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Using Fast PCR Amplification in Identifying Fasciola Species 
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Abstract 
 

Background and purpose: Fasciola hepatica and Fasciola gigantica are common liver flukes 
that are the etiological agents of fasciolosis, which affects both domestic livestock and humans 
worldwide. In the present study we established a rapid, easy and also accurate tool, for differentiation 
between F. hepatica and F. gigantica using Fast PCR. 

Material and methods: Thirty adults of Fasciola species were isolated from sheep and cattle 
liver form abattoirs in Mazandaran province. ITS1 rDNA region were amplified by Sapphire Amp® Fast 
PCR and compared with AccuPower® Taq PCR PreMix from Bioneer. In addition, PCR-RFLP assay 
using Tsp509I was performed for identification of F. hepatica and F. gigantica.  

Results: A fragment of approximately 463bp was amplified in all of the Fasciola samples using 
Sapphire Amp® Fast PCR premix in just 34 minutes, while nucleic acid amplification was completed in 
about 1 hour and 46 minutes by Bioneer PCR master mix. All PCR products were digested with 
restriction enzyme TasІ (Tsp509I). After digestion, F. hepatica revealed two fragments of 151 and 312 bp 
while F. gigantica produced three fragments of 93, 151, and 219 bp.  

Conclusion: Fast PCR reaction using Sapphire Amp® Fast PCR premix was completed three 
times faster than the time of conventional premix. The new Fast PCR assay using Sapphire Amp® Fast 
PCR premix provides a simple, rapid and accurate technique for identification and differentiation of 
Fasciola species in epidemiological researches on human and domestic animals in endemic regions of 
fasciolosis. 
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 جهت تشخيص گونه هاي فاسيولا Fast PCRاستفاده از روش 
  
       1آزاده ميزاني
         2پوريا گيل

        3شهاب الدين سروي
        4احمد درياني
         4مهدي شريف

        1محمد تقي رحيمي
       1آذر شكري

  1احسان احمدپور 
  چكيده
بـوده،   سيازيولايكننـده فاس ـ جادياز عوامل ا كايگانتيژ ولايسو فا كايهپات ولايفاس يكبد عيشا يها انگل :و هدف سابقه

را بـا   قي ـحـال دق  نيآسـان و در ع ـ  ع،يروش سـر  كيدر مطالعه حاضر ما . باشد يدر انسان و دام م عيو شا يجهان يماريكه ب
 .ميمودن يمعرف كايگانتيژ ولايو فاس كايهپات ولايسفا يها گونه يافتراق صيجهت تشخ PCR Fastاستفاده از متد 

 هي ـناح. دي ـاستان مازندران جـدا گرد  يها بالغ از كبد گاو و گوسفند از كشتارگاه ي ولايفاس زولهيا 30 :ها مواد و روش
متـداول موجـود در بـازار     يها كسياز پره م يكيبا  سهي، در مقاAmp® Fast PCR يها كسيبا استفاده از پره م ITS1 يژن
)AccuPower® Taq PCR PreMix  شركتBioneer (لي ـپروفا عـلاوه بـه  . شـدند  ري ـتكث PCR-RFLP   صيجهـت تشـخ 

 .انجام گرفت) TasI (Tsp509I ياندونوكلئاز ميبا استفاده از آنز كايگانتيژ ولايو فاس كايهپات ولايفاس يها گونه يافتراق

ــه ــا يافت ــد: ه ــا وزن تقر يبان ــيب ــرا  463 يب ــاز ب ــت ب ــام يجف ــه يتم ــا نمون ــ يه ــره   ولايفاس ــتفاده از پ ــا اس ــب    كسيم
Sapphire Amp® Fast PCR  كينوكلئ يدهاياس ريكه تكث يبه دست آمد در حال ريپس از تكث قهيدق 34فقط ظرف مدت 

محـدودالاثر   ميمحصـولات بـا آنـز    يتمـام . كامـل شـد   قـه يدق 46سـاعت و   1متداول پس از حـدود   كسيم با استفاده از پره
)Tsp509I TasI (ولايجفـت بـاز و در فاس ـ   312و  151دو بانـد   كـا يهپات ولايفاس ـهضـم در   پـس از . مورد هضم قرار گرفت 
 .شد ديجفت باز تول 219و  151، 93سه باند  كايگانتيژ

پـره   رسـاي  از اسـتفاده  زمـان  3/1 از تر كم در ®Sapphire Amp كسيبا استفاده از پره م Fast PCRواكنش  :استنتاج
متـد   كي ـ Sapphire Amp® Fast PCR. كسيستفاده از پره مبا ا Fast PCR ديروش جد. شود يكامل م جيرا يها كسيم

در  كيولوژيدمي ـمطالعـات اپ  ولادريفاس يها گونه يافتراق صيو تشخ نييبوده كه جهت تع قيحال دق نيو در ع عيآسان، سر
 .كاربرد دارد سيازيوليفاس كيدر مناطق اندم ياهل يها انسان و دام

  
  Fast PCRولا ژيگانتيكا، فاسيولا هپاتيكا، فاسي: واژه هاي كليدي

  

  مقدمه
و فاســيولا ) Fasciola hepatica(فاســيولا هپاتيكــا 

از عوامل اتيولوژيـك  ) Fasciola gigantica(ژيگانتيكا 
است ) Trematoda: Fasciolidae(بيماري فاسيوليازيس 

  در انـا و انسـه ي در دامـزاي اريـباعث بيم دـنتوان كه مي
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هـاي   كه در عفونت فاسيولا درحالي. تمام نقاط دنيا شوند
ي موجب التهاب و آسيب كبد و مجـاري صـفراوي   انسان
 شاملفراوان، اقتصادي  هاي زيانها باعث  شوند، در دام مي

. )2 ،1(دشـو  مرگ و مير و كاهش شير، گوشت و پشم مي
 1990تـا   1970هاي آوري شده بين سال طبق مدارك جمع

بـوده  نوع انساني فاسيوليازيس در تمام دنيا رو به افزايش 
بـا توجـه بـه تغييـر چهـره اپيـدميولوژيك       بنـابراين  . است

آن را از بيمـاري،  زئونـوز  جنبـه  بيماري امروزه علاوه بـر  
بـر  . )3(شـمارند  هاي مهم انگلي انساني نيز بر مـي  آلودگي

طبق مطالعات انجام گرفتـه مشـخص گرديـده اسـت كـه      
 5كشـور جهـان در    60ميليون نفر در بيش از  4/2حدود 

در نيـز  ميليـون نفـر    18 وده قاره به اين عفونـت مبـتلا بـو   
اقتصـادي ناشـي از    خسـارات معرض خطر قـرار دارنـد و   

دلار در  ميليـارد  2بـيش از  هـا بـه ايـن بيمـاري      ابتلاي دام
انسان به عنوان ميزبان اتفاقي  .)5 ،4(سال برآورد شده است

 هـاي  تعدادي از حلـزون  گرفته ودر مسير تكاملي انگل قرار
فاسـيولا  ان ميزبـان واسـط   به عنو (Lymnae)جنس ليمنه 

از نظر گسترش جغرافيايي در حـالي كـه   . نمايند عمل مي
فاسـيولا  هاي اروپا، امريكا و اقيانوسيه فقط گونـه   در قاره
شود، در دو قـاره آسـيا و آفريقـا شـامل      ديده مي هپاتيكا

، ايران، پاكستان و مصـر  يكشورهاي آسياي جنوب شرق
يولا ژيگانتيكا مشـاهده  فاسيولا هپاتيكا و فاسدو گونه هر 

هايي  از طرف ديگر در بعضي نقاط گونه. )7 ،6(شده است
شـوند   يافت مـي  فاسيولا هپاتيكا و فاسيولا ژيگانتيكا شبيه

ــده  ــه نتيجــه پدي ــامتو  ك ــد گ ــايي مانن ــي، ژه ــر طبيع نز غي
پارتنوژنز ديپلوديدي، تري پلوئيدي، مـيكس پلوئيـدي و   

كـه   )9 ،8(سـت ا هـاي مختلـف   هيبريداسيون بين ژنوتايـپ 
. شـوند  موجب مشكلاتي در امـر تشـخيص دو گونـه مـي    

در دو . اي طـولاني دارد  فاسيوليازيس در ايران نيز سـابقه 
اپيدمي بزرگي كه در استان گيلان رخ داد در هر اپيدمي 

   .)10(آلوده شدنداز ساكنين اين استان هزاران نفر 
هـاي   دهند كه امروزه روش مطالعات مختلف نشان مي

 هـاي  اثرات زيادي در زمينه DNAولي مبتني برآناليز مولك
هـا، تشـخيص    شناسي مانند تعيين سيسـتماتك انگـل   انگل

ها، آناليز سـاختمان   عفونت، بررسي اپيدميولوژيك انگل
هاي انگلي شامل اختلافات ژنتيكـي بـين    ژنتيكي جمعيت

ــنس ــان ژن  ج ــا، بي ــي و    ه ــت داروي ــات مقاوم ــا، مطالع ه
 تكنيـك به خصـوص كـه بـا ظهـور     ون داشته، سيواكسينا

PCR (Polymerase Chain Reaction)   انقلاب بزرگـي
 هاي مولكـولي  روش. ده استششناسي ايجاد  در علم انگل

زيــرا  ،دنــهــا كــاربرد فراوانــي دار در تعيــين گونــه انگــل
دهد كه حتـي   به محققين اجازه مي ها حساسيت بالاي آن

جداسـازي  قطعه كوچكي از ژن را تكثير دهند كه گاهي 
آوردن مقداركافي آن به علت سيكل زنـدگي   و به دست

هـــا جهـــت آنـــاليز مولكـــولي دشـــوار  متفـــاوت انگـــل
معـايبي نيـز دارد كـه از جملـه بـه       PCR. )12 ،11(باشد مي

و همچنـين  زمان بر بودن مدت تكثير اسيدهاي نوكلئيك 
هاي ناخواسته در آمپليكـون حاصـل    احتمال وقوع جهش
مــراز  پلــي Taqت اســتفاده از آنــزيم از تكثيــر ژن بــه علــ

ما را بر آن داشت تا بـا   مسئلهتوان اشاره نمود كه اين  مي
 سريع، آسان و در عين حال معتبـر  PCRمعرفي يك روش 

 Sapphire Amp® Fast PCRبا استفاده از پـره مـيكس   
چنين با استفاده از اين  اين مشكل را بر طرف نموده و هم

بــوزومي بــه تعيــين گونــه ير DNAاز  ITS1روش ناحيــه 
  .هاي فاسيولاي استان مازندران بپردازيم انگل

  

  ها روش مواد و
 DNAها و استخراج  جمع آوري نمونه

هـاي اسـتان مازنـدران     پس از مراجعه بـه كشـتارگاه  
انگل فاسيولا از كبـدهاي   30تعداد ) و آمل بابل ،ساري(

سي شنا به تفكيك ميزبان به آزمايشگاه انگل آلوده جدا و
شناسي دانشگاه علـوم پزشـكي    شناسي و قارچ گروه انگل

  ).1شماره  جدول(مازندران منتقل گرديد 
  

فراواني نمونه هاي فاسيولاي جدا شده برحسب  :1جدول شماره 
  نوع ميزبان

 گونه ميزان تعداد انگل جدا شده

 فاسيولا هپاتيكا گوسفند 7

  گاو 1

 فاسيولا ژيگانتيكا گاو 22



     
  نآزاده ميزاني و همكارا        
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 ها با استفاده از معيارهـاي  اه مذكور نمونهشگيدر آزما
مورفولوژيــك منــدرج در متــون علمــي مــورد تشــخيص 

ها سه بار  در مرحله بعد نمونه. )14 ،13(افتراقي قرار گرفتند
 ندداده شـد  شستشو )7حدود  pHمولار با  PBS )15/0با 
درجـه   70سپس براي انجام آنـاليز مولكـولي بـه الكـل      و

 قسمتي از پيكـره كـرم   DNAخراج جهت است .منتقل شدند
و جهت ادامه كـار   )15(بين دو لام ميكروسكوپي له شده

از روش فنل كلروفورم ايزوآميل الكل با اندكي تغييرات 
هـاي اسـتخراج شـده      DNA سـپس . )16(استفاده گرديـد 

  .گراد منتقل شد درجه سانتي -20براي مطالعات بعدي به 
  

  ريبوزومي ITS1 تكثير ناحيه ژني
ــ ــت   جهـ ــاي رفـ ــنش از آغازگرهـ ــام واكـ   ت انجـ

FascF: 5'-ACC GGT GCT GAG AAG ACG-3'  و
 'FascR: 5'-CGACGT ACG TGC AGT CCA-3برگشت 

ريبـوزومي بـراي    DNAاز  ITS1جهت تكثير ناحيه ژني 
و فاسيولا ژيگانتيكـا اسـتفاده    هر دو گونه فاسيولا هپاتيكا

 جم كلـي ح( PCRبه اين منظور در هر واكنش  ).15(گرديد
ميكروليتر آب مقطر ديونيزه و  5/8شامل ) ميكرو ليتر 25

 Sapphire Amp® Fast PCRمـيكس   ميكروليتر پره 5/12
)Takara Bio Inc, Japan( ،1   ميكروليتر از هر پرايمـر و
تكثيـر مخلـوط   . ژنومي بـوده اسـت   DNAميكروليتر از 2

  تحـــت ) Bio Rad®)USAواكـــنش در ترموســـايكلر 
مرحلـه واسرشـتگي اوليـه    : زير انجام گرفتبرنامه دمايي 

)Initial Denaturation ( درجـه   94دقيقـه در   1به مدت
سيكل شامل مرحله واسرشـتگي   32گراد، در ادامه  سانتي

)Denaturation ( درجه، مرحله 98ثانيه در دماي  5به مدت 
دمـاي  ثانيـه در   5به مدت ) Annealing(اتصال پرايمرها 

 به مدت (Extention)، مرحله گسترشگراد درجه سانتي 60
بـه  درجـه و در آخـر پليمريزاسـيون نهـايي      72ثانيه در  5

 جهت مقايسه مدت. گراد درجه سانتي 72دقيقه در  5مدت 
ها با استفاده  عدد ازنمونه 25، تعداد PCRزمان انجام واكنش

 AccuPower® Taq PCR PreMixهـاي   از پره مـيكس 
تحـت   Bioneer )2012 – (Cat No:Kاي  شـركت كـره  

   :برنامه دمايي زير تكثير گرديدند

 95دقيقــه در  5مرحلــه واسرشــتگي اوليــه بــه مــدت 
ســيكل شــامل مرحلــه  30گــراد، در ادامــه  درجــه ســانتي

درجـه، مرحلـه    94ثانيه در دماي  45واسرشتگي به مدت 
درجـه   60ثانيـه در دمـاي    45اتصال پرايمرهـا بـه مـدت    

 درجـه  72دقيقه در  1به مدت ( گراد، مرحله گسترش سانتي
 72دقيقـه در   7و در آخر پليمريزاسيون نهـايي بـه مـدت    

هـاي تكثيـر يافتـه،     جهت بررسي نمونه .گراد درجه سانتي
بـر روي ژل آگـارز    PCRميكروليتر از محصول  3مقدار 

دقيقـه   40بـه مـدت    90بـا ولتـاژ    TBEدرصد در بـافر   1
 اتيـديوم برومايـد  آميزي ژل با  پس از رنگ. الكتروفورز شد

) UV doc )Uvitech, Cambridgeبا استفاده از دستگاه 
  .از باندهاي مشاهده شده عكس گرفته شد

  
  PCR-RFLPانجام 

يـك   PCR-RFLPبه منظورطراحي يـك پروفايـل   
توالي فاسيولا هپاتيكا و يك توالي فاسـيولا ژيگانتيكـا بـا    

  زار اف ـ بـا اسـتفاده از نـرم   . هم مـورد مقايسـه قـرار گرفتنـد    
Web Cutter هــاي محــدودالاثر موجــود  تمــامي آنــزيم

هايي از فاسيولا هپاتيكـا و فاسـيولا ژيگانتيكـا     روي توالي
اثر داده شد تا با مقايسه نقـاط بـرش و قطعـات بـه دسـت      
. آمده آنزيم مناسب براي انجام مرحله بعد انتخـاب شـود  

 PCR ،8ميكروليتر از محصول  5سپس به ازاي هر نمونه 
 TasI (Tsp509I)آنزيم  ميكروليتر5/0ليتر آب مقطر، ميكرو

)Fermentas(  10ميكروليتر از بافر  5/1وx  درجه  65در
محصـول  . سـاعت انكوبـه شـدند    2گراد بـه مـدت    سانتي

 درصد 2واكنش پس از هضم آنزيمي، بر روي ژل آگارز 
آميـزي بـا    جداسازي شـده و پـس از رنـگ    TBEدر بافر 

  .برداري شد عكس UV docدستگاه اتيديوم برومايد توسط 
  

هــا و هضــم انــدونوكلئازي محصــول  تعيــين تــوالي نمونــه
PCR ها جهت تشخيص گونه  

ايزولـه از فاسـيولا هپاتيكـا و     12جهت تعيين تـوالي  
فاسيولا ژيگانتيكـا انتخـاب شـده وبـه شـركت فـزا پـژوه        

ميكروليتـر   25تعيين توالي با اسـتفاده از  . ارسال گرديدند
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و پرايمرهــاي رفـت و برگشــت انجــام   PCRاز محصـول  
 Sequencher 4.1.4نتايج با استفاده از نرم افـزار  . گرفت

هاي موجود در بانـك   آناليز گرديد و سپس با ساير نمونه
  .ژن مورد مقايسه و همپوشاني قرار گرفت

  

  يافته ها
ايزولــه فاســيولا هپاتيكــا و    30در ايــن مطالعــه از  

از گـاو و گوسـفند در    فاسيولاي ژيگانتيكاي جـدا شـده  
 ).1جدول شـماره (شد  استفاد مازندران استان هاي كشتارگاه

 ، الكتروفـورز PCRو انجام واكنش  DNAپس از استخراج 
 هاي فاسيولا مثبـت  در مورد تمامي گونه PCRمحصولات 

جفـت بـاز از ناحيـه     463بوده و باندي واضـح بـه انـدازه    
ITS1  ،DNA  دقيقه  34ريبوزومي، فقط پس از گذشت

 Sapphire Amp® Fast PCRبا استفاده از پـره مـيكس   
  .)1تصوير شماره (حاصل شد 

  

  
  

از  rDNA ITS1ناحيـه   PCRمحصـول  الكتروفـورز   :1تصوير شـماره 
فاسيولا بـا ميزبـان    1ستون . %1گونه هاي فاسيولا بر روي ژل آگارز 

) C(كنترل منفـي  . فاسيولا با ميزبان گاوي 2-12گاوي و ستون هاي 
  ).bp100)Mو ماركر 
  
گونــه بانــد  تون مربــوط بــه كنتــرل منفــي هــيچســ در

بـا   PCRمـدت زمـان واكـنش    . اضافي مشـاهده نگرديـد  
 AccuPower® Taq PCR PreMixميكس  استفاده از پره

دقيقـه بـه طـول     46سـاعت و   1حدود  Bioneerشركت 
هـا   در بررسي نتايج حاصل از تعيين توالي نمونـه . انجاميد

هـاي فاسـيولا    اي درايزوله تغييرات درون گونه هيچ گونه
هـاي   در گونـه  ITS1ديده نشـد و نتيجـه ايـن كـه ناحيـه      

امـا در مقايسـه   . باشـد  فاسيولا به شدت محافظت شده مي
هاي فاسيولا هپاتيكا و فاسيولا ژيگانتيكا اختلافـات   توالي
مشـاهده شـد كـه اسـاس انتخـاب      ) 2تصوير شـماره  (كمي 

 و افتراق بين دو گونـه  TasI (Tsp509I)آنزيم محدودالاثر 
بـا بـرش    TasIآنزيم اندونوكلئازي . بر پايه آن بنا گرديد

DNA  در نقــاطaa!tt  فاســيولا هپاتيكــا را در نوكلئوتيــد
 370و  151و فاسيولا ژيگانتيكـا را در نوكلئوتيـدهاي    151

در نتيجه در فاسـيولاهپاتيكا  ) 3تصوير شماره (برش داده 
و در فاسـيولا ژيگانتيكـا سـه     312و  151زن دو باند بـه و 
  .جفت باز ايجاد شد 90و  312، 151هاي  باند به اندازه

  

  
  مقايسه توالي هاي فاسيولا هپاتيكا و فاسيولا ژيگانتيكا :2تصوير شماره 

  

  
  

 rDNA ITS1ناحيه  PCR-RFLPمقايسه الگوهاي  :3تصوير شماره 
استفاده از آنزيم با ژيگانتيكا  در دو گونه فاسيولا هپاتيكا و فاسيولا

و  3ستون . ٪ 2آگارز  پس از الكتروفورز با ژل Tas1محدودالاثر 
. فاسيولا ژيگانتيكا 4-5و  1-2فاسيولا هپاتيكا و ستون هاي  12-6

  ).bp100)Mماركر 



     
  نآزاده ميزاني و همكارا        
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 پژوهشي

  بحث
ــه    علــي ــدامات انجــام شــده در زمين رغــم تمــامي اق
هـا هنـوز    تها، اين عفون هاي انگلي و مبارزه با آن بيماري

تــرين مشــكلات بهداشــتي در دنيــا بــه  هــم يكــي از مهــم
. شـوند  خصوص كشورهاي در حال توسـعه محسـوب مـي   

ها فاسيوليازيس بوده كـه بـه صـورت     از اين بيماري يكي
 هاي مناطق جنوبي كشور و موارد آلـودگي  اندميك در دام

دو . شـوند  انسان به آن در شمال كشـور بيشـتر يافـت مـي    
هپاتيكــا و ژيگانتيكــا عــلاوه برتفــاوت در گونــه فاســيولا 

هـاي   خصوصيات مورفولوژيـك، در ميزبـان واسـط، راه   
 انتقال، الگوي پاتولوژيك، كنترل و پيشگيري، خصوصيات

. )3(زايي نيز با هم اختلاف دارند اپيدميولوژيك و بيماري
تشخيص رايج و سنتي دو گونـه بـر اسـاس خصوصـيات     

در هـر  . باشـد  وار مـي مورفولوژيك كرم بالغ و تخـم اسـت  
حال تمايز اين دو ترماتود كبدي براساس علائـم بـاليني،   

هاي ايمونولوژيك و مـدفوعي دقيـق    پاتولوژيكي، روش
هـاي   آزمايشات مرسـوم انگـل شناسـي و يافتـه    . باشد نمي

تواننـد   هـاي ايمونولوژيـك نمـي    چنـين روش  باليني و هم
. )15(باعث افتراق دقيق ايـن دو گونـه از يكـديگر شـوند    

شايد همين عدم وجود يك روش افتراقي مناسب توجيـه  
قابل قبولي براي تعداد كم مـوارد ثبـت شـده از فاسـيولا     

هاي مولكولي نـوين   به همين علت روش. ژيگانتيكا باشد
اما از طرف . هاي افتراقي سنتي گرديدند جايگزين روش

هـا در كنــار مزايـاي زيــادي كـه دارنــد     ديگـر ايــن روش 
تـرين آن مـدت    ي معايبي بـوده كـه مهـم   داراي يك سر

در طـي آن موجـب    PCRزمان زيادي است كه واكنش 
  .گردد تكثير قطعه ژني مورد نظر مي

ــره   ــتفاده از پـ ــا اسـ ــر بـ ــه حاضـ ــيكس  در مطالعـ   مـ
Sapphire Amp® Fast PCR  اين مشكل بر طرف شده

  دقيقـه تقليـل    34بـه   PCRو مدت زمـان انجـام واكـنش    
  زمـان تكثيـر بـا اسـتفاده      3/1اقل يافته كه ايـن زمـان حـد   

پـره مـيكس   . باشـد  مـي  PCRهـاي معمـول    از پره ميكس
Sapphire Amp® Fast PCR ـــح ـــزيــاوي آنــ   م ـ

hot start PCRاسب، ــ ـر منـافـ، بdDNTPs م ــ ـزيــو آن  
DNA Taq  پليمرازZ    بوده كه موجب گرديـده واكـنش
كامل پليمرازهاي معمول  Taqتري نسبت به  در زمان كم

هـاي ناخواسـته    از طرف ديگر احتمال وقوع جهش. شود
به علت استفاده از  PCRاسيدهاي نوكلئيك در محصول 

جـدول  . )18 ،17(يابـد  كـاهش مـي   Zپلي مراز  Taqآنزيم 
مقايسه سيكل زماني مطالعه حاضر با تعـدادي از   2شماره 
  .دهد ده در اين زمينه را نشان ميهاي انجام ش پژوهش

و همكـــاران ســـه گونـــه  Zasada، 2013در ســـال 
، باسيلوس آنتراسـيس  )Yersinia pestis(پرسينيا پستيس 

)Bacillus anthracis (  ــلا تولارنســــيس و فرانسيســ
)Francisella tularensis (  را بر پايـهconventional PCR 

پليمراز سـريع   5در اين مطالعه . سريع تعيين گونه نمودند
،  Hot start II DNA Polymeres  (Finnzymes)شامل 

PyroStart Fast PCR Master Mix  (Fermentas)  ،
AmpliTaq Gold Fast PCR Master Mix  (Applied 

  

biosystem) ،Sapphire Amp Fast PCR Master 

Mix (Takara) ،Qiagen Fast Cycling PCR (Qiagen) 
  نتـــايج ايـــن . مـــورد بررســـي و مقايســـه قـــرار گرفتنـــد

ــان داد   ــه نشـ ــه  مطالعـ ــن سـ ــين ايـ ــت تعيـ ــه  جهـ   گونـ
Sapphire Amp Fast PCR Master Mix   با اسـتفاده از

دقيقـه و   36با مدت زمـان  Bio-Rad C1000ترموسايكل 
Hot start II DNA Polymeres ترموســـايكل  بـــا

Eppendorf Mastercycler   هـر دو  (دقيقـه   63به مـدت
  رـان تكثيـزم رينـت رين و سريعـت كوتاه) كلـسي 30تعداد 

  
  با ساير مطالعات انجام گرفته  Sapphire Amp® Fast PCRبا استفاده از پره ميكس  PCRمقايسه برنامه زماني  :2جدول شماره 

  

 رفرنس Initial Denaturation Denaturation Annealing Extention Final Extention cycle سال  نوييسنده

  min1  sec5  sec5  sec5  min5 32   2014 مطالعه حاضر

Marcilla et al 2002   min3  sec30  sec30  sec60  min5 30 3 

Rahimi et al  2008  min5   min1  min1  min1  min7 35 2 

Rokni et al  2010  min5  sec45  sec45  min1  min7 30 15 

Mahami-Oskouei et al 2011  min5  sec30  sec30  sec30  min7  30 27 
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DNA 19(باشند را ميرا دا(.  
شــيوع . فاسـيوليازيس در ايـران قـدمت زيـادي دارد    

هاي مناطق شمالي و جنوبي كشـور و بـه    اين انگل در دام
ــالا مــي باشــد    ــاطق ب ــن من ــوارد انســاني در اي ــع آن م . تب

بـه صـورت    1366فاسيوليازيس انساني در ايران تـا سـال   
شد، تا اولين اپيـدمي آن در ايـن سـال     تك گير ديده مي

 10000استان گـيلان در دو شـهر رشـت و بنـدرانزلي      در
سال دومين اپيدمي  10پس از گذشت . نفر را آلوده كرد

آن در ايــن دو شــهر باعــث ابــتلاي بــيش از هــزاران نفــر 
با توجه به سابقه طولاني فاسـيولازيس در  . )20 ،10(گردي

 )21(ايران و شيوع بالاي آن در استان هاي شمالي كشـور 
مازندران  اين امربديهي است كه براي  به خصوص استان

هايي جهت كنتـرل و پيشـگيري بيمـاري در     تدوين برنامه
منطقــه شناســايي و تعيــين گونــه انگــل در منطقــه امــري  

در مطالعه ما بـا اسـتفاده از ناحيـه ژنـي     . باشد ضروري مي
ITS1   ازDNA      ريبوزومي مشـخص گرديـد كـه هـر دو

ــه فاســيولا هپاتيكــا و فاســيولا ژ  يگانتيكــا در اســتان گون
لازم بـه ذكـر اسـت كـه در ايـن      . مازندران حضور دارند

. گونه حدواسطي از جنس فاسيولا يافت نشد بررسي هيچ
در بسـياري از مطالعـات جهـت تعيـين      PCR-RFLPمتد 

. ) 22 ،15(گونه فاسـيولا مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت      
 رريبوزومي ابزا DNAاز  ITS2و ITS1  توالي نواحي ژني

ژنتيكي مناسبي جهت مطالعات مولكـولار سيسـتمياتيك   
هـا   اي آن ها و اختلافـات درون گونـه   جهت بررسي انگل

هاي فاسيولا  اين ماركرها براي تعيين گونه انگل. باشد مي
  .)26-24(در مطالعات مختلف به كرات استفاده شده است

هـاي   هـاي فاسـيولا روي نمونـه    جهت افتـراق گونـه  
ــوبي،  ــتفاده ازروش  آمريكــاي جن ــا اس ــا ب ــا و آفريق اروپ

RFLP،  28ناحيه ژنيS  ازRNA هاي  ريبوزومي و آنزيم
مشخص گرديد كه تفـاوت   DraII و AvaII محدودالاثر

نوكلدوتيدي كمـي بـين دو گونـه وجـود دارد در حـالي      
مطالعـه  . )3(مشـاهده نشـد   اي اصلاً كه تفاوت درون گونه

 با اسـتفاده  2010مشابهي توسط ركني و همكاران در سال 
و آنــزيم محــدوالاثر  ITS1 ،PCR-RFLPاز ناحيــه ژنــي 

TasI هاي فاسيولاي استان تهران، آذربايجـان   روي نمونه
ــت   ــام گرف ــتان انج ــي و خوزس ــزيم . غرب ــراي  TasIآن ب

  فاسيولا هپاتيكا و فاسـيولا ژيگانتيكـا بـه ترتيـب قطعـاتي      
ــدازه  ــه ان ــد   151،93، 219و  312، 151ب ــاز تولي جفــت ب

نتايج نشـان دادنـد كـه اولا ناحيـه مـذكورداراي      . كند مي
درصد محافظت شـده بـوده و ثانيـا هـيچ      100هاي  توالي

در  .)15(اي در اين ناحيـه ديـده نشـد    تغييرات درون گونه
هـــاي فاســـيولاي اســـتان خراســـان،  نمونـــه 2011ســـال 

آذربايجان شرقي و فارس با استفاده از هردو ناحيـه ژنـي   
ITS1  وITS2  ــورد ــد م ــرار گرفتن ــه ق ــد . مطالع  1000بان

ــه  ــازي گون ــزيم   جفــت ب ــا اســتفاده از آن هــاي فاســيولا ب
Tsp509I بـا ايـن روش   . مورد هضم آنزيمي قرار گرفت

فاسيولا  20عدد فاسيولا هپاتيكا و  70گونه فاسيولا  90از 
در مطالعه اشرفي و همكاران . )27(ژيگانتيكا شناسايي شد

هپاتيكــا و فاســيولا   متغيرهــاي مورفومتريــك فاســيولا  
 هـاي  هاي استان گيلان تفاوت ژيگانتيكاي جدا شده از دام

داري را در اكثـر پارامترهـاي مورفومتريـك     آماري معني
هـاي مولكـولي مطالعـه مـذكور      نتـايج بررسـي  . نشان داد

 Its2هـاي نوكلئوتيـدي نـاحيع     مشخص نمود كه سكانس
فاسـيولا  در فاسيولا هپاتيكاي گيلان به گونـه اروپـايي و   

. )7(ژيگانتيكاي گيلان به گونه بوركينافاسو شـباهت دارد 
 ،rDNA ITS1در مطالعه حاضر ما با استفاده از ناحيه ژنـي  

ــره ــيكس  پ ــزيم Sapphire Amp® Fast PCRم ، آن
 يـك  PCR-RFLPو روش  TasI (Tsp509I)محدودالاثر 

هاي فاسـيولا   روش سريع و معتبر جهت تعيين گونه انگل
هـاي ايـران و    نمونـه  ITS1مقايسـه ناحيـه   . ممعرفي نمودي

 هـاي  بانك ژن نشان دادند كه ناحيه مورد نظر داراي تـوالي 
 محافظت شده در سطح گونه بوده و از طـرف  درصد 100

 بـا . اي در اين ناحيـه يافـت نشـد    ديگر تغييرات درون گونه
 توان روي حجـم  ين روش سريع ظرف مدت كوتاهي ميا

كرد در حالي كـه نيـاز بـه خـالص      ها كار بالايي از نمونه
ايـن روش جهـت   . گـردد  ها نيـز حـذف مـي    سازي نمونه

هـاي تشخيصـي، كنتـرل عفونـت، تعيـين گونـه و        بررسي
هاي اپيدميولوژيك در نواحي اندميك بيمـاري و   بررسي



     
  نآزاده ميزاني و همكارا        
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 پژوهشي

مناطقي كه افتراق انگـل از نظـر مورفولوژيـك، بـاليني و     
  .باشد ايمونولوژيك دشوار بوده بسيار مفيد مي

  

  سپاسگزاري
  بوده كـه   92- 69اين پژوهش قسمتي از طرح مصوب 

  

ــن     ــات و فـ ــت تحقيقـ ــالي معاونـ ــت مـ ــا حمايـ   آوري  بـ
  . دانشــگاه علــوم پزشــكي مازنــدران انجــام گرديــده اســت

  از معاونـــت محتـــرم پژوهشـــي ايـــن دانشـــگاه و تمـــامي 
  شناســي كمــال تشــكر و    اعضــاي محتــرم گــروه انگــل   

  .قدرداني را دارد
 

References 
1. Mas-Coma S, Bargues MD, Valero MA. 

Fascioliasis and other plant-borne trematode 

zoonoses. Int J Parasitol 2005; 35(11-12): 

1255-1278. 

2. Rahimi P, Ghavami MB, Haniloo A, Nourian 

AA, Biglari AR. Identification of Fasciola 

Species by PCR-RFLP Assay. The scientific 

Journal of Zanjan University of Medical 

Sciences 2009; 16(65): 41-48. 

3. Marcilla A, Bargues MD and Mas-Coma S. 

A PCR-RFLP assay for the distinction 

between Fasciola hepatica and Fasciola 

gigantica. Mol Cell Probes 2002; 16: 327-

333. 

4. Mas-Coma S, Valero MA, Bargues MD. 

Fasciola, lymnaeids and human fascioliasis 

with global overview on disease transmission, 

epidemiolog evolutionary genetics, molecular 

epidemiology and control. Adv Parasitol 

2009; 69: 41-146. 

5. Ai L, Chen MX, Alassad S, et al. Genetic 

characterization, species differentiation and 

detection of Fasciola spp. by molecular 

approaches. Parasites Vectors 2011; 10(4): 

101. 

6. Inoue K, Kanemasa H, Inoue KA, Matsumoto 

M, Kajita Y, Mitsufuji S, et al. A case of 

human fasciolosis :discrepancy between egg 

size and genotype of Fasciola sp. Parasitol 

Res 2006;100(3): 665-667. 

7. Ashrafi K, Valero MA, Panova M, Periago  
 

MV, Massoud J, Mas-Coma S. Phenotipic 

analysis of adults Fasciola from the endemic 

region of Gilan, Iran. Parasit Int 2006; 55(4): 

249-260. 

8. Itagaki T, Sakaguchi K, Terasaki K, Sasaki 

O, Yoshihara S, Van Dung T. Occurrence of 

spermic diploid and aspermic triploid forms 

of Fasciola in Vietnam and their molecular 

characterization based on nuclear and 

mitochondrial DNA. Parasitol Int 2009; 

58(1): 81-85. 

9. Raina OK, Jacob SS, Sankar M, Bhattacharya 

D, Bandyopadyay S, Varghese A, et al. 

Genetic characterization of Fasciola 

gigantica from different geographical regions 

of India by ribosomal DNA markers. J 

Parasit Dis 2015; 39(1): 27-32. 

10. Assmar M, Milaninia A, Amir-Khani A, 

Yadegari DA, Forganparast K, Nahravanian 

H, et al. Seroepidemiological investigation of 

fascioliasis in northern Iran. Medical Journal 

of the Islamic Republic of Iran 1991; 5(1): 

23-27. 

11. Gasser RB. PCR-based technology in 

veterinary parasitology. Vet Parasitol 1999; 

84(3-4): 229-258. 

12. Gasser RB, Newton SE. Genomic and genrtic 

research on burst nematode: significance, 

implication and prospects. Intl J parasitol 

2000; 30(4): 509-534. 

13. Sahba GH, Arfaa F, Farahmandian I, Jalali  
 



  
 

  1393اسفند ،  122، شماره  بيست و چهارمدوره                                                          شگاه علوم پزشكي مازندران                  مجله دان        80

H. Animal fascioliasis in Khuzestan, 

southwestern Iran. Journal of Parasitology 

1972; 58(4): 712-716. 

14. Muller R. Worms and Human Diseases. 

Wallingford, Oxon, UK: CABI International; 

2002. 

15. Rokni MB, Mirhendi H, Mizani A, Mohebali 

M, Sharbatkhori M, Kia EB, et al. 

Identification and differentiation of Fasciola 

hepatica and Fasciola gigantica using a 

simple PCR-restriction enzyme method. Exp 

Parasitol 2010; 124(2): 209-213. 

16. Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. 

Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 

Cold Spring Harbor Laboratory Press; 

Plainview. 1989. 

17. Huang L, Hu E, Lackovich J, Park K, Lee J, 

Rashtchian A. AccuPrime Taq: A next 

generation DNA polymerase for PCR. Focus 

2002; 24: 10-13. 

18. Keohavong P, Thilly WJ. Fidelity of DNA 

polymerases in DNA amplification. Proc 

Natl Acad Sci 1989; 86(23): 9253-9257. 

19. Zasada AA, Forminska K, Zacharczuk K. 

Fast identification of Yersinia pestis, Bacillus 

anthracis and Francisella tularensis based on 

conventional PCR. Pol J Microbiol 2013; 

62(4): 453-455.  

20. Periago MV, Valero MA,  El-Sayed M, 

Ashrafi K, El Wakeel A, Mohamed MY, et 

al. First phenotypic descibtion of F.hepatica/ 

F.gigantica intermediate forms from the 

human endemic area of the Nile Delta, 

Egypt. Infect Genet Evol 2007; 8(1): 51-58. 

21. Rokni MB. The present status of human 

helminthic diseases in Iran. Ann Trop Med 

Parasitol 2008; 102(4): 283-295. 

 

22. Lin RQ, Dong SJ, Nie K, Wang CR, Song 

HQ, Li AX. Sequence analysis of the first 

internal transcribed spacer of rDNA supports 

the existence of the intermediate Fasciola 

between F. hepatica and F. gigantica in 

mainland China. Parasit Res 2007; 101(3): 

813-817. 

23. Itagaki T, Kikawa M, Terasaki K, Shibahara 

T, Fukuda K. Molecular characterization of 

parthenogenic Fasciola sp. in Korea on the 

basis of DNA sequences of ribosomal ITS1 

and mitochondrial NDI gene. J Vet Med Sci 

2005; 67(11): 1115-1118. 

24. Iwen PC, Hinrichs SH, Rupp ME. Utilization 

of the Internal Transcribed Spacer region as 

molecular target to detect and identify human 

fungal pathogens. Med Mycol 2002; 40(1): 

87-109. 

25. Hung GC, Jacobs DE, Krecek RC, Gasser 

RB, Chilton NB. Strongylus asini (nematode, 

strongyloi-dea): genetic relationship with 

other strongylus species determinded 

byribosomal DNA. Int J Parasitol 1996; 

26(12): 1407-1411. 

26. McKened JB. Molecular diagnosis of 

parasitic nematode. Parasitology 1998; (suppl 

117): S 87-96. 

27. Mahami-Oskouei M, Dalimi A, Forouzandeh-

Moghadam M, Rokni MB. Molecular 

Identification and Differentiation of Fasciola 

Isolates Using PCR- RFLP Method Based on 

Internal Transcribed Spacer (ITS1, 5.8S 

rDNA, ITS2). Iran J Parasitol 2011; 6(3): 35-

42. 

 


