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و با استفاده از  PCRبه کارگیري تکنیک  با پاپیلوزوس استرونژیلوئیدستشخیص 
  18S rRNAژن 

3معصومه فیروزامندي و 3، پریسا شهبازي2، آرمان منوچهري*1رقیه نوروزي

6/8/96: تاریخ پذیرش26/12/95:  تاریخ دریافت

چکیده 
که اي نشخوارکنندگانی مانند گاو، گوسفند و بز استرودهمهم نماتود ) Strongyloides papillosus( استرونژیلوئیدس پاپیلوزوس    

خوديه بعفونت خود هاى باعث ایجاد چرخه کند ورا طی می) living-free(و آزادزي )Parasitic(به صورت متناوب سیکل انگلی
)Autoinfection(  باشد ولی در نشخوارکنندگان بدون علامت می در نشخوارکنندگان بالغ معمولاًاین عفونت . گرددمىدر میزبانان

این  که کندمی )sudden death syndrome(ایجاد استرونژیلوئیدیازیس کشنده و سندرم مرگ ناگهانی) هاها و برهگوساله(جوان
جهت  PCRبه کارگیري تکنیک هدف این تحقیق، . افتداختلالات قلبی در اثر حضور لاروها در دهلیز و بطن قلب، اتفاق میدلیل ه سندرم ب

در این . باشدمیدر استان کردستان هاي مدفوع گاو، گوسفند و بز در نمونه وسپاپیلوزاسترونژیلوئیدس آلودگی ناشی از تشخیص 
 به ،وسپاپیلوز استرونژیلوئیدسدگی به لارو از نظر آلونمونه مدفوع بز  30و نمونه مدفوع گوسفند  03ه مدفوع گاو،نمون 30بررسی 

دست آمده نشان ه نتایج ب.گرفتمورد آزمایش قرار 18S rRNAو با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی براي تکثیر ژن  PCRروش 
استرونژیلوئیدسآلوده به ) درصد 50(نمونه بزي15و از ) درصد 40(نمونه گوسفندي 12، )درصد 7/96(گاوي ينمونه 29که داد

 18Sژن پرایمرهاي اختصاصی جهت تکثیر با استفاده از  PCRروش توان نتیجه گرفت با انجام این بررسی می.بودندپاپیلوزوس
rRNA  باشدمیمناسب استرونژیلوئیدس پاپیلوسوس نماتود در تشخیص.

و استان کردستان 18S rRNA، ژن PCR، استرونژیلوئیدس پاپیلوزوس:کلمات کلیدي

مقدمه 
نماتودهاي انگلی  وجزهاي استرونژیلوئیدس، کرم.

به حال شناخته شده است و  ها تاگونه از آن 50هستند که 
دستگاه گوارش پستانداران، پرندگان،  قادر هستند

و در مناطق  نمایند آلودهخزندگان و دوزیستان را 
گرمسیري و نیمه گرمسیري جهان از انتشار بالایی 

.Vadlamudi et al(برخوردار هستند  این .)2006
و  )Parasitic(نماتودها به صورت متناوب سیکل انگلی

آلودگی در بدن . کنندرا طی می) living-free(آزادزي
خودي داخلی و خارجی ه بتواند عفونت خودمی انمیزبان

، میزبان سیستم ایمنی سرکوبو در صورت را ایجاد نماید 

تبریزي دامپزشکی، دانشگاه استادیار گروه پاتوبیولوژي، دانشکده *1
ي دامپزشکی، دانشگاه تبریزشناسی دامپزشکی، دانشکدهدانشجوي کارشناسی ارشد انگل2
ي دامپزشکی، دانشگاه تبریزاستادیار گروه پاتوبیولوژي، دانشکده3

در . بروز نماید)hyperinfection(ازدیاد عفونتبه شکل 
هاي خارج این صورت، تعداد زیادي از لاروها، اندام

 يهاي لنف مزانتریک، کیسهها، گرهاي از جمله ریهروده
اسکلتی،  يصفرا، کبد، دیافراگم، قلب، پانکراس، ماهیچه

کنندتر پوست را درگیر میها، مغز و به مقدار کمکلیه
)Fabian et al. 2013(.

در Strongyloides papillosusها تمام گونهاز بین 
در . کندگاو، گوسفند و بز ایجاد آلودگی می

باشد ولی در بدون علامت می نشخوارکنندگان بالغ معمولاً
ایجاد ) هاها و برهگوساله(نشخوارکنندگان جوان

r.norouzi@tabrizu.ac.irmail:-E)ي مسئولنویسنده(
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استرونژیلوئیدیازیس کشنده و سندرم مرگ ناگهانی
)sudden death syndrome (دلیل ه این سندرم ب. نمایدمی

اختلالات قلبی در اثر حضور لاروها در دهلیز و بطن 
تواند میStrongyloides papillosus. افتدقلب، اتفاق می

هاي پرورش حیوانات اهلی مشکل جدي در فارمبه عنوان 
مطرح باشد گرمسیريدر مناطق گرمسیري و نیمه

)Alexander et al. 2008(.
آلودگی به استرونژیلوئیدس معمولاً در بالغین فاقد 

که حیوان مخصوصاً نوزادان در علامت است ولی زمانی
-علائمی مانند بی معرض تعداد زیادي لارو قرار گیرند

 دهندرا بروز می، کاهش وزن، اسهال و گاهاً سرفه اشتهایی
 Watson(افتدمرگ اتفاق میهاي شدید و در آلودگی

1990.(
ها، اهمیت اقتصادي دام، هاها و گوسالهمرگ و میر بره

نبودن خصوصیات داشتن دو سیکل انگلی و آزادزي، 
 استرونژیلوئیدسگونه افتراقمورفولوژي واضح در

هاي دیگر و نیز مشکلات تشخیصی، از گونهپاپیلوزوس
و از  این انگل شده استتشخیص باعث سردرگمی در 

 يتشخیص گونه در شناخت و قطع چرخه کهییآنجا
روش میکروسکوپی قادر به  وضرورت دارد انگل انتقال 

از روش  تحقیقدر این بر آن شدیم تا انجام آن نیست
PCR  استفاده  پاپیلوزوس استرونژیلوئیدستشخیصبراي
به عنوان کاندید 18S rRNAژن PCRجهت انجام.کنیم

ها و پرایمرهاي اختصاصی براي آن مناسب انتخاب شد
.گردیدطراحی 

در ایران آمار دقیق و کاملی از میزان بروز یا شیوع 
به دلیل اهمیتی  .استرونژیلوئیدیازیس در دسترس نیست

که بررسی شیوع انگل در هر ناحیه، در کنترل و درمان آن 
بیماري دارد تعیین نسبت آلودگی در هر منطقه ضروري 

فرد ه باین تحقیق در نوع خود منحصر. رسدبه نظر می
.بوده و در داخل کشور مشابه آن انجام نشده است

مواد و روش کار
س أهزار ردو میلیون و سیصد هاي استان کل دام دتعدا

درصد بز و بزغاله،  12درصد گوسفند و بره،  38به تعداد 
ها سمیدرصد آن را تک 6درصد گاو و گوساله و  44

 5/3همچنین استان با داشتن حدود . دهدتشکیل می
میلیون واحد دامی از تراکمی به میزان دو برابر سطح 

استان در شکل جغرافیایی  ينقشه. کشور برخوردار است
به شکل نمونه  09در این مطالعه .آورده شده است 1

نمونه مدفوع  30، نمونه مدفوع گاو 30شامل تصادفی 
از از رکتوم اخذ و  مستقیماًنمونه مدفوع بز  30و گوسفند 

به دو پاپیلوزوس نظر آلودگی به لارو استرونژیلوئیدس 
یل استات مورد ات-روش مستقیم و تغلیظی فرمالین

ها که مثبت بودن آنبعد از این. آزمایش قرار گرفت
هاي مدفوع کشت داده شده و بعد از اثبات شد؛ نمونه

آوري و معج به روش برمنلاروهاي فیلاریفرم  روز 10-7
درصد نگهداري  70بعد در الکل  براي استفاده در مراحل

.شد
لاروهاي جهت از بین بردن دیواره کوتیکولی 

براي . فریز و دفریز انجام شد -80سه بار در ،فیلاریفرم
 1میکرولیتر هیدروکسید سدیم  DNA500استخراج 

 250به تیوب اپندورف حاوي  درصد SDS1و  درصد
سپس . آوري شده اضافه شدعنمونه لارو جممیکرولیتر 

الکل و کلروفرم یه  ،میکرولیتر محلول حاوي فنول 500
قرار دقیقه در دماي اتاق  5محلول فوق اضافه شد و 

مایع  10000دقیقه سانتریفوژ در دور  5گرفت و پس از 
 400آنگاه . رویی جداسازي و با کلروفرم شسته شد

میکرولیتر سدیم استات  60میکرولیتر ایزوپروپانول سرد و 
مدت  به 10000محصول این مرحله در دور  .اضافه شد

وجداروییمایعمرحلهایندر.شددقیقه سانتریفوژ  30
شداضافهدرصد  70الکللیتریک میلیحاصلهرسوببه
بهوجداسازيدرصد  70الکلمجددسانتریفوژازپسو

محصول .گردیدافزودهمقطرآبمیکرولیتر50رسوب
آن با اسپکتوفتومتر وارد  ODبعد از قرائت  استخراج
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-'5با توالی رفت صاصی هاي اختبا پرایمر  PCRواکنش

GAGAAACGGCTACCACATCCA-3'  و توالی
 'AAGGAAAGGGCAAGTCTGGT-3-'5برگشت 
. انجام گردید

که لیتر میلی 2/0هاي به تیوب PCRبه منظور انجام 
میکرو مولار  100،میلی مولار کلرید منیزیم 5/2حاوي 

 5/1و  PCRمیکرولیتر بافر  5،ید تري فسفاتتوئنوکلدي
 DNAمیکرولیتر  2هستند واحد آنزیم تک پلیمراز 

پیکومول از پرایمر رفت  20استخراج شده اضافه و سپس 
و برگشت اضافه گردید و حجم نهایی با آب مقطر 

اول  يدر مرحله .میکرولیتر رسانده شد 50تزریقی به 
PCR، دقیقه به منظور  5به مدت  94ها در اول نمونه

denaturation  به  55،ثانیه 30به مدت  94اولیه و سپس
دقیقه به  1به مدت  72و  annealingثانیه براي  30مدت 

. سیکل قرار داده شدند 35به تعداد  extensionمنظور 
Extensionمحصول .دقیقه انجام شد 10به مدت  نهایی

PCR  میکرولیتر  1درصد حاوي 5/1روي ژل آگاروز
DNA safe stain انتقال و با استفاده از بافر الکتروفورز در

دقیقه  60ولت به مدت  90میدان الکتریکی پتانسیل 
نهایتاً به دستگاه ترانس ایلومیناتور. الکتروفورز شد

)UVdoc (منتقل و تصاویر آن گرفته شد.

جغرافیایی استان کردستان ينقشه :1شکل

نتایج
،گاو 30آوري شده از نمونه مدفوع جمع 90از مجموع 

نمونه گاوي 29،از استان کردستانبز  39و گوسفند 30

15و از ) درصد 40(نمونه گوسفندي  12، )درصد 7/96(
استرونژیلوئیدسآلوده به ) درصد 50(نمونه بزي
لام مستقیم و انجام روش  يبعد از تهیه. بودندپاپیلوزوس

ها اثبات اتیل استات که مثبت بودن نمونه-فرمالینتغلیظ 
آوري لاروها انجام و لاروها وارد فرآیند کشت و جمع .شد

 PCRينتیجه3در شکل. شدند PCRو  DNAاستخراج 
 آنیلینگبا دماهاي متفاوت bp165ي جهت تکثیر قطعه

 PCRباندهاي محصول 3در شکل .نشان داده شده است
دست ه ب استرونژیلوئیدس پاپیلوزوسگاوهاي آلوده به لارو 

. آمده از استان کردستان آورده شده است

آنیلینگ با دماهاي متفاوت  PCRنتیجه  :2شکل
)Annealing( : مارکر: 1چاهکbp 100 60دماي: 2، چاهک 

 55دماي : 4چاهک درجه،  58دماي : 3درجه، چاهک 
کنترل منفی: 6درجه و چاهک  53دماي : 5درجه، چاهک 

استرونژیلوئیدس حاصل از لارو  PCRباندهاي  :3شکل
: ایزوله شده از گاوهاي آلوده استان کردستان پاپیلوزوس

هاي مثبت، نمونه 2-7، چاهک bp 100مارکر: 1چاهک 
کنترل منفی: 8چاهک 
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بحث
در  استرونژیلوئیدس پاپیلوزوسبا توجه به شیوع انگل 

و ایجاد استرونژیلوئیدیازیس کشنده در حیوانات جهان
مشکل جدي در به عنوان تواند این عفونت می جوان
هاي پرورش حیوانات اهلی در مناطق گرمسیري و فارم

.)Nakamura et al. 1994(مطرح شودنیمه گرمسیري 
افتراق یک گونه نبودن خصوصیات مورفولوژي واضح در

باعث سردرگمی درهاي دیگر از گونه استرونژیلوئیدس
از . شده استمیکروسکوپی به روش این انگل تشخیص

، در شناخت و قطع صحیح انگلتشخیص که ییآنجا
و در کشور ایران لازم و ضروري است انتقال  يچرخه

مطالعه مولکولی اصلاً انجام نشده است؛ این تحقیق جهت 
set up  واکنشPCR براي تشخیص صحیح انگل انجام

. شده است
میزان آلودگی  و همکاران، 1955Eslamiدر سال

 درصد 2را استرونژیلوئیدس پاپیلوزوسگاوهاي ایران به 
تر که بیش گزارش نمودند درصد 35و گوسفندان را 

آلودگی در شرایط نگهداري ضعیف از نظر بهداشتی دیده 
ها و آلودگی در بره درصد 90میزان هم شد و از این 

و   Alborzi. هاي شیرخوار مشاهده گردیدگوساله
هاي میزان آلودگی گاو و گاومیش 2008همکاران در سال 

 Razmi. گزارش نمودند درصد 77/44استان خوزستان را 
میزان ابتلا گوسفندان استان  2000همکاران در سال و 

ه نتایج ب. کردندگزارشدرصد 3/1گرگان و مشهد را 
دهد که میزان حاضر نشان می يدست آمده در مطالعه

استرونژیلوئیدسگاوهاي استان کردستان به ابتلاي 
 50و بزها  درصد 40، گوسفندان درصد 7/96پاپیلوزوس

باشد که از سایر تحقیقات انجام شده در سایر می درصد
اي انجام مطالعهباشد و نیز روي بزها نقاط ایران بالاتر می

در ایران هیچ گونه مطالعه و همچنین .  نشده است
 استرونژیلوئیدس پاپیلوزوستشخیص مولکولی در مورد 

. انجام نشده است

Nakamura  وجود یک کرم  1994و همکاران در سال
را عامل مرگ ناگهانی  استرونژیلوئیدس پاپیلوزوسماده 

ورود انگل .یک بره به دلیل ایست قلبی گزارش نمودند
تواند از طریق پوست یا از راه دهان به بدن حیوانات می

ریوي و گوارشی به دلیل  ،باعث بروز مشکلات پوستی
و همکاران در سال  Tiaraمثلاً .ها گرددانتقال میکروب

-انی در گوسالهگیري و تلفات ناگهوقوع یک همه 1991

هاي گوشتی با چراي آزاد در مرتع همراه با تب و 
عوارض ریوي در جمهوري چک در اثر ابتلا به 

نیز و  گزارش نمودندپاپیلوزوساسترونژیلوئیدس
هاي یک یازیس در برهاسترونژیلوئیددرماتیت ناشی از 

رأسی در ایالت ویرجینیاي آمریکا توسط  250يگله
Cithwood  در  2009در سال .گزارش شد 1992در سال

رأس بره و بزغاله 10هاي اطراف تهران یکی از دامداري
رأسی در ظرف یک هفته تلف  100ياز گله) درصد 10(

شدند که در معاینات بالینی ریزش مو و پشم به شکل 
هاي حرکتی هاي چرکی در اندامکانونی و وجود دمل

مرگ را ابتلا به و همکاران دلیل  Moriyanمشهود بود؛ 
گزارش کردند و نیز در نوك  پاپیلوزوساسترونژیلوئیدس

انگشت دست کارگر دامداري یک زخم وجود داشت که 
شد جدا پاپیلوزوساسترونژیلوئیدساز آن نیز لارو 

)Moriyan et al. 2009(.Alexanderن در سال او همکار
 پاپیلوزوساسترونژیلوئیدس فیلوژنتیک بین  يرابطه 2007

.را پیدا کردند استرکورالیسو  رتیاسترونژیلوئیدس و 
هاي مختلف و همکاران گونه 2011Krammeدر سال 

و  real-time PCRاسترونژیلوئیدس را با استفاده از روش 
و همکاران Eberhardt.ردیابی نمودند 28S rRNAژن 

 استرونژیلوئیدسدرخت فیلوژنی  2008در سال 
را رسم نمود و  پاپیلوسوس، ویچولی، استرکورالیس و رتی

 وپاپیلوسوس  استرونژیلوئیدسمشترك  يریشه
و همکاران در Hasegawa. را نشان داد استرکورالیس

18S rRNAبسیار متغیر در ژن  يچهار نقطه 2009سال 

-گونه از جنس 15پیدا کردند که با استفاده از آن توانستند 

اي در مطالعه. را از هم متمایز سازند وئیدساسترونژیلهاي 



. . . با به کارگیري تکنیک  پاپیلوزوساسترونژیلوئیدستشخیص 

1397101پاییز، 3مجله دامپزشکی ایران، دوره چهاردهم، شماره 

Elbahy روش  2014و همکاران درRAPD-PCR  را
هاي نماتودي مانند براي تشخیص همزمان بعضی از گونه

همونکوس کونتورتوس، آسترتاژیا آسترتاژي، تریکیوریس 
 پاپیلوسوس استرونژیلوئیدس واویس، کوپریا کورتیسی 

هاي استفاده نمودند و در این تحقیق از توالی
در ایران . کردندالیگونوکلئوتیدي به عنوان پرایمر استفاده 

 استرونژیلوئیدسگونه تحقیق مولکولی بر روي هیچ
 ازانجام نشده است و براي تشخیص آن  پاپیلوسوس

استفاده نشده است و این تحقیق اولین تحقیق PCRروش
با توجه به این.باشدبر روي آن میتشخیص مولکولی و 

 PCRهاي مثبت حاصل از آزمایش مستقیم براي که نمونه
انتخاب شدند بنابراین آزمایش مستقیم به عنوان آزمایش 

گردد ولی جهت افتراق استاندارد یا گلدن محسوب می
از سایر لاروهاي مشابه، انجام  استرونژیلوئیدسيگونه
PCR باشدلازم و ضروري می.

روش دست آمده از این مطالعه نشان داد که ه نتایج ب
PCR  با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی جهت تکثیر ژن

18S rRNA  استرونژیلوئیدس در تشخیص نماتود
.باشدمیمناسب پاپیلوسوس 
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Abstract
Strongyloides papillosus is an important intestinal nematodes in ruminants including, calf, 

sheep and goat that their life cycle alternates between free-living and parasitic generations and 
autoinfection can occur in hosts. This infection in adult ruminants asymptomatic but in young 
ruminant (calves and lambs) is causing severe strongyloidiasis and sudden death syndrome. 
Strongyloides papillosus causes sudden cardiac arrest by ventricular fibrillation which is 
preceded by continuous sinus tachycardia in calves and lambs. The main objective of this 
study, was to determine the prevalence of Strongyloides papillosus infection in livestock
faecal samples by using PCR in Kurdistan province. In this present, 30 calf faecal samples, 30
sheep faecal samples and 30 goat faecal samples were examined by PCR with specific 
primers from the 18srRNA gene of Strongyloides papillosus. The results of this study, 
revealed that 29(96.7%) of calf samples, 12(40%) of sheep samples, and 15(50%) of goat 
samples infected with Strongyloides papillosus. Results of this study revealed an application 
of PCR method for amplification of 18srRNA gene for diagnosis of Strongyloides papillosus
nematod is appropriate. 

Key words: Strongyloides papillosus, PCR, 18S rRNA gen, Kurdistan Province
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