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 مقاله پژوهشی 

  یغرب جانیدر استان آذربا ولایفاس يها گونه یمولکول ییشناسا
  

  ٣٭تپه يخسرو حضرت ،٢زاده يصابر قل ،١ين گلوانيحس
 

  10/07/1393 رشیپذ خیتار 12/05/1393 افتیدر خیتار
 
 یدهچک

ج يرا يها روشاست. يدر دن يو اقتصاد يت بهداشتياهم يدارا ،شود يمجاد يکا ايگانتيولا ژيکا و فاسيولا هپاتيس که توسط فاسيازيوليفاس :هدف و نهیزم شیپ
شده  يطراح يجان غربيولا در استان آذربايفاس يها گونه يمولکول ييحاضر با هدف شناسا مطالعهن يبنابرا؛ ستندين اعتماد قابلق و يآن دق يعوامل انگل ييشناسا
  است.

بـا   يانگل ـ يها گونه د.يگرد يآور جمعران ي، شمال غرب ايجان غربيه استان آذربايپنج ناح يها کشتارگاهولا از يفاس يها کرمن مطالعه يا در مواد و روش کار:
 ۵۰آلوده ( کبد ۹۰از  ولايکرم بالغ فاس ۵۸۰شد. تعداد  ييشناسا DNAبوزومال ير ITS2و  ITS1 ،5.8s يها يتوال، يو مولکول يکيمورفولوژ يها روشاستفاده از 

  د.يگرد ين تواليينمونه تع ۵۰شده،  DNAنمونه استخراج  ۱۱۰) جدا شد. از يکبد گوسفند ۴۰، يکبد گاو
شـده نشـان داد.    ين تـوال يـي تع يها نمونههمه  )bp۳۶۶( ITS2) و ITS1 )bp۴۲۸(، 5.8s )bp۱۵۸ يرا در نواح يدرصد ۱۰۰شباهت  ها يتوال زيآنال :ها افتهی

ولا يفاس ـ تنهـا گونـه   DNAبوزومـال  ير ITS2 و ITS1 يهـا  يتـوال  بر اساسبود.  درصدMismatch ،۹۸ ۱۱کا با يگانتيولا ژيکا و فاسيهپات ولاين فاسيشباهت ب
) از اسـتان  ITSه ي ـناح از هـر  يتـوال  ۵۰(کـا  يولا هپاتيفاس ـ يتـوال  ۱۵۰ تيدرنها، پخش شده است. يجان غربياستان آذربا ين گاو و گوسفندهايکا، در بيهپات
  د.يژن ثبت گرد يدر بانک جهان يجان غربيآذربا

 ـ ياسـتان آذربا  يو گوسفندهاکا در گاو يگانتيولا ژياز وجود فاس ين مطالعه شواهديج اياساس نتا بر :يریگ جهینتبحث و  امـد و همـه   ين بـه دسـت   يجـان غرب
کنتـرل و   يبرا تيدرنهاو  ها گونهق يدق ييشناسا يد برايجد يمولکول يشتر با مارکرهايص داده شدند. مطالعات بيکا تشخيولا هپاتيفاس يموردبررس يها نمونه

  د خواهد بود.يمف يانگل يمارين بياز ا يريشگيپ
 DNAبوزومال يرو  PCR،ITS1،ITS2 ،5.8s ولا،يفاس :ها دواژهیکل
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  هياروم ي، دانشگاه علوم پزشکيپزشک يو قارچ شناس ي، گروه انگل شناسيپزشک يکارشناس ارشد انگل شناس ١
  هياروم يعلوم پزشک دانشگاه ،يپزشک ي، گروه حشره شناسيپزشک يار حشره شناسياستاد ٢
  سنده مسئول)يه (نوياروم ي، دانشگاه علوم پزشکيو مولکول يقات سلولي، مرکز تحقيپزشک ياستاد انگل شناس ٣

  مقدمه
مشترك بين انسان و  هاي يمارييكي از بکه فاسيوليازيس

توسط ترماتودهايداي ، داراي انتشار جهاني بوده و حيوان است
 عفونت ).۱( شود يفاسيولاژيگانتيكا ايجاد مژن فاسيولاهپاتيكا و 

 شده آلودهانساني با خوردن گياهان آبزي نپخته و نوشيدن آب 
در موارد انساني اين ). ۲( شود يمظاهر  ها کرمبه لارو اين 

كبد و مجاري صفراوي  و التهابباعث آسيب  توانند يترماتودها م
اکتوپيک  صورت بهها  کرمين ممکن است اين همچن ).۳شوند (

). مطالعات قبلي نشان ۴شوند (نقاط ديگر بدن نيز يافت  در
 فاسيولا ژيگانتيكاکه فاسيولا هپاتيکا در مناطق معتدل و اند داده

طرفي دو گونه ممکن در مناطق  از شوند. يمدر گرمسيري يافت 
). ۱،۳،۵،۶باشند (هيبريد وجود داشته  صورت بهنيمه گرمسيري 

شود  يمز اکثر نقاط دنيا گزارش فاسيوليازيس انساني ا
سازمان بهداشت جهاني در سال  که بر اساس اعلام طوري هب

کشور دنيا گزارش شده است  ۷۰ين بيماري از بيش از ا ،۲۰۱۳
 ها دامطي ساليان گذشته اين بيماري در ايران در بين  در ).۷(

از نقاط مختلف  ريگ تک صورت بهشايع بوده و موارد انساني 
اخير موارد انساني  يها سال). ولي در ۸ه است (گزارش شد

در  افزايش يافته است بطوريکه يا ملاحظه قابل طور بهبيماري 
 گيري بزرگ از فاسيوليازيس انساني  همه ۲گذشته  يها سالطي 
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است مورد آلودگي رخ داده  در شمال ايران با چندين هزار
ران علاوه بر دو يا که در ر نشان داده استياخ مطالعات ).۹،۱۰(

حد  يها فرم) فاسيولاهپاتيكا و فاسيولاژيگانتيكا( ولايفاسج يگونه را
و  يت بهداشتي). با توجه به اهم۱۱،۶ز حضور دارند (يواسط ن
مسبب  يها گونه قيدق ييس، شناسايازيوليفاس يماريب ياقتصاد

 يمارين بيکنترل ا يها روش اتخاذو  يريشگيآن از جهت پ
 بر اساسولا يفاس يها گونه اگرچه .رسد يمبه نظر  يضرور

و عرض  طول کرم بالغ، و عرضک مثل طول يمورفومتر يارهايمع
کرم، نسبت  يتا انتها ها ضهيبپشت  ي هيناح، طول يرأسمخروط 

به  ) اما۱۲،۸هستند ( ييشناسا قابل رهيو غطول کرم به عرض آن 
 توانند ينم ها روشن يحدواسط ا د ويبريه يها فرموجود  ليدل
ژنوم  ريبا تکث يمولکول يها روشباشند. در  اعتماد و قابلق يدق

 شود يمظاهر  يآل يبازها بيو ترتدر نوع  يآشکار اختلافات انگل،
را از هم افتراق  موردمطالعه يها گونه توان يم ها تفاوتن يکه با ا

 يها گونه ييشناسا يبرا ياريبس يمولکول يها روشو ها  ژنداد. 
 ITSه يناح يان مارکرهاين ميکه در ااند  شده گرفتهولا بکار يفاس

- ۱۷( اند داشتهرا  مورداستفاده نيشتريب DNA بوزومالير
جان يولا در استان آذربايفاس يها کرمرغم حضور ي). عل۱۳،۱۱،۶،۵

) و ۱۸( گرفته انجام ها کرمن يا يرو ياندک يمطالعه مولکول يغرب
جان ياستان آذربا يولايفاس يها گونه يها يتوالاز  يقياطلاعات دق

 ييمطالعه شناسا نيا ياصلهدف  نيوجود ندارد بنابرا يغرب
 يگوسفندها از کبد گاو و جداشدهولا، يفاس يها گونه يمولکول
 و ها آن ITS ينواح ين توالييو تع يجان غربياستان آذربا ي آلوده

ولادر بانک ياز فاس شده ثبت يها يتوالبا  يها يتوالن يسه ايمقا
  ژن است. يجهان

  
  ها روشمواد و 

 يجان غربيپنج شهر از شمال، مرکز و جنوب استان آذربا 
 ۳۳۵( ولايفاسکرم  ۵۸۰ن مطالعه انتخاب شد. تعداد يانجام ا يبرا

کبد  ۵۰کبد آلوده ( ۹۰) از ينمونه گوسفند ۲۴۵و  ينمونه گاو
بالغ  کرم ۱۶۰( هياروم ياز شهرها )يکبد گوسفند ۴۰،يگاو
بالغ  کرم ۱۰۰ماکو ( ولا)،يبالغ فاس کرم ۱۱۰سلماس (، )ولايفاس
بالغ  کرم ۱۳۰مهاباد (ولا) و يکرم بالغ فاس ۸۰بوکان (ولا)، يفاس
برش  يغ جراحيبا ت ها آن يصفراو يمجار و يآور جمعولا) يفاس

بار در نرمال  ۳ولا،يبالغ فاس يها کرمرون آوردن يداده شد. بعد از ب
ک با يمورفولوژ يين شستشو داده شدند. بعد از شناسايسال
صد  در ۷۰ک يليبا الکل ات ها کرم) همه ۸،۱۲مربوطه ( يارهايمع
اتاق  يک در دماينوکلئ يدهاياسزمان استخراج  و تاکس شده يف

 ينز با کميبا روش کول ها نمونهک ينوکلئ يدهاياس قرار داده شدند.
 غيبا تک قسمت از کرم يخلاصه،  طور به شد. ) استخراج۱۹(ر ييتغ
که از قبل  يتريکرو ليم ۱,۵وپ يکروتيداخل م و بهجدا  يستوريب

 µL Nacl, 10 µL Tris-Hcl, 6 8( زيلامحلول  تريکرو ليم ۵۰
µL EDTA, 2.5 µL SDS, 16 µL sucrose, 7.5 µL 

deionized distilled water)خته شده بود انتقال داده ي) در آن ر
 ۶۵ يقه در دمايدق ۶۰ون با پستل به مدت يزاسياز هموژن بعد شد.

مولار  ۳م ياستات سد تريکرو ليم ۱۶,۶۸ سپس انکوبه شد. درجه
قرار گرفت.  -۲۰ يخ در دماي يقه رويدق ۶۰اضافه کرده و به مدت 

وپ يکروتيبه م ييمحلول رو ۱۲۰۰۰نمودن با دور  فوژيبعد از سانتر
ک يليالکل ات تريکرو ليم ۱۰۰ن آ يگر انتقال داده شد سپس رويد

دور  ييد. محلول رويگرد وژيفيسانتر خته شده ويدرصد ر ۹۶
 ها آندرصد به  ۷۰ک يليالکل ات تريکرو ليم ۱۰۰خته شده و ير

دوباره دور  يين مرحله محلول روياتمام ا بعد ازد ياضافه گرد
شد تا الکل آن  قرار دادهاتاق  يخته شد و رسوب آن در دماير

دو بار  آبتر يل کرويم ۵۰از خشک شدن رسوب،  بعد شود. ريتبخ
 يدهاياستا زمان استخراج  -۲۰ ير به آن اضافه شد و در دمايتقط

 يدينوکلئوت يها يتوال يها يبررس به دنبال د.يک انکوبه گردينوکلئ
مختلف  يها گونه DNA بوزومالير ITS2و  ITS1 ،5.8s ينواح
 Gene Runner(version يافزارها با استفاده از نرم ولايفاس

3.05,1994,hastings software Inc.) و 
BLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) مرهايپرا ،

ولا يفاس هر دو گونه )ITS هيناح bp ۱۰۸۱قطعه (ر يتکث يبرا
 تيدرنهاشدند.  يحد واسط طراح يها فرمکا و يگانتيژ کا ويهپات
 صورت بهمر بالادست يپرا
)5’GCTGAGAAGACGACCAAAC3’ (مريپرا و 
 ’AGTTCAGCGGGTAATCAC3’5)( صورت به دست نييپا

ناژن سفارش داده شدند. يو جهت سنتز به شرکت س يطراح
محلول  Lµ۱۲,۵ که شامل Lµ۲۵ يحجم کل با PCRواکنش 

Mix تيک PCR،Lµ۱ مرها، ياز پرا هرکدام ازLµ ۱ از نمونه 
DNA و شده استخراج Lµ ۹,۵ گرفت.  انجام زه بود،يونيآب د

 ۹۵ يش واسرشت در دمايکلر شامل پيترموسا يبرنامه حرارت
مرحله  ۳ر در يقه انجام شد. تکثيدق ۵به مدت  گراد يسانت ي درجه

گرادبه  يسانت ي درجه ۹۵ يتکرار شامل واسرشت در دما ۳۵و 
به  گراد يسانت ي درجه ۵۷ يمر در دمايقه، اتصال پرايدق ۱مدت 
گرادبه  يسانت ي درجه ۷۲ يون در دمايزاسيمريه و پليثان ۷۵مدت 
در  ييون نهايزاسيمريپل مرحله تاًينها و قه انجام شد.يدق ۱مدت 

 قه صورت گرفت.يدق ۱۰گرادبه مدت  يسانت ي درجه ۷۲ يدما
 قهيدق ۴۰ درصد به مدت ۱,۵افته در ژل آگاروز ير يتکث يها نمونه

 ينمونه گوسفند ۲۰نمونه ( ۵۰تعداد  الکتروفورز شدند. ۸۰باولتاژ 
ر داده شدند و ي) تکثLµ۱۲۵در حجم بالا ( )ينمونه گاو ۳۰و 

 دند.ينا کلون ارسال گرديبه شرکت س ين توالييجهت تع
 يتوسط نرم افزارهانمونه  ۵۰از آمده  به دست يها سکانس

BLAST  و
ClustalW(http://www.ebi.ac.uk/Tools/ClustalW)  با 

ولا، يمختلف فاس يها گونه ITS2و  ITS1 ،5.8s ينواح يها يتوال
  سه شدند.يژن مقا ياثبت شده در بانک جهان
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  ها افتهی

 ي آلودهکبد  ۹۰شده از  يآور جمع يولاينمونه فاس ۵۸۰تعداد 
اساس  بر شدند. ييشناسا يکيمورفولوژ طور به يوگوسفند يگاو
نمونه  ۵و کا يولا هپاتينمونه فاس ۵۷۵ک يمورفولوژ يارهايمع

ه يناح يمولکول يص داده شدند. در بررسيکا تشخيگانتيولا ژيفاس
) با ۱شکل شد (ر داده يت تکثيبا موفق ها نمونه bp ۱۰۸۱بطول  يا

در  يزياختلاف سا چيه PCRتوجه به طول باند حاصله از 
 ۵نمونه ( ۵۰د. تعداد يمشاهده نگرد يو گوسفند يگاو يها نمونه

کا يگانتيولا ژيک فاسيمورفولوژ يارهايکرم که بر اساس مع
 يها کرماز  يتصادف طور بهکرم  ۴۵و  ص داده شده بودنديتشخ
افزار با نرم  ها يتوالز يشدند. آنال ين توالييکا) تعيولا هپاتيفاس

BLAST  ينواحنشان داد که طول ITS1 ،5.8s  وITS2 ها نمونه 
ن ي). همچن۲است (شکل جفت باز  ۳۶۶و  ۱۵۸، ۴۲۸ب يبترت

کا به يولا هپاتيفاس يبا توال يجان غربياستان آذربا يها يتوالز يآنال
کا به شماره يگانتيولا ژيفاس و JF708027 يدسترسشماره 
ولا يدرصد به فاس ۱۰۰ ها نمونهنشان داد که  JF432073 يدسترس

تعداد  ؛ وکا شباهت دارنديگانتيولا ژيدر صد به فاس ۹۸کا و يهپات
و  ITS1ه يدر ناح يسکانس اشتباه ۵شامل ( ياشتباهسکانس  ۱۱

، ۱۱۴، ۲۴ يها تيموقع) در ITS2 هيناحدر  يسکانس اشتباه ۶
مشاهده  ۹۳۸و  ۹۲۴، ۹۱۸، ۸۶۶،۸۶۰،۸۲۱، ۳۰۶، ۲۸۶، ۲۰۸
 موردمطالعه يها نمونه ITS1 هيناح ATو  GCد. درصد يگرد
و درصد  ۵.8s،۵۳,۱۷ هيناح ،درصد ۴۸,۱۳درصدو  ۵۱,۸۷ بيبترت

ن ييدرصد تع ۵۱,۳۷و درصد  ITS2 ،۴۸,۶۳ هيناحدرصدو  ۴۶,۸۳
ولا ينمونه فاس ۵۰ه يهر سه ناح يها يتوالن يد. همچنيگرد
 در KF531784تا  KF531639شماره ) از يتوال ۱۵۰( کايهپات

  ژن ثبت شد. يبانک جهان

 
ستون  ،يمنف کنترل ۱ستون   يجان غربياستان آذربا ولا دريفاس يها نمونه bp۱۰۸۱FITSقطعه  PCRج الکتروفورز محصول ينتا ):1(شکل 

  يگاو يها نمونه ۱۷ تا ۱۱ ستون ،يگوسفند يها نمونه ۱۰تا  ۳ ستون ز مارکر،يسا ۲
  

F.hepatica.50X.present.study ATCATTACCTGAAAATCTACTCTCACACAAGCGATACACGTGTGACCGTC 50 
JF708027.hepatica.China------ACCTGAAAATCTACTCTCACACAAGCGATACACGTGTGACCGTC 44 
JF432073.F.gigantica.Iran-----------------TACTCTTACACAAGCGATACACGTGTGACCGTC 33 
 ****** ************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study ATGTCATGCGATAAAAATTTGCGGACGGCTATGCCTGGCTCATTGAGGTC 100 
JF708027.hepatica.China ATGTCATGCGATAAAAATTTGCGGACGGCTATGCCTGGCTCATTGAGGTC 94 
JF432073.F.gigantica.Iran ATGTCATGCGATAAAAATTTGCGGACGGCTATGCCTGGCTCATTGAGGTC 83 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study ACAGCATATCCGAACACTGATGGGGTGCCTACCTGTATGATACTCCGATG 150 
JF708027.hepatica.China ACAGCATATCCGAACACTGATGGGGTGCCTACCTGTATGATACTCCGATG 144 
JF432073.F.gigantica.Iran ACAGCATATCCGATCACTGATGGGGTGCCTACCTGTATGATACTCCGATG 133 
 *************:************************************ 
 
F.hepatica.50X.present.study GTATGCTTGCGTCTCTCGGGGCGCTTGTCCAAGCCAGGAGAACGGGTTGT 200 
JF708027.hepatica.China GTATGCTTGCGTCTCTCGGGGCGCTTGTCCAAGCCAGGAGAACGGGTTGT 194 
JF432073.F.gigantica.Iran GTATGCTTGCGTCTCTCGGGGCGCTTGTCCAAGCCAGGAGAACGGGTTGT 183 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study ACTGCCACGATTGGTAGTGCTAGGCTTAAAGAGGAGATTTGGGCTACGGC 250 
JF708027.hepatica.China ACTGCCACGATTGGTAGTGCTAGGCTTAAAGAGGAGATTTGGGCTACGGC 244 
JF432073.F.gigantica.Iran ACTGCCATGATTGGTAGTGCTAGGCTTAAAGAGGAGATTTGGGCTACGGC 233 
 ******* ****************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study CCTGCTCCCGCCCTATGAACTGTTTCATTACTACATTTACACTGTTAAAG 300 
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JF708027.hepatica.China CCTGCTCCCGCCCTATGAACTGTTTCATTACTACATTTACACTGTTAAAG 294 
JF432073.F.gigantica.Iran CCTGCTCCCGCCCTATGAACTGTTTCATTACTACAATTACACTGTTAAAG 283 
 ***********************************:************** 
 
F.hepatica.50X.present.study TGGTACTGAATGGCTTGCCATTCTTTGCCATTGCCCTCGCATGCACCCGG 350 
JF708027.hepatica.China TGGTACTGAATGGCTTGCCATTCTTTGCCATTGCCCTCGCATGCACCCGG 344 
JF432073.F.gigantica.Iran TGGTATTGAATGGCTTGCCATTCTTTGCCATTGCCCTCGCATGCACCCGG 333 
 ***** ******************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study TCCTTGTGGCTGGACTGCACGTACGTCGCCCGGCGGTGCCTATCCCGGGT 400 
JF708027.hepatica.China TCCTTGTGGCTGGACTGCACGTACGTCGCCCGGCGGTGCCTATCCCGGGT 394 
JF432073.F.gigantica.Iran TCCTTGTGGCTGGACTGCACGTACGTCGCCCGGCGGTGCCTATCCCGGGT 383 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study TGGACTGATAACCTGGTCTTTGACCATACGTACAACTCTGAACGGTGGAT 450 
JF708027.hepatica.China TGGACTGATAACCTGGTCTTTGACCATACGTACAACTCTGAACGGTGGAT 444 
JF432073.F.gigantica.Iran TGGACTGATAACCTGGTCTTTGACCATACGTACAACTCTGAACGGTGGAT 433 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study CACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGCGCAGCCAACTGTGTGAATTAATG 500 
JF708027.hepatica.China CACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGCGCAGCCAACTGTGTGAATTAATG 494 
JF432073.F.gigantica.Iran CACTCGGCTCGTGTGTCGATGAAGAGCGCAGCCAACTGTGTGAATTAATG 483 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study CAAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCC 550 
JF708027.hepatica.China CAAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCC 544 
JF432073.F.gigantica.Iran CAAACTGCATACTGCTTTGAACATCGACATCTTGAACGCATATTGCGGCC 533 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study ATGGGTTAGCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTATAAACTATC 600 
JF708027.hepatica.China ATGGGTTAGCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTATAAACTATC 594 
JF432073.F.gigantica.Iran ATGGGTTAGCCTGTGGCCACGCCTGTCCGAGGGTCGGCTTATAAACTATC 583 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study ACGACGCCCAAAAAGTCGTGGCTTGGGTTTTGCCAGCTGGCGTGATCTCC 650 
JF708027.hepatica.China ACGACGCCCAAAAAGTCGTGGCTTGGGTTTTGCCAGCTGGCGTGATCTCC 644 
JF432073.F.gigantica.Iran ACGACGCCCAAAAAGTCGTGGCTTGGGTTTTGCCAGCTGGCGTGATCTCC 633 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study TCTATGAGTAATCATGTGAGGTGCCAGATCTATGGCGTTTCCCTAATGTA 700 
JF708027.hepatica.China TCTATGAGTAATCATGTGAGGTGCCAGATCTATGGCGTTTCCCTAATGTA 694 
JF432073.F.gigantica.Iran TCTATGAGTAATCATGTGAGGTGCCAGATCTATGGCGTTTCCCTAATGTA 683 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study TCCGGATGCACCCTTGTCTTGGCAGAAAGCCGTGGTGAGGTGCAGTGGCG 750 
JF708027.hepatica.China TCCGGATGCACCCTTGTCTTGGCAGAAAGCCGTGGTGAGGTGCAGTGGCG 744 
JF432073.F.gigantica.Iran TCCGGATGCACCCTTGTCTTGGCAGAAAGCCGTGGTGAGGTGCAGTGGCG 733 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study GAATCGTGGTTTAATAATCGGGTTGGTACTCAGTTGTCAGTGTGTTTGGC 800 
JF708027.hepatica.China GAATCGTGGTTTAATAATCGGGTTGGTACTCAGTTGTCAGTGTGTTTGGC 794 
JF432073.F.gigantica.Iran GAATCGTGGTTTAATAATCGGGTTGGTACTCAGTTGTCAGTGTGTTTGGC 783 
 ************************************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study GATCCCCTAGTCGGCACACTTATGATTTCTGGGATAATTCCATACCAGGC 850 
JF708027.hepatica.China GATCCCCTAGTCGGCACACTTATGATTTCTGGGATAATTCCATACCAGGC 844 
JF432073.F.gigantica.Iran GATCCCCTAGTCGGCACACTCATGATTTCTGGGATAATTCCATACCAGGC 833 
 ******************** ***************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study ACGTTCCGTCACTGTCACTTTGTCATTGGTTTGATGCTGAACTTGGTCAT 900 
JF708027.hepatica.China ACGTTCCGTCACTGTCACTTTGTCATTGGTTTGATGCTGAACTTGGTCAT 894 
JF432073.F.gigantica.Iran ACGTTCCGTTACTGTTACTTTGTCATTGGTTTGATGCTGAACTTGGTCAT 883 
 ********* ***** ********************************** 
 
F.hepatica.50X.present.study GTGTCTGATGCTATTTTCATATAGCGACGGTACCCTT-CGTGGTCTGTCT 949 
JF708027.hepatica.China GTGTCTGATGCTATTTTCATATAGCGACGGTACCCTT-CGTGGTCTGTCT 943 
JF432073.F.gigantica.Iran GTGTCTGATGCTATTTT-ATATAACGACGGTACCCTTTCGTGGTCTGTCT 932 
 ***************** *****.************* ************ 
 
F.hepatica.50X.present.study TCC----------- 952 
JF708027.hepatica.China TCC----------- 946 
JF432073.F.gigantica.Iran TCCTGACCTCGGTT 946 
 *** 

 ۵۰در  يبوزومير DNA) از ۹۵۲تا  ۵۲۵(ITS2 هي) وناح۵۲۴تا  ۳۶۷(5.8s)، ۳۶۶ تا ۱(ITS1 ي هيناح يبازها يش تواليآرا ):2(شکل 
کا به يگانتيولا ژيفاس و JF708027 يکا با شماره دسترسيولا هپاتيکه با نمونه فاس يجان غربيشده استان آذربا ين توالييتع يولاهاينمونه از فاس

 .اند شدهسه يژن مقا يبانک جهان از JF432073 يشماره دسترس
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  بحث
ولا يولا (فاسيفاس يها گونهس که توسط يازيوليفاس يماريب
 نيتر مهماز  يکي شود يمجاد يکا) ايگانتيولا ژيکا و فاسيهپات

ا پراکنده يزئونوز محسوب شده و در هر پنج قاره دن يها يماريب
 يها فرمولا به خاطر وجود يفاس يها گونه). افتراق ۱۰است (

و  ارهايمع يطرف از ).۳است ( يواسط ضرور د و حديبريه
 يها گونهافتراق  نيروت يها روشو  يکيمورفولوژ يها شاخص

  )۵،۶،۲۰( باشند ينم اعتماد قابلق و يولادقيفاس
قرار  يژنوم کرم مورد بررس ها آنکه در  يمولکول يها روش 

 ييت بالاين، از دقت و حساسيروت يها روشسه با يدر مقا رديگ يم
 يمتعدد يمولکول يمارکرها حال) به هر ۲۲هستند (برخوردار 

، ITS1مثل:  اند شدهولا به کاربرده يفاس يها گونه ييشناسا يبرا
ITS2 ،COI، ND1 با استفاده از روش ۵،۱۳،۱۶،۱۷( ...و .(PCR-

RFLP ينواح يها يتوال و ITS1 ،5.8s  وITS2  قطعهITS 
کا يگانتيولا ژيکا و فاسيولا هپاتيهر دو گونه فاس DNA بوزومالير

 يارهايو همکاران با مع ي). قوام۱۶( اند شده ييز شناسايدر تبر
درصد  ۷کا، يولاهپاتيدرصد فاس ۳۱در استان زنجان  يکيمورفولوژ

با  يص دادند وليدرصد فرم حدواسط تشخ ۶۲کاو يگانتيولا زيفاس
ن ييو تع PCR-RFLPک ياستفاده از تکن با يمطالعه مولکول

ص يکا تشخيولا هپاتيفاس ها نمونه، همه ITS2ه يناح يها يتوال
 يمولکول ين با استفاده از مارکرهاي). همچن۲۱شدند (داده 

ز در يحدواسط ن يها فرمولا يج فاسيمختلف علاوه بر دو گونه را
از  يتوال ۵۰( يتوال ۱۵۰ ي). بررس۵،۱۱است (شده  ييران شناسايا

نشان داد  BLASTبرنامه ن مطالعه با استفاده از ي) اITS هيناحهر 
ن يه هستند. همچنيکا شبيولا هپاتيصد درصد به فاس ها نمونهکه 
کا يگانتيولا ژِيکا و فاسيولا هپاتيفاس يک تواليبا  ها يتوالن يا زيآنال

ولا يکا و فاسيولا هپاتيژن نشان داد که فاس ياز بانک جهان
ار يبس يها گونه ITS2و  ITS1 يها يتوالکا بر اساس يگانتيژ

گر اختلاف يد باهم ديبه هم بوده و فقط در چند نوکلئوت يکينزد
و  يرکن يها افتهيمطالعه حاضر با  يها افتهيهر چند که  دارند.

ک بز و هشت بوفالو، ياز  کا رايولا هپاتي) که قبلاً فاس۱۸همکاران (
گزارش کرده بودمطابقت دارد بلکه از  يجان غربياز استان آذربا

کم  ها آن يها نمونهتعداد  رااولاًيجامع تر و کامل تر است ز ها آن
ه ياً فقط ناحيشده بودندثان يآور جمعه يبوده و فقط از شهر اروم

ITS1 است که در مطالعه  ين در حاليشده بود ا يبررس ها نمونه
 بوزومالير ITSه قطع ITS2و  ITS1 ،5.8s ي هيناححاضر هر سه 

DNA ن مطالعه حاضر يدر ا اگرچه قرار گرفته است. موردمطالعه
 يها شاخصبر اساس  يمورد بررس يها نمونهدرصد  ۱ز کمتر از ين

مانند طول و عرض کرم بالغ، طول و عرض مخروط  يکيمورفولوژ
ص يکا تشخيگانتيولا ژي، نسبت طول کرم به عرض آن و...فاسيراس

 ها نمونههمه  د کهيمشخص گرديمولکول يبا بررس يداده شدند ول
به ذکر است روش  لازم ولا شباهت دارند.يدرصد به فاس ۱۰۰

ن مطالعه با يک بکار گرفته شده در اينوکلئ يدهاياساستخراج 
نه يار مطلوب و کم هزيحاصله، روش بس يباندهات يفيتوجه به ک

. از باشد يمولا يفاس يها کرمک ينوکلئ يدهاياستخراج اس يبرا يا
ن مطالعه، يا يشده برا يطراح يمرهايپرا رسد يمبه نظر  يطرف
باشد  يمطالعات قبل يمر هايپرا نسبت به يکامل تر يمر هايپرا

بوزومال ير ITSه يم هر سه ناحيما توانست مر هاين پرايچرا که با ا
DNA ا عدم يم. اثبات وجود ير دهيولا را تکثيفاس يها کرم ي

 ياز به بررسين يجان غربيدر استان آذربا کايگانتيولا ژيوجود فاس
 يشتريب يشهرها، بزو.. از يآب يل بوفالويگر از قبيد يها زبانيم

  ن مطالعه و فصول مختلف دارد.ينسبت به ا
ه يو لا از پنج ناحيکرم فاس ۵۸۰ن مطالعه،يج ايمطابق نتا 
، ماکو سلماس،ه، ياروم يشهرها( يغربجان ياستان آذربا ييايجغراف

ن ييو تع PCRزبان گاو و گوسفند با روش يدو م ) دربوکانو مهاباد
 بوزومالير ITSقطعه  ITS2و  ITS1 ،5.8s ينواح يها يتوال

DNA ص داده يکا تشخيولا هپاتيقرار گرفتند و فاس يبررس مورد
 يبرا يقيک روش حساس، ارزان و دقين روش، يجه ايشدند. در نت

 .باشد يمولا يفاس يها گونهمطالعه 
  

  يریگ جهینت
استان  يمورد بررس يها نمونهن مطالعه همه يج اينتا بر اساس

اثبات  يبرا ص داده شدند.يکا تشخيولا هپاتيفاس يجان غربيآذربا
حدواسط، به  يها فرمگا و يگانتيولا ژيا عدم وجود فاسيوجود 
بوفالو، ل ياز قب يگريد يها زبانيم با يشتريب يها يبررسو  مطالعه
به منظور  شود يمشنهاد يپ تيدرنها رسد يمبه نظر  يضرور بز و...

 يبرا يگريد يها پژوهشولا، يکنترل انگل فاس يها برنامهاتخاذ 
 يجان غربيکا در استان آذربايولا هپاتيناقل فاس يها حلزونن ييتع

  رد.يانجام پذ
  

  ر و تشکریتقد
 يکارشناس ي دوره ييان نامه دانشجوياز پا ين مقاله قسمتيا

به  هياروم يدانشگاه علوم پزشک يپزشک يارشد رشته انگل شناس
 يپژوهش يمصوبه شورا ۱۲/۷/۹۱مورخه  ۱۱۴۹شماره قرارداد 

ن يا نيمؤلفله ينوسيکه بد باشد يمه ياروم يدانشگاه علوم پزشک
دانشگاه  يخود را از معاونت پژوهش يمقاله مراتب سپاس و قدردان

دانشگاه  يو مولکول يقات سلوليه و مرکز تحقياروم يعلوم پزشک
اعلام  ييو اجرا يمال يها تيحمال يبه دل هياروم يعلوم پزشک

  .ندينما يم
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Abstract  
Background & Aims: Fascioliasis caused by Fasciola hepatica and Fasciola gigantica has medical 
and economic importance in the world. Traditional approaches are not accurate and reliable in 
identification of agent parasites. Thus the present study was designed to identify the Fasciola sppby 
molecular methods in West Azerbaijan province. 
Materials & Methods: In current study Fasciola isolates were collected from slaughterhouses in five 
districts in West Azerbaijan province, Northwestern Iran. Parasite species were identified using 
morphological and molecular tools, ribosomal DNA ITS1, 5.8s and ITS2 sequences.  A number of 580 
adult Fasciola worms were isolated from 90 infected livers (50 liver of cattle, 40 liver of sheep). Out 
of 110 DNA extracted specimens, 50 specimens were subject to direct sequencing. 
Results: Sequence analysis showed 100% similarity in ITS1 (428 bp), 5.8s (158 bp) and ITS2 (366 bp) 
regions of all sequences. The degree of identity between F. hepatica and F. gigantica sequences was 
98% with 11 nucleotide mismatches. Based on rDNA-ITS1 and ITS2 sequences, only F. hepatica 
flukes are scattered among cattle and sheep population in West Azerbaijan province. Finally, 150 
sequence of F. hepatica (50 sequences of each region of ITS) from West Azerbaijan province were 
recorded to GenBank.  
Conclusion: The results of this study showed no evidence of F. giganticain cattle and sheep in West 
Azerbaijan province. More studies are essential to design new molecular markers will be helpful in 
correct species identification and therefore, for control and prevention of this parasitic disease.   
Keywords:  Fasciola, ITS1, ITS2, 5.8s, PCR, Ribosomal DNA  
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