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60  1388مرداد و شهریور  ، 71 ، شماره نوزدهم دوره                                                           مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

های هیداتید  تنوع ژنیتکی اکینوکوکوس گرانولوزوس جدا شده از کیست
  ایزوله بوفالو از شمال هند، گوسفند، گاو وشتر از شمال ایران

 
  3اسداالله خان        2مالک ارشاد االله       1شیرزاد غلامی

  
  چکیده

یولوژی و کنترل بیماری در منـاطق       های اکینوکوکوس گرانولوزوس از لحاظ اپیدم       تنوع ژنیتکی گونه   :سابقه و هدف    
های   پروتواسکولکس ،گرانولوزوس اکینوکوکوسهای     ها یا ژنوتیپ   بنابراین جهت تعیین استرین   . بومی دارای اهمیت است   

 بـا روش  ،های کبدی گوسـفند، گـاو وشـتر از شـمال ایـران      های هیداتید کبدی و ریوی بوفالو از شمال هند و کیست   کیست
  .لعه و مقایسه قرارگرفتندمولکولی مورد مطا

هـای حیـوانی     های ایزولـه   های هیداتید بارور از کبد وریه       کیست های پروتواسکولکسدراین مطالعه    : روش ها  و مواد
 و های گوسفند، گاو وشـتر از کـشتارگاه شـهر سـاری     های کبد ایزوله کیست وبوفا لو از کشتارگاه شهر علیگر در شمال هند       

 بعـد از اسـتخراج و       PCR-FRLP انگل با روش     ITS1- rDNAخصوصیات ملکولی   . آوری شد  مع از شمال ایران ج    گرگان
 )Alu1, Msp1, EcoR1,Hha1 and Taq1( اندو نوکلئازی آنزیم محدود الاثر تجزیه کننده 5 و هضم آنزیمی با DNAتکثیر

  .و الکتروفورز بر روی ژل آگاروز مورد مطالعه قرار گرفت
هـا   و بـا الگـوی متفـاوت در ایزولـه    مختلـف   در اندازهای ITS1- rDNAضر بیش از یک قطعه      در مطلعه حا   : یافته ها 

هـا    دیگـر ایزولـه    ی نسبت به   ریوی بوفالو الگوی متفاوت    DNA تاندازه قطعا از نظر اندازه و تعداد قطعه،       . حیوانی مشاهده شد  
هـای   های ریوی ودیگـر مـشابه الگـوی    وی ایزوله یکی مشابه الگ، قطعات کبدی با دو الگوDNA و اندازه و الگوی نشان داد 

باتوجـه  . باشـد  ها یا وجود دو استرین متفاوت می       گوسفند، گاو و شتر بوده است که نشان دهنده تفاوت ژنیتکی دربین ایزوله            
لگـوی  توان نتیجه گرفت که ا مده بعد هضم آنزیمی می   آ از نظر اندازه، تعداد والگوی بدست        DNAبه تشابه و تفاوت باندها      

DNAهای  های گوسفندی و شتری از ایران با آنزیم همچنین ایزوله های ریوی وکبدی بوفالو از هند و  ایزولهTaq1 و Msp1 
 ، با یکدیگردر الگوی بدست آمده هستند ولی از نظـر تعـداد و انـدازه بانـدها بـا یـک دیگـر                       اتیدر حین تشابه دارای اختلاف    

های ریوی بوفالو از هند کـاملا         ایزوله ITS1از طرفی الگوی     .باشند میمشابه   Hha1 و ,Alu1 EcoR1های   بخصوص با آنزیم  
 دو اسـترین    PCR-FRLPبنـابراین بـر اسـاس الگوهـای         . باشـد   مـی  شـتر  گوسفند، گاو و  الو،  فهای کبدی بو   متفاوت از ایزوله  

  .دنشبا  میاز نظر ژنوتیپ متفاوتمشاهده شد، که ) G3(و بوفالوی ) G1(گوسفندی 
 بوفـالو  هری ـ  کبـد و   ه شد های هیداتید ایزوله   در کیست  ،نظرخصوصیات ژنیتکی ، از   دانتایج این مطالعه نشان د     : تاجاستن
شـتر   هـای گوسـفند، گـاو و       در ایزوله  و) G1 و استرین مشابه گوسفندی    G3استرین بوفالوی   (دو استرین متفاوت     شمال هند 

هـا بایـد در مطالعـات بعـدی بخـصوص مطالعـه        ن تفاوت ژنوتیپی ایزولهای وجود دارد که   تنها استرین گوسفندی  شمال ایران   
  .های میتوکندری و تعیین توالی اسیدهای آمینه مشخص گردد ژن

  
  PCR-RFLP of ITS1، کیست هیداتید، تنوع ژنیتکی، اکینوکوکوس گرانولوزوس  : های کلیدی هواژ

  

  مقدمه
بیماری هیداتیدوزیس که عامـل آن اکینوکوکـوس        

هـای    یکـی از مهمتـرین بیمـاری    باشـد،  مـی لوزوس  گرانو
 لحــاظ پزشــکی،  کــه ازبــوده مــشترک یــا زئونــوزانگلی

  از  اریــدر بسی ادیـاظ اقتصـی از لحــحت ی وـزشکـدامپ
 

    دانشکده پزشکی، گروه انگل شناسی- جاده خزرآباد18کیلومتر  : ساری-شیرزاد غلامی :مولف مسئول
  ir.ac.mazums@sgholami,  com.yahoo@1384shirzad :mail-E              دانشگاه علوم پزشکی مازندران،انشکده پزشکی د،شناسیگروه انگل شناسی و قارچ  .1
   هند،یگر دانشگاه اسلامی عل،گروه بیوتکنولوژی. 3                   هند، دانشگاه اسلامی علیگر،گروه زئولوژی. 2

  25/6/88 :            تاریخ تصویب18/5/88: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           23/4/88: ریافت تاریخ د
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            شیرزاد غلامی و همکاران                هشی    پژو  
  

61  1388مرداد و شهریور  ، 71ماره  ، شنوزدهم دوره                                                           مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

 .)1-4(دنیا از جمله ایران و هند دارای اهمیت است         مناطق
این بیماری در اغلب نقاط کشور ایران و هند بخـصوص           

ــواحی روســتایی کــه معمــولا دام  ــر   ن ــه صــورت غی ــا ب ه
بـه همـین جهـت     .شـود شـایع اسـت    اشتی کشتار مـی بهد

دلایل آشکاری برای شرایط اضـطراری بیمـاری کیـست          
هیداتید در این دو کشور و بـسیاری از نقـاط دنیـا وجـود         

 های اهلی مانند   در دام از ایران و هند      این بیماری    .)3-5(دارد
بز، گاو و انسان به عنـوان میزبانـان          شتر، بوفالو، گوسفند،

 ،های اهلـی   از بین دام  . )3،4،6،7(رش شده است  واسط گزا 
به عنوان میزبانان واسط    در ایران   بوفالو درهند و گوسفند     

 شـوند  مناسب کیست هیداتید در این کشور ها محسوب می        
 ومیزان شیوع و باروری کیست دراین حیوانات بالا گزارش        

هر چند چهـار گونـه اکینوکوکـوس         .)9،4،6،8(شده است 
 اکینوکوکـوزیس یـا هیداتیـدوزیس در        در ایجاد بیماری  

 تحقیقـات در منـاطق مختلـف       ،انسان شناخته شـده اسـت     
و تغییرات  )strain variation( نشان دهنده تنوع استرینی

 بخـصوص در  ،ها گونه بین در) genetic variation(یکی تژن
 برحـسب میزبـان و منطقـه        ،گرانولـوزوس  کینوکوکوسا

 با توجه بـه ایـن تغییـرات         .باشد میجغرافیایی انتشار انگل    
های اکینوکوکوس گرانولـوزوس     ژنیتکی و تنوع استرین   

هـا   در مناطق مختلف اندمیک بیماری، وجود این استرین       
های کنترل بیماری بویژه در انسان       تواند بر روی برنامه    می

از طرفی این تنوع   .)12،22،36-10(تاثیر بسزایی داشته باشد   
وژی و همچنین بر تشخیص،     بر روی اپیدمیولوژی و پاتول    

درمان موثر دارویی، واکسیناسیون بر علیه انگل و کنتـرل     
وپیشگیری کیست هیداتید در انسان و حیوانات به عنـوان    
میزبان واسط تاثیر دارد که در مطالعات باید مورد توجـه           

  .)13-15(گیرد و استقاده قرار
اکینوکوکوس گرانولوزوس دارای درجـات بـالایی       

هـای    هـر چنـد خـصوصیات گونـه        .یتکی است از تنوع ژن  
 اکینوکوکوس گرانولوزوس و تنوع ژتیتکـی آن در منـاطق         

 هـای مرفولـوژی و   اندمیک در انسان و حیوانات بـا روش    
 در حـال    .)10،12،13(ه اسـت  قرارگرفته  مطالع زیستی مورد 

 اکینوکوکـــوسهــای   حاضــر بــرای شـــناخت اســترین   

ــوژی،گرانولــــوزوس   عــــلاوه برخــــصوصیات مرفولــ
هـای مولکـولی بخـصوص       یوشیمایی و زیـستی از روش     ب

   بـــــویژه ناحیـــــه PCR-RFLPهــــای برمبنـــــای   روش
rDNA-ITS1    و سکانس DNA      ایـن  . اسـتفاده مـی شـود

از جملــه منــاطق ژنــی مناســب موجــود در ) ITS1(ناحیــه
rDNA باشد که با کیفیت وکمیت مناسب برای تهیـه           می

  قوی وخالص برای مطالعات مولکـولی  PCRمحصولات  
هــا جهــت  ایــن روش. )11،16،17(باشــد  مــیدارای اهمیــت 
ــه ــین ایزولـ ــترین  تعیـ ــا اسـ ــا یـ ــای  هـ اکینوکوکـــوس هـ
ــوزوس ــل در   گرانولـ ــال انگـ ــوی انتفـ ــین الگـ  و همچنـ

های واسط در منـاطق مختلـف جغرافیـایی توسـط            میزبان
تــاکنون . )17،18(گیــرد مــی محققــین مــورد اســتفاده قــرار

-G1( یـا اسـترین       ژنوتیپ 10براساس مطالعات مولکولی    

G10 ( ــوزوس از ــوس گرانول ــده  اکینوکوک ــایی ش  شناس
  .)18-22(است

 از  اکینوکوکوس گرانولـوزوس  هرچند خصوصیات   
میزبانــان (شــمال هنــد و شــمال ایــران در انــسان و دامهــا  

هــای مرفولــوژی و بیوشــیمیایی توســط  بــا روش) واســط
 )3،9،23،24(تلف مورد مطالعه قرارگرفته است    خمحققین م 

 ماننـد   ،هـا  هـای انگـل در دام      هـا یـا ژنوتیـپ      سـترین ولی ا 
های مولکولی   گاو، شتر و انسان با روش      گوسفند، بوفالو،
ــویژه  ــرارPCR-RFLPب ــه اســت  مــورد مطالعــه ق . نگرفت

 اکینوکوکـوس هـای    بنابراین جهت تعیین استرین یا ژنوتیپ     
آوری شـده از     های جمع  ، پروتواسکولکس گرانولوزوس

های کبدی و ریـوی بوفـالو از         زولههای هیداتید ای   کیست
و شـتر از     گـاو  های کبـدی گوسـفند،     شمال هند و ایزوله   

 rDNA-ITS-1 ناحیـه    PCR-RFLP شمال ایران با روش   
  .گرفت مورد مطالعه و مقایسه قرار

  

  مواد و روش ها
هـای   های کیـست   در مطالعه حاضر پروتواسکولکس   

هـای   ه ایزول ـ20 ایزوله حیـوانی شـامل    116هیداتید بارور   
در  ایزوله ریوی بوفالو ازکشتارگاه شهر علیگر      54کبدی،

ایزولــه  13 ایزولــه کبــدی گوســفندی، 16شــمال هنــد و 
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 تنوع ژنتیکی اکینوکوکوس گرانولوزوس کیست های هیداتید
 

62  1388مرداد و شهریور  ، 71 ، شماره نوزدهم دوره                                                                     مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران            

 ایزوله کبدی 13و کشتارگاه شهر ساری کبدی گاوی از
از شـــمال ایـــران  کـــشتارگاه شـــهر گرگـــان شـــتری از

ها، محتویـات    آوری کیست   پس از جمع   .آوری شد  جمع
 بار شستشو   3 آسپیره و پس از    هرکیست با سرنگ استریل   

در .  نگهداری شد   درصد 96با سرم فیزیولوژی در اتانول      
هـای    کیـست  هـای  پروتواسکولکسهای   این مرحله نمونه  

آوری شده از هر حیوان بعنوان یک ایزولـه          هیداتید جمع 
های   نمونه DNAراج  ـرای استخ ـده و ب  ـه ش ـر گرفت ـدر نظ 
ــ17 و) pooled samples(وط ـر ایزولــه مخلـــهــ ه ـ نمون

 بـا   DNAهـا بـرای اسـتخراج        پروتواسکولکس از ایزولـه   
در الکـل    شتسـشو و   Ph,7.2 ، (PBS( بافر فسفات نمکـی   

  . درجه سانتگراد نگهداری گردید-20 در  درصد70
  

  DNA استخراج
های مخلوط    پروتواسکولکس DNAبرای استخراج   

 5( های هیداتید ایزوله های کبدی و ریوی بوفـالو         کیست
)  نمونه 5(و کبدی گوسفندی ،گاوی و شتری       )  نمونه 7و

هـا پـس از شتسـشو بـا           ژنـومی نمونـه    DNA .انتخاب شد 
)Ph,7.2 (PBS          بر طبق روش سـمبورگ و همکـاران در 

یناز ئ و پروت  SDS از روش هضم انگل در     ،)25( 1989 سال
K   ــتخراج ــت اس ــتفاده از کی ــا اس ــتDNA ب ــای   از باف ه

   از بنگلــور هنــد Genei ســاخت کمپــانی KT82حیــوانی 
(Mammalian Genomic DNA prep kit, KT82,   

  
  

Genei, Bangalore)   در ایـن مرحلـه   . اسـتخراج گردیـد
200ml      از هر نمونه در µl 180    در  بافر لیز کننده و µl20 

 3 سانتی گراد بـه مـدت        55در دمای     هضم و  K ینازئپروت
 ژنـومی پـس از اسـتخراج در         DNA. ساعت انکوبـه شـد    

ــافر  ــای Tris-HClب ــشو و در دم  ســانتی گــراد -20 شست
 )SOD(  با روش اسپکترومتریDNAنگهداری و غلظت 

  .تعیین شد
  

  PCR-RFLP به روش rDNA-ITS1تکثیرو هضم آنزیمی 
  بر طبـق   ،   PCR به روش  rDNA-ITS1تکثیر ناحیه   

  

  بــــا اســــتفاده از و  )10(روش بــــاولز و مــــک مــــانوس
پـانی نیولایـف    ساخت کم Te-S دستگاه ترموسیکلر مدل  

تغییراتـی  انجـام   بـا  (New Life Company, India)هند 
  پرایمرهـــای  PCR بـــرای واکـــنش هـــای .انجـــام شـــد

ــت  ــاBD1رف ــف  ب ــای  ردی -Forward BD1, (5′{ه

GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-3′){   و برگشت 
4S ــای ــف هـــ ــا ردیـــ     TCTAGATGC-′5) { بـــ

TTCGAA (G/A) TGTCGATG-3′) Reverse 4S{ 
 .)10(ط باولز و مک مانوس استفاده شـد  طراحی شده توس  

 بـرای ازدیـاد قطعـه       4S و   BD1از پرایمرهای اختصاصی    
ITS1) Internal transcribed spacer 1 (   کـه بـر روی
ریبـوزومی   S 8/5 DNA  و S 18 ساب یونیـت     2های   ژن

)rDNA (  برای تکثیـر قطعـه فـوق       . اده شد فقرار دارد است
 µl DNA template 5 میکرولیتـری شـامل   50حجـم  

(200ng/µl) ،10 mM Tris- HCl buffer (pH , 9.0), 

500 mM KCl, 2.5 mM Mg Cl2  2.5 ، از هـر mM 

dNTP،   از پرایمرهـایBD14 وS 24 pmol 1.5 و unit 
 آمــاده PCR در محلــول واکــنش Taq polymeraseاز 

ــد ــرایط . ش ــه  PCRش ــر ایزول ــرای ه ــامل ب ــاتوره :ش    دن
   دقیقـــه 5ت  بـــه مـــد 95oCاولیـــه یـــک ســـیکل در   

)initial denaturing 1 cycle 95oC for 5 min ( 30و 
ــیکل در  ــه     95oCسـ ــک دقیقـ ــدت یـ ــه مـ ــاتوره بـ  دنـ

)denaturation, 95oC for 1 min(  55، دمای اتصالoC 
، (annealing,55oC for 1 min)مدت یک دقیقه  گراد به سانتی

 extension( بـه مـدت یـک دقیقـه     72oCمرحلـه تکثیـر   

,72oC for 1 min (  72و تکثیر نهـاییoC    بـه مـدت پـنج 
. بـوده اسـت  ) final extension, 72oC for 5 min(دقیقـه  

 5/1 بعــد از تکثیــر از طریــق ژل اگــاروز  PCR محــصول
 )TAE) 1.5% (w/v)Tris-acetate-EDTA در بافر درصد

ســپس ژل بــا اتیــدیوم برومایــد    . الکتروفــورز گردیــد 
ه ژل داکـت    ستگاد توسط   DNAآمیزی و باندهای     رنگ

  مـشاهده (Gel Chemi Doc, BioRad)متصل به کامپیوتر 
  .)34،35(گردید

 DNAبعـد از تکثیـر    برای هر ایزولـه    PCRمحصول  
ــا  ــه ب ــزیم 5جداگان ــده محــدودالاثر آن ــه کنن ــدو  تجزی ان
ــازی ــا Taq1 وAlu1,Msp1,EcoR1,Hha1 نوکلئـــ  بـــ
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 بـافر   10xغلظـت هـای مـشخص در         مشخصات زیر و بـا    
 بـه مـدت   Genei, Bangaloreکارخانه تهیه شده توسط 

  . هضم آنزیمی شد37oC ساعت در دمای 10-6
[AluI(5′ AG/CT 3′), HhaI (5′ GCG/C 3′), 

MSPI (5′ C/CGG 3′),Taq I (5′ T/CGA 3′), 

EcoRI ( 5′ G/AATTC 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) 
ــس از  ــصول   پ ــی مح ــضم آنزیم  از PCR-FRLPه

 با ولتـاژ    TAE در صد در بافر       درصد 3ل اگاروز   ژطریق  
50-100 mV سـپس ژل بـا اتیـدیوم    .  الکتروفورز گردیـد
 توسط دستگاه ژل    DNAآمیزی و باندهای     بروماید رنگ 

. ه و تصاویر تهیه گردیـد     داکت متصل به کامپیوتر مشاهد    
 FRLP و هضم آنزیمـی      PCRاندازه قطعات محصولات    

 تعیـین و الگوهـای      UVIdocافـزار    هر ایزوله بوسـیله نـرم     
  . با یکدیگر مقایسه شدDNAمختلف 

  

  یافته ها
هـــای  پروتواســـکولکس DNAدر ایـــن مطالعـــه  

 های مختلف دامی   های هیداتید جدا شده از ایزوله      کیست
با استفاده از روش مولکولی     ) گاو، شتر  د،گوسفن بوفالو،(
)PCR-RFLP of rDNA- ITS1 (    مـورد بررسـی قـرار

 اکینوکوکــوس  rDNA از ITS1ابتــدا ناحیــه  . گرفتنــد
 تکثیر و سـپس بـا الگوهـای         PCR به روش    گرانولوزوس

RFLP     آنزیم اندونوکلئاز مقایسه گردیـد     5 با استفاده از  .
ــصول  ــر   PCRمح ــده از تکثی ــت آم  rDNA-ITS1 بدس

را ) دو و چهار قطعه    (DNAالگوهای متفاونی از باندهای     
ــه ــشان داد   در ایزول ــدازه ن هــای دامــی از نظــر تعــداد و ان

هـای کبـدی و ریـوی بوفـالو از       ایزوله). 1تصویر شماره   (
 1هـای بیـشتراز      ای در اندازه   مشابه هند قطعات متفاوت و   

یـر   کیلـوبیس پ   1 کیلوبیس پیر و کمتر از       1 ،کیلوبیس پیر 
و ) 1100bp and 1000bp(ه ــــعـطـار قــــهـا دو و چــب

های کبـدی بوفـالو از هنـد، گوسـفندی، گـاوی و              ایزوله

ای را با یک و دو قعطه        شتری از ایران تقریبا اندازه مشابه     
 1000و 900 و کمتـر ازآن      کیلـوبیس پیـر    1های   با اندازه 
تـصویر  (دهد  نشان می) 1000bp and 900bp( جفت باز

 DNAالگــوی حاصــل از تکثیــر بنــابراین دو ). 1ماره شــ
 اکینوکوکـوس گرانولـوزوس   های کبدی و ریوی      ایزوله

بوفالو از نظر ژنوتـایپی ضـمن تـشابه بـا یکـدیگر تفـاوت         
 اکینوکوکـوس هـای کبـدی      دارند در صورتی که ایزوله    

گوسفندی، گاوی و شـتری از نظـر          بوفالو، گرانولوزوس
  .دارندژنوتایپی با یکدیگر شباهت 

  
  

  
  

و انـدازه آن هـا پـس از    مقایسه باندهای تولید شـده       :1تصویر شماره   
  : از ایزوله های مختلف اکینوکوکوسPCR با روش DNAتکثیر 

B1:  (kb and 0.9 kb 1.1)   نمونه های ریوی بوفالو

B2: نمونه های کبد بوفالو (1.o7 kb and 0.9 kb) 

C: مونه های کبد گاوی  ن  (1.05 kb) 

Sh:  (kb and 0.9 kb 1.0)  نمونه های کبد  گوسفند

Ca: نمونه های کبد  شتر  (1.0 kb and 0.85 kb) 

N:  کنترل منفی بدون DNA 
L: DNA lader 

  
  PCR-RFLPهضم اندونوکلئازی و بررسی 
ــضم   ــت هــــــ ــدونوکلئازی جهــــــ  DNAانــــــ

 5 از اکینوکوکـوس گرانولـوزوس   های   پروتواسکولکس
ــهمحـــدودالاثرآنـــزیم  ــازیکننـــده   تجزیـ  انـــدو نوکلئـ

Alu1,Msp1, EcoR1,Hha1،Taq1  با توالی متفـاوت از 
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 PCRمحصولات تکثیر شـده     . ها استفاده شد   نوکلئوتیدی
 DNA الگوهای متفاوتی ازقطعات     ،هضم آنزیمی  پس از 

 در  Taq1آنـزیم   ). 4 تـا    2  شـماره  تـصاویر (را نشان دادند  
هـای کبـدی      قطعـه، درایزولـه    4 ،فالوهای ریوی بو   ایزوله

 یک  ،های شتری   قطعه و در ایزوله    2 ،بوفالو و گوسفندی  
 مشاهده شد در صورتی که هیچ قطعه ای در          DNAقطعه  
 تـصویر ( های گاوی با این آنزیم مـشاهده نگردیـد         ایزوله
با عمل هضم آنزیمی، آنـزیم      ). 1جدول شماره    ،2شماره
Hha1     الگوهای مشابه انزیم Taq1    قطعه بـا    2و  4با ایجاد 
اوت با آنـزیم هـای دیگـر در ایزولـه هـای           فهای مت  اندازه

ــکبــدی و ریــوی بو ــشان داد ف  ،2 شــمارهتــصویر(الو را ن
ــزیم ). 1جــدول شــماره   الگــوی مشخــصی در Msp1آن

، 8/0،  6/0 ( قطعـه    3های کبدی و ریوی بوفـالو بـا          ایزوله
 4ری  های گوسفندی و شت    و در ایزوله  ) کیلوبیس پیر  5/0

ــسان     ــا یک ــدازه تقریب ــا ان ــه ب  9/0، 8/0، 6/0 ، 5/0( قطع
 ).1جدول شـماره   ،3تصویر(ایجاد نمود است  ) کیلوبیس پیر 

 در DNA  الگــــوی مشخــــصی ازEcoR1بــــا آنــــزیم 
، 6/0 ،   5/0( قطعـه    3های کبدی و ریوی بوفـالو بـا          ایزوله

هـای گوسـفندی و شـتری        و در ایزوله  )  کیلوبیس پیر  8/0
جـدول    ، 3 شـماره  تـصویر (جـاد نگردیـد     ای ای  هیچ قطعه 

 PCRنزیمی محصولات   آ با هضم    Alu1انزیم  ). 1شماره  
هـای یکـسان      قطعه مشخص در انـدازه     6ها   در همه ایزوله  

ای ژنوتایپی از    ایجاد کرد که نشان دهنده الگوهای مشابه      
از نظــر انــدازه و تعــداد در  ) DNA) Homologyتــوالی 

  ). 1جدول شماره ،4 شمارهتصویر(باشد  ها می همه ایزوله
و عمـل    rDNA-ITS1 نتایح بدست آمـده از تکثیـر      

 نـشان   RFLP بـه روش   PCRنزیمـی محـصولات     آهضم  
های  نزیمآاوت ژنوتایپی یا استرینی با      فدهنده الگوهای مت  

Taq1  وHha1  هـای کبـدی و ریـوی بوفـالو از            در ایزوله
هـای   نـزیم آ بـا  DNAای از    بهاشمال هند و الگوهـای مـش      

Msp1، EcoR1و Alu1از طرفی تشابه در تعداد و . است
ــدازه قطعــات  ــهDNAان ــین ایزول ــالو،  ب  هــای کبــدی بوف

 نـشان   Alu1 و   Msp1هـای    گوسفندی و شتری بـا آنـزیم      
  .باشد میها  دهنده تشابه زنوتایپی یا استرینی دراین ایزوله

 
   

          
 

 باندهای تولید شده و اندازه آن هـا         RFLPالگو های   :2ر شماره   تصوی
 از ایزولـه هـای مختلـف    PCR بـا روش   ITS1 پس از تکثیر قطعات

  .اند  هضم آنزیمی شدهHha1وTaq 1که باآنزیم های  اکینوکوکوس
B1:نمونه های ریوی بوفالو     B2: نمونه های کبد بوفالو       Sh:نمونه های کبد  گوسفند  
Ca:  نمونه های کبد  شتر       N:  کنترل منفی بدون DNA     L: DNA lader 

  

  

         
    

 باندهای تولیـد شـده و انـدازه آن هـا            RFLPالگو های     :3تصویر شماره   
ــا روش ITS1 پــس از تکثیــر قطعــات  از ایزولــه هــای مختلــف PCR ب

  .هضم آنزیمی شده اند EcoR1  وMsp1که با آنزیم های کوس اکینوکو
B1:نمونه های ریوی بوفالو     B2: نمونه های کبد بوفالو       Sh:نمونه های کبد  گوسفند  
Ca:  نمونه های کبد  شتر       N:  کنترل منفی بدون DNA     L: DNA lader 

  

    
 باندهای تولید شده  و انـدازه آن هـا           RFLPالگو های     :4کل شماره   ش

 از ایزولـه هـای مختلـف    PCR بـا روش   ITS1 پس از تکثیر قطعات
  . اند هضم آنزیمی شدهAlu1که با آنزیم اکینوکوکوس  

B1:نمونه های ریوی بوفالو        B2: نمونه های کبد بوفالو       Sh:نمونه های کبد  گوسفند  
Ca:  شترنمونه های کبد    C:نمونه های کبدی گاو    N: کنترل منفی بدون DNA   L: DNA lader 

Taq1             Hha1 
 
             L    B1   B1   B2    B2  B2   B1  C 

10.0 kb

1.0 kb
1.0 kb 

Taq1 
 
Sh   Ca    N 

10.0 kb

1.0 kb

1.0 kb 
 
 

1.0 kb 

Taq1          Hha1 
 
             L    B1   B1   B2    B2  B2   B1  C 

Msp1 
 
 L                Sh  Ca  

1.0 kb 
 

0.8 kb 
0.7 kb 
0.6 kb 
0.5 kb 

 

0.4 kb 
 

0.3 kb 

   L      B1     B2       C      Sh   Ca      N  
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  اندو نوکلئازی تجزیه کننده  بعد از هضم آنزیمی با آنزیم های متفاوت محدودالاثرDNAتعداد واندازه قطعات   :1جدول شماره 
  

 وانی   پرتواسکولکس های کیست های هیداتید بارور ایزوله های حی 

 آنزیم ها    نمونه ریوی بوفالو  نمونه کبدی بوفالو  نمونه کبدی  گوسفتد  نمونه کبدی گاو نمونه کبدی شتر
  
 
- 

   اندارهباند با 1
05/1  

 کیلوبیس پیر

   باند با انداره های2
8/0، 5/0 

 کیلوبیس پیر

   باند با انداره های2
1/1، 5/0 

 کیلوبیس پیر

   باند با انداره های4
13/1، 9/0، 5/0 ،4/0 

  *کیلوبیس پیر
 

Taq1 

 
 
-  

 
 
-  

 
 
-  

   باند با انداره های2
7/0، 5/0 

 کیلوبیس پیر

   باند با انداره های4
7/0، 5/0 ،4/0 ،3/0 

  کیلوبیس پیر
 

Hha1 

 
 
 
-  

   باند با انداره های2  
9/0، 8/0 

  کیلوبیس پیر

   باند با انداره های4 
9/0، 8/0 ،6/0 ،5/0 

  کیلوبیس پیر
 

  اند با انداره های ب3
8/0 ،6/0 ،5/0 

  کیلوبیس پیر

   باند با انداره های3
8/0 ،6/0 ،5/0 

  کیلوبیس پیر

Msp1 

 
 
 
-  

 
 
 
-  

 
 
 
-  

   باند با انداره های3
8/0 ،6/0 ،5/0 

 کیلوبیس پیر

   باند با انداره های3
8/0 ،6/0 ،5/0 

  کیلوبیس پیر
  

EcoR1  

  6/0، 7/0 باند با اندازه های 6
52/0 ،45/0 ،37/0، 8/0  

  کیلوبیس پیر

  6/0، 7/0 باند با اندازه های 6
52/0 ،45/0 ،37/0، 8/0  

   کیلوبیس پیر

  6/0، 7/0 باند با اندازه های 6
52/0 ،45/0 ،37/0، 8/0  

  کیلوبیس پیر

  6/0، 7/0 باند با اندازه های 6
52/0 ،45/0 ،37/0، 8/0  

  کیلوبیس پیر

  6/0 ،7/0 باند با اندازه های 6
52/0 ،45/0، 37/0  ،8/0  

  کیلوبیس پیر

Alu1  

  

  . یافته نشدDNA هیچ باندی از -
   .DNA اندازه قطعات (Kb) کیلوبیس پیر *

  

  بحث
 DNA از   ITS1در مطالعه حاضر بیش از یک قطعـه         

 جــــــدا شــــــده از گرانولــــــوزوس اکینوکوکــــــوس
هـای   های هیداتید در اندازه    های کیست  پروتواسکولکس

های ریوی    در ایزوله  PCRمتفاوت بعد از تکثیر محصول      
 گـاوی    و و کبدی بوفالو از هند و ایزوله های گوسفندی        

الگوهای حاصـل از تکثیـر      براساس  . از ایران مشاهده شد   
DNAاکینوکوکـــوسهـــای کبـــدی و ریـــوی   ایزولـــه 

 بوفالو از نظر ژنوتایپی متفاوت از یکـدیگر         گرانولوزوس
اکینوکوکـوس  هـای کبـدی    هستند در صورتی که ایزوله 

گوسفندی، گاوی و شـتری از نظـر          بوفالو، نولوزوسگرا
ــد   ــباهت دارن ــدیگر ش ــا یک ــایپی ب ــات  . ژنوت ــدازه قطع   ان

DNA-ITS1 های کبدی و ریوی بوفالو از هند در          ایزوله
کیلـوبیس   1 و کمتر از     کیلوبیس پیر  1های بیشتراز    اندازه
ــر ــه  پی ــار قطع ــا دو و چه و ) 1100bp and 1000bp( ب

های کبـدی بوفـالو از هنـد، گوسـفندی، گـاوی و              ایزوله
ای را با یک و دو قعطه        شتری از ایران تقریبا اندازه مشابه     

   کیلــــوبیس پیــــر و کمتــــر از آن 1هــــای  بــــا انــــدازه
)1000bp and 900bp ( باشـد کـه بیـانگر وجـود دو      مـی

یـا  (ژنوتایپ متفاوت از انگل یعنـی ژنوتایـپ بوفالویـای           
ــترین  ــپ گو) G3اس ــفندی و ژنوتای ــترین (س ــا اس ) G1ی
ــت ــه از     . اس ــن مطالع ــده در ای ــت آم ــایج بدس ــشابه نت م

 هــای حیــوانی و  در ایزولــهاکینوکوکــوس گرانولــوزوس
ــه  ــایی در ایزول ــواحی مختلــف جغرافی ــسانی در ن هــای  ان

بوفالوی، گوسفندی، شتری ازجمله ایران و هند گـزارش    
  .)10،12،13،19،3(شده است

 اســکات و  ،1994بــاولز و مــک منــوس در ســال    
هـای    از ایزولـه   ITS1 دو قطعه از     1997همکاران در سال    

انـسانی در    گوسفندی و خـوک و یـک قطعـه در ایزولـه           
و احمـدی و     2002هند و فـصیحی و همکـاران در سـال           

های گوسـفندی،    در ایران در ایزوله 2006دلیمی در سال    
ــات    ــدازه هــای قطع ــا ان ــسانی ب  DNA-ITS1شــتری و ان

) کیلـوبیس پیـر    1/1 تـا    0 /9دازه قطعـات    ان( تقریبا مشابه 
از طرفی جمـالی و همکـاران       . )3،4،10،26(گزارش کردند 

گاوی و گوسـفندی   های انسانی،  در ایزوله2004در سال   
   را بـا انـدازه تقریبـی        DNA-ITS1ازه قطعات   داز ایران ان  

 اند که مشابه اندازه قطعـات        گزارش کرده  کیلوبیس پیر  1
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DNA-ITS1   گـاوی و   های گوسـفندی،   زوله حاصل از ای 
ــی    ــران م ــمال ای ــه از ش ــن مطالع ــتری در ای ــد ش . )27(باش

هــای    در ایزولــه 2007همکــاران در ســال    باتــاچری و 
بـیس  DNA-ITS1 )1046بوفالوی هند اندازه متفاوت از      

 981(هـای گوسـفندی و گـاوی         در مقایسه با ایزولـه    ) پیر
 از اند که با نتـایج حاصـل   گزارش کرده )  جفت باز  980و

 DNAمطالعــه حاضــر تــا حــدودی در انــدازه قطعــه اول  
  .)28(اختلاف دارد)  جفت باز1100(

 بـه   rDNA-ITS1با توجه به نتـایج حاصـل از تکثیـر           
شود که طول واندازه ناحیه قطعه        استنباط می  PCRروش  
ITS1 بــر حــسب نــوع اکینوکوکــوس گرانولــوزوس در 

ییراتـی را   میزبان و محل کیست هیداتید در بدن میزبان تغ        
ای  دهـد کـه بیـانگر تنـوع ژنیتکـی درون گونـه             نشان مـی  

 اسـت   اکینوکوکـوس گرانولـوزوس   در انگـل    ) استرینی(
ــی    ــاظ علمـ ــه از لحـ ــی  (کـ ــل شناسـ ــک و انگـ ، )ژنیتـ

 های کنترل این انگل در انـسان و        اپیدمیولوژیکی و برنامه  
  .)12،14،18(ها دارای اهمیت است دام

کـــوس اکینوکو PCR-RFLPالگوهـــای محـــصول 
هـای   های کبدی وریـوی کیـست       در ایزوله  گرانولوزوس

گاوی و شتری    هیداتید بوفالو از شمال هند و گوسفندی،      
 ی انــدونوکلئاز محــدودالاثرآنــزیم 5از شــمال ایــران بــا 

 از  ITS1 قطعـه    RFLPبیانگر تشابه و تفـاوت در الگـوی         
هـای   آنـزیم نظر اندازه، تعداد و طول است به نحـوی کـه     

EcoR1 و Msp1های کبدی  ای در ایزوله  الگوهای مشابه
گوسفندی  های  در ایزوله  Msp1 با آنزیم  و ریوی بوفالو و   

 الگوهـای مـشابه در      Alu1و شتری و همچنـین بـا آنـزیم          
هـای   ها نشان دادنـد در حـالی کـه دو الگـوی            همه ایزوله 

 از نظر تعـداد و    Hha1 و   Taq1های   مختلف توسط آنزیم  
ــه  ــدازه در ایزول ــای ب ان ــوه ــتری   الوی،ف ــفندی و ش گوس

 در  DNAتعـداد بانـدهای      از طرفی اندازه و   . مشاهده شد 
 و  Taq1هـای    ایزوله های کبدی و ریوی بوفالو بـا آنـزیم         

Hha1  اوت در ژنـوم    ف ـباشد که نشان دهنده ت      متفاوت می
ITS1باشد  از نظر توالی ژنی در هر دو ایزوله می.  

  اکینوکوکـــوس تفـــاوت مرفولـــوژی وبیولـــوژی   
  

ــوزوسگر ــهانول ــد در برخــی از    ایزول ــالو از هن ــای بوف ه
هـای   مطالعات قبلی نشان داده شـده اسـت کـه بـا ایزولـه             

ــل . )29،30،31(گوســفندی متفــاوت اســت  ــه و تحلی تجزی
در  توســط بــاول و همکــاران Cox1ترتیــب و تــوالی ژن 

 نشان داد کـه بوفـالوی هنـدی اسـترین مجـزا             1992 سال
)G3 (     دی متمـایز  است که کاملا از گاو هلن)G5 (   و فقـط

 )32(است  ) G1(کمی متفاوت از استرین شایع گوسفندی     
مطالعات دیگر انجام شده نشان دهنده تفاوت ژنیتکی یـا           

در هنـد    گاوی های بوفالو از گوسفندی و     استرینی ایزوله 
 از )28،11،12،18(باشـد  مـی سایر نقـاط از جملـه اسـترالیا        و

هــای  زولــه ایITS1 تکثیــر و هــضم آنزیمــی قطعــهطرفــی
دهـد   گوسفندی، گاوی و شتری از شمال ایران نشان مـی         

 DNAهای گوسفندی و شتری الگوی متفاوت        که ایزوله 
 و مشابه در الگوی بدست آمـده بـا انـزیم            Taq1با آنزیم   

Msp1  ــداد اســت ــدازه و تع ــصویر،( از نظــر ان جــدول  ت
ــماره  ــه  ). 1ش ــدی در ایزول ــیچ بان ــه ه ــالی ک ــای  در ح ه

ــاوی و  ــفندی، گ ــزیم  گوس ــا آن ــتری ب ــای   ش  و Hha1ه
EcoR1  آنـزیم   .  مشاهده نگردیدAlu1    ای   الگـوی مـشابه

rDNA-ITS1  ــدهای یکــسان ــا بان در ) homogeneity( ب
ی، گوسـفندی، گـاوی و شـتری نـشان          یهای بوفالو  ایزوله
اکینوکوکــوس دهــد کــه بیــانگر تــشابه ژنیتکــی      مــی

های مختلف با ایـن آنـزیم اسـت           در میزبان  گرانولوزوس
   ).4ویر شمارهتص(

ــترین  ــود اسـ ــاوت   وجـ ــای متفـ ــوس هـ اکینوکوکـ
هـــای حیـــوانی و انـــسانی بـــا   در ایزولـــهگرانولـــوزوس

های مرفولـوژی و مولکـولی در مطالعـات مختلـف       روش
 1993بــاول و مــک مونــوس در ســال . گــزارش گردیــد

هـای    مشابه ویکسان بین ایزولـه RFLPالگوهای مشخص  
 و  Alu1 و   Msp1هـای    اسب و گاو پس از هضم با آنزیم       
) Taq1 و   Rsa1  ،CFo(الگوهای متمایز یـا آنـزیم دیگـر         

فـصیحی هرنـدی و همکـاران در          و )10(اند کردهگزارش  
) G6(و شـتری  ) G1(های گوسـفندی      استرین 2002سال  

های گوسـفندی    بین ایزولهRFLPای از  با الگوهای مشابه  
ــزیم  ــا آن ــتری ب ــای  و ش ــا روش Rsa و Alu1 ،Msp1ه  ب
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PCR-RFLP   ناحیه ITS1   اوت ف ـیـایی مت  فاز نواحی جغرا
هــای   همچنـین وجـود اسـترین   )3(ایـران گـزارش کردنـد   

ــوزوسمتفــاوت   ــران روش اکینوکوکــوس گرانول  در ای
در مطالعه احمدی و دلیمی در      ) PCR-RFLP(مولکولی  

ــال  ــاران  2006س ــگ و همک ــسون و  و )1998( ، زان تامپ
ژی و  های مرفولـو    با روش  )2003 و   2001(مک مونوس   

ــه ــولی در ایزولـ ــوانی و مولکـ ــای حیـ ــا دو هـ ــسانی بـ  انـ
شــتر بــه عنــوان  -گوســفند و ســگ -هــای ســگ چرخــه
هـــای فعـــال انگـــل مـــورد تائیـــد قـــرار گرفتـــه  چرخـــه
ونـت بـه    فتوانـد در انتقـال ع       کـه مـی    )3،4،12،18،33(است

ی نقـش داشـته     فهـای واسـط تـصاد      انسان و سـایر میزبـان     
های واسط   ش میزبان  هر چند در شمال هند نق      )3،18(باشد

به عنوان یک منبع عفونت برای انسان هنوز کاملا روشن          
نشده اسـت ولـی عفونـت در انـسان و حیوانـات از نقـاط              

سـگ و   / بوفـالو ( بـا چرخـه متفـاوت        هندمختلف کـشور  
 و  )1989(توسط ارشـاد االله و همکـاران        ) سگ/ گوسفند

  .)9،28،31( گزارش شده است)2006(بااتا چیریا 
اکینوکوکـوس  با توجه بـه تفـاوت ژنیتکـی           بنابراین  
های کبدی و ریوی بوفـالو از شـمال           ایزوله گرانولوزوس

ــد  ــترین(هن ــای  اس ــشابه ) G1وG3ه ــوس و ت اکینوکوک
 گوسـفندی،  ی،یهـای کبـدی بوفـالو       ایزوله گرانولوزوس

) G1اسـترین (گاوی و شتری از شمال هند و شمال ایران          

 در ایران و هند و   مطالعات اپیدمیولوژی و مولکولی بیشتر    
عـلاوه بـر ایـن بـه دلیـل           .سایر مناطق دنیا مورد نیاز است     

هـا پیـشنهاد      و یا تاثیر زیستگاه    اکینوکوکوستنوع نژادی   
شده است که در مطالعات آینـده، منـاطق جغرافیـایی یـا             

به منظور تأییـد     .)21،22(بوم نیز باید مورد توجه قرارگیرد     
های   متفاوت در ایزولههای این فرضیه در آینده در ارگان   

  انسانی و حیـوانی مطالعـات مولکـولی تکمیلـی بـه ویـژه              
 تـوالی و   )mitochondrial genes(  میتوکندریژن های

 مورد نیاز هستند (amino acid sequencing)اسید آمینه 
 را بـرای درک بهتـر در   بیـشتری  توانـد اطلاعـات   که می

ده توسـط  های هیدا تید ایجاد ش ـ    کیست مورد تفاوت بین  
هــای واســط   کینوکوکــوس گرانولــوزوس در میزبــان  ا

حیوانی و انسانی و همچنین میزبان اصلی جهت کنتـرل و           
  .پیشگیری ارائه کند

  

  سپاسگزاری
از کلیــه همکــاران و افــرادی کــه در انجــام مراحــل  

ــا را  ــه مـ ــن مطالعـ ــوژی و  مختلـــف ایـ ــروه زئولـ در گـ
بیوتکنولـــوزی دانـــشگاه اســـلامی علیگرهنـــد و گـــروه 

ــدران یــاری   نگــلا شناســی دانــشگاه علــوم پزشــکی مازن
  .تشکر را داریم اند کمال تقدیر و نموده
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