
 
 
 
 
 

  9 

Genotype Identification of Echinococcus Granulosus 
from Paraffin-Embedded Tissues of Hydatid cysts 

Isolated from Human by PCR-RFLP 
 
 

Shirzad Gholami1,  

Masoud Sosarai2,  
Mahdi Fakhar1,  
Mahdi Sharif1,  
Ahmad Daryani1 

 
1 Department of Parasitology and Mycology, Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 

2 Department of Parasitology and Mycology, Faculty of Medicine, Student Research Committee, Mazandaran University of Medical 
Sciences, Sari, Iran 

 
 

(Received February 28, 2011; Accepted August 10, 2011) 
 
Abstract 
 

Background and purpose: Identifying the various genotypes of Echinococcus granulosus as the 

agent of hydatid cysts in endemic areas can influence the disease control programs, particularly in 

humans. Therefore, this study was conducted to identify the different genotypes of Echinococcus 

granulosus from paraffin-embedded tissues of hydatid cysts isolated from human by PCR-RFLP. 

Materials and methods: To identify the molecular characteristics of Echinococcus granulosus, 

tissue samples from 30 human patients infected with hydatid cysts were collected from hospitals across 

the province of Golestan. DNA was extracted and characterized by PCR-RFLP method. In this study,  

3 restriction endonuclease enzymes were used. 

Results: PCR product obtained from amplification of Echinococcus granulosus rDNA-ITS1 from 

human hydatid cysts showed two different patterns of DNA bands in human isolates. In spite of the 

difference between human isolates in the size of DNA bands (1000 base pairs), the use of BD1/4S and 

EGF1/EGR2 primers showed that these isolates are to some extent similar in the size of band (391 base 

pairs). PCR products by RFLP method showed a different pattern of genotype or strain with Taq1 

restriction enzyme in human isolates. No change in the size of DNA bands were observed with Msp1 and 

Alu1 restriction enzyme in human isolates. 

Conclusion: Therefore, genotypic differences and similarities between the size of DNA bands of 

Echinococcus granulosus from human isolates with PCR-RFLP method indicated the occurrence of 

different genotypes of Echinococcus granulosus in different parts of Golestan Province. 
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  پژوهشی          

  
  
  ــدرانـــازنــــی مـکـــــوم پزشـــلـــه دانشــــگاه عــلــمج

  )10-19   (1390   سال  آذر    85شماره    بیست و یکم دوره 
 

10  1390آذر  ، 85 ، شماره بیست و یکمه  دور                                                                 مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

های پارافینی  اکینوکوکوس گرانولوزوس از بافت  هاییپان ژنوتتعیی
  PCR-RFLPکیست هیداتید انسانی به روش 

 
  1شیرزاد غلامی

   2مسعود سوسرایی

   1مهدی فخار

  1مهدی شریف

  1احمد دریانی
  

  چکیده
انـدمیک    منـاطق  در کیعامل کیست هیـدات   به عنوان   های مختلف اکینوکوکوس گرانولوزوس      شناسایی ژنوتیپ  :سابقه و هدف    

هـای   یـپ اایـن مطالعـه جهـت تعیـین ژنوت        . سـزایی داشـته باشـد      هویـژه در انـسان تـاثیر ب ـ        ههای کنترل بیماری ب    تواند بر روی برنامه    بیماری می 
  . انجام شدPCR-RFLPکیست هیداتید انسانی به روش های پارافینی گرانولوزوس از بافت اکینوکوکوس

 نمونـه   30 ژنـومی    DNAبرای تعیین خصوصیات مولکولی اکینوکوکوس گرانولوزوس،       العه تجربی   این مط در   :مواد و روش ها     
 بـا روش  DNAآوری شـده بـود پـس از اسـتخراج      هـای سراسـر اسـتان گلـستان جمـع      پارافینه انسانی کیست هیداتیک که از بیمارسـتان  

  .ر تجزیه کننده اندونوکلئازی استفاده شدثم محدودالادر این پژوهش از سه نوع آنزی . مورد بررسی قرار گرفتPCR-RFLPمولکولی 
 اکینوکوکوس گرانولوزوس کیـست هیـداتیک انـسانی دو الگـوی            rDNA-ITS1دست آمده از تکثیر      ه ب PCRمحصول   :یافته ها   

 DNAه انـدازه قطع ـ هـای انـسانی در    از طرفی با وجـود تفـاوت بـین ایزولـه           .دادهای انسانی نشان      را در ایزوله   DNAمتفاوت از باندهای    
 بـا   ) جفـت بـاز    391(ه  هـا تـا حـدودی در انـدازه قطع ـ           این ایزولـه   EGF1/EGR2 و   BD1/4S با استفاده از پرایمرهای      ،) جفت باز  1000(

از طرفی بـا آنـزیم    .بوددر ایزوله انسانی  Taq1نزیم  آدهنده الگوی متفاوت با       نشان RFLP به روش    PCRمحصول  . دارند یکدیگر تشابه 
Alu1 و Msp1  شدندر ایزوله انسانی مشاهده تغییری در اندازه قطعات.  

  بــا روش ایزولــه انــسانی  اکینوکوکــوس گرانولــوزوس DNA ی بانــدها قطعــاتتــشابه ژنوتــایپی بــین انــدازه  تفــاوت و:اســتنتاج 
PCR-RFLPدر مناطق مختلف استان گلستان است انگلمتفاوتهای   بیانگر وجود ژنوتایپ . 

  
  ، ژنوتایپPCR-RFLP روش اکینوکوکوس گرانولوزوس، کیست هیداتیک انسانی، :های کلیدی واژه

  

  مقدمه
از بیماری  ) اکینوکوکوزیس(بیماری هیداتیدوزیس   

است کـه در     )Zoonotic( مشترک بین انسان و حیوانات    
خـصوص درکـشورهای منطقـه      ه  بسیاری از مناطق دنیا ب ـ    

سـلامت  این بیماری تاثیر مهمـی در        .مدیترانه شایع است  

 ضررهای اقتصادی نظر   حیوان دارد و همچنین از       وانسان  
این بیماری توسط مراحـل      .)1-3( بسیار با اهمیت است    نیز

جــنس اکینوکوکــوس  از) متاســستود(لاروی ســستودها 
(Echinococcus)وزوسـولـوس گرانـوکوکـی اکینـ یعن   

 
  .معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشکی مازندران تامین شده استاست که توسط  88 -123 این مقاله حاصل طرح تحقیقاتی شماره

 E-mail: sgholami@mazums.ac.ir      شناسی شناسی و قارچ گروه انگل،  دانشکده پزشکی،دانشگاه علوم پزشکی مازندران: ساری - شیرزاد غلامی:مولف مسئول
  اه علوم پزشکی مازندراندانشگگروه انگل شناسی و قارچ شناسی دانشکده پزشکی  .1
  دانشگاه علوم پزشکی مازندرانکمیته تحقیقات دانشجویی،  ،دانشجوی کارشناس ارشد انگل شناسی دانشکده پزشکی. 2

  19/5/90:             تاریخ تصویب8/3/90: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           9/12/89: ریافت تاریخ د 
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             شیرزاد غلامی و همکاران                هشی   پژو  
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خـصوص  ه  لـب نقـاط ب ـ     این بیماری در اغ    .شود ایجاد می 
جـا مـواد زائـد کـشتار          در آن  نواحی روستایی که معمولاً   

شـود   صورت غیر بهداشتی و ناصـحیح دفـع مـی         ه  ها ب  دام
هـای اکینوکوکـوس،     و نسبت بـه سـایر گونـه        شایع است 

شـواهد  . )5،4(ه گرانولـوزوس در ایـران مهمتـر اسـت     گون
ری دهند که در سالیان اخیر نه تنها از شیوع بیمـا           نشان می 

 در دنیا کاسته نشده بلکه در بسیاری از کـشورها شـیوع و         
شــدت بیمــاری در انــسان و حیوانــات در حــال گــسترش 

در ایران آلودگی انسان به این بیماری از نقاط        .)2،3(است
 بیمـاری   ایـن  )6-8(مختلف کشور گزارش گردیده اسـت     

 شتر بـه میـزان نـسبتاً    گاو و بز، هایی نظیر گوسفند،   در دام 
ه هـا ب ـ   از طرفی آلودگی سگ   . )9(شود  مشاهده می  بالایی

های ولگرد و گلـه بـه کـرم بـالغ در تمـام         خصوص سگ 
 معمــولاً در). 7،6،4(اســت نقــاط کــشور مــشاهده شــده  

 کــه بیمــاری انــدمیک اســت، از نظــر بیولــوژی، منــاطقی
  نسبتاً زیادی در گونه اکینوکوکوساسترینی تنوعژنتیکی یا 

مطالعـات متعـدد ثابـت      . )10،11(گرانولوزوس وجود دارد  
به صـورت    نموده که در این گونه مناطق، اکینوکوکوس      

کـه ایـن    . های مختلـف وجـود دارد      کمپلکسی از استرین  
تنــوع ممکــن اســت بــر روی اپیــدمیولوژی و بیمــاریزائی 

علاوه بر این دلایلی وجـود      . کیست هیداتیک اثر گذارد   
سایـــر  ها برای انـسان نـسبت بـه          دارد که برخی استــرین   

  .)13،12(زایی بیشتری دارند ها، بیماری استرین
ــال در ــر حـ ــرای حاضـ ــناخت بـ ــترین شـ ــای اسـ  هـ

ــوس ــوزوس اکینوکوک ــلاوه گرانول ــر ع ــصوصیات ب  خ
 مولکـولی  هـای  روش از زیـستی  و بیوشیمایی مرفولوژی،

 ویـژه ه  ب ـ PCR-RFLPمبنـای    بـر  هایی خصوص روش ه  ب
ناحیه  شود این  می  استفاده rDNAو سکانس    ITS1 ناحیه

)(ITS-1 در موجـود  مناسب ژنی مناطق جمله ازrDNA  
تهیـه   بـرای  مناسـب  وکمیـت  کیفیـت  بـا  کـه  باشـد  مـی 

 مولکولی مطالعات برای خالص و قوی PCRمحصولات 
 ژنوتیپ مجـزا  10تاکنون  .)14-17(باشد می اهمیت دارای

)G1-G10 ( های مولکـولی   از این انگل با استفاده ازروش
هــا از منــاطق  ایــن اســترین .)18-20(شناســائی شــده اســت

هنـد و    کنیـا،  آرژانتـین،  مختلف از جمله استرالیا، چـین،     
  .)20-22(اند لهستان گزارش شده

ــصوصیات  ــد خ ــه هرچن ــوس   گون ــای اکینوکوک ه
) میزبانان واسـط  (ها   از ایران در انسان و دام      گرانولوزوس

ــا روش مرفولــوژی و بیوشــیمیایی و مولکــولی در  هــای ب
 ولـی   )24،23،14،10(طالعـه قرارگرفتـه اسـت     ایران مـورد م   

هــای اکینوکوکــوس   هــا یــا ژنوتیــپ   مطالعــه اســترین 
) انـد   جراحی شـده  که  افراد مبتلا   (گرانولوزوس در انسان    

ماننـد  (های مبتلا بـه کیـست هیداتیـد کـشتار شـده              و دام 
ــفند،گاو ــتر وگوس ــا روش)  ش ــویژه   ب ــولی ب ــای مولک    ه
PCR-RFLPدود مــورد طــور محــ  در نــواحی شــمالی بــه

از طرفـــی مطالعـــه . )25،23،9(قرارگرفتـــه اســـت مطالعـــه
 های اکینوکوکوس ها و ژنوتیپ خصوصیات مولکولی سویه

گرانولوزوس عامل کیست هیداتیک انسانی فیکس شده       
ــه روش  ــارافین ب ــا پ هــای جدیــد   از روشPCR-RFLPب

ــی ــد کــه در  م ــن روش اســتفاده     باش ــن مطالعــه از ای   ای
ــا توجــه بــه ا. شــود مــی  از DNAینکــه روش اســتخراج ب

اکینوکوکوس گرانولـوزوس تـاثیر      های پروتواسکولکس
 برای اسـتخراج  .  دارد PCR-RFLP و   PCRمهمی در نتایج    

DNAــه ــیکس شــده کیــست   از نمون ــافتی ف هــای  هــای ب
ــی   ــتفاده م ــارافین اس ــسانی در پ ــد ان . )26-28(شــود هیداتی

هــا یــا  بنــابراین ایــن مطالعــه بــا هــدف شناســایی ژنوتیــپ
 هـای   اکینوکوکوس گرانولـوزوس از بافـت      های  سترینیا

 در اسـتان     جراحـی شـده    پارافینی کیست هیداتید انـسانی    
  .گلستان انجام شد

  

  مواد و روش ها
  هـــای   مـــورد از نمونـــه30تعـــداد درایـــن مطالعـــه 

ــده در     ــیکس شـ ــسانی فـ ــد انـ ــست هیداتیـ ــافتی کیـ    بـ
   FFPT  پــــارافینفرمــــالین و قــــرار گرفتــــه شــــده در

)Formalin fixed paraffin embedded (هـای   بین سال
های حکـیم    بیمارستان( از سراسر استان گلستان    88تا   83

 آذر، کلنیک دکتـر موسـوی، خـاتم         5جرجانی گرگان،   
 آوری  جمـع  1388در سـال    )  شهداء گنبـد    و الانبیاء گنبد 
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   انولوزوسژنوتیپ های اکینوکوکوس گر
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ها به مرکز تحقیقات سلولی و مولکـولی         سپس نمونه . شد
هـا    همه نمونـه   .تقال داده شد  دانشکده پزشکی مازندران ان   

یی بودند که براسـاس آن مشخـصات کامـل          دارای کدها 
  .هر نمونه یادداشت گردید

  

  :دپارافینه کردن نمونه های پارافینی
 میکرونی  10 تا   6های   در آزمایشگاه پاتولوژی برش   

 5/1هــای  هــای پــارافینی هــر بیمــار در تیــوب     بلــوک
ــد  ــرار داده ش ــری ق ــق روش .میکرولیت و  Schneider طب

 گزیلـل  ml1 به هر نمونـه   DNAهمکاران برای استخراج    
 دقیقــه 10گــراد بــه مــدت   درجــه ســانتی37در  اضــافه و

بـه مـدت     g 15000 ها در دور   سپس نمونه  .نگهداری شد 
بعـد  .  دقیقه سانتریفیوژ و مایع رویی آن دور ریخته شـد   5

ها به ترتیب    زدایی جهت آبگیری، نمونه    از مرحله پارافین  
 در. ندداده شـد    قرار  درصد 70  و 80،  90،  100ر اتانول   د

  هـا دپارافینـه شـده و بـه هـر نمونـه              پایان این مرحله نمونه   
  .)28( درجه اضافه شد70 سی سی الکل 1

هـای کیـست هیـداتیک       نمونه  ، DNAبرای استخراج   
 2/7 برابر   pHبا   PBSبا   درصد   70نگهداری شده در الکل     

 و همکـاران    Sambrook  سپس بر طبـق روش     .شتسشو شد 
 از روش هضم انگل     )30(  شربت خواری و همکاران    و )29(

 DNA با استفاده از کیت اسـتخراج        K و پروتیئناز    SDSدر  
دراین .  انجام شد  DNAمراحل استخراج   ) شرکت سیناژن (

 در  بـافر لیزکننـده و     µl 100از هر نمونه در      ml200مرحله  
µl5 پروتیناز  K  3گراد به مدت     تی سان 95در دمای     هضم و 

 مراحل مختلف    طی  انگل  ژنومی DNA. شدساعت انکوبه   
 بـه   TE میکرولیتر بافر    100 اضافه کردن  پس از  استخراج و 

برای اطمینان از وجود     . نگهداری شد  -oC20آن در دمای    
DNA  ، غلظــتDNAــه ــا روش اســپکترومتری   نمون ــا ب  ه

)SOD( تعیین شد)29،28(.  
  

  : PCR-RFLP به روشrDNA-ITS1و هضم آنزیمی تکثیر
 ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1)تکثیرناحیه

بر اساس پرایمرهای طراحـی      با تغییراتی و     PCRبه روش   
ــر طبــق روششــده  و Bowles، فــصیحی و همکــاران،  ب

McManns بـا اسـتفاده از     شربت خـواری و همکـاران         و
 انجام  دستگاه ترموسایکلر اپندورف ساخت کشور آلمان     

 به روش   rDNA از   ITS1 برای تکثیر ناحیه     .)26،14،9(شد
PCR      سـاب   2های   از پرایمرهای اختصاصی که روی ژن 

متـصل  ) rDNA( ریبـوزومی    S8/5  DNAو   S18یونیت  
 جفـت پرایمـر     2در این مطالعـه از       . استفاده شد  ،شوند می

BD1/4S و EGF1/EGR2 ) شــرکت تهیــه شــده توســط
رهـا باعـث ازدیـاد      ایـن پرایم  . اسـتفاده شـد    )تکاپوزیست

  .شود می ITS1 قطعه
  

1- Forward, BD1:  5′-GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-3′ 

     Reverse, 4S:  5′-TCTAGATGCGTTCGAA(G/A)TGTCGATG-3′ 

2- Forward, EGF1:  5′-CCAAACTTGATCATTTAGAGGAAG-3′, 

     Reverse, EGR2:  5′-TATGGGCCAAATTCACTCATTACC-3 

  

   میکرولیتــری 50 حجــم ITS1 قطعــه تکثیــر بــرای
ــامل    ،)=DNA template µl 5) ng/µl 200(، )9 pH ش

HCl buffer-mM Tris 10 ، Mm KCL 500 ،   
Mm MgCL2 5/2 از هـــر Mm 5/2 dNTP،  از هـــر 

 در Taq polymerase از unit5/1  وpmol24 پرایمــــر
 هر  برای PCRشرایط   .شداستفاده   PCRمحلول واکنش   

بـه   oC 95 در سـیکل  یـک  اولیـه  دنـاتوره : شـامل  ایزولـه 
 دنـاتوره بـه مـدت    oC 95 سیکل در 45دقیقه و  10 مدت

تکثیـر   و  دقیقـه  1 بـه مـدت      oC 72مرحله تکثیر    ، ثانیه 30
 محــصول .بـوده اسـت    دقیقـه 10بـه مـدت    oC 72نهـایی  
PCR رصد در بافر د1گاروز آ ژل طریق از تکثیر از بعد 
TBE % (w/v)Tris-acetate-EDTA) 1 (ــورزالکت  روف
 و آمیـزی  برومایـد رنـگ   اتیـدیوم  بـا  ژل  سـپس .گردید

 بـه  داکـت متـصل   ژل دسـتگاه  توسـط  DNAبانـدهای  

  . مشاهده گردید(Gel Chemi Doc, BioRad) کامپیوتر
ــرای هــر ،  PCRمحــصول جهــت هــضم آنزیمــی  ب

 آنـزیم محـدود الاثـر تجزیـه کننـده           3 ازایزوله جداگانه   
ا مشخصات زیر و ب Taq1 و Alu1, Msp1اندونوکلئازی 

 بـافر تهیـه شـده توسـط         X10هـای مـشخص در       با غلظت 
 37 سـاعت در دمـای       10 تـا    6شرکت فرمنتاس به مـدت      

  . شداستفادهدرجه 
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[AluI (5′ AG/CT 3′), MSPI (5′ C/CGG 3′), Taq I (5′ T/CGA 3′)]  

(15-20µl, PCR product with 2 µl assay buffer, 2 µl BSA, 7 µl sterile 

distilled water and 1 µl restriction enzymes 8-10 U/ µl at 37oC) 
  

 از PCR-RFLPمحـصول   آنزیمـی  هـضم  از پـس 
 تـا   50  بـا ولتـاژ    TBEدرصد در بافر     3طریق ژل آگاروز    

اتیـدیوم   با ژل سپس. گردید الکتروفورز  میلی ولت100
ژل  دستگاه  توسطDNA باندهای و آمیزی رنگ بروماید
. گردید تهیه تصاویر و مشاهده امپیوترک به متصل داکت
 FRLP آنزیمـی  هضم  وPCRمحصولات  قطعات اندازه
الگوهـای   و  تعیـین UVIdoc افـزار  نـرم  بوسیله ایزوله هر

  .شد مقایسه یکدیگر  باDNA مختلف
  

  یافته ها
هـای بـافتی کیـست       نمونـه  DNAدر مطالعه حاضـر     

ه شده   فرمالین و قرار گرفت    هیداتید انسانی فیکس شده در    
ــارافیندر ــتان )FFPT(  پ ــتان   از بیمارس ــر اس ــای سراس ه

ــستان ــتفاده از روش مولکــولی گل ــا اس ) PCR-RFLP(  ب
 rDNA از  ITS1ابتـدا ناحیـه     . مورد بررسی قـرار گرفتنـد     

ــه روش    ــوزوس ب ــوس گرانول ــر و PCRاکینوکوک  تکثی
ــا الگوهـــای  ــتفاده از RFLPســـپس بـ ــا اسـ  آنـــزیم 3 بـ

 هـای کبـد    ها از کیـست    مونهن. اندونوکلئاز مقایسه گردید  
بیمـاران  ) درصد 4( و ریه ) درصد 4( ، طحال ) درصد 92(

 سـال بـود     39میانگین سـنی بیمـاران      . جراحی شده بودند  
 2 ساله و جوانترین افـراد       72که مسن ترین فرد مبتلا مرد       

 بیمـاران زن و مـرد بـه ترتیـب      درصـد . ساله بودند18زن  
  . بودنددرصد 2/48 و درصد 8/51

 ،  rDNA-ITS1دست آمده از تکثیر ه  بPCR محصول
 را در ایزولـه انـسانی از        DNAالگوی قطعـه تـک بانـدی        

نظر تعداد و انـدازه نـشان داد الگـوی بانـدهای محـصول              
PCR             از نظر اندازه باندها بر حسب نـوع پرایمـر متفـاوت 

 اکینوکوکــوس DNAانــدازه بانــدهای   .مــشاهده شــد 
 391 باند با اندازه     یک S4 و   BDIبا پرایمر   گرانولوزوس  

 دو یک بانـدی بـا     EGR2  و EGF1 جفت باز و با پرایمر    
کـه   جفت بـاز مـشاهده شـد         391 و 1000اندازه متفاوت   

 DNAنشان دهنده تفـاوت ژنوتـایپی در الگـوی قطعـات            

 و 1جــدول شــماره (تکثیـر شــده کیــست هیداتیــد اســت  
  .)1تصویر شماره 

  
 اکینوکوکـوس   DNAطعـات   تعداد و اندازه تقریبی ق     : 1 جدول شماره 

ــا   ــر بـ ــای PCRگرانولـــوزوس بعـــد از تکثیـ ــا پرایمرهـ  و BD1/4S بـ
EGF2/EGF1  در ایزوله انسانی  

  

  ایزوله انسانیDNAاندازه قطعه   ایزوله                                  پرایمر 

BD1 / 4S Bp391  
EGF1/ EGF2  Bp100 391 و  

  

             L             HU           HU             CN          

  

 اکینوکوکوس گرانولوزوس پـس از      DNAباندهای   : 1  شماره تصویر
هـای انـسانی بـا روش         ریبـوزومی ایزولـه    DNA از   ITS1تکثیر قطعه   

PCRبا استفاده از پرایمر  EGF1/EGR2) تعداد و اندازه باند.(  
  

افینـه کیـست هیداتیـد     نمونه های پار DNAهضم آنزیمی   
  : Alu1و Msp1,Taq1انسانی با آنزیم های
 اکینوکوکــوس DNAانــدونوکلئازی جهــت هــضم 

ــوزوس  ــصول گرانولـ ــهPCRمحـ ــه    نمونـ ــای پارافینـ   هـ
ــسانی از    ــد انـ ــست هیداتیـ ــدودالاثر  3کیـ ــزیم محـ    آنـ

 بـا   Taq1  و Msp1 ،  Alu1و نوکلئـازی   انـد  تجزیه کننـده  
ــدی   ــاوت از نوکلئوتیـ ــوالی متفـ  ــ تـ ــا اسـ ــدهـ    .تفاده شـ

 اکینوکوکـــوس گرانولـــوزوس DNAهـــضم آنزیمـــی 

 1000 bp  
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
 

                         391 bp    
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 درصـد   3غلظت   های انسانی بر روی ژل اگاروز با       ایزوله
ه فـوق ب ـ  هـای    و الگوی حاصل از هضم آنزیمی با آنـزیم        

  :باشد زیر میشرح 
  
  : Alu1آنزیم 

 اکینوکوکـــوس DNA عمـــل هـــضم آنزیمـــی بـــا
) BD1/4S بـــا پرایمـــر( PCRگرانولـــوزوس محـــصول 

ی از ی یــک الگــو،ALU1هــای انــسانی بــا آنــزیم  ایزولــه
DNA      شـد  جفت باز مـشاهده      391 تک باندی در اندازه 

 DNAیعنــی عمــل هــضم آنزیمــی   ).2جــدول شــماره (
بــا پرایمــر  PCRاکینوکوکــوس گرانولــوزوس محــصول 

GF1/EGR2 های انسانی بـا آنـزیم        ایزولهALU1   انجـام 
  ).2جدول شماره (نشده است 

  
 DNAاد و انــدازه تقریبــی قطعــات بانــدهای تعــد :2جــدول شــماره 

 تکثیر شده با دو پرایمـر       PCRاکینوکوکوس گرانولوزوس محصول    
ه بعد از هضم آنزیمی با آنزیم های متفاوت محدودالاثر تجزیه کنند          

  اندونوکلئازی در ایزوله انسانی
  

  باندهای
DNA /آنزیم   

 DNAباندهای  اندازه قطعات
  EGF1/EGF2با پرایمر

طعات باندهای قاندازه 
DNA با پرایمر BD1/4S 

ALU1 
-  bp 391  

MSP1 
bp100 291 و  bp 391  

Taq1 
bp 110 281 و  

bp150 600 و 250 و  
bp141 250 و  

  

  : Msp1آنزیم 
 اکینوکوکوس گرانولوزوس   DNA با هضم آنزیمی  

ــا پرایمــر(PCR محــصول  ــه) GF1/EGR2 ب هــای  ایزول
 بــا انــدییــک بیــک الگــوی ،  Msp1انــسانی بــا آنــزیم 

در هـضم     جفت باز مشاهده شد و     100و   291های   اندازه
ــوزوس محــصول DNA آنزیمــی  اکینوکوکــوس گرانول

PCR    با پرایمرBD1/4S های انسانی با ایـن آنـزیم         ایزوله
 جفـت   391 اندازه   با جفت   391 با اندازه    DNA یک باند 

جـدول  (  مـشاهده شـد     اندازه قطعات  تغییری در  بدونباز  
  ).2یر شماره  و تصو2شماره 

  
  

 اکینوکوکوس گرانولوزوس  DNAباندهای الگوی  : 2  شمارهتصویر
  با  روش ITS-1 پس از هضم آنزیمی قطعات    در ایزوله های انسانی   

RFLP با آنزیم Msp1) تعداد و اندازه باند(  
  

  : Taq1آنزیم 
 اکینوکوکوس گرانولوزوس   DNA با هضم آنزیمی  

 هـای انـسانی    ایزوله) GF1/EGR2با پرایمر   ( PCRمحصول  
 یـک الگـوی دو بانـدی هتروزیگـوتی بـا            Taq1با آنزیم   
  جفـت بـاز و الگـوی سـه بانـدی           110و   281هـای    اندازه

 )2جدول شـماره  ( جفت باز مشاهده شد    150 و   600،  250
 اکینوکوکـوس گرانولـوزوس     DNA در هضم آنزیمی   و

 هـای انـسانی بـا       ایزوله BD1/4Sبا پرایمر    PCRمحصول  
 جفـت   141و   250 الگوی دو باندی در انـدازه      آنزیم   این

  ).3 و تصویر شماره 2جدول شماره ( باز مشاهده شد
 اکینوکوکـــــوس DNAالگوهـــــای متفـــــاوتی از 

 بـا   DNAاز نظر ژنتیکـی بـا دو و سـه بانـد             گرانولوزوس  
دهنده تفاوت در    های متفاوت مشاهده شد که نشان      اندازه

                       391 bp  
 

              
                           291 bp     

   
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  

                              100 bp   

  L          HU             HU           
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 DNAباندهایی از  ازطرفی تک ،باشد  میDNAهای   للآ
با اندازه متفاوت نیز بعد از هضم آنزیمی وجود دارد کـه            

 DNAبـا  ) DNA) Homologهـای   لـل آبیانگر تـشابه در     
  بنابراین نتـایج   . قبل از هضم آنزیمی است     PCRمحصول  

ــانگر  ــپ بی ــود ژنوتای ــای وج ــوس  ه ــاوت اکینوکوک  متف
  . استان گلستان استهای انسانی در ایزولهدر  گرانولوزوس

  

  
 اکینوکوکوس گرانولـوزوس    DNAباندهای   الگوی   :3تصویر شماره   

 بـا روش    ITS-1 پس از هضم آنزیمـی قطعـات         های انسانی     در ایزوله 
RFLP با آنزیم Taq1) تعداد و اندازه باند(  

  
  بحث

 DNAجهت هضم انـدونوکلئازی     در مطالعه حاضر    
بـا روش  انـسانی   اکینوکوکوس گرانولوزوس ایزوله های     

RFLP آنزیم محدودالاثرسه از Alu1, Msp1 و Taq1  با
نتــایج  . تــوالی متفــاوت از نوکلئوتیــدها اســتفاده شــد    

ــشان ــات   نـ ــاوت از قطعـ ــوی متفـ ــده دو الگـ  DNAدهنـ
 یعنی الگوی تا حدودی     بوداکینوکوکوس گرانولوزوس   

 در Taq1هــای  نــزیمآژنوتــایپی یــا اســترینی بــا متفــاوت 
از طرفـی در ایـن مطالعـه بـا     . مـشاهده شـد  ایزوله انـسانی   

در ایزوله   تغییری در اندازه قطعات      Msp1 و   Alu1آنزیم  
 DNA اندازه و تعداد بانـدهای    شابه  ت .شدنانسانی مشاهده   

  اکینوکوکـوس  DNA پس از هضم آنزیمی      Alu1با آنزیم   
  هــای انــسانی مــشاهده     در بــین ایزولــه ،گرانولــوزوس

  ).2جدول شماره ( شد
 اکینوکوکوس گرانولـوزوس پـس از       DNAالگوی  

 DNA با قطعات دو بانـدی    Msp1هضم آنزیمی با آنزیم     
قطعـات تـک    و جفـت بـاز   110و  291در ایزوله انـسانی    

ــدی  ــداره  DNAبان ــشاهده شــد 391در ان ــاز م .  جفــت ب
 اکینوکوکوس گرانولوزوس پس از هـضم      DNAالگوی  

 در  DNA بـا قطعـات دو بانـدی         Taq1آنزیمی بـا آنـزیم      
 و 600،250 هـای   جفت باز و اندازه    110و281های   ندازها

هـای   لـل آکه بیـانگر وجـود       ، جفت باز مشاهده شد    150
  پس ازعمل هضم آنزیمیDNAدر) هتروزیگوت(متفاوت  

ــا روش  ــر ایــن . اســتRFLPب  RFLP  الگــوی،عــلاوه ب
،  Msp1و   Alu1آنـزیم    اکینوکوکوس گرانولـوزوس بـا    

 جفـت بـاز   391هـای   در اندازه DNAقطعات تک باندی   
الگـوی مـشابه ژنـوتیپی از تـوالی         دهنـده    کـه نـشان   است  
DNA) Homolog (ــااکینوکوکـــوس گرانولـــوزوس   یـ

  .در ایزوله انسانی استای انگل  تشابه درون گونه
 2009 در سـال     در مطالعه شربت خوری و همکاران     

های واسط ماننـد گـاو،       در مناطق مختلف ایران از میزبان     
 و از G6 نوتیـپ ژ ، ایزولـه  6 از   ،انسان  و بز، شتر  گوسفند،

 را گزارش نمودنـد کـه بـا نتـایج           G1 ژنوتیپ   ، ایزوله 23
ــت دارد  ــر مطابق ــه حاض ــصیحی. )27(مطالع ــدی ف  و هرن

 و  (G6)گوسـفندی    هـای  استرین 2002 در سال  همکاران
ــتری  ــا(G6)شـ ــای  بـ ــشابه الگوهـ ــین RFLP از ای مـ  بـ
  ، Alu1 هـای  آنـزیم  بـا  را   شـتری  گوسفندی و  های ایزوله
Rsa1  وMsp1 ــا ــه PCR-RFLP روش بـ  از ITS1 ناحیـ
 .)9(کردنـد  گـزارش   ایـران   در متفاوت جغرافیایی نواحی

ــین  اکینوکوکــوس هــای متفــاوت اســترین وجــود همچن
 (PCR-RFLP) روش مولکولی با ایران در گرانولوزوس

      L                 HU                     HU    

 
  

                   600bp   
  

  
  
  
  

              281 bp   
   

                250 bp   

  

 

                   150 bp 

             110 bp   
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 و احمـدی  ،1998 و همکاران در سال Zhang مطالعه در
 2009در سال لامی و همکاران غ و 2006 در سال دلیمی

ــا ــای روش ب ــوژی ه ــه در مولکــولی و مرفول ــای ایزول  ه
 -سـگ  و گوسـفند -سگ های چرخه با انسانی و حیوانی

 قـرار  تائیـد  مـورد  انگـل  فعـال  هـای  چرخـه  عنوان به شتر
 بـه  عفونـت  انتقال در تواند می  که)32،31،23(است گرفته
 مطالعات  بر طبقتصادفی واسط های میزبان سایر و انسان

  .)34(باشد داشته نقشمحققین 
ــال هــــای اخیــــر روش تعیــــین  در مطالعــــات ســ

های اکینوکوکوس گرانولوزوس    های یا استرین   ژنوتایپ
هـای هیداتیـد انـسانی ثابـت         های پارافینه کیـست    از بافت 

ــالین   ــده در فرم ــورد    )FFPTs(ش ــت م ــاظ اهمی ــه لح    ب
حاضـر  لذا در مطالعه مولکـولی       .)28(استفاده قرار گرفت  

DNA ــه ــست هیداتیــد   نمون ــسانی هــای کی   از اســتان  ان
بــا اســتفاده از روش مولکــولی گلــستان بــرای اولــین بــار 

)PCR-RFLP of rDNA- ITS1 (     مـورد بررسـی قـرار
 DNA از   ITS1بیش از یک قطعه     در این مطالعه    . گرفتند

های متفـاوت بعـد      اکینوکوکوس گرانولوزوس در اندازه   
ــر محــصول   ــه نمPCRاز تکثی ــد   ون ــست هیداتی ــای کی ه

 استان در شمال شرق ایران مـشاهده        این پارافینه انسانی از  
 مربـوط   rDNA-ITS1 ناحیـه    PCR بررسی محصول    .شد

دهنــده تــشابه زیــادی بــین  هــای انــسانی نــشان بــه ایزولــه
های گوسفندی و گاوی و تـا حـدودی تفـاوت بـا              ایزوله
 عداد و همچنین مقایسه ت  . های انسانی و شتری است     ایزوله

های انـسانی    مربوط به ایزوله  rDNA-ITS1اندازه قطعات   
ه ژوی ـه  دهنده اختلاف در اندازه قطعات ب      با یکدیگر نشان  

 BD1/4S و EGF1/EGR2در اســـتفاده از پرایمرهـــای  
  .باشد می

 در 2010در ســال شــهنازی و همکــاران از اصــفهان 
 انـدازه ،   BD1/4Sهای هیداتید انـسانی بـا پرایمـر          کیست
DNAــوزوس را ــوس گرانولـ  1100 و 1000  اکینوکوکـ

همچنین در مطالعه عشرت    . )24(گزارش کردند جفت باز   
 30هــای   ژنوتیــپ2010بــیگم کیــا و همکــاران در ســال 

 و روش   PCRنمونه کیـست هیداتیـد انـسانی را بـا روش            

RFLP     با پرایمرهـای EGF1/EGR2    در  . تعیـین نمودنـد
 DNAانـدهای   انـدازه ب DNAاین مطالعـه پـس از تکثیـر     

ــا  ــاز1تقریب ــاز1000(  کیلــو جفــت ب  گــزارش ) جفــت ب
 2009در ســال در مطالعــه غلامــی و همکــاران  .)33(شــد
 هـای  ایزوله و کبدی های  ایزوله DNA-ITS1قطعات   اندازه

 بـا  را ای مـشابه  ایران اندازه از شتری و گاوی گوسفندی،
 از کمتـر  و کیلوجفت باز 1 های اندازه با قعطه دو و یک
بـا مقایـسه    . )32(گزارش شـد  ) جفت باز 1000 و   900( آن

انـسانی  نتایج مطالعات مختلف با مطالعه حاضر در ایزوله         
 جفـت بـاز و تفـاوت در بانـد        1000تشابه در باند با اندازه      

از طرفـی در   .شـود   جفـت بـاز مـشاهده مـی      391با اندازه   
 1998 و همکـاران در سـال        Zhangای که توسـط      مطالعه

از ( ایزوله حیـوانی     16 ایزوله انسانی و     4وی  در ایران بر ر   
) بــز و شـــتر  گــاو،  حیوانــات اهلــی شــامل گوســـفند،   

اکینوکوکــــوس گرانولــــوزوس بــــه روش مولکــــولی 
)Mitochondrial DNA ( از ژنCOI ــت  صــورت گرف

سگ و   -با چرخه گوسفند  ) G1(های گوسفندی    استرین
 G1یـپ   تسگ و ژنو   -با چرخه شتر  ) G6(استرین شتری   

بـا قطعـاتی در     ) اسـترین گوسـفندی   (یزوله انـسانی     ا 4در  
از مناطق متفـاوت در ایـران       جفت باز    390 و   366حدود  

ــدا در .گــزارش گردیــد ه تقریبــی قطعــه زایــن مطالعــه ان
DNA  در   جفـت بـاز    400 تـا    350 ای در حـدود     با اندازه 
 بـا نتـایج     هـای انـسانی و حیـوانی مـشاهده شـد کـه             نمونه

  .)23(بقت داردمطالعه حاضر تا حدودی مطا
  اکینوکوکوس گرانولـوزوس   DNA  حاضر مطالعه در
 الگــوی  درهــای پارافینــه کیــست هیداتیــد انــسانی نمونــه

های انـسانی از نظـر تعـداد          ایزوله PCRباندهای محصول   
 .بـود یک باند و اندازه باندها بر حسب نوع پرایمر متفـاوت            

های اکینوکوکـوس گرانولـوزوس      نمونهالگوی باندهای   
 EGF1/EGR2 بـا پرایمـر      PCR محصول   های انسانی  لهایزو

 BD1/4S جفـت بـاز و بـا پرایمـر           391 و 1000در اندازه   
در  ).1  شـماره  جـدول (  جفت باز مشاهده شد    391اندازه  

 1994 در ســال McManus و Bowlesهــا  ســایر بررســی
)14(، Scott 1997 و همکــاران در ســال )دو قطعــه از  )14
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ITS1  ندی و خوک و یک قطعـه در        های گوسف   از ایزوله
 و 2002ایزولــه انــسانی و فــصیحی و همکــاران در ســال  

هـای    در ایـران در ایزولـه  2006احمدی و دلیمی در سال      
هــای قطعــات  بــا انــدازه را گوســفندی، شــتری و انــسانی

DNA-ITS1 ً1/1 تـا    1 ،0 /9اندازه قطعات   (  مشابه تقریبا 
ایج حاصل   که با نت   ،)31،9(گزارش کردند  )کیلوجفت باز 

ــه حاضــر ــه اول  از مطالع ــدازه قطع ــاز 391در ان  جفــت ب
ها متفـاوت در     این اختلاف وجود ژنوتیپ    .اختلاف دارد 

ایجاد بیماری کیست هیداتیک در      ها در  منطقه و تاثیر آن   
ــسان ــشان  راان ــی ن ــد م ــه. ده ــشابه در نتیج ــوی م ای   الگ

)Homolog (از DNA    با آنزیم Alu1  و Msp1 در ایزوله 
ــسانی ــشاهده شــد ان ــا اســترین در     . م ــشابه ژنــوتیپی ی ت

اکینوکوکوس گرانولوزوس ایزوله انسانی بیانگر الگـوی       
ــوالی  ــوتیپی از ت ــدازه DNAمــشابه ژن  از نظــر تعــداد و ان

 تفاوت و بنابراین  . باندها پس از عمل هضم آنزیمی است      
نوکوکوس گرانولوزوس   اکی ای نتیکی درون گونه  تشابه ژ 

در اســتان گلــستان  PCR-RFLPبــا روش  هــا بــین ایزولــه

ژنوتایـــپ متفـــاوت اکینوکوکـــوس بیـــانگر وجـــود دو 
 در مناطق مختلف استان گلستان       یا استرینی  گرانولوزوس

در به روش مولکـولی     مطالعات تکمیلی   نیاز به   که  ،  است
  .داردهای انسانی و حیوانی  ایزوله
  

  سپاسگزاری
 آقای دکترعلیرضا رفیعی، سرکارخانم   ازکلیه همکاران   

 و   مولکـولی  زهرا حسینی خواه در مرکز تحقیقات سـلولی و        
ــتانی    ــوهردهی و باس ــای گ ــش در آق ــلبخ ــی انگ  شناس

ــنل بخـــش  ــکی و پرسـ ــشکده پزشـ ــاتولوژی دانـ ــای پـ  هـ
 آذر گرگـان و خـاتم       5های حکـیم جرجـانی،       بیمارستان

هـای   اهگکـشتار الانبیا و شهید مطهری گنبـد و کارکنـان          
طالعه ما را یاری نمودنـد      استان گلستان که در انجام این م      

معاونــت  همچنــین از .دآیــ عمــل مــیه بــ تــشکر و تقــدیر
تحقیقات و فناوری دانشگاه برای مـساعدت و همکـاری          

نامـه     ایـن مقالـه حاصـل پایـان        .تشکر را داریم  شان کمال   
  .باشد دانشجویی کارشناسی ارشد مسعود سوسرایی می
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