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Abstract 

 

Background and purpose: Fasciola hepatica and Fasciola gigantica are common liver flukes 

which affect both human and livestock worldwide. In this study we evaluated the loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) assay for detection and discrimination of Fasciola species. 

Materials and methods: Fifty adults of Fasciola worms were isolated from sheep and cattle 

liver form abattoirs in Mazandaran province. A total of 8 primer sets for LAMP was designed to amplify 

the 28S ribosomal RNA gene of Fasciola sp. Conventional LAMP was carried out in a 20µI reaction 

mixture under isothermal condition at 60°C for 90 minutes. Amplification result was observed by 

monitoring the turbidity by naked-eye, using fluorescent dye and gel electrophoresis. The specificity of 

LAMP method for detecting Fasciola sp. was tested by amplification of Dicrocoelium dendriticum, 

Trichostrongylus colubriformis, and Echinococcus granulosus DNA templates. To evaluate the detection 

limit of LAMP assay in detecting Fasciola genus, serial dilution of the extracted DNA was used. 

Results: A positive LAMP reaction by the specific primers of two species produced many bands 

of different sizes in 600C after 90 min. The optimal assay conditions were established with no reaction 

with other parasites’ DNA. The detection limit of this LAMP assay was 1 pg DNA/tube. The result of 

turbidity and fluorescent dye detection were consistent with agarose gel electrophoresis. 

Conclusion: Our results demonstrated that LAMP is a rapid, cost-effective, highly specific, easy, 

and reliable method for differentiation of Fasciola sp. in epidemiological and clinical researches on 

human and domestic animals in endemic regions of fasciolosis. 
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 پژوهشی

تشخیص و افتراق سریع فاسیولا هپاتیکا و فاسیولا ژیگانتیکا با 
 loop-mediated Isothermal Amplificationاستفاده از روش 

 
   2و1آزاده میزانی

    3پوریا گیل    
   4شهاب الدین سروی   

    5احمد دریانی    
 5مهدی شریف   

    2افسانه عمویی
   6علی باکویی کتریمی   

 2سید عبدالله حسینی    

 چكیده
هاا در تااا  هاا و دا ی انسانهای کبدی شایعی بوده که روفاسیولا هپاتیکا و فاسیولا ژیگانتیکا فلوک و هدف: سابقه

را  loop-mediated isothermal amplification (LAMP)نقاط جهان اثرگذار هستند. در مطالعه حاضر ماا تکنیاس ساری  
 های فاسیولا ارزیابی ناودیم.در تشخیص و افتراق گونه

 8مازندران جداسازی شدند. تعداد های استان کر  فاسیولا از کبد گاو و گوسفند کشتارگاه 05تعداد  ها:مواد و روش
هاای فاسایولا اراحای گردیاد. بارای گوناه LAMPبارای واکان   28S ribosomal RNAپرایار جهت تکثیر ناحیه ژنای 

دقیقه انجاا  گرفات. نتاایک تکثیار باا دیادن  05به مدت  0C 05تحت شرایط تس دمایی در µI 05در حجم  LAMPواکن  
ح، اساتفاده از رناف فلورورساان  و ژل الکتروفاورز بررسای شاد. اتتراشایت رو  رسوب با استفاده از چشم غیار مسال

LAMP  باارای فاساایولا بااا اسااتفاده ازDNA  هااای دیکروساالیو  دناادریتیکم، تریکواسااترونلایلوف کااالابریفورمی  و انگاا
جن   برای تعیین LAMPاکینوکوکوف گرانولوزوف مورد سنج  قرار گرفت. جهت ارزیابی محدودیت تشخیص رو  

 استخراج شده مورد استفاده قرار گرفت. DNAفاسیولا رقت سریالی از 
با استفاده از پرایارهای اتتراشی دو گونه تعداد زیادی باند در ساایههای متفااوت در  LAMPواکن  مثبت  ها:یافته

ا ایجااد گردیاد. هاانگا  DNAدقیقه تولید ناود. شارایط مطلاوبی بادون هایک واکنشای باا ساایر  05ای مدت  0C05دمای 
تعیین گردید. نتایک تشخیص رسوب و رنف فلورورسان  با الکتروفاورز باا ژل  pg 1تا  LAMPمحدودیت تشخیص رو  

 آگارز هاخوانی داشتند.
یس رو  سری ، آسان، کم ههینه با اتتراشایت باالا و معتبار جهات  LAMPنتایک ما نشان دادند که رو   استنتاج:
 باشد.در مطالعات اپیدمیولوژیکی و بالینی فاسیولوزی  انسانی و دامی در منااق اندمیس می های فاسیولاافتراق گونه

 

 loop-mediated isothermal amplification (LAMP)فاسیولا هپاتیکا، فاسیولا ژیگانتیکا، واژه های کلیدی: 
 

 مقدمه
 (Trematoda: Fasciolidae)بیااری فاسایولیازی  

وز منتقله توساط غاذا باه وسایله به عنوان یس انگ  زرون
هاای اعضای جن  فاسیولا ایجاد شده و توساط حلاهون

 ونهاوند. دو گاش( منتق  میlymnaeid) آبی جن  لیانه
 
  E-mail: shahabesarvi@yahoo.com        یدانشکده پهشک جاده فرح آباد، مجتا  دانشگاهی پیامبر اعظم، 18ساری: کیلومتر  -شهاب الدین سروی مسئول:مولف 

 رانیا ،یمازندران، سار یعلو  پهشکدانشگاه  ،توکسوپلاساوز قاتیمرکه تحق ،ی انگ  شناسی پهشکیدکتر یدانشجو. 1
 رانیا ،یمازندران، سار یدانشگاه علو  پهشک ،ییدانشجو قاتیتحق تهیکا ،ی انگ  شناسی پهشکیدکتر یدانشجو. 0
  رانیا ،یمازندران، سار یدانشگاه علو  پهشک ،ینانوتکنولوژ و یفارماکولوژ ،یولوژیهیفگروه  ار،دانشی .3
 رانیا ،یمازندران، سار یدانشگاه علو  پهشک ،توکسوپلاساوز قاتیتحقمرکه  ار،دانشی. 4
 رانیا ،یمازندران، سار یدانشگاه علو  پهشک ،زتوکسوپلاساو قاتیاستاد، مرکه تحق. 0
 رانیا ،یاستان مازندران، سار یک  دامپهشک رهادا رشناسی ارشد انگ  شناسی دامپهشکی،کا .0
 : 4/11/1300تاریخ ترویب :               7/7/1300 تاریخ ارجاع جهت اشلاحات :             3/7/1300 تاریخ دریافت 
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 و همکاران آزاده میزانی     
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 پژوهشی

و  (Fasciola hepatica)اشالی شاام  فاسایولا هپاتیکاا 

از عواماا   (Fasciola gigantica)فاساایولا ژیگانتیکااا 

یجادکنناده فاسایولیازی  در نشاخوارکنندگان و اشلی ا

در واق  این بیااری در  (.1)باشندانسان در سراسر دنیا می

هاای هاای کرمای در دا ترین عفوناتزمره یکی از مهم

اهلی محسوب شده که باعث ایجاد تساارات اقتراادی 

گاردد. از ساوی دیگار زیادی در مناااق گرمسایری مای

لا از قاباا  تاماا  تاارین عفوناات انسااانی بااا جاان  فاساایو

مشکلات بهداشتی در بسیاری از کشورها از جاله ایاران 

هاا نفار در سراسار جهاان بوده، که باعث اباتلای میلیاون

به شورت معاول، تشخیص این دو گونه با  (.0)گرددمی

استفاده از رو  های مورفومتریاس باوده کاه باه علات 

هاای حاد واساط، تشاخیص دقیاق دو گوناه وجود گونه

شود. به علت وجود اتتلاف گ  با مشکلاتی مواجه میان

در میهبان واسط و تروشیات اپیدمیولوژیس دو گوناه 

 چناینهای برای کنترل انگا  و هامجهت اراحی استراتلای

الگوی بیااری زایای متفااوت ایان دو گوناه جهات امار 

تشخیص و درمان، افتراق گونه هاای فاسایولا امار بسایار 

 PCRهای مولکاولی مانناد رو  (.3)شودمهای تلقی می

و تعیین تاوالی اسایدهای نوکلکیاس شاام  ناواحی ژنای 

internal transcribed spacer (ITS-1, ITS-2)  و 

28S RNA  ازDNA  ریباوزومی و ناواحیNADI  وCOxI 

میتوکوندریایی نق  مهای در افتاراق شاحیح  DNAاز 

هاای موجاود، علیارغم کنناد. رو بین دو گونه ایفا می

ها دارای نواقص ذاتای حت و درستی، در افتراق گونهش

 3تاا  0ها زمان بر بوده و گااهی باین باشند. این رو می

های انجامند و هم چنین نیاز به دستگاهساعت به اول می

 گاران قیااات و باا دقاات باالا و گاااهی متادهای پی یااده 

 رو   (.4)جهااات تکثیااار اسااایدهای نوکلکیاااس دارناااد

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

یکاای از متاادهای نساابتا  جدیااد اساات کااه باعااث تکثیاار 

اسیدهای نوکلکیس هادف، تحات شارایط تاس دماایی 

(isothermal)  و باادون نیاااز بااه دسااتگاه ترموسااایکلر بااا

شااده و  حساساایت، اتتراشاایت، ساارعت و دقاات بااالا

اسااف رو   (.0، 0)گارددها میموجب تشخیص بیااری

LAMP  توساط  0555سال که درNotomi  و هاکااران

 strand displacementاراره گردید، بر مبناای تاشایت 

 stem-loopاسااایدهای نوکلکیاااس و تشاااکی  سااااتتار 

  Bst DNA polymeraseباشد. در این متد از آناهیم می

جفاات  3تااا  0و  displacement activityبااا تاشاایت 

پرایااار جهاات بااالا بااردن اتتراشاایت رو  اسااتفاده 

رو  اشلی و اولیه با گذشت زمان توساعه  (.0)گرددیم

هاای انگلای، باکتریاایی و یافته و برای تشخیص بیاااری

 ویروسی انساانی، حیاوانی و گیااهی باه کاار بارده شاد.

هدف از مطالعه حاضر، توسعه رو  سااده و کام ههیناه 

LAMP  28با اساتفاده از ناحیاه ژنایS  ازrDNA  جهات

فاسایولا هپاتیکاا و فاسایولا  هاایتشخیص و افتراق گونه

 باشد.ژیگانتیکا و ارزیابی حساسیت و اتتراشیت آن می
 

 مواد و روش ها
 DNAجا  آوری انگ  فاسیولا و استخراج 

باشاد، در این مطالعه که از نوع ارز  تشخیری می

کار   05های ساری و باب ، تعداد با مراجعه به کشتارگاه

فاساایولا پاا  از  از کبااد گوساافند و گاوهااای آلااوده بااه

شناسی گروه انگ  شناسای جداسازی به آزمایشگاه انگ 

شناسی دانشاگاه علاو  پهشاکی مازنادران منتقا  و قارچ

گردید. در آزمایشگاه بر اباق معیارهاای مورفومتریاس 

مناادرج در متااون علااای و بااا اسااتفاده از میکروسااکو  

 (.7،8)هااای فاساایولا تشااخیص داده شاادندنااوری، ناونااه

در  pHماولار ) PBS 10/5هاا ساه مرتباه باا ناهسپ  ناو

( شستشو داده شاده و جهات انجاا  آزمایشاات 7حدود 

 درشاد منتقا  شادند. 75مولکولی به ویال حاوی الک  

ژنومی، تکه انتهایی انگا  باین دو  DNAبرای استخراج 

لاه شاده و جهات  Crushingلا  میکروسکوپی به رو  

آمی  الک  استفاده ادامه کار از رو  فن  کلروفور  ایهو

تاالص شاده در باافر  DNAدر مرحله آتار،  (.0)گردید

TE  درجاه  05-ح  شاده و بارای اداماه کاار باه فریاهر

 سانتی گراد انتقال یافت.
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 LAMPواکن  
 LAMPهدف در رو   DNAتکثیر موفقیت آمیه 

به اراحی دقیق پرایارهای اتتراشای آن بساتگی دارد. 

ای اتتراشای گوناه از برای ایان کاار بایاد از پرایارها

نواحی محافظت شده ژنومی انگ  اساتفاده شاود. ناحیاه 

28S  ازDNA  ریبوزومی هر کدا  از انگ  های فاسایولا

و فاسیولا  (accession number GU903890.1)هپاتیکا 

از بانس  (accession number JF708022.1)ژیگانتیکا 

 Primer Explorer V5ژن انتخاب و با استفاده از نار  افاهار 

(http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html)  بااه

 outer forwardشااورت آنلایاان دو جفاات پرایااار )

primer )F3( ،outer backward primer )B3 ،FIP 

(forward inner primer( و )backward inner primer) 

BIP  .به شورت جداگانه بارای هرگوناه اراحای شادند

نشاان داده  1مشخرات کام  پرایارها در جدول شااره 

  شده است.
 

پرایارهاای فاسایولا هپاتیکاا  لیست توالی الیگونوکلکوتیدی :1جدول شماره

 استفاده شده در این مطالعه LAMPو فاسیولا ژیگانتیکا در واکن 
 

Parasites Primer set Sequence (5' –3') 

Fasciola hepatica F3 CATTACCGACTCAGCTTGCA 

 B3 ACCAAACGTTCGGTTAAGGT 

 FIP (F1C-F2) GCCGAATCAACCAGCCCTGAAA-

ATGACGGTCCGGTATAGGTC 

 BIP (B1C-B2) AGCGGATTCCAACTTCCATGGC-

ACGCGACGCTCATGAGAT 
 

Fasciola gigantica F3 GGCTGCGAGACACTGAGTC3 

 B3 GCACACAAGTCAGTCAAGCA 

 FIP 5ACATATATGAGTGCGCCCGCG-

ATGATTTGAGGGCACGATC 

 BIP TCGTTGGGTAGTGAACATGGGG-

ACACAAACGGACGCAGACA 

 

 شااام  آنااهیم  µl 05بااا حجاام  LAMPواکاان  

Bst DNA polymerase (Unit8( )New England Biolabs،) 

4 Mgso (mM155 ،)(،M0آنااهیم، بتااارین ) X15بااافر 

(، mM00) (dNTPs)داکساای نوکلکوتیااد تااری فساافات 

B3(mM 0/5 ،) و ,BIP  (mM0/1)F3و FIPپرایارهای 

( ng/µl 35های فاسیولا )ژنومی انگ  DNAآب مقطر و 

از  µl 1آب مقطاار بااه عنااوان بلانااس و µl 1باشااد. ماای

DNA  انگ  دیکروسالیم دنادریتیکو  باه عناوان کنتارل

دقیقاه در  05هاا باه مادت منفی استفاده شادند. واکان 

( در دمااای TECHNE,DB.2D) Heat Blockدسااتگاه 

گراد انکوباه شاده و ساپ  جهات تاتم درجه سانتی 05

درجه سانتی گاراد  85دمای دقیقه در  0واکن  به مدت 

  قرار داده شدند.
 

 LAMP آنالیه محرول
بررسی چشای محرول تولید شده توساط واکان  

LAMP  در مرحلااه اول بااا اسااتفاده از تشااخیص رسااوب

سفید رنف حاش  از تولید یاون منیاهیم پیروفسافات در 

تیو  های مثبت و مقایسه آن باا تیاو  کنتارل منفای و 

رنااف  µl 1حلااه بعااد، مقاادار بلانااس انجااا  شااد. در مر

)پاارف  Green Viewerرقیق شده(  15به  1فلورسان  )

هاای واکان ، کنتارل منفای و اوف، ایاران( باه تیاو 

هاا بررسای بلانس آب مقطر اضافه و تغییر رناف ناوناه

از  µl 3شد. ساپ  جهات تاریاد دو رو  فاوق، مقادار 

ر درشد در باف 7/1های تکثیر یافته روی ژل آگارز ناونه

TBE  دقیقاه الکتروفاورز شاد.  30به مادت  155با ولتاژ

)شاارکت سااینا  Safe stainآمیااهی ژل بااا پاا  از رنااف

 ,UV doc  (Uv.docکلون، ایران( با استفاده از دستگاه 

Cambridge .از باندهای مشاهده شده عک  گرفته شد )

به منظور تعیین مدت زماان مناساب بارای انجاا  بهتارین 

انگااا  فاسااایولا هپاتیکاااا در  ژناااومی DNAواکااان ، 

دقیقاااه  05و  85، 75، 05، 05، 45، 35، 05هاااای زماااان

  قرار گرفت. LAMPتحت واکن  
 

 LAMPبررسی حساسیت و اتتراشیت رو  
 LODجهااااات اعتبارسااااانجی حساسااااایت یاااااا 

(limit of detection)   روConventional LAMP  از

، ng15هاای به ااور جداگاناه رقات F. hepatica گونه

ng1 ،pg155 ،Pg15 ،Pg1 ،fg155  وfg15 تهیااااه و بااااا

 LAMPاستفاده از پرایارهای اتتراشی تحت واکان  

از محراول باه  µl3پا  از تکثیار، مقادار  قرار گرفتند.

 30باه مادت  155با ولتاژ  درشد 7/1دست آمده در ژل 

 اتتراشایتارزیاابی  باه منظاور دقیقه الکتروفورز شاد.

 DNAاز  µl1 مقاااادار Conventional LAMPرو  

اتتراشای و  DNAبه عنوان  F. hepaticaژنومی انگ  
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 و همکاران آزاده میزانی     
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 پژوهشی

 Dicrocoeliumهاای ژنومی انگا  DNAاز  µl1مقدار 

dendriticum ،Trichostrongylus colubriformis و 
Echinococcus granolosus  به عنوانDNA  های غیار

ارزیابی مورد  LAMPبا استفاده از پرایارهای  اتتراشی

هار کادا  از  LAMP، محراول تکثیار  از پ قرار گرفتند.

 .ها با استفاده از ژل الکتروفورز تارید شدندناونه
 

 یافته ها
و تشااخیص چشااای  Lampپاا  از انجااا  واکاان  

پ  از مرحله توقف واکان ، در تیاو  ها مستقیم ناونه

های استاندارد رسوب سافید منیاهیم پیارو فسافات ناونه

 به شورت کدورت قابا ( که 1ترویر شااره مشاهده شد )

. در باشادمایتشخیص باوده و ناایاانگر واکان  مثبات 

 رسوب تشکی  شده پا  ،های کنترل منفی و بلانستیو 

 از انجا  واکن  بعد از گذشت چند ثانیه از بین رفت.

 

 
 

و مشاهده تولیاد و  LAMPتشخیص چشای واکن   :1تصویر شماره 

ات حاش  از واکان  عد  تولید رسوب سفید رنف منیهیم پیروفسف

نشان دهنده واکان  مثبات و تیاو   0و  1مثبت و منفی. تیو  های 

 نشان دهنده واکن  منفی می باشد 3شااره 

 

از ارف دیگر پ  از اضافه کردن ماده فلورساان  

Green Viewer  پارف اوف، ایران( با پایه سایبرگرین(

، کنتارل منفای و بلاناس پا  از هاای واکان تیاو به 

 د لحظه تغییر رنف واکن  به رنف زرد متاای گذشت چن

 در حالی ،ها به منهله واکن  مثبت بودبه سبه برای ناونه

تغییار رناف باه  ،های کنترل منفی و بلانسکه در ناونه

 (.0)ترویر شااره  نارنجی ناایانگر واکن  منفی بود
 

 
 

و مشاهده تغییر رنف و  LAMPتشخیص چشای واکن   :2تصویر شماره 

. رنف Green Viewer  تغییر رنف پ  از استفاده از ماده فلورورسان  عد

نشان دهنده واکن  منفی و تغییر رنف به زرد  1نارنجی در تیو  شااره 

 ناایانگر واکن  مثبت می باشد. 3و  0متاای  به سبه در تیو  های 

 

روی ژل بار  LAMP واکان الگوی الکتروفورزی 

بارای  155ه در ولتااژ دقیقا 30درشد پ  از  7/1آگارز 

 ( و 155-185 ng/µI) F. hepaticaهااای تاااا  ناونااه

F. gigantica (ng/µ 100  با اساتفاده از پرایارهاای015تا ) 

درجااه  05دقیقااه در  05اتتراشاای پاا  از گذشاات 

اساایرهای نردباانی شاک  و فار  گراد به شاورت سانتی

تشاخیص داده شادند. هایک  LAMPمینیاتوری واکان  

نشاای در ناونااه هااای کنتاارل منفاای و بلانااس گونااه واک

 (.3مشاهده نگردید )ترویر شااره 

 

 
 

از  rDNA 28Sناحیه  LAMPالکتروفورز محرول  :3تصویر شماره 

محرول  F.hدرشد. ستون های  7/1گونه های فاسیولا روی ژل آگارز 

LAMP  انگ  های فاسیولا هپاتیکا وF.g  فاسیولا ژیگانتیکا. کنترل

 .bp(M) 155( و مارکر Bبلانس )(، Cمنفی )

 

 ایهولااااه  17و  F. hepaticaایهولااااه  33تعااااداد 

F. gigantica  .بندی رو  نتایک زمانشناسایی گردیدند
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LAMP  واکن  انجاا  پذیرفتاه ،45نشان داد که از دقیقه 

ولی به شورت چشای به سختی قابا  رویات اسات، در 

رساوب شورت چشای هم به 05تا  05که از دقیقه حالی

واضح قاب  دیدن بوده و هم در الکتروفاورز باه  شک به 

وضوح باندهای مینیااتوری نردباانی شاک  قابا  رویات 

ژناومی  DNAنتاایک تکثیار  ،4تراویر شاااره باشند. می

 دهادنشان مای 05تا  15را از دقیقه  انگ  فاسیولا هپاتیکا

 (.4)ترویر شااره 

 LOD (limit of detection)نتاج ارزیابی حساسیت یاا 

با  F. hepaticaروی گونه  Conventional LAMPرو  

نشااان دادنااد کااه اتتراشاای آن ارهااای یاسااتفاده از پرا

 ng15 ،ng1 ،pg155 ،pg15 هاایدر رقات LAMPواکن  

نتایک مشخص ناودند کاه با موفقیت انجا  گرفت.  pg1 و

DNA تا غلظت  انگ  فاسیولاpg1   باا روLAMP   قابا

 (.0ترویر شااره ) باشدتشخیص می

 

 
 

دقیقه.  05تا  05در زمان های مختلف  LAMPواکن   :4تصویر شماره 
شروع می شاود، ولای  45. اگرچه واکن  از دقیقه bp(M) 155مارکر 

 به بعد، وضوح باندهای مینیاتوری قاب  تشخیص است. 05از دقیقه 

 

 
 

یص در تشخ LAMPرو   Limit of Detectionبررسی  :5تصویر شماره 
رقت  3ستون  ;ng1رقت  0ستون  ;ng 15رقت  1های فاسیولا. ستون  انگ 

pg 155;   رقت  4تونpg 15;  رقت  0ستونpg 1;  رقت  0ستونfg155  از

 .bp 155مارکر  Mستون  ;بلانس آب مقطر 7ستون  ;انگ  فاسیولا هپاتیکا

 LAMPپاا  از انجااا  بررساای اتتراشاایت رو  

  گونااه هااایتراشاای ی غیاار اتهااا DNAهایک کاادا  از 

D. dendriticum (ng/µI 100،)  T. colubriformis 

(ng/µI35)  وE. granolosus (ng/µI100)  با اساتفاده از

پا  از انجاا   برای انگ  فاسایولاپرایارهای اتتراشی 

Conventional LAMP  و الکتروفورز تکثیر نیافتناد، در

هاای باا اساتفاده از پرایار F. hepaticaحالی که ناوناه 

با موفقیت انجا  شده ایجاد رسوب سفید منیاهیم  مذکور

پیروفسفات و باندهای نردبانی پ  از الکتروفورز ایجااد 

  (.0ترویر شااره واکن  مثبت را تارید ناودند )

 

 
 

 Fasciola. ساتون LAMPبررسی اتتراشیت رو   :6تصویر شماره 

ساالیو  دیکرو D.dسااتون  ;مربااوط بااه انگاا  هااای فاساایولا هپاتیکااا

 T.colساتون  ;اکینوکوکاوف گرانولاوزوف E.gستون  ;دندریتیکو 

 .bp 155مارکر  Mستون  ;تریکواسترونلایلوف کالابریفرمی 

 

 بحث
تحقیات انجا  شده در زمیناه اپیادمیولوژی بیاااری 

قاره به این  0میلیون نفر در  0/4دهند که حدود نشان می

نیه در معرض میلیون نفر  18انگ  مبتلا بوده و در حدود 

هاای اقتراادی تطر ابتلا به این انگ  قارار دارناد. زیاان

ناشای از اباتلای دا  هااای اهلای بااه فاسایولازی  شااام  

ماارو و میاار و کاااه  محرااولات داماای شااام  شاایر، 

میلیارد دلار در ساال تخااین  0گوشت و پشم در حدود 

زده شااده اساات. بااه اااور اناادمیس، انگاا  هااای جاان  

هاای اهلای دیاده نوبی کشور در دا فاسیولا در منااق ج

شود در حالی که موارد انسانی آن در مناااق شااالی می
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 و همکاران آزاده میزانی     
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 پژوهشی

ایران به کرات گهار  شده است. دو مورد اپیدمی شای  

 شده در رشت و بندرانهلی که ههاران نفر را آلاوده سااتت،

های فاسیولا در گونه (.15)باشدتاریدی بر این وضعیت می

تاوان هاا مایف بوده که از آنموارد زیادی دارای اتتلا

به تروشیات مورفولوژیس، وضاعیت اپیادمیولوژیس، 

زایاای، هااای انتقااال عفوناات، بیااااریمیهبااان واسااط، راه

پیشگیری و کنترل اشاره ناود. تشخیص معااول ایان دو 

گونه بر پایه تروشیات مورفولوژیس کر  بالغ و تخام 

د که نه گیرد. بسیاری از محققین بر این باورنشورت می

های انگ  شناسی و نه متدهای ایاونولوژیس قادر رو 

به تاایه دقیق دو گوناه ناای باشاند. متادهای مولکاولی 

هاا باه مبتنی بار اسایدهای نوکلکیاس در تشاخیص انگا 

هاای سانتی توانناد بارای تاریاد رو شورت شریح مای

هاای انگ  شناسی به کار رفته و تشخیص و افتراق گوناه

هاای گذشاته در ساال (.15)بخشاندمای مختلف را تسری 

جهت غلباه  تکثیر اسیدهای نوکلکیسهای مختلف رو 

یافتاه و های تشخیری کلاسیس توساعه بر نواقص رو 

های روتاین تشخیرای ها به شورت رو بسیاری از آن

هاای تکثیار اسایدهای نوکلکیاس یاا تسات تحت عناوان

NATs (Nucleic Acid Amplification Tests)   بااه

تار ایان های تجاری تولید شدند. اماا بای رت کیتشو

ها اگرچه به ااور گساترده در تشاخیص پهشاکی، رو 

آزمایشگاهی و حوزه بیوتکنولوژی ماورد اساتفاده قارار 

نیااز باه شام  دارای یس سری معایب  (،11،10)گیرندمی

، PCRقیااات ماننااد ترموسااایکلر در  تجهیااهات گااران

 ارایی پایین در تکثیرحساسیت و اتتراشیت ناکافی و ک

های جدیاد رو  ،ها. به علت هاین محدودیتباشندمی

و آسان تکثیر اسیدهای نوکلکیس معرفای شادند کاه در 

 Loop-mediated Isothermal هاا متادشدر ایان رو 

Amplification  یاLAMP (.13)قرار دارد  

سرعت باالای تکثیار  LAMPتروشیت  ترینمهم

ایط تاس دماایی باین رناک اسیدهای نوکلکیس تحت شر

باشاد. ایان تروشایت باعااث مای 0C00تاا  0C05دماای 

گاردد استفاده آسان و مقرون به شرفه از ایان رو  مای

هاا هاای گاران قیاات ساایر رو چرا که نیاز به دستگاه

اتتراشیت و  ،این رو  دیگرشود. تروشیت رف  می

پرایااار  0تااا  4اسااتفاده از  بااه علاات آن کااارایی بااالای

ناحیاه روی  0 بوده که (F3, B3, FIP, BIP)اشی اتتر

DNA  ایجااد کادورت  (.13،14)دنااینمیهدف شناسایی

در منیااهیم پیروفساافات ناشاای از تولیااد رسااوب ساافید 

شود و نیاز با چشم غیر مسلح نیه دیده میهای مثبت واکن 

 (.13)نادارد Reagentهای پیشرفته و یاا دهندهبه تشخیص

ردن یااس مااده فلورسااان  ماننااد هار چنااد بااا اضاافه کاا

سایبرگرین یا اتیدیو  برومایاد بادون نیااز باه تجهیاهات 

تشاخیص  UV.docقیات مانند دستگاه فوتومتر یاا  گران

نهاایی  اما جهات تاییاد تشاخیص ،گرددبه راحتی میسر می

 ن از الکتروفاورز روی ژل آگاارزاتومی PCRهاانند رو  

انجاا   کاه اتیارا  ایاباق مطالعاه. (0،13)نیه سود جسات

باا اساتفاده از مااده فلورورساان  کلساکین  ،گرفته اسات

(Calcein)  در هاان ابتدا به مخلاوط واکان  اضاافه که

 و شادهاای واکان  باه یاون منیاهیم مترا  گاردد، می

گردد که بدین شورت به روشنی ایجاد می فلورورسان 

 (.10)گردنادهای مثبات قابا  تشاخیص مایراحتی ناونه

ماورد اساتفاده در ایان  Bst DNA polymeraseآناهیم 

 های رایاک مانناد آناهیم DNA polymeraseاز سایر رو  

Taq DNA polymerase  در  آنفعالیات بوده و تر مقاو

 گراد( باعث کااه  پرایارهاایدرجه سانتی 00دمای بالا )

 PCRنسبت به  LAMPرو  (.10،17)شودمی غیراتتراشی

 هاایارکننده موجود در ناوناهتری به مواد مهحساسیت کم

 هااجویی در زمان و ههینهشرفه بموج که بیولوژیکی دارد

 سهولت در انجا  (.18)گرددها میدر مرحله پرداز  ناونه

 کار، وضوح و شفاف بودن متاد، حساسایت و اتتراشایت

را باه یاس رو  پرکااربرد در  LAMPبالای آن رو  

هاای هجهان جهت حوزه تشخیرای حتای در آزمایشاگا

منااق روستایی در کشورهای در حال توسعه کاه امکاناات 

 .(10)تبدی  ناوده است ،آزمایشگاهی کای دارند

Ai  رو  مذکور را روی  0515و هاکاران در سال

ناونه های فاسیولای بالغ از نقااط مختلاف جهاان مانناد 
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هااای تخاام و نیجریااه، اسااپانیا آمریکااا و فرانسااه و ناونااه

 گاا  از چااین روی ناحیااه ژناایحلااهون آلااوده بااه ان

ribosomal intergenicspacer (IGS)  .انجااا  دادنااد

قابلیت کاربرد بالینی در  LAMPنتایک نشان دادند رو  

هاای فاسایولا باه تراو  در تشخیص و افتاراق گوناه

باا اساتفاده از رو   (.4)باشادمنااق انادمیس را دارا مای

Reverse Transcriptase-LAMP  0515در ساال، Adams 

لیشاااانیا روی  انگاا  و هاکاااران اقاادا  بااه جداسااازی

بارای  RT-LAMPحساسایت . های باالینی ناودنادناونه

در  لیشااانیوز احشااییهای تون بیااران مباتلا باه ناونه

پی )آسپیره مغه نخاع و غادد ومقایسه با رو  میکروسک

 درشااد 08 پوسااتیو باارای نااوع  درشااد 83لنفاااوی( 

 (.05)گهار  شد

  متاااااد 0514هاکااااااران در ساااااال رافتااااای و 

LAMP Microfluidic  را با استفاده ازcapillary tubes 

 Mycobacterium tuberculosisجهت تشخیص ساری  

معرفی ناودند. نتایک مطالعه نشان داد که این رو  فقاط 

و  pg 1ml-1حاادود  LODدقیقااه بااا  10ظاارف ماادت 

قاادر  درشد 00و  05حساسیت و اتتراشیت به ترتیب 

  (.01)باشدتشخیص این ارگانیسم می به

 در مطالعااااااه حاضاااااار بااااااا اسااااااتفاده از رو  

LAMP Conventional  ایهوله فاسیولا هپاتیکا  33تعداد

ایهوله فاسایولا ژیگانتیکاا شناساایی و تعیاین گوناه  17و 

شدند. در آتر شایان ذکر است کاه رو  معرفای شاده 

یاس هاای فاسایولا در مطالعه حاضر جهت افتراق گوناه

رو  قاب  اااینان با حساسیت و اتتراشایت باالا و در 

عین حال ساده و آسان بوده که بدون نیااز باه تجهیاهات 

هاای فیلادی را گران قیات، قابلیت انجا  کار در محایط

نسابت  LAMPبه علت برتری بالای رو  باشد. دارا می

هااای کلاساایس هااای مولکااولی و رو بااه سااایر رو 

از این رو  باه عناوان یاس رو  توان شناسی میانگ 

تشخیری جایگهین جهت کاربردهای بالینی، تشخیرای 

شناسایی و افتراق سایر های فاسیولا و انگ و تعیین گونه 

این رو  قابلیت استفاده عوام  عفونی نیه استفاده کرد. 

در مطالعااات اپیاادمیولوژیکی، تشااخیص بااالینی، کنتاارل 

ولیازی  انساانی و بیااری و تعیاین گوناه در زمیناه فاسای

حیوانی به تراو  در مناااق انادمیس بیاااری را دارا 

 باشد.می
 

 سپاسگزاری
باوده  00-00این پلاوه  قساتی از اارح مراوب 

 که با حاایت مالی معاونت تحقیقات و فان آوری دانشاگاه

علو  پهشاکی مازنادران انجاا  شاده اسات. از معاونات 

 حتار  گاروهمحتر  پلاوهشی این دانشگاه، تاامی اعضاای م

 کشاتارگاه میانکالاهانگ  شناسی و مدیریت و کارکناان 

 ( شهرستان جویبار کاال تشکر و قدردانی را دارد.)نیکپور
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