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  چکيده 
 را در مناطق مختلف يادي زي و لطمات اقتصادي بهداشتيها بي است که آسمشترک انسان و دام  يها  يماريب از   يکي سيازيوليفاس :نه و هدف  يزم

 يک خاصيولوژيدمي اپي هستند که هر کدام چهرهس  يازيولي فاس ا از عوامل شناخته شده    کيگانتيولا ژ يکا و فاس  يولا هپات يفاس. آورد يموجود    هبران  يا
 ـبـا عنا .  داردييسزاک منطقه نقش بي در يماري کنترل بيها ح روشيولا در انتخاب صح ي فاس يها شناخت گونه . دارند   ويت بهداشـت ي ـت بـه اهم ي

  .افته استي انجام يمولکول  ي وهي به ش در زنجان ل انگي ن گونهيي تع هدف حاضر باي ، مطالعهبيمارين ي اياقتصاد
 PBSبـافر   در ) ذبح شده در کشتارگاه زنجان يگاو و گوسفندها  ( آلوده   ياز کبدها  يآور  پس از جمع   ولاي فاس  بالغ  کرم ٥٣٥تعداد   :ي بررس روش

 ـئ نوکليدهاياس ـ درصد منتقل و تا استخراج ۷۰به الکل ها  ن کرميشيپ ي  مهين .شستشو شدند  .  شـدند ينگهـدار  گـراد  ي سـانتي  درجـه  -۲۰ در کي
 PCR  روش باrDNAاز  S 28و 5.8S ن دو ژني بي ها قطعه کلروفرم استخراج و در آن  فنلي   اصلاح شدهي وهيها به ش نمونه کيئ نوکليدهاياس
  .دش نييتع  DNAليتعيين توا کيتکن با آن ي آليبازها يتوالو  PCR-RFLP  روشه ب ITS2 ي  قطعهيشکل چند. افتير يکثت
ورد  م ـيهـا   نمونـه ي  کـه همـه  داد نشان يدر بانک ژن  ثبت شدهيها يبا توال ITS2 هيناح ي بازهاي توالي سهيمقا و PCR-RFLPج  ينتا :ها افتهي

 ـ جفت  ٣٦١ تعداد ITS2 ي هيناح نشان داد که در يتوالن  ييتعن  يچن هم. بودندکا  يهپات ولاي فاس مطالعه،  ـ.  وجـود دارد يبـاز آل  ـناح ي بازهـا يوالت  هي
ITS2 391412 يها  به شمارهيزده نمونه در بانک ژنيس-EU391424 EU ثبت شد.   
کا يولا هپاتي فاسي مورد بررسيها ه نمونهيکل امد ويزنجان بدست ن درکا يگانتيولا ژي از وجود فاس يشواهدن مطالعه   ي ا جينتا اساس بر :گيري نتيجه
  .ص داده شدنديتشخ
  PCR-RFLPو  rDNA وITS2 د کبدي،ويولا، ترمات فاس:كليدي گانواژ

  
  

  مقدمه
ــيوليازيس       ــفاس ــاريي ــوان  ک بيم ــسان و حي ــشترك ان    م

  فاســــيولا  يکبــــد ياســــت كــــه توســــط ترماتودهــــا
   و فاســـيولا ژيگانتيكـــا )Fasciola hepatica( هپاتيكــا 

)Fasciola gigantica( هـاي  در عفونـت . شـود   ايجاد مـي  
  
  
  
  

  
  

ــساني،  ــلان ــيانگ ــاب   م ــث الته ــد باع ــتوان ــد ي و آس   ب کب
ــود   و ــفراوي ش ــاري ص ــش ا ).۱( مج ــنق ــلن ي ــا انگ   در  ه

   مـشخص  ي دام ـيهـا  ر فـرآورده ي سـا و كاهش توليد گوشـت   
ــت  ــده اس ــال ).۲ (ش ــوي    در س ــر الگ ــا تغيي ــر ب ــاي اخي   ه

  
  
  
  

  سي پزشکي، دانشيار دانشگاه علوم پزشكي زنجانشنا  دکتراي تخصصي حشره-۲     ارشد انگل شناسي پزشکي، دانشگاه علوم پزشكي زنجان  کارشناس-۱
  شناسي پزشکي، دانشيار دانشگاه علوم پزشكي زنجان  دکتراي تخصصي انگل-۴  شناسي پزشکي، استاديار دانشگاه علوم پزشكي زنجان  دکتراي تخصصي انگل-۳
  دکتراي تخصصي ژنتيک پزشکي، استاديار دانشگاه علوم پزشكي زنجان-۵



  PCR- RFLP فاسيولا با تکنيک ي تعيين گونه
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، اهميـت بهداشـتي و درمـاني آن بـراي          يمارياپيدميولوژيك ب 

 ـمطالعـات اخ  در  ). ١(انسان نمود بيشتري پيدا كرده اسـت          ري
 ميليـون  ١٧  تا۴/۲  دنيا مناطق مختلفموارد انساني بيماري در 

 ـ در اگذشـته ان ي از ساليمارين بي ا .است نفر برآورد شده   ران ي
مناطق از در انسان    آن ريگ ع بوده و موارد تک    يها شا  ن دام يدر ب 

 ـ اخ يهـا  در سـال   .)۳ ( گزارش شده اسـت    مختلف  مـوارد   ري
بـه  . افتـه اسـت  يش ي افـزا  يريزان چشمگ يبه م  عفونت   يانسان
گـيلان  استان  در آن بزرگ گيري همه ١٣٦٨در سال  که   يطور

 شـهرهاي   نيسـاکن  آن هزاران نفر از       و در اثر   وستيوقوع پ   هب
   .)۴و ۵ (ندانزلي و رشت به فاسيوليازيس مبتلا شد بندر

س، افتراق  يازيوليهاي كنترل فاس   جهت پيشگيري و اتخاذ شيوه    
فاسيولاژيگانتيكا از اهميت خاصي و کا يهپات ولاي فاسي دو گونه 

 مـــذكور در روش انتقـــال، ي گونـــه دو. برخـــوردار اســـت
خصوصيات اپيدميولوژيك و فيلوژنيک اخـتلاف دارنـد و هـر     

هـاي جـنس ليمنـه      از حلـزون يهـاي خاص ـ  كدام توسط گونه 
)Lymnaea(  يابند   انتقال مي)ک ي ـات مورفولوژ يخصوص ).١

 چـون سـن انگـل،       يعوامل مختلف ر  يثأت  م تحت کرم بالغ و تخ   
ها  نوع ميزبان، شدت عفونت ميزبان و روش ثابت كردن نمونه         

ــي ــرار م ــرد ق ــا  روشو گي ــنتيه ــصوصي س ــه خ ات ي مطالع
ن دو گونـه را  ي ـت ا ي ـق ماه يتواند به طور دق    يک نم يمورفولوژ

تواننـد بـا     از طرفي اين دو گونـه مـي       . )۱و۶( نديمشخص نما 
را ) Hybrid(هاي دورگـه    نموده و نمونه يريگ جفتهمديگر  

تفكيـك   هـاي مورفولوژيـك قابـل      وجود آورند كه بـا روش      هب
م بـاليني   يعلا،  ي انسان يها در عفونت چنين    هم). ٧ و ٨(نيستند  
هاي سرولوژيك در تفكيـك     هاي آزمايشگاهي و آزمون    و يافته 

 ـ يريکارگ  بهن  يبنابرا). ۹(دو گونه فاسيولا كارآيي ندارند       ك ي
 ـ که بتواند ا   يروش دقيق و مطمئن    گر ي از همـد  را  ن دو گونـه   ي

  .كند ، ضرورت پيدا ميکندک يتفک
 ـ اخ يهـا  در سال   بيولـوژي  ي ي كـه در زمينـه    يهـا  ر پيـشرفت  ي

 ي ژه تكثير نواحي خاصي از ژنوم انگل به شيوه       يمولكولي به و  

حاصل شـده، اختلافـات     ) PCR(هاي آنزيمي پليمراز     واكنش
ــوع و ــارزي در نـ ــه بـ ــي گونـ ــاي آلـ ــب بازهـ ــاي   ترتيـ   هـ
 ـتوان ها مي   كه اين تفاوت    نموده ييشناسامختلف موجودات    د ن

  ). ١٠ (کننـــدهـــاي مـــشابه را از همـــديگر تفكيـــك  گونـــه
ــده    ــواحي كدكنن ــولي، ن ــستماتيك مولك ــات سي    ي در مطالع

rRNA    كه شامل S 18  وS 28 هـا و     در تفكيك جنس   هستند
ــايين ــطوح پ ــت  س ــه دق ــر گون ــر از آن نظي ــدت   . لازم را ندارن

  ترتيــب نوكلئوتيــدهاي بخــش   ي   مقايــسه در حــالي كــه  
[ITS2]) (internal transcribed spacer 2  توانـد   مـي

هاي مختلـف يـك       و حتي سويه   هاي مختلف يك جنس    گونه
در ). ١١(گونه را بـه طـور دقيـق از يكـديگر تفكيـك نمايـد             

ول هاي برشگر بر محص    ثير آنزيم أ در كشور مصر با ت     يپژوهش
ــه ــا روش  rDNA S 28- ي قطع ــه  ،PCR-RFLPب دو گون

 داده شـدند    افتـراق ژيگانتيكـا از هـم       هپاتيكا و فاسيولا   فاسيولا
ژيگانتيكـا   هپاتيكـا و فاسـيولا   فاسـيولا  يها هيسو  از يبرخ .)٧(

بـا   S 28 ي  قطعـه D2 ي جايگـاه بـاز آلـي ناحيـه      فقط در دو  
 ـنخـتلاف    ايـن ا   ها هيسو و در برخي     همديگر تفاوت دارند   ز ي

 ـدر ناحکه  ي در حال ،)١٢(شود   ديده نمي   شـش  در ITS2 ي هي
   .)۸(گر تفاوت دارند ي ثابت با همدي هيناح

 ـ از نقـاط ا يکا در بعض  يگانتيکا و ژ  يهپات ولاي فاس يها  گونه ران ي
 دارنـد و    يگر همپوشـان  يکديا با   ي دن  از يگري د  مناطق همچون

شـود و    ي نم ـ  انگـل اشـاره    ي  در مقالات منتشر شده، به گونـه      
  خـاص غالبـا تحـت عنـوان        يبنـد   بـدون رده    عوامل عفونـت  

Fasciola sppهـدف از   لـذا  ).۲، ۹ و۱۳(شود  ي گزارش م
ــ اانجــام ــاختن  ي ــژوهش روشــن س ــماهن پ ــولي  و يت مولک

 يبــا روش مولکــولولا در زنجــان، ي انگــل فاســکيتاکــسونوم
PCR-RFLP هاي  توالي نوكلئوتيدي بر پايهITS2 باشد يم.  

  
  يبررسروش 

  جـدا شـده از  يولايفاس ـ هـاي    کـرم  يبـر رو  اين مطالعه،        
 كـشتارگاه   درهـاي ذبـح شـده      گاو و گوسفند ي   آلوده يکبدها



  همكارانپري رحيمي و
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 فاسـيولا  ۱۰هايي كـه آلـودگي كمتـر از       كبد .دشانجام  زنجان  
 و در كبدهايي كه آلودگي بيشتري       بالغهاي       کرم ي  داشتند همه 

 .نددش ـانتخـاب    بـالغ     نمونـه  ۱۰داشتند به طور تصادفي فقط      
 بـه دقـت   ي جراح ـي آلوده با چـاقو ي کبدها يصفراو يمجار
 بـافر  محلـول  جـدا و در  هـا  آنهاي فاسـيولا از      كرم و   يبررس

  گـراد   ي سـانتي    درجـه  ٣٧ در حرارت    (PBS) نيفسفات سال 
 دو لام   انيمها در    نمونه.  شدند  داده  ساعت شستشو  ٤مدت    هب

پ وتريوميكروسـك  اس کمـک بـا   .  شـدند  ثابـت كامـل   به طور   
پس از   .ها جدا شد   آنن  يشيپ ي  مهين مشخص و  بالغهاي   نمونه

 در فريزر  DNA استخراج تا    درصد ٧٠الكل اتيليك   انتقال به   
مطـابق   هـا   نمونه DNA .گرفتند قرارگراد    ي سانتي   درجه -٢٠

مرهـا بــا اســتفاده از  يپرا .شــد اسـتخراج  روفــرملك فنـل  روش
ــوال ــا يت ــتاندارد rDNA يه ــ اس ــا موج ــک ژن ب  ود در بان

ـــماره ـــه شـ ـــي ايــ ، AB010974 ،AB010975 دسترسـ
AB207148 و AB207149ــر يپرا . طراحــــي شــــدند   مــ

از  ('TCTTGAACGCATATTGCGGC-3-'5) بالادست
ن ييمر پايو پرا S-rDNA 5/8 ٥٩تا ٣٩ ي   شماره يدهاينوکلئوت
ــت  'AGTTCAGCGGGTAATCACGT-3-'5)( دس

 يطراح ـ S-rDNA 28 ۴۹۶ تـا  ۴۷۶  شماره يدهاياز نوکلئوت 
ــا ١. شــدند ــر از يکرولي م٤ ت ــهــر  DNAت ــهي   هــا  ک از نمون

و بافر  مراز     تك پلي  مينزآدر حضور    ي فوق   پرايمرها همراه   هب
x۱۰    ي حرارت ـي  بـا برنامـه   وتـر يکرولي م ۵۰ واکـنش  با حجم 

 ـ  در واسرشت پيش  ـگـراد     ي سـانتي    درجـه  ٩٤اي  دم   مـدت    هب
شـامل   تكـرار  ٣٥مرحلـه و   ٣تكثيـر در   . انجـام شـد     دقيقه ٥

 ، دقيقـه ۱مـدت     هبگراد    ي سانتي   درجه ٩٤دماي  در  واسرشت  
گراد   ي سانتي   درجه ۶۰دماي  در   (annealing) اتصال پرايمر 

ــ ــدت   هب ــه۱م ــاي در پليمريزاســيون   و دقيق ي   درجــه۷۲دم
 ي مرحلـه ادامـه،  در .  انجـام شـد     دقيقـه  ۱مدت    ه ب گراد  سانتي
مـدت    هبگراد  ي سانتي   درجه ۷۲ مايد در   اسيون نهايي زيپليمر

 ـ تکثيهـا  نمونــه. صـورت گرفـت  ه  دقيق ـ۷   در اگــارز افتـه ي ري
 .شدندمدت يك ساعت الكتروفورز   هب ٨٠ولتاژ با  درصد، ۵/۱

 ۱۰ يرو ، بـر افتـه يري تکثي  در قطعـه يشـکل  ن چند يي تع جهت
ــصول يکروليم ــر از محــ ــزيکرولي مPCR ،۲تــ ــر آنــ   م يتــ

  و )BamHI) ER0051, 00022259, Fermentase برشگر
 يم تـوال ين آنزيا.  اضافه شدميتر بافر مخصوص آنز   يکرولي م ۲

5'…G↓GATCC…3'   ين بـر رو   يهمچن .دهد يرا برش م 
م يتـر آنـز   يکرولي م PCR، ۲ گـر از محـصول    يتر د يکرولي م ۱۰

  و) PagI )ER1282, 00022771, Fermentase برشــگر
 ـا. م اضـافه شـد    يتر از بافر مخصوص آنز    يکرولي م ۲ م ين آنـز  ي

با آب مقطـر    . دهد يرا برش م   T↓CATGA…3…'5 يتوال
 ۱۶هـا بـه مـدت      نـه نمو. ديتر رس يکرولي م ۲۰حجم واکنش به    

طبـق دسـتورالعمل شـرکت    گراد   سانتي ي   درجه ۳۷ساعت در   
  ميكروليتـر  ۵م انکوبـه و بعـد از اضـافه شـدن            ي آنز ي  سازنده

EDTA،۱۰ولتاژ باو  درصد ۵/۱ها در آگارز  آناز تر يکرولي م 

ر شـده   يتکثمحصول   .ک ساعت الکتروفورز شد   يبه مدت    ۸۰
 توسط شـركت    ،سازي  صبعد از خال   28S وS 5.8ن دو ژن    يب

 قطعات بـا  هاي     باز ي توال .شد ين توال ييعت کوثر فناوري زيست
و تطــابق  )MEGA3 (۳ مگــا وBioalign  يافزارهــا نــرم
 NCBI Blast افـزار   ثبت شده توسط نـرم يها يها با توال يتوال

  .انجام شد
  
  ها افتهي

 يولاي فاس ي   نمونه ۵۳۵ تعداددر مجموع   ن پژوهش،   يدر ا      
 مـورد ) ي گوسـفند ي نمونـه  ۱۱۶ و ي گـاو ي  نمونه۴۱۹(بالغ  

 ي و الکتروفورز قطعـه  PCRبعد از انجام . مطالعه قرار گرفتند  
 درصد  ۵/۱ ژل آگاروز    ي رو ي باز  جفت ۴۵۶افته، باند   ير  يتکث

 ـتکث ي قطعـه  .قرار گرفت د  ييمورد تا   ـ افتـه ي ري ر دو يثأ، تحـت ت
قـرار گرفتنـد و در    PagIو  BamHI ي کننـده   م محدود يآنز
 سه نمونـه  ).۱ل شک( دش مشاهده نيا شده ها محصول هضم  آن
 از نظر معيارهاي مورفومتريک به       گوسفندي که  ي   نمونه ۱۰از  

اي  بادکش شکمي تا انته ـي فاصله(فاسيولا هپاتيکا شبيه بودند   
 متر و نسبت طول بـه عـرض بـدن      ميلي ۸۸/۱۹ تا ۶۸/۱۵بدن  
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ــه از ) ۶/۲ تــا ۵/۲ از نظــر  گــاوي كــه ي  نمونــه۴۰و ده نمون
ژيگانتيکـا شـبيه بودنـد       معيارهاي مورفومتريـک بـه فاسـيولا      

متر و  ميلي ۹/۳۲ تا ۷/۲۹فاصله بادکش شکمي تا انتهاي بدن       (
 ـ)۵/۴ تا ۷/۳نسبت طول به عرض بدن    ـ  ه ، ب صادفي صـورت ت

   تعيــين تــوالي شــد هــا  آني  تكثيــر شــدهي انتخــاب و قطعــه
هـاي   ها در بانـك ژنـي بـه شـماره        توالي اين نمونه  . )۲شکل  (

391412-EU391424 EU شدند ثبت.  

  
 
 

1      2      3         4       5       6      7     8        9     10      11    12 

 
  

 .)۲وbp۴۵۶ )۱و وجـود بانـد    PCRمحـصول  .  درصـد ۵/۱ ژل آگـاروز    يروولا  ي فاس ـ يها  نمونه PCR-RFLP محصولوفورز  الکتر: ۱شکل  
اثر  ها مي آنز که در هر دو مورد)۱۱-۸ (BamHI برشگر  محصول واکنش بعد از اثر آنزيم  و)PagI) ۶-۳ برشگر  آنزيممحصول واکنش بعد از اثر 

  ).۱۲(کايولا هپاتي فاسکنترل ي نمونه .)DNA) ۷ يمارکر وزن مولکول .اند نداشته
  

ثبت شده فاسيولا هپاتيکـا بـا    هاي ها با نمونه مقايسه اين نمونه
ــماره ــي ي ش ــا   AJ557568 دسترس ــا ب ــيولا ژيگانتيک و فاس
در بانک ژني، نشان داد که در        AJ557569 دسترسي   ي  شماره
 نمونـه مربـوط بـه فاسـيولا هپاتيکـا      ۱۳ حاضر، هـر     ي  مطالعه

 مربـوط  ۳۴۱ و ۳۴۰، ۲۳۰هاي  شکلي در جايگاه چندهستند و  
 از ۴۰۳ و ۴۰۲، ۲۹۲هـاي    به ترتيب جايگـاه   ( ITS2به ناحيه   
  جفت باز متعلـق بـه ناحيـه   ۳۶۱در . شود  ديده نمي ) کل قطعه 

ITS2         فراواني بازهاي آلي آدنين، تيمين، سيتوزين و گـوانين ،
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  .رسيد  درصد مي۸/۴۸به بازهاي ديگر به زين  بود و نسبت گوانين و سيتو      ٩٥  و ٨١،  ١١٦،  ٦٩ به ترتيب 
  
 
 
 
 
 
 
  

  
 از) ۴۲۴- ۴۵۷بازهاي ( S 28 و) ۱-۶۲بازهاي  (5.8S هاي  ثابت ژني و قطعه) ۶۳-۴۲۳بازهاي ( ITS2 ي هيناح آرايش توالي بازهاي آلي :۲شکل 
DNA    ي دسترس ـي بـا شـماره   ربـوط بـه فاسـيولا هپاتيکـا     مـورد مقايـسه م  ي دو نمونـه . ي تعيين تـوالي شـده    نمونه از فاسيولا   ۱۳ريبوزومي در  

AJ557568 ي دسترسي  با شمارهفاسيولا ژيگانتيکا و AJ557569استهاي مشابه نشانگر توالي) ۰( .دنباش  مي .  
  

  بحث
 ،راني ـکـا در ا يگانتيولا ژيکـا و فاس ـ يولا هپات يدو گونه فاس       

  مختلف دارند يياي را در مناطق جغراف    ي خاص ي زندگ ي  چرخه
 از  ي خاص ي   انگل، وجود گونه   ي زندگ ي  ل دوره يو جهت تکم  

 يهيبد.  است يزبان واسط ضرور  ي ناقل به عنوان م    يها حلزون
 در هـر    يمـار ي و کنتـرل ب    يريشگي پ يها استين س ياست تدو 

در  .آن اسـت  گونه غالب ق انگل و ي دق ييمنطقه مستلزم شناسا  
 مـشخص   rDNAاز   ITS2ه  ي ناح ي حاضر با بررس   ي  مطالعه

باشد که  يولا مي فاسي  تنها گونه احتمالا کايولا هپات يد که فاس  ش
گر کـه   ين د يدر مطالعات محقق  . در استان زنجان پراکنده است    

کـا از  يولا هپاتيفاس ـاند،  سه قرار دادهيرا مورد مقا   ITS2ه  يناح
 يشرق  جنوبياي آسيي، اروپاي مرکزياي آسيران و کشورهايا



  PCR- RFLP فاسيولا با تکنيک ي تعيين گونه

 ٨٧ مستان، ز٦٥ي  ، شماره١٦ي  و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دورهي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي  مجله

٤٦

 حاضـر   ي مطالعـه  .)۱۴و   ۱۵ ( گزارش شده اسـت    ييقايو افر 
ت ي وضعITS2 ي هي در ناحي آلي بازهايدهد که توال ينشان م

ل شـده  ي تشکي جفت باز آل۳۶۱ن قطعه از يا.  دارد يکاملا ثابت 
 ـ آ ي از بازها  يميک به ن  ين نزد يگوانن و   يتوزيو در آن س     را  يل

از منـاطق  شده ها در مطالعات انجام    افتهين  يا. دهند يل م يتشک
ران، ي شمال اي هي حاشي، کشورها)۱۲(لان يتان گ اسيکوهستان

بر اسـاس    .)۱۴(شود   يده م يز د ي ن يشرق  جنوب ياياروپا و آس  
 يپ براي ژنوت ۴کنون   تا ITS2 ي  هي در ناح  ي آل يش بازها يراآ

 توالي بازها نشان داد كـه      .)۱۴ (است  ان شده يکا ب يولا هپات يفاس
 ـژنوتاز   ياسـتان زنجـان همگ ـ     يهـا  نمونه   نظـر   و از  H1پ  ي

 ينـوب ج ي و اروپـا   ي مرکـز  يايآس ـ يهـا  نمونه مشابه   يکيژنت
از  هـا  نمونه ITS2 ي  طعهر ق ين مطالعه جهت تکث   يدر ا  .هستند

 و  5/8S يهـا   ثابـت ژن   ي که در نـواح    ي اختصاص يمرهايپرا
28S   ـ ا يگرچه نواح . اده شده است  قرار دارند استف  ن ن دو ژ  ي
 ي ول )۸ ،۱۲ ،۱۴ و۱۵( گر به کار رفته   ين د يطالعات محقق در م 

سـاير   يمرهاي حاضر با پرا   ي  هکار رفته در پروژ     ه ب يمرهايپرا
  ومـر يمر داي پرا ليعدم تشک  با توجه به  .  تفاوت دارد  مطالعات

 پرايمرهايرسد که     يبه نظر م  ،   الکتروفورز يشفاف بودن الگو  
 بر خوردار اسـت و  يت خوبيفياز ک مطالعهن يکار رفته در ا   هب
 ـ مـورد اسـتفاده قـرار گ       يبعـد تواند در مطالعـات      يم  ـ .ردي   هب

 يدهايژن و رسوب اس ـ   مو هو ي  هيشه در ته  ي ذرات ش  يريکارگ
 اسـت  ي از اصلاحاتDNAaseم يط فاقد آنزيک در مح  ينوکلئ

رفته  کار هک بي نوکلئيدهاي استخراج اس ين مطالعه برا  يکه در ا  
 يت لازم برايفيها ک  نمونهي  ن اصلاحات همه  يبا انجام ا  . است

ار ي انجام مطالعات بسي براي را داشتند وليکيت ژنتيهن ماييتع

 و  ي کم ـ ي ارتقـا  ي بـرا  يگـر ي، اصلاحات د  يحساس مولکول 
  .ک اســتخراج شــده لازم اســت  يــ نوکلئيدهاي اســيفــيک

   گـابلا  حلـزون آلودگي ر ي اخيجا که در مطالعات مولکول از آن 
)Galba truncutula( در اسـتان  کايولاهپاتيفاس ـ   به سـرکر 
 يهـا   انجـام پـژوهش   بنـابراين  ،)۱۲(م شده اسـت      مسل لانيگ

منـه اسـتان بـه      ي ل يها  حلزون يزان آلودگ ين م يي تع ي برا يبعد
انتقـال  در    مختلـف حلـزون    يها گونهکا و نقش    يولا هپات يفاس

  .دشو پيشنهاد مي ي کنترليها برنامهن ي تدوبه منظور انگل
  

   يريگ جهينت
ولا يجـود فاس ـ   از و  ين مطالعـه شـواهد    يج ا ينتا بر اساس      

 ـکل امـد و  ي زنجان بدسـت ن    درکا  يگانتيژ  مـورد  يهـا  ه نمونـه ي
انجـام   در ضـمن    .ص داده شدند  يکا تشخ يولا هپات ي فاس يبررس

فاسـيولا  ناقـل   هـاي     بـراي تعيـين حلـزون      شتريبهاي   پژوهش
نگـل  ال   کنتـر  يهـا  برنامـه  تـدوين    در منطقه به منظور   هپاتيکا  

  .شود پيشنهاد مي
  

  ر و تشکريتقد
ــا      ــشي ــه بخ ــ از پاين مقال ــه اني ــشجوي نام  ي  دورهيي دان

ن مقاله مراتـب سـپاس و    ين ا يلفؤباشد و م   يارشد م  يکارشناس
 معاونـت   يي و اجرا  ي مال يها تيل حما يدل   خود را به   يدانقدر

 پـژوهش و    ي زنجان در اجـرا    ي دانشگاه علوم پزشک   يپژوهش
 خاطر فـراهم نمـودن امکانـات در   سازمان کشتارگاه زنجان به    

  . ندينما ياعلام م ها نمونه يآورگرد
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Background and Objective: Fascioliasis is an important zoonotic disease that causes several health problems 

and economical losses in different parts of Iran including Zanjan. Fasciola hepatica and F. gigantica are 

recognized as causative agents of the disease. The differential diagnosis between these two species is very 

important for planning and control of infection. This study was designed to identify the Fasciola species by 

molecular methods in Zanjan (Iran). 
Methods and Materials: A number of 535 adult Fasciola worms were collected from the natural infected 

livers of cattles and sheep in local slaughterhouse. Living flukes were washed extensively in PBS at 37 OC 

and then anterior half of adult worms were stored at -20 OC in 70% ethanol. Total genomic DNA was 

extracted from individual flukes by modified phenol-chloroform method. Nucleotide polymorphism of ITS2 

fragment of rDNA was investigated using PCR-RFLP assay and sequencing technique. 

Results: The results of PCR-RFLP and comparison of ITS2 sequences with the BLAST GenBank database 

clarified that all specimens were F. hepatica. The obtained sequences are available in the GenBank, with 

accession numbers EU391412 to EU391424.  

Conclusion: The results of this study showed no evidence of F. gigantica infection in sheep and cattles in 

Zanjan as all of the isolates were found to be F. hepatica.  
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