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Abstract:  
 
Background: Dicroceliosis is a hepatic parasitic disease of clinical and financial significance 
for both human health and animal breeding. Considering the health and economic importance 
of the disease, this study aimed to determine the morphological and molecular characterization 
of 28S rDNA for Dicrocoelium isolated from sheep in the north and center of Iran during 
2010-11. 
Materials and Methods: A total number of 200 trematodes were collected during an abattoir 
inspection from livers of naturally infected sheep in East Azerbaijan, Razavi  Khorasan,  
Mazandaran  and Tehran provinces in Iran. Adult worms were morphologically identified 
based on morphometric characterization and 60 specimens were characterized molecularly by 
sequencing. For molecular study, DNA was extracted and 28S rDNA region was amplified by 
PCR. Then, Tru1I fastdigest restriction enzyme and also RFLP technique were used to 
identify the parasite species. Finally, the PCR product was sequenced.  
Results: A remarked morphological characteristic was that the orientation of testes in all 
isolates were in tandem position. The homological comparison of sequences showed that 28S 
rDNA in all isolates of  Dicrocoelium had 963 bp and were similar to standard strain 
registrated in Genbank. RFLP pattern from D.dendriticum, which had 4 cut sites, produced 
116, 145, 293 and 409 bp fragments. Although the morphological characterization in various 
provinces was significanly different, molecular identification showed that all specimens were 
identical (D.dendriticum) and there was not a  significant difference between sequences of the 
collected parasites. 
Conclusion: Morphological and molecular assays show that Dicrocoelium dendriticum is the 
only species of Dicrocoelium among sheep in the north and center of Iran.  
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  هاي شمالي و مركز ايراناستان
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  مقدمه 
ديكروسليازيس توسط چندين گونه ديكروسليوم شايع در       

 كوچك، انگل   ياين ترماتودها . آيدد مي وجوبه نقاط مختلف جهان  
 صفراي نشخواركنندگان اهلي و وحشي از       يكيسه مجاري صفرا و  

گـاهي خرگـوش،     جمله گوسفند، بز، گاو، گاوميش، شتر، آهـو و        
جنس ديكروسـليوم داراي سـه      ]. 1[باشند  خوك، اسب و انسان مي    
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Dicrocoelium dendriticum   در سراسر اروپا، آسـيا، شـمال 
آسيا  در  D. Chinensis در آفريقا وD. hospesآمريكا،  آفريقا و
ايـن   يترين گونـه  مهمديكروسليوم دندريتيكوم   ]. 3،2[دارد   انتشار
خـسارات اقتـصادي در      ونـت كبـدي و    است كه باعـث عف    انگل  

-اهميت اقتصادي و پزشكي ديكروسليازيس به     . شودعلفخواران مي 

دسـت   آن و در نتيجـه از      فـساد  و خاطر خسارات مستقيم به كبـد     
ي يرژيـم غـذا    ارزش از  رفتن مقادير قابل توجه مواد پروتئيني بـا       

-نهاي ناشـي از درمـا     خاطر زيان طور غير مستقيم به   و به ] 4[انسان  
دليـل تغييـرات كبـدي و       هاي ضدكرمي و اختلالات گوارشي بـه      

خـوني، ادم،   صفراوي است كه با كاهش وزن، كنـدي رشـد، كـم           
باشـد  بـار همـراه مـي    و گـاهي عواقـب مـرگ       كاهش توليد شـير   

-زي و مورچه بـه    هاي خاك اي از حلزون  طيف گسترده ]. 1،3،5،6[

ند كه اين موضوع    باشدوم اين كرم مي     واسط اول و   نانترتيب ميزبا 
 ،ايـن  عـلاوه بـر  . شـود  زندگي انگل مـي  يباعث پيچيدگي چرخه  
-رماتود مي ي اين ت  ياهلي مختلفي ميزبانان نها    پستانداران وحشي و  

 گذشته، مطالعـات مختلفـي در مـورد شـيوع           يدر دهه ]. 2[باشند  
گوسفند در نقـاط مختلـف ايـران صـورت           ديكروسليازيس گاو و  

  :خلاصه
.  اسـت   صـنعت پـرورش دام     انسان و براي  اقتصادي    و بالينيس بيماري انگلي كبدي است كه داراي اهميت         ديكروسليازي: سابقه و هدف  

هـاي   ايزولـه 28S rDNAمولكـولي ناحيـه    اين مطالعـه پارامترهـاي مرفومتريـك و    در ،بيمارياقتصادي   وبهداشتيباتوجه به اهميت  
  .استشده  تعيين 1389–90هاي ي سال ط ايرانمركزي هاي شمالي واستان گوسفندي ديكروسليوم در

 هاي آذربايجان شرقي، خراسان رضوي، مازندران واستان طور طبيعي دركبد گوسفنداني كه به    ترماتوداز 200 عوجمدر م  :هامواد و روش  
اين  از .گيري شد دازهان مرفومتريك ياساس پارامترها  هاي بالغ بر  هاي مرفولوژيك كرم  شاخص .آوري گرديد تهران آلوده شده بودند، جمع    

براي تكثير بخـشي از      PCR، سپس واكنش     شده انگل استخراج  DNA ابتدا در. هاي مولكولي انتخاب شدند    نمونه براي بررسي   60تعداد  
 انتهـا از  در.  انگـل تـشخيص داده شـد   يگونـه  Tru1I آنزيم محـدودالاثر  از استفاده و با RFLPتكنيك   با. صورت گرفت28Sناحيه 

 . ورت گرفتتعيين توالي ص، PCRخالص شده محصول 

الكتروفورز محصول   .ها، داراي دو بيضه پشت سرهم بودند      تمام ايزوله ،  هامرفولوژيك موقعيت بيضه   اساس شاخص قابل اعتماد    بر: نتايج
PCRهاي گوسفندي ديكروسليوم باندتمامي ايزوله  در  bp963 الگـوي   . بـود بانـك ژن   نشان داد كه شبيه موارد ثبت شـده درRFLP 
 هاي مرفومتريك درگرچه اختلاف شاخص . بودbp409  و bp116،  bp145، bp 293 هاي تشكيل فراگمنت  محل برش و4 يدهندهنشان
  .هاي مورد برسي بوداستان در ها وجود مشابهت بين توالييدهنده، ولي بررسي ژنوميك نشانبوددار هاي مختلف معنياستان
-مـي مناطق شمال و مركز ايـران   ي تنها گونه، كه ديكروسليوم دندريتيكومند نشان داد و مولكوليهاي مرفومتريكشاخص: گيرينتيجه

  .باشد
 28S،rDNA ، RFLP ديكروسليوم، مرفولوژي، تعيين توالي، گوسفند، :واژگان كليدي

  135-145 ، صفحات1391، خرداد و تير 2 پژوهشي فيض، دوره شانزدهم، شماره –نامه علمياهدو م                                                               
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عيت متفاوتي از نسبت آلـودگي بـه ايـن    گرفته و نتايج حاصل وض    
ديكروسليازيس در بين  در حال حاضر  اگرچه  . دهدكرم را نشان مي   

  نواحي شمال و شـمال غـرب كـشور شـايع           هايگاو  و انگوسفند
هماننـد  ]. 9،10[ در ساير مناطق انتشار كمتري دارد        اما ،]7،8 [است

 رايـران د    مديترانـه، وقـوع آلـودگي در       يديگر كشورهاي حـوزه   
باشـد كـه شـرايط      هاي خشك، آهكي و قليائي مي     ارتباط با خاك  

 بـا ]. 2[نمايـد   مطلوبي براي زيست ميزبانان واسط انگل فراهم مـي        
صـورت  ، ديكروسـليازيس كمتـر بـه       كبد يوجود عفونت گسترده  

نـدرت  انـسان بـه    عفونت واقعـي در   ]. 11[شود  كلينيكي ظاهر مي  
بان واسـط دوم همـراه بـا        لب در اثر خوردن ميز    غا و   شدهمشاهده  

. گيردجات و سبزيجات خام و حتي آب آشاميدني صورت مي         ميوه
علـت  هاي انساني، غير واقعي بوده و به در بسياري از موارد عفونت    

مصرف جگرهاي آلوده به انگل و ظهور بعدي تخم كرم در مدفوع            
 208 و   121، از    اسـت  عربستان نشان داده   يك مطالعه در  . باشدمي
 و  32ترتيـب   ، به  تخم كرم مشاهده شده    هااري كه در مدفوع آن    بيم
]. 12[انـد    نفرمبتلا به عفونت واقعي ديكروسليوم دندريتيكوم بوده       7

گر ايـن واقعيـت اسـت كـه          زندگي انگل بيان   ينگرشي به چرخه  
 يبدون نشانه  اغلب خفيف و   عفونت واقعي در انسان شايع نبوده و      

صورت اسـهال مـزمن، يبوسـت، تهـوع،         هباشد و بيشتر ب   باليني مي 
ــفراوي،     ــاري ص ــسداد مج ــالي، ان ــكمي، هپاتومگ ــاي ش درده
 هيپرائوزينوفيلي خون محيطي، خارش، انسداد مجاري صـفراوي و        

 يهاي شديد در حيوانات با بزرگ عفونت. نمايدكلانژايتيس بروز مي  
 صفراوي و در نهايت     يو هيپرپلازي اپيتليوم و فيبروز اطراف مجرا      

 محـدودي   تاكنون مطالعات . ]11-15[باشد  يروز كبدي همراه مي   س
هاي  تغييرات و اختلافات مرفولوژيك بين تيپ      يخصوص دامنه  در

 هاسـپس  دهد ديكروسليوم ديكروسليوم صورت گرفته كه نشان مي     
. باشـد هاي ديكروسليوم دنـدريتيكوم مـي     يكي از جمعيت   احتمالا

كروسـليوم دنـدريتيكوم نيـز بـا     هاي بـالغ دي   تغييرات ژنتيكي گونه  
 مورد بررسي قرارگرفته اسـت  DNA (RAPD)استفاده از تكنيك

نشان دهنده اختلافـات قابـل       هاي يك مطالعه اخير   يافته. ]18-16[
هاسـپس    دنـدريتيكوم و   ياسپرماتوزون گونـه   فراساختار توجه در 

اراي كه ايـن دو گونـه د      است  اطلاعات بيشتر نشان داده     . باشدمي
رغـم  علـي ]. 19[باشـند   خود مـي  هاي اختصاصي مربوط به   ژگيوي

، اطلاعات انـدكي در مـورد خـصوصيات         اهميت ديكروسليازيس 
از هدف  . باشدمرفومتريك و ژنوميك عامل بيماري در دسترس مي       

 مولكـولي   ي و شناساي  ياين پژوهش تعيين خصوصيات مرفولوژيك    
), rDNA 28S (بـراي تعيـين    مادعنوان ماركر ژنتيكي قابل اعتبه

توانـد  نتايج اين تجربه مـي    . باشد ديكروسليوم در كشور مي    يگونه
، كنتـــــرل و پيـــــشگيري از ، درمـــــاندر تـــــشخيص

  .ديكروسليازيس در كشور مفيد واقع شود
  

  هامواد و روش
  مرفومتريكيمطالعه جمع آوري نمونه و

ذبح   كبد گوسفند  200اين تحقيق با طراحي مقطعي روي       
، هـاي آذربايجـان شـرقي     هـاي صـنعتي اسـتان     شتارگاهشده در ك  
 تـا بهـار     1389سـال    پـائيز  ، خراسان رضوي و تهران از     مازندران

هــاي لازم بــا ادارات پــس از همــاهنگي.  صــورت گرفــت1390
-هـاي مـذكور، بـه      استان يهامسئولين فني كشتارگاه   دامپزشكي و 

ر صورت تصادفي طي ساعات اوليه صبح در ابتـداي خـط كـشتا            
 روشاسـاس    ي كامل حيوان، بـر    يحاضر شده و پس از كالبد گشا      

Ogambo-Ongoma] 20 [  دقيق كبد از طريـق      ينسبت به معاينه 
 يكوچك و كيسه   ايجاد برش در بافت و مجاري صفراوي بزرگ و        

- بـه  ،انتقال به آزمايشگاه   پس از كبدهاي آلوده   . صفرا اقدام گرديد  

استفاده  سپس با  ، شده داده ساعت در سرم فيزيولوژي قرار       2مدت  
 .طور كامل تمامي مجاري باز گرديدبيستوري به قيچي جراحي و از

 PBSجداسـازي، چنـدبار بـا بـافر         كامل پـس از     بالغ و  يهاكرم
گيري پارامترهاي مرفومتريك در    تا زمان اندازه   وشده  شستشو داده   

ميكروسـكوپ نـوري     اسـتفاده از   با.  درصد فيكس گرديد   80اتانل
، )طـول و عـرض    ( بـدن    يانـدازه : هاي مرفومتريك شامل  صشاخ

، قطر )داخلي و خارجي(نسبت طول به عرض، قطر بادكش شكمي 
 بادكش شـكمي    ي، نسبت اندازه  )داخلي و خارجي  (بادكش دهاني   

، نسبت ها، طول غدد وتيلوژن به بادكش دهاني، طول و عرض بيضه      
كمي تـا انتهـاي      بين بادكش ش   يطول بدن به غدد وتيلوژن، فاصله     

 بـين   يبدن، طول كيسه سير، طـول و عـرض تخمـدان و فاصـله             
گيري و ثبـت شـد      بادكش دهاني و شكمي برحسب ميكرون اندازه      

 -C 80° در   ،هاي مولكولي ها تا زمان انجام بررسي    نمونه]. 21،22[
  SPSSنـرم افزارآمـاري   ها بااستفاده ازآناليز داده. نگهداري شدند

 آمـاري و بررسـي      يمنظور مقايـسه  به. رفت صورت گ  16ويرايش  
هاي مختلف مرفومتريـك ديكروسـليوم      شاخص وجود اختلاف در  

هــاي مــورد مطالعــه بــا يكــديگر، از دنــدريتيكوم در بــين اســتان
 تحليل واريانس يك Multiple Comparisons Post Hocآناليز

   .طرفه استفاده گرديد
  كرم بالغ  ژنومي از DNAاستخراج 

 استان  4 بالغ گوسفندي ديكروسليوم از      يايزوله 60تعداد  
اسـتخراج  . ند انتخـاب شـد    DNAمورد بررسي، براي اسـتخراج      

DNA ،هـا از پس از خارج نمودن نمونه°C  80-   توسـط كيـت ،
 بار  3 جنوبي و پس از      ي ساخت كره  BioneerAccuPrepبافتي  

 ياستريل سرد و مطابق با دسـتورالعمل كارخانـه         PBSشستشو با   
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 اربابي و همكاران

2 138 شماره |16 دوره |1391|و تير خرداد |فيض نامهدو ماه

يابي به بيشترين و بهترين كيفيت براي دست. زنده صورت گرفتسا
DNA از μl25 ــاز ــزيم پروتئين ــت  ( K آن ــل كي ــان ) داخ و زم

غلظـت و   . حمام آب گـرم اسـتفاده شـد         ساعت در  2انكوباسيون  
 اســـتخراج شـــده بـــا دو روش ژل آگـــارز و DNAكيفيـــت 

 نـانومتر صـورت   280 و260 و جـذب نـوري در        ياسپكتروفتومتر
 ميكروليتـر محلـول الوشـن       180 استخراج شده در     DNA. گرفت

 نگهـداري   -C 20° در   PCRرقيق شده و تا زمان انجام واكـنش         
  .گرديد

  28SrDNAتعيين توالي ژن  و PCR انجام واكنش
-1000bp (Genي تقريبي  به اندازه28S rDNAاي از قطعه

Bank accession no: AF151939.1) پرايمرهـاي   و با اسـتفاده از 
3/)  Dd28SF (5/-GTGGCCAGTTGGTCATTAGG-و 
3/) Dd28SR  (5/- ACCTCAGTCTGGACAAGCCA- 

 كردن ژن با اسـتفاده از نـرم         BLASTپرايمرها پس از    . تكثير شد 
 μl20بـه حجـم    PCRمخلـوط  . طراحي گرديد  Primer 3رافزا

-mMTris 10 انگل،μl DNA 1تزريقي،   آب مقطرμl15 :شامل

HCl (PH:9)، 250 μMdNTP ،30 mMKCl ،1.5 mM 

MgCl2، 1 U Taq DNA Polymerase 10 و Pmol  از
 بـا   PCRواكنش.  تهيه گرديد Reverseو Forwardپرايمرهاي 

 بـا قابليـت انجـام    My Cyclerاستفاده از دسـتگاه ترموسـايكلر   
 آمريكـا بـا پروتكـل زيـر         BIO-RADگراديان ساخت شـركت     

 دقيقه،  5مدت   به C 95° واسرشت ابتدايي    يمرحله: صورت گرفت 
 اتـصال  يدقيقـه، مرحلـه   1مـدت   بـه C  95°  واسرشتيمرحله

 C° طويل شدن زنجيـره ي ثانيه، مرحله45مدت  بهC55°پرايمرها 

 سـيكل و در  30 مرحلـه بـه تعـداد    3 ثانيه، كه اين 45مدت  به 72
 محصول μl  4. انجام گرفتC 72° دقيقه در 10نهايت يك سيكل 

PCRوزني  درصد در كنار ماركر5/1 ژل آگارز هاي داخل چاهك 
bp  100DNA (Fermentas)   80ولتـاژ   در وشـده  بارگذاري 
تـرانس   اسـتفاده از   بـا ،سپس . دقيقه الكتروفورز گرديد   45مدت  به

وزنـي   بـا مـاركر    باندهاي تشكيل شده مشاهده شـده و       لوميناتور
وسليوم، ديكر 28Sهاي ژن يابي به تواليمنظور دستبه. مقايسه شد
ــت  PCRمحــصول ــتفاده از كي ــا اس  ®BioneerAccuPrep ب

 سازنده مـورد    يي جنوبي و طبق دستورالعمل كارخانه     ساخت كره 
  و هـر automa DNA 310تخليص ژل قرارگرفت و با سكانـسر  

پـس  . ها تعيين گرديد   توالي PCRرفته در واكنش     كارهپرايمر ب  دو
هاي ايراني ديكروسليوم در  ايزوله 28S، ژن   هاسازي توالي مرتب از

 BLAST “system basicهـا تمـامي تـوالي  . بانك ژن ثبت شد

local alignment tool”استاندارد بين المللي ي شده و با سويه 

  (accession no :AY222261.1, AY251233.1)  شـده ثبت
  .مقايسه گرديد

  ترسيم درخت فيلوژني 
 4هـاي   ايزولـه هاي مرتب شده     توالي يترازي چندگانه هم

 يراسـته   تـوالي ثبـت شـده از       3همـراه   استان مورد بررسـي بـه     
 مورد بررسـي قـرار      MEGA4افزار  نرم بانك ژن با   در پلاژوركيد
ــت ــپس .گرف ــا ،س ــوژني ب ــت فيل ــوريتم   درخ ــتفاده از الگ  اس

neighbour-joining   و آنـاليز    يجـاي تكـرار، جابـه     بار 2000با 
  .سيم گرديدها با بهترين حالت و صحت ترشاخه

 PCR-RFLP انجام واكنش 

 FastDigest Tru1I (Fermentas)از آنزيم محدودالاثر

 طـور اين آنزيم بـه   . استفاده شد  PCR-RFLP براي تعيين الگوي    
ــدريتكوم را  ــليوم دن ــصاصي ديكروس ــه از اخت ــشابه آن يگون  م

 ولي فاقد محل برش بـراي       ،تفكيك نموده  "ديكروسليوم هاسپس "
-PCR بـراي انجـام واكـنش    . باشـد نسيس ميديكروسليوم چاين

RFLPي ي، مخلوطي به حجم نها μl15 شـامل  :μl  2  محـصول 

PCR  28S  ،ديكروسليوم μl1  ،بافر آنزيمμl 5/0  آنزيم Tru1I 
 دقيقـه در  40مـدت  و بـه شـده  آب مقطر تزريقي تهيه  μl  5/11و

-PCR  از محصول μl  4سپس.  انكوبه شدC 65°حمام آب گرم 

RFLP ــك ــل چاه ــارز   داخ ــاي ژل آگ ــد در3ه ــار   درص كن
بارگذاري و در ولتـاژ   bp DNA (Fermentas) 100ماركروزني

اسـتفاده از    در انتهـا بـا    .  دقيقه الكتروفورز گرديـد    90مدت   به 70
مقايـسه بـا مـاركروزني       ترانس لوميناتور، باندهاي تشكيل شده در     

  . مورد بررسي قرارگرفت
  

  نتايج
 50در اين بررسي از هر استان       : يكبررسي مرفومتر  -الف

 گوسـفندي ديكروسـليوم بـراي       ي ايزوله 200نمونه و در مجموع     
 يمقايسه.  پارامتر مرفومتريك مورد بررسي قرار گرفت17 يشناساي

 استان مـورد بررسـي نـشان داد كـه           4 مرفومتريك در    يپارامترها
جـدول  (باشـد  كديگر كـاملا متفـاوت مـي     يها با    شاخص ياندازه

ها كه شاخص قابل اعتمادي براي      بررسي موقعيت بيضه  . )1ماره  ش
روشـني نـشان    باشد، به هاي ديكروسليوم مي  تشخيص افتراقي گونه  
دارد  قرار (tandem)ها پشت سرهم    ها، بيضه داد، در تمامي ايزوله   

 دندريتيكوم در ميزبان و مناطق مـورد  يكه اين امر تائيدكننده گونه    
  .باشدمطالعه مي
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 مركز كشور هاي شمالي واستان هاي گوسفندي ديكروسليوم درهاي مرفومتريك ايزوله شاخصي مقايسه-1دول شماره ج

  
ــماره  ــليوم  شــاخص2در جــدول ش ــك ديكروس ــاي مرفومتري ه

هاي مورد مطالعه با اسـتفاده از   دندريتيكوم گوسفندي در بين استان    
بايكديگر مقايسه شده  تحليل واريانس يك طرفه Post Hocآناليز 
  .است
 DNAپـس از اسـتخراج كامـل         ابتـدا  در :بررسي مولكولي  -ب  

 PCRعنوان الگو در واكـنش       كرم بالغ از آن به     يموجود در پيكره  
 5/1استفاده و سپس محصول تهيه شده پـس از بارگـذاري در ژل              

.  بررسـي قـرار گرفـت      درصد و انجام الكتروفورز مورد مشاهده و      
 را  bp 963 هـا، بانـد    در تمامي ايزوله   PCRالكتروفورز محصول   

  ). 1شكل شماره (نشان داد 
  

  
ستون  .هاي گوسفندي ديكروسليوم ايزوله PCR محصول-1شكل شماره 

Mماركر  bp 100 ي مازندران،  ايزوله2 تهران، ستون يايزوله 1، ستون
  . آذربايجان شرقييايزوله 4و ستون  خراسان رضوي ي ايزوله3ستون 

  

  آذربايجان شرقي (µm) شاخص مرفومتريك
X±SE  

  مازندران
X±SE 

  خراسان رضوي
X±SE 

  تهران
X±SE 

 هامقايسه استان
)P( 

   001/0 5/7115±2/217 0/6121±3/112 0/7120±5/115 0/6912±9/103 طول بدن

  001/0 5/1664±3/38 5/1513±6/44 0/1753±0/51 7/1702±7/39 عرض بدن

  001/0 2830/4±1/0 212/4±1/0 214/4±1/0 1604/4±1/0 نسبت طول به عرض

  001/0 0/203±6/6 5/197±5/5  0/243±3/6 5/245±2/6 داخلي بادكش دهاني قطر

   001/0 0/330±05/7 5/301±2/6 0/342±7/5 0/362±8/4 خارجي بادكش دهاني قطر

  001/0 5/282±1/11 5/254±4/6 5/297±2/8 0/304±4/6 داخلي بادكش شكمي قطر

  001/0 5/402±0/8 0/379±7/5 0/417±1/8 0/429±9/5 خارجي بادكش شكمي قطر

  001/0 2290/1±02/0 2728/1±02/0 224/1±02/0 1906/1±01/0 نسبت بادكش شكمي به دهاني

   001/0 5/770±6/29  0/704±5/15 0/704±2/17 5/780±2/17 ضهطول بي

  001/0 5/647±8/28 0/587±6/13 2/581±8/16 5/671±9/16 عرض بيضه

  001/0 0/1698±1/53 0/1570±7/54 0/1715±9/46 5/1934±5/55 زرده طول غدد

  05/0 2830/4±1/0 0252/4±01/0 2546/4±1/0 6856/3±1/0 زرده نسبت طول بدن به غدد

   001/0 0/5475±7/189 0/4711±8/97 5/5419±1/92 0/5825±6/115 انتها فاصله بين بادكش شكمي تا

   001/0 50/506±932/12 5/457±238/9 0/528±342/10 0/537±098/9 طول سيروساك

   001/0 50/366±413/13 0/336±077/7 5/410±155/5 0/430±491/7 طول تخمدان

  001/0 50/277±852/9 70/233±982/6 5/310±742/6 0/334±894/7 عرض تخمدان

  001/0 00/848±839/21 0/764±543/11 5/840±274/10 5/876±628/10 شكمي فاصله بين بادكش دهاني و

963 bp 1000 bp 

500 bp 

100 bp 

 M       1        2        3       4      
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  هاي مورد مطالعهبين استان هاي مرفومتريك ديكروسليوم دندريتيكوم گوسفندي در شاخصي مقايسه-2جدول شماره 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 خراسان رضوي تهران آذربايجان شرقي استان (µm)شاخص مرفومتريك  

 001/0 036/0 269/0 مازندران

 طول بدن - 001/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 322/0 تهران

 001/0 374/0 864/0 مازندران

 عرض بدن - 001/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 473/0 تهران

 001/0 012/0 168/0 مازندران

 نسبت طول به عرض - 441/0 056/0 خراسان رضوي

 - - 252/0 تهران

 001/0 001/0 002/0 مازندران

 داخلي بادكش دهاني قطر - 316/0 001/0 ويخراسان رض

 - - 001/0 تهران

 001/0 009/0 189/0 مازندران

 خارجي بادكش دهاني قطر - 001/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 001/0 تهران

 001/0 001/0 346/0 مازندران

 داخلي بادكش شكمي قطر - 001/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 001/0 تهران

 001/0 379/0 124/0 مازندران

 خارجي بادكش شكمي قطر - 001/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 016/0 تهران

 397/0 021/0 903/0 مازندران

 نسبت بادكش شكمي به دهاني - 145/0 469/0 خراسان رضوي

 - - 029/0 تهران

 319/0 006/0 001/0 مازندران

 طول بيضه - 001/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 001/0 تهران

 866/0 005/0 001/0 مازندران

 عرض بيضه - 003/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 001/0 تهران

 001/0 280/0 001/0 مازندران

 زرده طول غدد - 001/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 022/0 تهران

 990/0 470/0 047/0 مازندران

 زرده نسبت طول بدن به غدد - 478/0 045/0 خراسان رضوي

 - - 007/0 تهران

 001/0 036/0 001/0 مازندران

 انتها فاصله بين بادكش شكمي تا - 001/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 040/0 تهران

 035/0 009/0 112/0 مازندران

 طول سيروساك - 001/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 309/0 تهران

 001/0 001/0 001/0 مازندران

 طول تخمدان - 382/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 001/0 تهران

 001/0 001/0 001/0 مازندران

 عرض تخمدان - 257/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 001/0 تهران

 137/0 884/0 001/0 مازندران

 شكمي فاصله بين بادكش دهاني و - 103/0 001/0 خراسان رضوي

 - - 002/0 تهران
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 انگـل، از    يمنظور تائيد گونـه   هاي مولكولي و به    بررسي يدر ادامه 
-محصول استخراج شده ژل تعيين توالي صورت گرفـت كـه هـم            

.  نشان داده شـده اسـت      2ها در شكل شماره      آن يچندگانهترازي  
 هـاي ها پس از مرتب سازي در بانك جهـاني ژن بـا شـماره           توالي

JQ081959)،  JQ081962 ،JQ081971 ،(JQ081972 

:Accession noهـم هـا بايكـديگر و  توالي يمقايسه.  به ثبت رسيد -

 نـشان   (BLAST) با موارد ثبت شده در بانك جهـاني ژن         ،چنين
- نتيجه،چنينهم.  درصد تشابه بود99ها و كسان بودن آني يدهنده

كه ديكروسليوم دنـدريتكوم تنهـا       وضوح نشان داد  ها به  سكانس ي
هاي  آلوده كننده جنس ديكروسليوم در بين گوسفندان استان        يگونه

  .باشدشمالي و مركز كشور مي

  
CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 
 
Mazandaran       GTGGCCAGTTGGTCATTAGGCAATGTGGTGTTTAGGTCGTTCCGCAGAAGCGCTGCTCCA 60 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 60 
East Azerbaijan  ------------------------------------------------------------ 60 
RazaviKhorasan   ------------------------------------------------------------ 60 
                 ************************************************************ 
 
Mazandaran       CCCCAAGTCCATCAATGAGTACGGTAGTACAGACATGGCCCATGGAGGGTGAAAGGCCCG 120 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 120 
East Azerbaijan  ------------------------------------------------------------ 120 
RazaviKhorasan   ------------------------------------------------------------ 120 
                 ************************************************************ 
 
Mazandaran TTCGGGTGGAGATTCGGCAGGCCAGTGCTTCTCTGGGTAGACCTTGGAGTCGGGTTGTTT 180 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 180 
East Azerbaijan  ------------------------------------------------------------ 180 
RazaviKhorasan   ------------------------------------------------------------ 180 
          ************************************************************ 
 
Mazandaran GTGAATGCAGCCCAAAGTGGGTGGTAAACTCCATCCAAGGCTAAATACAAGCACGAGTCC 240 
Tehran          ------------------------------------------------------------ 240 
East Azerbaijan  ------------------------------------------------------------ 240 
RazaviKhorasan   ------------------------------------------------------------ 240 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran       GATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGTACTTTGAAGAGAGAGTTAACAGT 300 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 300 
EastAzerbaijan ------------------------------------------------------------ 300 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 300 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran GCGTGAAACCGCTCAGAGGTAAGCAGGTGGAGTTGAACTGCAAGCTTTGAGAATTCAGCT 360 
Tehran           ----------------------------------------------------------- 360 
EastAzerbaijan ------------------------------------------------------------ 360 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 360 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran GGTGAGGTTGGTTTGGGCTTGGTCAAATTGGTTGGGCCCCGAAGTACGTTAAACCACGTG 420 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 420 
East Azerbaijan ------------------------------------------------------------ 420 
Razavi  ------------------------------------------------------------ 420 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran TCCTTTCCCTTTGGGTTGGGATGTGCGATACACTTACCAAGTGTTGCACGCTTTGGGTGT 480 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 480 
East Azerbaijan ------------------------------------------------------------ 480 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 480 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran TCATCGAGCCTCCTTGTCAGTGCACTTTCTCAGAGTGGTCACCACGACCGACGCCGCTGT 540 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 540 
East Azerbaijan ------------------------------------------------------------ 540 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 540 
  ************************************************************ 
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Mazandaran CAGGCTGTCATAGTTAAACCGGTCTTGTAGTGTCCTTGTGGCATTGCCTGGTCGGGATGG 600 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 600 
East Azerbaijan ------------------------------------------------------------ 600 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 600 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran CAGGTAGCTTGTTGGCTCGCTTCGGCTTGCTTTCGAGTGTAATCAGCTGACTGTGACGGT 660 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 660 
East Azerbaijan ------------------------------------------------------------ 660 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 660 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran TCTGTGCAGTGCGTCGGAGACGGCGGCCAGTGGTGTGTGCATGCGTGCCCGATTTGTTGG 720 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 720 
East Azerbaijan ------------------------------------------------------------ 720 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 720 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran CGTACCCTGGTTTGGTTTCTGTGTTGCCTGTGATAGCAGGCCTAGTTATGGCTGGGGTTC 780 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 780 
EastAzerbaijan ------------------------------------------------------------ 780 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 780 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran GTTCGGCGAATGGTTGCGTGTGTGGCACTTCCAAGGGCCAATAGTCTGTGGTGTAGTGGT 840 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 840 
East Azerbaijan ------------------------------------------------------------ 840 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 840 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran AGACTATCCACCTGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGAGTAACATGTACGCGAGTC 900 
Tehran           ------------------------------------------------------------ 900 
East Azerbaijan ------------------------------------------------------------ 900 
RazaviKhorasan ------------------------------------------------------------ 900 
  ************************************************************ 
 
Mazandaran -----------------------G --------------------------------------------------------  960 

Tehran         ----------------------- G --------------------------------------------------------  960 

East Azerbaijan -----------------------C --------------------------------------------------------  960 

RazaviKhorasan -----------------------C --------------------------------------------------------  960 

  ************************************************************ 
 
Mazandaran GGT 963 
Tehran           --- 963 
East Azerbaijan  --- 963 
RazaviKhorasan   --- 963 
*** 

  هاي شمالي و مركز كشورهاي ايزوله هاي گوسفندي ديكروسليوم دندريتكوم در استان توالي-2شكل شماره 

  
-neighbourالگوريتم  استفاده از  و28SrDNAاساس ناحيه  هاي گوسفندي ديكروسليوم دندريتكوم بر درخت فيلوژنتيك ايزوله-3  شمارهشكل

joining  بارتكرار2000 با   
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 يلاوه بـر روش تعيـين تـوالي، بـراي تـشخيص گونـه             در انتها ع  
آنـزيم   . نيز اسـتفاده شـد     RFLPازتكنيك   ايران، ديكروسليوم در 

FastDigest Tru1I  5  در موقعيت'...T↓T A A...3'3و'...A 

A T↑T...5'ــرده و ــرش ك ــاد ب ــليوم  DNAروي   ايج ديكروس
 bp 116 ،bp 145 ،bp 293هـاي  به اندازه   باند 4 دندريتكوم ايجاد 

  ).4  شمارهشكل( نمايدمي bp 409و 
  

  
هاي گوسفندي  ايزولهPCR-RFLP الگوي -4شكل شماره 

. FastDigest Tru1Iاستفاده آنزيم  ديكروسليوم دندريتيكوم با
 ي ايزوله2، ستون  تهراني ايزوله1، ستون bp 100 ماركرMستون 

 يايزوله 4ون  خراسان رضوي و ستي ايزوله3مازندران، ستون 
  آذربايجان شرقي

  
  بحث 

اين بررسي با سه روش مرفومتريك، تعيـين تـوالي و            در
RFLP       تنهـا    جنس ديكروسـليوم   ي گونه 3 نشان داده شد از بين ،

. شـود ديكروسليوم دندريتيكوم باعث آلودگي گوسفندان ايراني مي      
هاي مرفومتريك قابل اعتماد براي تشخيص افتراقي  كي از شاخص  ي
در ديكروسـليوم    .باشدها مي هاي ديكروسليوم، موقعيت بيضه   ونهگ

ولـي در   ) tandem(صورت پشت سـرهم     دندريتيكوم دو بيضه به   
قـراردارد  ) bilatera(صورت دوطرفـه    ديكروسليوم چايننسيس به  

-ها در تمامي ايزولـه هاي اين تحقيق نشان داد، بيضه افتهي]. 21،22[

، موقعيت پـشت    يتلف جغرافياي مناطق مخ  آوري شده از   جمع يها
هم داشت كه بدين ترتيب ديكروسـليوم دنـدريتيكوم را تنهـا             سر

-عامل ديكروسليازيس گوسفندان نواحي شمالي كشور نـشان مـي         

اسـاس   اين دو گونـه بـر   همكاران و  Otrantoيدر مطالعه. دهد
، آلمـاني و    گوسـفندان اتريـشي    كـديگر در  يهـا از    موقعيت بيضه 

نيز با اسـتفاده   همكاران و  Taira].23[ خيص داده شدندي تشيايتاليا

 ي آلوده كننده  ياز اين شاخص، ديكروسليوم چايننسيس را تنها گونه       
شـاخص مهـم ديگـر      ]. 24 [نـد  در ژاپن تـشخيص داد     Sikaآهوي  
نـشان    حاضـر يمطالعه. باشدكرم بالغ مي  ) طول و عرض   (ياندازه

 mmاز  ، طـول كـرم  وسليومهاي گوسفندي ديكربين ايزوله داد در 
ــا 12/1±12/6 ــرض آن از   وmm16/1±12/7  تـــ  mmعـــ

مقايـسه   ، كـه در   باشدمتغير مي  mm 51/0±75/1تا   446/0±51/1
 mm 60/5-70/4 كه طول انگـل را  همكاران و Otranto با تحقيق

 mm  80/1-30/1)47/1±29/0 (و عــــرض آن را) 33/0±05/5(
هـاي   براساس يافته  ،چنينهم. شدبامي بلندتر] 23[اند  گزارش كرده 

هـاي   شـاخص  يداري بـين انـدازه     اختلاف معنـي   پژوهش حاضر 
ين در حالي   ا. شود استان مورد مطالعه مشاهده مي     4مرفومتريك در   

هـاي  اختلافات اندكي بين شاخص همكاران  وOtranto است كه
بين ميزبانـان انگـل در      در   مرفومتريك ديكروسليوم دندريتيكوم را   

احتمـالا ايـن اخـتلاف      ]. 23 [انـد اتريش نشان داده   ليا، آلمان و  ايتا
، شدت  ، وضعيت بلوغ كرم   اي ميزبان وضعيت تغذيه  سن و  ناشي از 
ا مربوط  ي، شرايط اقليمي و اكولوژيكي مناطق مورد مطالعه         آلودگي

ترماتودهـاي راسـته     به فاكتورهاي ديگـري باشـد كـه در مـورد          
متاسفانه اطلاعات بسيار انـدكي در  ]. 25[پلاژوركيد ذكرشده است   

اختيـار   هـاي ديكروسـليوم در    مورد خصوصيات مرفومتريك گونه   
اختلافـات   توان ارزيابي دقيقي از   سختي مي رو به اين از باشد و مي

ها پژوهش حاضـر بـراي       يافته ،در هرحال . ه نمود يمشاهده شده ارا  
 ايـن تحقيـق     نتـايج . گردده مي ياولين بار در ايران و خاورميانه ارا      

- اختلافات قابل ملاحظه درون گونـه      يرغم مشاهده نشان داد، علي  

هـاي مـورد بررسـي، تفـاوت انـدكي در      اي مرفومتريك در استان  
 يكـي از    DNA روش تعيـين تـوالي       .دارد  وجود 28Sهاي  توالي

-  كرمـي  يها و هويت انگل   يبراي شناساي  ابزارهاي مولكولي موثر  
هـا  ن تمامي اهداف استفاده از تـوالي در ميا ]. 26[شود  محسوب مي 

كـارگيري  مورفيـسم، بـه   آناليزهاي پلي  براي مطالعات فيلوژنتيك و   
rDNA اي و  مندي براي توصيف تغييرات درون گونـه      قدرت  ابزار
 نواحي بسيار ثابت    يباشد، زيرا در برگيرنده   ها مي اي انگل بين گونه 

جمله نواحي ثابت بوده   از نيز 28S يناحيه. باشدتا بسيار متغير مي   
ايـن  پژوهش حاضـر از     در  ]. 27[تواند تغييرات را نشان دهد      و مي 
هاي اي ديكروسليوم در استانبراي توصيف تغييرات درون گونه   ژن

هـاي  اساس ايـن مـاركر بـين تـوالي         بر. مورد مطالعه استفاده شد   
 99 ،هاي گوسفندي با موارد ثبت شده در بانـك جهـاني ژن           ايزوله

ــد  AY222261.1, AY251233.1)  , (AF151939.1 درص
نيز نشان داد  همكاران و Maurelli هايبررسي. شباهت وجود دارد

تمامي ديكروسليوم دندريتكوم  28S rDNAكه هيچ اختلافي بين 
هـاي ثبـت شـده در       جداشده از گوسفند در جنوب ايتاليا با توالي       

1  2  3  4
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 اربابي و همكاران

2 144 شماره |16 دوره |1391|و تير خرداد |فيض نامهدو ماه

 وOtranto  رغم ايـن كـه  علي]. 18[بانك جهاني ژن وجود ندارد 
، اختلافـات   28S ي حفاظـت شـده    ياستفاده از ناحيه   با همكاران

 درصـد نـشان داده،      3/1اي ديكروسليوم دندريتيكوم را     درون گونه 
ي گزارش نكـرده    ي جغرافيا يمنطقه ولي هيچ ارتباطي بين ميزبان يا     

هاي قبلي اختلاف قابـل     حالي است كه پژوهش     اين در  ؛]23[است  
  ].28،29[اند اس خصوصيات ژنومي نشان دادهاس اي برملاحظه

  
  گيري نتيجه

كشور بـه بررسـي      در كه براي اولين بار     حاضر ي مطالعه
 (28S,rDNA)خصوصيات مولكـولي     هاي مرفومتريك و  شاخص

روشـني نـشان داد      پرداخته، به  RFLPالگوي   شامل تعيين توالي و   
  در ي ديكروسـليوم كـه باعـث بـروز ديكروسـليازيس          تنها گونـه  

شود، ديكروسـليوم دنـدريتيكوم      مي مركز ايران  گوسفندان شمال و  
 هـاي اقتـصادي بيمـاري كنتـرل و      رو با توجه به زيان    اين از. است

  .  باشدآن كاملا ضروري مي پيشگيري از

  تشكر و قدرداني
عنوان بخشي از رساله دكتـراي تخصـصي        اين پژوهش به  

شـكي دانـشگاه   لـوم پز انگل شناسي پزشكي مـصوب دانـشكده ع   
و بـا حمايـت مـالي دانـشگاه          75795/52شماره  تربيت مدرس به  

 داننـد از  لازم مـي   پژوهشگران برخود .  است مذكور صورت گرفته  
قـدرداني   و دانـشكده تـشكر    معاونت محترم پزوهشي دانـشگاه و     

خـاطر همكـاري    از جناب آقاي دكتر مجيـد پيرسـتاني بـه         . نمايند
ولكولي و جناب آقاي دكتر جاويد      هاي م صميمانه در انجام بررسي   

 از مـديريت دامپزشـكي و       ،چنـين هـم . گرددصدرائي قدرداني مي  
گيـري  انجام نمونه  هاي مورد مطالعه كه در    دامپزشكان محترم استان  
موسـسه تحقيقـات     و مديران و كاركنـان       نهايت همكاري را داشته   

ي خاطر همكار هاي مورد بررسي به   سرم سازي شعب استان    واكسن و 
 .گردددر اجراي تحقيق تشكر و قدرداني مي
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