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 دهيچک

 نيچندبه  ،يينها زبانيم نيترن مهمعنوابه سگ .هستند هاسگ در انسان و دام نيمهم مشترک ب يهاانگل نوکوکوسياکو  ايتن يهاگونه :هدف و نهيزمشيپ
ا در يبه تخم تن يآلودگ ين مطالعه بررسيهستند. هدف از ا صيتشخ رقابليغ يشناسختير ازنظره کشود يآلوده م زمانهم طوربه نوکوکوسياکو  اهايتنگونه از 

  بود. يه به روش مولکوليشهرستان اروم يهاسگ
 يشناورسازفاده از روش شد و با است يآورجمع رانيدر شمال غرب ا هيشهرستان اروم يهاسگاز  نمونه مدفوع ۲۴۶ عدرمجمون مطالعه، يدر ا :کار روشمواد و 

  .ندقرار گرفت يموردبررس ،انگل يهاتخم ييو شناسا صيتشخ، جهت PCR Multiplex و
نوکوکوس ياکبه  يآلودگ رصدد ۲۱/۱و  ۰۳/۲، ۶۲/۱ بيبه ترت يمولکول يررسده شد. در بيد هادرصد نمونه) ۸۷/۴( نمونه ۱۲ در ايتن يهاگونه يها. تخم:هاافتهي

  .ده نشديد هانمونهدر  سيرلوکولا ينوکوکوس مولتياک به يآلودگ شد. هدهمشا نوکوکوس گرانولوزوسياکو  اهايتن زمانهم يآلودگو  ايتن يها، گونهگرانولوسوس
مشترک انسان و  يهاانگل عنوانبه هاآنت يو اهممطالعه  نيدر ا ايتن يهاگونهو  نوکوکوس گرانولوزوسياک به ي: با توجه به مشاهده آلودگيريگجهيبحث و نت

  .شوديم هيتوص يکنترل يهابرنامه يو اجرا يسگ، طراح
  هيا، ارومي، تنPCR Multiplexسگ،  ها:دواژهيکل
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  مقدمه

 مشترک يکرم يهايآلودگاز  ياديتعداد ز ييزبان نهايم هاسگ
در  يمهم کرم يهايآلودگ). از ۱( باشنديمها ايتن ازجملهبا انسان 

 ينوکوکوس مولتياک، سينوکوکوس گرانولوزياکبه  توانيم، هاسگ
شاره نمود ا ژنايداتيا هيتنو  سپس يا مولتيتن، سيا اويتن، سيلوکولار

و تخم  هاسگق تماس با يبه انسان از طر هايماريبن ي). انتقال ا۲(
  ).۱( رديگيمانگل صورت 

را دفع  نوکوکوسياکها و ايتنتخم  زمانهم طوربه هاسگ
ص بوده، يرقابل تشخيغ يکروسکوپيم ازلحاظ هاتخمن ي. اندينمايم

مناسب  يهاروشازمند استفاده از ين هاآنص درست ين تشخيبنابرا
تخم انگل در مدفوع، توسط روش  DNAص ي). امروزه تشخ۳( است

PCRنشان داده  يامطالعه). در ۴( ت صورت گرفته استي، با موفق

                                                             
  رانيه، اي، ارومهياه اروم، دانشگيدامپزشک يعموم يدانش آموخته دکترا ١
  سنده مسئول)ي(نو رانيه، اي، ارومهي، دانشگاه اروميانگل شناس اريدانش ٢
  رانيه، اي، ارومهيدام کوچک، دانشگاه اروم يداخل يهايماريار بياستاد ٣
  رانيه، اي، ارومهي، دانشگاه اروميستاد انگل شناسا ٤

 DNA ي، بر مبناMultiplex PCRاز روش  توانيمشده است که 
کرد ا در مدفوع استفاده يتن يهاتخمص يتشخ يال، برايتوکندريم
)۵(.  

 وعيبا ش سگ،در ها ايتنتخم  به يآلودگ ،يمتعدد در مطالعات
 ۲۸) و ۷ن (يدرصد در آرژانت ۸۶/۳۷)، ۶زستان (يدرصد در قرق ۱۸

و همکاران با  سالکهن) گزارش شده است. ۸ا (يدرصد در اسپان
 يهاسگدر  ايتنبه تخم  يزان آلودگي، ميشناورسازاستفاده از روش 

ن در ي). همچن۹( اندکردهدرصد گزارش  ۶/۵شهرستان زنجان را 
در  ايتنبه تخم  يزان آلودگيو همکاران، م يميگر، رحيد يامطالعه

). در ۱۰( اندنمودهدرصد گزارش  ۲۴ ران رايشمال ا يهاسگ
رانوند ي) و ب۱۱و همکاران ( يران، توسط موبديدر ا يگريمطالعات د

زان ي، مMultiplex PCRروش ) با استفاده از ۱۲و همکاران (
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درصد  ۳/۲۶درصد و  ۷/۲۳ب يبه ترت هاسگا در يبه تخم تن يآلودگ
  بود.

 ودر انسان  يکرم يهايآلودگ وقوع يبالا يبا توجه به گستردگ
صورت گرفته  هاايتندر مورد  يمحدودمطالعات  ران،يا وان دريح

ها در ايتنبه  يزان آلودگيدر مورد م يچ گزارشيتا به امروز هاست. 
هدف از ن، يه مشاهده نشده است. بنابرايشهرستان اروم يهاسگ

 يهاسگاها در يتن تخم به يآلودگوع يش زانيم نييمطالعه تع نيا
زان ين مييبود تا با تع Multiplex PCRبا روش  هيرومشهرستان ا

و کنترل در منطقه  يريشگيپ يهاروش اتخاذ يبرا بتوان يآلودگ

  .نمود مؤثراقدام 
  

  مواد و روش کار
صورت  هيشهرستان اروم يهادر سگ يفيتوص يمطالعه نيا

 يبوده و دارا خشکمهينه ياقع در ناحو هيگرفت. شهرستان اروم
 مردادماهآن در  يدما نيانگيبوده و م متريليم ۳۵۰متوسط بارش 

 ني. ااست گراديسانتدرجه  -۵ ماهيدو در  گراديسانتدرجه  ۳/۲۸
) ١(شکل  استو عراق  هيترکمرز مشترک با دو کشور  يمنطقه دارا

)١٣.( 

  رانير شمال غرب اه واقع دينقشه شهرستان اروم :)١(شکل 
 
 

نمونه مدفوع  ۲۴۶، تعداد ۱۴۰۰ آذرماهتا  ۱۳۹۹ ماهيداز 
قلاده  ۱۴۳( هيشهرستان اروماطراف  يهاسگاز  يتصادف صورتبه

ن يدر ا .ديگرد يآورجمعگله)  قلاده سگ ۱۰۳ و خانمانيبسگ 
از هر سگ،  گيرينمونهانتخاب و  يتصادف صورتبه هاسگمطالعه 

وانات يکردن ح آرامد کردن و يمجرب و با مق توسط دامپزشک
مدفوع با استفاده از دستکش لاتکس  يهانمونه صورت گرفت.

شد. هر نمونه در ظرف  آوريجمع وانياز رکتوم هر ح بارمصرفکي
بر برچسب اطلاعات  و قرار گرفت دارچيپ رد يکيپلاست يريگنمونه

 يانشکدهد يشناسانگل شگاهيبه آزما سپسزده شد و  هاآن
، ايتن يهاتخم يجداساز يمنتقل شد. برا هيدانشگاه اروم يدامپزشک

درجه  -۸۰ يروز در دما ۳حداقل به مدت  يمنيا ليها به دلانمونه
 .منجمد شدند گراديسانت

با استفاده از روش  شگاهيدر آزما اخذشدهمدفوع  يهانمونه
 هااياشباع از جهت وجود تخم تن يبا کلرور رو يشناورساز
که پنج گرم از مدفوع  بيترت نيبد ).١٤( قرار گرفت يموردبررس
مخلوط شده و از  ينيآب مقطر در هاون چ تريليليم ۵۰با  اخذشده

 شيآزمالولهحاصله در  عيما .عبور داده شد کرومتريم ۱۰۰ زيساالک 
 g ۱۰۰۰در  قهيشده و به مدت پنج دق ختهير فوژيمخصوص سانتر

آن  يجابهشده و  ختهيحاصله به دور ر ييور عيشد. ما فوژيسانتر
و با  ديگرد اضافه هالولهاشباع به  يمحلول کلرور رو تريليليم ۱۲
در  قهيدق يس مدت به هامحلولسپس . دياط ورتکس گردياحت

۱۰۰۰ g ۴۰ز يسا يهاالک فوژ،يشدند. پس از اتمام سانتر فوژيسانتر 
قرار  رداستفادهمواها يتخم تن يجهت جداساز يکرومتريم ۲۱و 

  .صورت گرفت ينور کروسکوپيم توسط هاتخم ييشناسا گرفت.
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DNA تيبا استفاده از ک (Qiagen, Iran) QIAmp DNA 

stool mini kit انجماد  چرخهپنجشد. قبل از استخراج،  يجداساز
درجه  ۱۰۰و جوشاندن در  قهيدق ۵به مدت  عيما تروژنيدر ن
ب يتخم انگل آس وارهيم شد تا دانجا قهيدق ۷به مدت  گراديسانت

 يبرا گراديسانت هدرج -۲۰ يدر دما شدهاستخراج DNA د.نيبب
  .شد ينگهدار PCR انجام

و همکاران  Trachsel از روش Multiplex PCR انجام يبرا
 Multiplex PCR يراب مورداستفاده يمرهايپرا). ۵( استفاده شد

  .تنشان داده شده اس ۱مطالعه در جدول  نيدر ا
  

  Multiplex PCRدر  مورداستفاده يهايو توال مرهايراپ ):۱جدول (

  هدف يهاگونه
 يهاژن

  هدف
  ')٣-'٥( هاسکانس  مرهايپرا

 باند اندازه
)bp(  

Echinococcus 

multilocularis  
nad1  

Cest1  
Cest2  

TGCTGATTTGTTAAAGTTAGTGATC  
CATAAATCAATGGAAACAACAACAAG  

٣٩٥  

Echinococcus 

granulosus  
rrnS  

Cest4  
Cest5  

GTTTTTGTGTGTTACATTAATAAGGGTG  
GCGGTGTGTACMTGAGCTAAAC  

١١٧  

Taenia sp.  rrnS  
Cest3  
Cest5  

YGAYTCTTTTTAGGGGAAGGTGTG  
GCGGTGTGTACMTGAGCTAAAC  

٢٦٧  

  
 Ready to use) کلوننايشرکت س تي، کPCR انجام يبرا

PCR master mix 2X) صورت که  نيبه ا. قرار گرفت مورداستفاده
ز ا تريکروليم ۲۵هر نمونه  يبرا ،سازنده يدستور کارخانهطبق 

، Taq DNA polymerase:،Mgcl2 شامل( PCR يمخلوط اصل
PCR buffer ،dNTPs( ،۵ آغازگرتر يکروليم )ر از ه کرومولاريم ۲

آب  از تريکروليم ۱۸و  شدهاستخراج DNA از تريکروليم ۲، )آغازگر
 يهادر لولهتر، يکروليم ۵۰ يينها، با حجم تيمقطر خود ک

  .مخلوط شد گريکديبا  PCR مخصوص
ه ينترل مثبت هم تهک کيو  ينترل منفک کيهر مرحله  يبرا 
 ثبتاستفاده شد و کنترل م يکنترل منف عنوانبهد. آب مقطر يگرد

 هيته زيتبر ياز دانشکده دامپزشک) نوکوکوس گرانولوزوسياک(
ه يثان ۳۰حدوداً  PCR صوصمخ يهاوبيروتکي. سپس مديگرد

وله جمع لواره لوله باشد در ته يوژ شده تا اگر محلول در ديفيسانتر
  .شدمنتقل  PCR شود و به دستگاه

ر يز ييدما يطبق الگو ،موردنظر ياهايتن يژن يهاقطعهر يثکت
 قهيدق ۱۵به مدت  هياول واسرشت ابتدا هک صورت نيا به. شدانجام 
ل که کيس ۴۰ يط سپس و شد انجام رادگيسانتدرجه  ۹۵ يدر دما
 ،گراديسانتدرجه  ۹۴ يواسرشت در دما هيثان ۳۰شامل  کليهر س

 هيثان ۹۰ و گراديسانتدرجه  ۵۸ يمرها در دماياتصال پرا قهيدق کي
 ۷در مدت  يينها توسعه. شد انجام ،گراديسانتدرجه  ۷۲توسعه در 

ون يزاسيمريعمل پل تا ديانجام گرد گراديسانتدرجه  ۷۲در  قه ويدق
 ، با استفاده ازPCR يينها محصول تيدرنها). ۹( ل شوديمکت

 Safe stain يزيامو رنگ  درصد ۲ژل آگارز  در الکتروفورز
  .قرار گرفت يموردبررس ماوراءبنفشو تابش اشعه  ران)يناکلون، اي(س
  
  هاافتهي

تخم به  يآلودگ ،مدفوع يهانمونه يکروسکوپيم يدر بررس
ن تعداد ياز ا ، کهمشاهده شددرصد)  ۸۷/۴قلاده سگ ( ۱۲ر د اهايتن
 ۲۲/۱قلاده سگ گله ( ۳درصد) و  ۶۵/۳( خانمانيبقلاده سگ  ۹

قرار  PCR Multiplex زيتحت آنال ،جداشده يهاتخمدرصد) بودند. 
 ۴درصد ( ۶۲/۱در  rrnS ژنجفت باز از  ۱۱۷قطعه  ريگرفتند. تکث

عفونت با  دهندهنشانده شد که مدفوع مشاه يهانمونه) از نمونه
 که جفت باز ۲۶۷. قطعه بود نوکوکوس گرانولوزوسياکتخم 
) نمونه ۵درصد ( ۰۳/۲در بود،  ايتن يهاگونهبه  يآلودگ دهندهنشان

 يهانمونهدر  ،nad1 ژن از جفت باز ۳۹۵شد. قطعه  ريتکث هانمونهاز 
با  ونتد عفعدم وجو دهندهنشانکه  نشد ريتکث، موردمطالعهمدفوع 

نمونه سگ  ۳ ن،يبود. علاوه بر ا سيلوکولار ينوکوکوس مولتياک
 گريو د نوکوکوس گرانولوزوسياک با زمانهم صورتبه ،)درصد ۲۱/۱(

  ).۲شکل و  ۲جدول ( بودندآلوده  ايتن يهاگونه
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 هيشهرستان اروم يهاسگدر مدفوع  Multiplex PCR با استفاده از روش شدهييشناسا ايتن يهاگونه يهاتخمتعداد  :)٢جدول (

  درصد  تعداد  شدهييشناسا يهاگونه
  ٠٣/٢  ٥  ايتن
  ٦٢/١  ٤  نوکوکوس گرانولوزوسياک
  ٠  ٠  سيلوکولار ينوکوکوس مولتياک

  ٢١/١  ٣  اينوکوکوس گرانولوزوس و تنياک زمانهم يآلودگ
  

نترل ک: ١چاهک باز،  جفت ١٠٠مارکر : Mچاهک . ع سگدر مدفو شدهييشناسا ايتن يهاگونه PCR Multiplexمحصول  ):۲شکل (
، نوکوکوس گرانولوزوسياکآلوده به  يهاسگدر باز  جفت ۱۱۷: ٣چاهک  ا،يتن يهاگونهآلوده به  يهاسگدر  باز جفت ۲۶۷ :٢چاهک ، يمنف

  ).وکوکوس گرانولوزوسنياکنترل مثبت (ک: ٥، چاهک نوکوکوس گرانولوزوسياکا با يتن يهاگونه زمانهم يآلودگ: ٤چاهک 
  

  گيرينتيجهبحث و 
 را در ايتنو نوکوکوس ياکبه  يآلودگ ،مطالعه نيا جينتا 
در شمال غرب  هياطراف شهرستان ارومدر و گله  خانمانيب يهاسگ

تقال ان احتمال ليبه دل ،هاسگدر  يگوارش يهاانگلنشان داد.  رانيا
 ،يو شهر ييدر مناطق روستا ،و دام سانان نيمشترک ب يهايماريب

 نيمشترک ب يهاانگل. انتقال باشنديمبرخوردار  ييبالا تياز اهم
 رديگيمتماس با مدفوع صورت  قيدر درجه اول از طر ،انسان و سگ

 يبرا ،گدر س يانگل يهاعفونت نيا وعياطلاعات در مورد ش ).۱(
، ها به انسانبه حداقل رساندن خطر انتقال آن يبرا ياقدامات انجام
  .استت ياهم حائز

 نوکوکوسياک و ايتنجنس دو شامل  ده،يائيتن سستودخانواده  
را  يدياطلاعات کل دهيائيتن يهاتخم قيدق صيتشخ .)١٥( است

 شي. آزماکنديفراهم م هاآنحاصل از  يهايماريکنترل ب يبرا
 اها،يحاصل از تن يهايماريب کيولوژيدمياپ يبررس يمدفوع برا

 هيشب اريبس يهاتخما، يتن يهاگونه رايز ست،ين قيدق يکاف اندازهبه
 ي(برا کيمونولوژيا يهاروش ب،يترت نيبه هم .دارند همبه 

 يکاف اندازهبه يسرم يهايباديآنت ) وترکمش يهاژنيآنت ييشناسا
. )١٦( ستندين ياختصاص ،هاها در سطح گونهپاتوژن نيا زيتما يبرا
مانند  يمختلف يمولکول يکردهاي، روهاتيمحدود نيغلبه بر ا يبرا
 .)٥، ١٠(است  افتهيبالا، توسعه  تيبا حساسچندگانه  PCR فن

 PCR- از روش )Al-Sabi and Kapel, 2011( ارانکو هم يالساب
Multiplex خوارانگوشتدر جوندگان و  ايتن يهاگونه زيتما يبرا 

ها سنجش آن ،يکيمورفولوژ يهابا روش سهي. در مقاندکرداستفاده 
 ۳۲مورد از  ۳۱ رايز ،داشت يبالاتر تيحساس يتوجهقابل طوربه

 ۱۴تنها  کهيدرحالکردند،  ييجوندگان شناسا ازرا  ايتنستود سمتا
ه بودند شد ييشناسا يکيمورفولوژ يهاخاص با روش طوربه نمونه

)١٧(.  
درصد  ۸۷/۴در  ،يشناورسازبه روش اها يتنتخم  مطالعه، نيدر ا

ط گزارش شده توس يآلودگ زانياز م کمترمشاهده شد که  هانمونه
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٩٤  

شمال واقع در ، شهرستان زنجان يهادر سگو همکاران  سالکهن
 PCR روش حاصل از جينتان، يهمچن .)٩( بود رانياغرب 

Multiplex  با  يآلودگ درصد ۶۲/۱ نشان داد، که طالعهمن يادر
و  ايتن يهاگونه با يدرصد آلودگ ۰۳/۲، گرانولوزوس نوکوکوسياک

در  ا،يتنو  گرانولوزوس نوکوکوسياک زمانهمعفونت  درصد ۲۱/۱
در  شدهانجام. در مطالعات شوديمده يه ديشهرستان اروم يهاسگ

 PCR فنبا استفاده از  هاگونه نيابه  يآلودگ ران،يمناطق ا ريسا
Multiplex رامونديو ب )١١(و همکاران  يگزارش شده است. موبد 
 ۳/۲۶و  ۷/۲۳ بيرا به ترت هاعفونت نيا زانيم )١٢( و همکاران

و  يکه توسط غلام يگريدرصد گزارش کردند. اما در مطالعه د
 يهاسگدر  ينمونه مثبت چي، ه)١٨( همکاران انجام شده است

  نشد. افتي رانيولگرد در شمال ا
در گردش  يمتعدد يکياکولوژ يو اجتماع يطيعوامل مح

بر  تواننديمنقش دارند و  هازبانيم نيب گرانولوزوس نوکوکوسياک
شامل پرورش گسترده  عوامل نيابگذارند.  ريعفونت تأث وعيش

حضور  وانات،يح يشابا اح گس هيو تغذ يخانگر گوسفند، کشتا
ناً ضم .)٢( است هالاشهآلوده و دفع نامناسب  يهالاشه يرو هاسگ

ر در سراس رياخ يهاسال يط يآلودگ زانيدر نظر داشت که م ديبا
 ممکن است دهيپد نياست. ا افتهيکاهش  ،در انسان و سگ ،کشور

 رانيادر  يخدمات درمان تيفيک يمردم و ارتقا يآگاه شيافزا جهينت
 بخش و) ١٩(گزارش شده عفونت در شمال غرب  يبالا وعيش باشد.
 طيمح يو دما ييايجغراف يهاتيموقعکشور ممکن است به  يمرکز

  .)٢٠( مربوط باشد
از نقاط  يادياست و گزارشات ز يبوم رانيدر ا سينوکوکوزياک 

 وعيش زانيم يبا بررس .)٢١(ود دارد مختلف کشور وج
از  ک درصدي باًيکه تقر ه استشد مشخص ،کيستيکنوکوکوزياک

 کيستيک سنوکوکويمربوط به اک ،يجراح يهابخشمراجعه به 

است که  يگريانگل د سيلوکولار يمولت نوکوکوسياک .)۲۲( است
 نوکوکوسياک ي. در انسان، مرحله لاروشوديم افتي هاسگدر 
که  شوديم) AE( يآلوئول نوکوکوزياک جاديباعث ا سيلوکولار يمولت

 AEاست که در صورت عدم درمان کشنده است.  ريگفضا هعيضا کي
و  يشمال مکرهين شتريدر ب، يپراکنده انسان يماريب کي عنوانبه

 ران،ي. در ا)٢٣(پراکنده شده است  انهيخاورم يورهااز کش يبرخ
انجام  سيلوکولار يمولت نوکوکوسياکعفونت  در مورد يمطالعات کم

که جفت باز  ۳۹۵ قطعه ،مطالعه نيدر ا. )١٢، ٢٤(است  هشد
 هاسگدر  سيلوکولار يمولت نوکوکوسياک به يآلودگ دهندهنشان
چند مطالعه انجام شده ج ينتاما مطابق با  جهيمشاهده نشد. نت بود،

 نوکوکوسياک گونههيچکه در آن  ،است رانياو شمال غرب در شمال 
 ه استنشد گزارشنمونه مدفوع سگ  در سيلوکولار يمولت

 يمولت نوکوکوسياک ييعدم شناسا رغميعل. )١٠،١١،١٨(
کامل در منطقه  طوربهعفونت  نيادعا کرد که ا توانينم، سيلوکولار

مطالعات  مندازين، يق آلودگيزان دقين ميين تعي. بنابراجود نداردو
 .)۹( است )واسطو  يينها( هازبانيم ريسا ربا تمرکز بشتر، يب

 يهاسگدر  اهايتن به ين مطالعه، آلودگيج ايبر اساس نتا 
ن ي. بنابرااستع يشا رانيدر شمال غرب اواقع  هيشهرستان اروم

ه آموزش بهداشت ب ازجمله ،يريشگيکنترل و پ يهابرنامه ياجرا
 ،هادامو نظارت بر ذبح  هاسگ يانگلساکنان روستاها، درمان ضد 

  .ستا يضرور ،انسان و دام نيمشترک ب يهاانگلکاهش انتقال  يبرا
  

  يتشکر و قدردان
که با ه يمدانشگاه ارو ياز معاونت محترم پژوهش لهيوسنيبد

تشکر  ،آوردند انجام مطالعه را فراهم امکان يت ماليو حما بيتصو
  .ديآيمبه عمل 
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Abstract
Background & Aims: Taenia spp. and Echinococcus are important common zoonotic parasites in dogs. 
Dogs  as  the  most  important  final  hosts  were  infected  with  several  species  of  these  helminths 
simultaneously  which  are  morphologically  indistinguishable.  The  aim  of  the  present  study was  to 
investigate Taenia spp eggs contamination in dogs of Urmia, Iran, by molecular method.
Materials  &  Methods: In  this  study, a  total  of  246  dog  fecal  samples  were  collected  from  
Urmia, 
northwest of Iran, and examined using a flotation method followed by multiplex PCR for detection and 
identification of parasites’ eggs.
Results: Taeniid  eggs  were  observed  in  12  (4.57%)  of  samples. Based  on  Multiplex  PCR  analysis, 
1.62%,  2.03%  and  1.21%  of  samples  were  infected  with Echinococcus  granulosus, Tenia spp  and 
simultaneous infection of Tania and E. granulosus were observed, respectively. E. multilocularis was 
not seen in the samples.
Conclusion: Considering the observation of infection with Echinococcus granulosus and Taenia spp. 
in this study and their importance as zoonotic parasites, it is recommended to  design and implement 
control programs.
Keywords: Dogs, Multiplex PCR, Taenia spp, Urmia
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