونه (93

در مطالعـه  ).23(نشـد  ییشناسـا دیبریهگونهچیهد و یگردییشناسا
بــازنجـان اسـتان درولایفاس ـيهـا گونـه نیـی تعهمکـاران ویم ـیرح

شدهجداولایفاسکرم535یتمامشد.انجامPCR-RFLPازاستفاده
ولایفاسگونهچیهود یدگرگزارشکایهپاتولایفاسوگوسفندگاواز
ــوان).24(شــد نگــزارشکــایگانتیژ ــنهمکــارانویگل اســتاندرزی

وITS-1،ITS2یژن ـقطعـات يرویمشابهمطالعهغربیآذربایجان
s8/550ودادندانجامگوسفندوگاوشدهجداولایفاسکرم580از

دهش ـیتـوال نیـی تعيهـا نمونـه یتمـام انجـام شـد.  یتوالنییتعنمونه
مطالعـه گذشتهسالنیچنددر). 25د (یگردگزارشکایهپاتولایفاس

يبـــرا)RFLP(یمولکـــولویکیمورفولـــوژيهـــاروشهمزمـــان
شدهانجامرانیامختلفنقاطدرولایفاسمختلفيهاگونهییشناسا
یکیمورفولــوژروشبــررایمولکــولروشنیمحققــشــتریبواســت
روشRFLP-PCRیلکــــولموروش). 26-28انــــد (هدادحیتــــرج
ــیتعيبــرایمناســب ــهکــهاســتینقــاطدرولایفاســگونــهنی دوگون

ــ ــورتهب ــانص ــودیهمپوش ــدوج ــاروشودارن ــموفولوژيه کی
درکههستندمدتیطولانوکنندهخستهک)یفومتررمويها(تست

).11داد(انجامراگونهنییتعتوانینمز ینمواردیبعض
جـدا کـرم 147لنـد یتادرهمکارانوChaichanasakدر مطالعه 

قطعـات يروPCR-RFLPروشازاسـتفاده بـا وگـاو کبـد ازشده
ITS-1وND1کـا یگانتیژولایفاس ـهـا گونـه تمـام ن گونه شدند.ییتع
ــهاپلوتاه شــد و دادصیتشــخ ــهازیمختلفــيهــاپی کــایگانتیژگون
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يهـا گونـه لانیگاستاندرهمکارانویاشرف).29(دیگردگزارش
بـز وبوفـالو گوسفند،گاو،شاملکهمتعدديهازبانیمدرراولایفاس

سـطح ازمختلـف ارتفاعـات درهـا زبـان یمیزنـدگ اساسبرواست
ارتفاعـات ودشـت درد کـه  ی ـکردنـد و گـزارش گرد  یبررس ـایدر
گونـه شـتر یببـالاتر ارتفاعـات دروکـا یگانتیژغالـب گونـه تـر نییپا

بـه توجـه بـا گرگـان شهرسـتان .)30(شـود  یمافتیکایهپاتولایفاس
دشـت شاملآنارتفاعکميهانیسرزمشتریبکهییایجغرافتیموقع

ویاشـرف مطالعهباکایگانتیژولایفاسشتریبيجداسازاست و گرگان
دارد.مطابقت) 30(همکاران

گیرينتیجه
غالبگونهکایگانتیژولایفاسگونهداد که نشانمطالعهنیج اینتا

ــهاســت و گرگــانشهرســتاندر ــنکــایهپاتولایفاســگون ــادرزی نی
ــتان ــتیشهرس ــاف ــودیم ــش ــتفاده ازی. همچن ــولروشن اس یمولک

PCR-RFLPشد.یابیارزمناسب
قدردانیوتشکر

ياحمد هلاکو بـرا يآقا)583(شماره نامهانیپاحاصل مقالهنیا
شـعبه از یشکزپیشناسانگلدر رشته یتخصصياخذ درجه دکتر

حاصـل طـرح   ز ی ـو نیدبهشـت یشهیپزشـک علـوم دانشـگاه الملـل نیب
ه علـوم  دانشـگا یدانشـکده پزشـک  ) 5139شماره (مصوبیقاتیتحق

بازرسـان وکارشناسـان همه ازلهیوسنیبدبود.ید بهشتیشهیپزشک
.میداریت سپاس خود را اعلام مینهاگلستاناستانيهاکشتارگاه
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_______________________________________________________________________________________________

Abstract
Background and Objective: Identification of Fasciola species is important. Fascioliasis is one of the
important diseases in animals and humans caused by genus Fasciola. This study was done to
determine the identification of Fasciola species with RFLP-PCR in animal liver in Gorgan City,
northern Iran.

Methods: In this descriptive study, worms were obtained from the livers of infected sheep and cattle
in Gorgan slaughterhouse in northern Iran. DNA of worms was extracted with phenol- chloroform
method. Fragment of ITS-1 genome was amplified and TasI enzyme was utilized for amplified
fragments then 8 samples were sequenced.

Results: A total of 49 Fasciola worms were isolated from infected cattle and sheep. The PCR
products of all specimens were affected by the TasI enzyme, and F.hepatica species showed two
fragments and F.gigantica species indicated three fragments. The enzyme in F.hepatica species
showed a fragment of 151 bp and a fragment of 312, but in the F.gigantica, three fragments were 151,
93 and 219 bp. 36 (73.46%) worms were identified as Fasciola gigantica and 13 (26.53%) worms were
identified as Fasciola hepatica. Out of the six infected sheep liver, 22 were isolated from the Fasciola
worms, 13 (59.1%) of which were F.hepatica and 9 (40.9%) of them were F.gigantica. Out of the six
infected cattle liver, 27 Fasciola worms were identified, all of which were identified as Fasciola
gigantica (100%).

Conclusion: This study showed that Fasciola gigantica is the dominant species in infected livers of
the cattle in Gorgan city.

Keywords: Liver, Sheep, Cattle, Fasciola gigantica, Fasciola hepatica, RFLP-PCR
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