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 PCR-RFLPبررسی تخم تریکوسترنژیلوس های جدا شده از گوسفندان منطقه اصفهان به روش 
 

3، حسینعلی یوسفی2مهدی بقایی ،1نادر پسته چیان
 

 
 خلاصه

لذا . گرددمیقلمداد  بهداشتی    اقتصادی و  آلودگی به آن معضلی    مشترک انسان و دام است که        انگلهایتریکوسترنژیلوس یکی از     :هدف سـابقه و  
استفاده   و باPCR-RFLP به روش اصفهانی مختلف تریکوستنرنژیلوس جدا شده از مدفوع گوسفندان منطقه ها تخم کرم گونه،این مطالعهر د

 . مورد بررسی قرار گرفتrDNA-ITS2از قطعه 

  و اصفهان ههای شهر کشتارگا شده در  گوسفند کشتار  راس 70دستگاه گوارش  محتویات   مطالعه به روش توصیفی بر روی      :هـا شمـواد و رو   
براساس شاخصهای ی تریکوسترنژیلوس هاتخم کرم گونه تخمهای انگل با روش مستقیم و فلوتاسیون جدا و. انجام پذیرفت خوراسـگان   

ژنومی تخم  DNAمطالعه ژنوتیپی   در.ند مورد بررسی قرار گرفتPCR-RFLP با روش ند، سپسوری شدآشناسایی و جمعشناسی،  ریخت
آنزیمهای    هر ایزوله توسط   PCR  محصول . انجام گرفت  rDNA-ITS2بـا پرایمراختصاصـی قطعه       PCR واکـنش  ج شـد و   کـرمها، اسـتخرا   

 .گردیدآنها عکس تهیه  روی ژل آگارزالکتروفورز شد و ازو بر  هضم RsaI - HinfI - DraIمحدودکننده 

باشد،  پذیر نمی امکانآنها در زیر میکرسکوپ تشخیص افتراقی ی مختلف تریکوسترنژیلوس    هابـا توجه به تشابه مرفولوژی تخم گونه        :هـا یافـته 
استخراج شده از   DNAوPCR  اندازه محصول .انجام پذیرفت PCR-RFLP روش هی تخم کرمها بیپبا استفاده از الگوی ژنوتتشخیص لـذا  

با ها آن PCRاز هضم محصول پس  .بود با یکدیگر متفاوت هاگونهPCR-RFLP  الگوی  ولینوکلئوتید بود 330تخـم کرمها یکسان و حدود  
هضم  DraIبا آنزیم  ،همد به دست آPCR Trichostrungylusمحصول .  نوکلئوتیدی مشاهده شد190و  138قطعـه حدود      دو RsaIآنـزیم   

 و T.axei نوکلئوتیدی در 215 و 110 دو قطعـه حدود  وهضـم شـدند    T.colubrifornois و T.vitrinus T.aziei امـا سـه گونـه    ،نشـد 
T.colubriformis اما   .ندشتیـت گردید که الگویی مشابه همدیگر دا       ؤ ر T.vitrinus      از  .دونوکلئوتیدی   ب    185 و 145واجد دو قطعه حدود 

 238  و90  هضم شد و دو قطعه حدودHinfIنزیم آبـا  Colubriformis تریکوسـترنژیلوس  PCRبیـن چهـار گونـه فـوق تـنها محصـول       
 .گردیدمشاهده نوکلئوتیدی روی ژل اگارز 

با استفاده از پرایمرها و     شود  میبه روش میکروسکوپی پیشنهاد     آنها  ی انگلی و عدم تشخیص افتراقی       هاهبـا توجـه بـه تـنوع گون        : یگـیر نتـیجه 
 .استفاده شودنظر ی انگلی مورد هادر تشخیص گونه PCRاز روش  ،های محدودکننده مختلفآنزیم

 RFLP ،PCR، ITS2، rDNA، DraI، HinfI، RsaIوسترنژیلیوس،  تاکسونومی، ایران، تریک:واژگان کلیدی
 

 دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، دانشکده پزشکی، گروه انگل و قارچ شناسیعضو هیأت علمی  ، استادیار-1

   ی، گروه انگل و قارچ شناسیکدانشگاه علوم پزشکی اصفهان، دانشکده پزشعضو هیأت  ، دانشیار-2

 31/1/84: تاریخ دریافت مقاله   پزشکی اصفهان، دانشکده پزشکی، گروه انگل و قارچ شناسی دانشگاه علوم، مربی-3

 10/10/84: تاریخ تایید مقاله       دکتر نادر پسته چیان: پاسخگو

  اصفهان، دانشکده علوم پزشکی، گروه انگل و قارچ شناسی
 

 مقدمه

 عـــامل بـــیماری  لوستریکوســـترنژی نماتودهـــای
دامها و    عمدتاً انسـان و   داران،هنگـل مهـر    ا  و یازیزتریکوسـترونژیل 

دارند  جهانی یگسترش و باشندمیشـخوارکنندگان اهلی و وحشی     ن
 خونی،کمآلودگـیهای شـدید در انسـان باعث ایجاد          . )25،21،20(

 آلودگی انسانی  .دنشومی مزمناسهال   ی و ااختلالات روده  لاغری،
 آلمان، عراق، ه،یوسر انگلستان، ایران،همچون  زیادی  از کشورهای   

در ایران  . )22،21(  گـزارش شـده اسـت       رومانـی  وچیـن    هـند، 
 مـناطق روستایی اصفهان،   در   بـه خصـوص      یکوسـترنژیلیازیس رت

 ، شمالی استانهای، مناطق کوهستانی آذربایجان،     بختیاری عشایر

 درصد باکازرون   وبندرعباس   بوشهر، ه،نشـا کرما تهـران،  ،آبـادان 
. )24،23،22،19(ده است   ش گزارش رصدد 80تا 5/0 بینآلودگـی   

 گونه تریکوسترنژیلوس در دامها شناسایی شده است که         11تاکنون  
. استبین انسان و حیوانات گیاهخوار، مشترک بوده        ونه آن   گ 7

دارد اهمیت خاصی   دامپزشکی   نقطه نظر آلودگـی در حیوانات، از      
 سکولبریفورمی لوستریکوسترنژی مثل   هاگونه ضی از طـوری که بع   

 .باشندمی کشندهحتی   و بیماریزا شدیداً همونکـوس کونتورتوس   و
و  گوشت،  شیر(  محصولات دامی   و دام رشد کاهشایـن انگـل با      

در  .)27،26،25(شود  میباعث خسارتهای اقتصادی فراوان     ) پشـم 
 سنتی رواج دارد به دلیل    شکل  مـناطق روسـتایی کـه دامداری به         
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، یجربهداشتی را یهای غ رفتارانجام    خاص و  رسوم آداب و  بعضـی 
 از استفاده با محل زندگی انسان،    مجـاورت محـل نگهداری دامها     

  دفع صحیح فضولات دامعدم ،مزارع حیوانی در کودهای انسانی و
45 بطوریکه بیش از  ( مهاجـرت مـداوم دامها به مراتع         ون  انسـا  و
) باشدمیدرصـد سـطح خـاک ایـران محـل تردد دامهای عشایر               

از آلودگی به این    لذا  . بسیار زیاد است  م انگل    تخ اآلودگـی خاک ب   
 در استقرار خطرات بالقوه انتقال و    با زئونوز بـیماری    انگـل، یـک   

درمان  بـه دلـیل مشـکلات کنترل و       اسـت کـه     ندمـیک   آمـناطق   
 بعـنوان یک معضل بهداشتی و      ،دام  مشـترک انسـان و     هایبـیماری 

قات یه تحق هرگوننکه انجام   یبا توجه به ا    .شودمی قلمداد   اقتصـادی 
ــ ــامیکروارگانی روی یکولوژیب ــمها ب ــریدس ــپا  ب ــخی  ص ویه تش

 ینادرباره  یستماتیک مطالعات س  ،باشد ح استوار یبـندی صح   طـبقه 
عفونت همزمان   .است  فراوان تیاهم ائزلازم و ح  کـرمها    ازگـروه   

 از به غیر(  تخم انواع آنها  شباهتو  ونه نماتود   یک گ  بـا بیش از   
را  افـتراق آنها از یکدیگر       )Nematodirus جـنس نماتودیـروس   

 ،شناسییختانگلها بر اساس خصوصیات ر    . سـازد مـی غیرممکـن   
ناحیه جغرافیایی   یا  نوع میزبان و   ،تولوژیک روی میزبان   پـا  اثـرات 

  کافیآنها هویت دقیق   تعیین  جهت کـه غالباً  شـوند   مـی شناسـایی   
به روشـهای مولکولـی      ورود بـا  ).3،  4،  5 ،6 ،8 ،16 ،27( نیسـت 

بسـیاری از مشکلات    در سـالهای اخـیر       علـوم بـیولوژی   عرصـه   
ــتها ــا  در تاکسونومیس ــت انگله ــن هوی ــات   و تعیی ــام مطالع انج
.  برطرف شده است   ، بالا اختصاصیت وحساسیت   سیسـتماتیک بـا   

 که از مواقعی   طبقه بندی خصوصاً   بعنوان یک ابزار  تکنولوژی  ایـن   
  نهنمودارد،  وجود محدودیتسی شناوجود شاخصهای ریخت  نظـر 
کلید تشخیصی جهت    یاو  نیست   دسترس   درمناسـب   کیفیـت   بـا   

 مارکر  ژن وانتخاب با .کاربرد خوبی دارد  ، وجود ندارد  گونهتعیین  
 راحد گونه    دروانایی تشخیص اختصاصی    مناسـب کـه ت    ژنتیکـی   

  روشهای سنتی در   محدودیتهای ازبسیاری   توانیم بر می داشته باشد 
مطالعات نشان   .)9 ،10 ،11( ییم آ فائق انگلها   تعییـن هویـت دقیق    

مناسب  ژنتیکی    بعنوان یک مارکر   rDNA-ITS2 که قطعه  دنهدمی
بخصوص   و )18،1،17( انگلی یهاگونه تشـخیص بسـیاری از     در

 ،15( کاربرد دارد  هتریکوسترنژیلید و هنژیلید استرو نماتودهایگونه  
ــنĤوری).7 ،12 ،13 ،14  Restriction fragment(RFLP)  ف

length polymorphism تجزیه عبارت است از DNA استخراج 
 .)18،8(محدودالاثر   شـده بـه وسـیله یـک یـا چـند اندونوکلئاز            

 ،ماریزاییبی ،اختصاصی بودن میزبان   نظر از هاگونهشناسـایی دقیق    
 بعنوان اولین قدم ،داروها برابر ایجاد مقاومت در اقدامات درمانی و

 یری و پیشگ کنترل و  مه های برنا و اپیدمیولوژی   انجـام مطالعات   در
 .همیت می باشدا درمان حائز تشخیص و

 
 هاشمواد و رو

70دستگاه گوارش  محتویات توصیفی بر روی   مطالعهاین  
  و اصفهان شـده در کشـتارگاههای شـهر       کشـتار  راس گوسـفند   

هر  روده کوچک  محتویات. انجام شد  1384طی سال    گانخوراس ـ
تیکی نیم لیتری ریخته شده  داخل ظرفهای پلاسبطور مجزا راس دام

مستقیم   روش تخمها به .  گردید انگل شناسی منتقل  یشگاه   به آزما  و
 و تغلیظ   اجد )ب نمـک اشباع   آمحلـول   (فلوتاسـیون    وتشـخیص   
اساس شاخصهای   برتخـم کـرمهای تریکوسـترنژیلوس        گشـتند و  

  شدند در حد جنس شناسایی   ،  کلیدهای تشخیصی  و   شناسییخـت ر
)4 ،5 ،6 ،18 ،22 ،3(. 

حداقل  PBS با بافر    ته شدن پس از شس  خـم کرمها    ایـن ت  
 Proteinase K وSDS   سپس به آنها. شدندذوب فریز و پنج بار

 Phenol/Chloroform ژنومــی بــا روش DNA اضــافه شــد و
 QIAamp Tissue Kit spin columns بـــــا  واســـــتخراج
(QIAGEN)  واکنش.  گـردید سـازی لـص خـاPCR   100شامل 

 نزیمآیک واحد    ،dNTPمولار      میلی 25/0یمر،  پیکومول از هر پرا   
Taq DNA polymeras  ،2    میلی مولار MgCl2،   بافر مخصوص

PCR شرایط و  باکه    میکرولیـتر بـود    50ب مقطـر تـا حجـم        آ و 
 95 دقیقه در دمای     10 به مدت    هانمونه. پارامـترهای ذیل انجام شد    

با  Denaturation  مراحل آنگاه. نددرجـه سـانتیگراد قـرار گرفت   
 درجه  55 با دمای   Annealing ثانیه،   30 مدت   به درجه   95دمای  

30به مدت    درجه   72با دمای    Extention ثانـیه و     30 مـدت    بـه 
به مدت  بعد از مراحل فوق نیز       هانمونه.  تکرار شدند   بار 30ثانیه،   
 ـگ درجـه قـرار      72 دقـیقه در دمـای       5 :  رفت پرایمرهای  با ،ندرفت

NC1:5-`ACG TCT  GGT  TCA  GGG  TTG  TT-3`)( 
 NC2:5-`TTA GTT TCT TTT CCT)  :برگشـت  پرایمـر  و

CCG CT-3`)   نوکلئوتـید از ژن 330تعـداد   ITS2  ایجاد شد. 
 درصد  2 در کـنار  مارکـر وزنی روی ژل اگارز            PCRمحصـول   

 DNAبعد از رنگ آمیزی با اتیدیوم بروماید نوار  الکتروفورز شد و
از آن  و  مشاهده   UV با طول موج   Transilluminatorبا دستگاه   

 هر  هر نمونه بطور جداگانه با     PCRمحصول   .گردیدعکـس تهـیه     
ــزیمهای  ــک از آن ــای RsaI و DraI,HinfIی ــه37 در دم   درج

3 ساعت هضم گردید و سپس روی ژل اگارز          15دت  م ب سانتیگراد
برای انجام   .شـد و مورد بررسی قرار گرفت       درصـد الکـتروفورز    

طول و عرض تخم     بیـن میانگیـن اندازه       یاس ـشن مقایسـه ریخـت   
  . استفاده شدT.testکرمهای جدا شده از گوسفندان از آزمون 

 نتایج
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 ،مرفولوژیاساس خصوصیات    بر :شناسی  ریخـت  نـتایج 
قابل تفکیک نمی باشد    از یکدیگر   تخـم کـرم گونـه هـای انگـل           

 وعرض طول   انـدازه شاخصهای    میانگیـن   مقایسـه بیـن    بنابرایـن، 
شده از گوسفند هیچگونه اختلاف      جداریکوسترنژیلوس  تخمهای ت 

 .نشان نداداری دمعنی

بررسی حاضر   در :RFLP-PCRبا روش   نـتایج بررسـی ژنوتیپی      
تریکوسترنژیلوسها با روش    اسـاس الگـوی ژنوتیپی تخم      تـنها بـر   

RFLP-PCR تریکوســترنژیلوس   چهارگونــه T.vitrinus T.

colubriformis  T.axei , T.probulurus, شدند شناسایی. 

از الکتروفورز  بعدتخم تریکوسترنژیلوسها  PCRمحصول 
 نشان  330bp حدود درصـد الگویی یکسان و     2 روی ژل آگـارز   

محصول در حالیکه   دردیده نشد  DNAنوار  کنترل منفی    در ،دادند
PCR    کنـترل مثبـت   ،DNA  باندی   نکاتور آمریکانوس  کرم تخـم

ــتورتوس،و 450bp حــدود ــترنژیلوس  همونکــوس کون  تریکوس
 330bp  باندی حدود   استاندارد آنکیلوستوم دئودنال  ویتریـنوس و  

  ).1 شکل شماره ( ندنشان داد را
 

 

 
 

 6 ،1شماره. درصد2  تریکوسترنژیلوس روی ژل آگارز تخمیها ایزولهrDNA-ITS2 قطعه PCRمقایسه الگوی محصولات  -1تصویرشماره 
، T. probolurus 5، شماره T.colubriformis 4، شماره T.viterinus 3، شماره Trichostrongylus.axei 2شناساگر مولکولی، شماره 

 Ancylostoma 10شماره ، Haemonchus contortus 9 ، شماره T.viterinus 8  کنترل مثبت، شماره11تا 8  شماره منفی،کنترل 7 شماره

duodenale 11، شماره Necator americanous 

 
 RsaI نزیم آ  با  تخـم تریکوسترنژیلوسها   PCRمحصـول   

ــه  و هضــم شــد ــر چهارگون ــه حــدود در ه 190 و 138دو قطع
  ).2شکل شماره( اگارز مشاهده گردید تیدی روی ژلنوکلئو
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شناساگر  1شماره  ،RsaI تریکوسترنژیلوس برش داده شده با آنزیم  تخمیها ایزولهrDNA-ITS2 قطعه PCR-RFLP الگوی محصولات-2تصویرشماره 
 T. probolurus 5، شماره .colubriformis T 4شماره  ،T.viterinus 3 ، شمارهTricostrongylus axei 2هشمار مولکولی،

 
 HinfI نزیمآ با تخم تریکوسترنژیلوسها PCRمحصـول  

 تریکوســـترنژیلوس PCR محصـــولدر  و تـــنها هضـــم شـــد
Colubriformis ژل  نوکلئوتیدی روی    238 و 90 قطعه حدود  دو

 )3 شکل شماره( مشاهده شد
 

 
 ،HinfI تریکوسترنژیلوس برش داده شده با آنزیم  تخمیها ایزولهrDNA-ITS2 قطعه PCR-RFLPالگوی محصولات -3تصویرشماره 

  T.viterinus   5شماره ، T.axei 4، شماره  T. colubriformis 3، شماره T. probolurus 2 شناساگر مولکولی، شماره 1شماره 

 Dra1 تخـم تریکوسترنژیلوسها با آنزیم       PCRحصـول   م
  تریکوسترنژیلوس پروبولوروستخمPCR محصول  ،واکـنش داده 

 دو  اما سه گونه دیگر هضم شدند و       ،هضـم نشد   Dra1بـا آنـزیم     
ــید از هضــم محصــول 215و  110 قطعــه حــدود   PCR نوکلئوت
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 روی ژل مشاهده گردید     T.colubriformisو   T.axeiی  هاگونـه 
 از هضم محصول    .دهد الگوی مشابه همدیگر دارن    دان مـی  نش ـ کـه 

PCR    گونـه T.vitrinus نوکلئوتید  185 و 145 قطعـه حدود    دو 
 .)4شکل شماره( یت شد ؤروی ژل اگارز ر

  

 
 ،DraI تریکوسترنژیلوس برش داده شده با آنزیم  تخمیها ایزولهrDNA-ITS2 قطعه PCR-RFLP الگوی محصولات -4تصویرشماره 

  T.viterinus   5شماره ، T.axei 4، شماره T. colubriformis 3، شماره T. probolurus  2 شناساگر مولکولی، شماره 1ه شمار
 

 بحث

 ،انگوسفند  تریکوسترنژیلوس در ایـن مطالعـه تخـم کرم       
از نظــر کــه   رامــنطقه اصــفهانشــده از مدفــوع دامهــای  جــدا

ساس الگوی  ا بر  را ،دودنکـاملا شـبیه یکدیگر ب     شناسـی    ریخـت 
 تکثیر از  بعد .شدند گونه   تعیین RFLP-PCRبـا روش    ،  ژنوتیپـی 
نظر   از  اختلافی هیچگونه با پرایمرهای فوق     rDNA-ITS2قطعـه   
سترنژیوس شناسایی  وتریک گونه    چهار ، بیـن هر   مپیلـیکون  آ انـدازه 

 330 حدود PCR اندازه محصول .  دیده نشد  ایـن بررسی   شـده در  
 استفاده از  با PCR  تکنیکاست کهنتایج مبین آن   این،بـاز بـود  

 گونه های قـادر بـه تفکیک      بـه تنهایـی     الذکـر   قپرایمـرهای فـو   
 نــتایج یــدؤ مو بــه نوعــی یســتن از یکدیگــر تریکوســترنژیلوس

روی کرمهای بالغ   بقایی  مطالعات   و همکاران  و Gasserتحقیقات  
 حاصل از   الگوی الکتروفورزی  .)13 ،14 ،27( باشدمیایـن جنس    

 زیمهای محدودکنــــندهنــــآبــــا  PCR هضــــم محصــــول

RsaI,HinfI,DraI  ،را  منطقه اصفهان یلوس  ی تریکوسترنژ هاگونه
  با توجه به مطالعات سایر محققین و       .کندمـی تفکـیک    از یکدیگـر  

 به علت rDNA-ITS2رسد که قطعه  بررسـی حاضـر بـه نظر می       
بخشی ازژنوم که در طول زمان      ( داشتن نواحی حفاظت شده وسیع    

همچنین استفاده از پرایمرهای    ) غیـیرات شده است   کمـتر دچـار ت    
جهت باشند   می ITSاختصاصی ناحیه   که   NC2  و NC1 عمومـی 

 .باشد منطقه اصفهان مناسب لوسی تریکوسترنژیهاشناسایی گونه

  روی آنزیمهای محدودکننده  ثیرأ ت نتایج حاصل از  
  که همکاران وGasser   مشابه مطالعات  ی منطقه اصفهان  هاایزوله
  مناطقی از اروپا وهای دامتخم کرم  کرمی ویهایزولهروی ا

نتایج  از بنابراین صرفنظر. )13،14( باشدمی ،فتراسترالیا انجام گ
 به  کهT.probulurus   گونه  مربوط به  RFLPالگوی  مربوط به   

  صورت  روی این گونه   ی توسط آنها  ا مطالعه سد قبلا رنظر می 
 یچ تفاوتی بین الگوی ه،مقایسه الگوی بدست آمده   با ،نگرفته است 
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RFLP توسط  گزارش شده  یهاگونه   Gasserبا همکاران و 
 مطالعه .منطقه اصفهان وجود ندارد    یها ایزوله RFLP الگوی
 ی مدفوع ها نمونه یلوس نماتودهای تریکوسترنژ   روی تخم  ژنوتیپی

 گرفت و ایران انجام    در  اولین بار  برای RFLP-PCRبا تکنیک   
تعیین  RFLP-PCR با ولین بار  برای ا  T.probolurusگونه  

 گونه  چهارتخمهای   یها ایزوله این بررسی  در .دیگرد مشخصات
درمنطقه اصفهان   RFLP-PCRروش  با  لوس  تریکوسترنژی

  ).27( ندگردیدتائید  وشناسایی 
 

 یگیرنتیجه

ی هامطالعات آینده روی ایزوله درین روش اکاربرد 
 وسهای دفع شده در   تعیین گونه ازروی تخم تریکوسترنژیل    (انسانی  

  در  همچنین ) یا لاروهای حاصله از محیط کشت        نمونه مدفوع 
 وجود داردمحدودیتی نظر وجود کلیدهای تشخیصی  مواقعی که از

تشخیص  یا یکدیگر و تشخیص کرمهای ماده تریکوسترنژیلید از    (

  یا  و )یی که ناقص بوده   هاشناسایی ایزوله  یا لارو و  تخم و 
 جهت تعیین دقیق گونه نداشته      شناسی کافی یختشاخصهای ر 

 همچنین بعنوان یک ابزار مهم . خواهد بود بخشنیز ثمر  ،باشند
چرخه (ژی  یدمیولوپانجام مطالعات ا    در جهت رفع ابهامات موجود   

کاربرد )  آلودگی به انسان وسایرمهره داران      القزندگی والگوی انت  
 .خواهد داشت

 
 تشکر و تقدیر

اد محترم انگل شناسی    ایـرج موبدی است    آقایـان دکـتر    از
شاهرخ دکتر  دانشـکده بهداشـت دانشـگاه علـوم پزشکی تهران و          

 جهت   آزاد بهـادری اسـتادیار محترم انگل شناسی دانشگاه        رنجـبر 
 ـراهنما  ـتا وی ارزنـده    یهای ی هانهید تشـخیص ریخت شناسی نمو     ی

 رئیس گروه   Ton Poldermanآقـای دکـتر      همچنیـن از  مـبهم،   
 اختیار کشور هلند به جهت در     LUMCشناسـی دانشـگاه      انگـل 

 .شودمیقدردانی  و  استاندارد تشکرDNAگذاشتن 
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