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  چكيده
  

باشد كه به لحاظ مشكلات بهداشتي و هاي انگلي مشترك بين انسان و دام ميبيماريمهمترين يكي از فاسيوليازيس، 

به لحاظ اهميـت فاسـيوليازيس در ايـران از نظـر     . اقتصادي فراوان در مناطق مختلف دنيا مورد توجه قرار دارد هايارتخس

هاي گاوي و گوسفندي فاسيولا و مقايسة آن پزشكي، دامپزشكي و اقتصادي، مطالعة حاضر در جهت شناسايي مولكولي ايزوله

   .ي شدهاي مورفومتريك در ايران طراحشاخصبا 

   هـاي هاي فاسيولا از كبدهاي گوسفندان و گاوهاي كشتار شده، از كشـتارگاه آوري انگلدر اين مطالعه، به منظور جمع

شاخص و نسبت استاندارد مورفومتريك  21. گيري به عمل آمداستان كشور واقع در مناطق مختلف جغرافيايي ايران نمونه 6

     پـس از  انگـل فاسـيولاي بـالغ     420هـاي مورفومتريـك   شاخص .گرفتندبررسي قرار  موردو شده تعيين  هاي فاسيولااز انگل

تجزيـه و تحليـل    T-Testو  One-Way ANOVAهاي با استفاده از آزمون منتقل و SPSSگيري و محاسبه به نرم افزار اندازه

از  DNAجهـت اسـتخراج    و كيـت  Chelex ،CTAB ،Ish-Horowiczدر اين مطالعه پنج روش مختلف فنل كلروفرم، . شدند

        بـراي تكثيـر ناحيـة    ) PCR(پليمـراز  اي واكـنش زنجيـره  . قـرار گرفتنـد  و ارزيـابي   ، مقايسـه هاي فاسيولا مورد استفادهانگل

ITS1, 5.8S rDNA, ITS2   1000فاسيولا به طول  ايزولة 180از bp  تكنيك . شدانجامPCR-RFLP  هـاي  براي تفكيك گونـه

مورد پس از تعيين توالي نمونة فاسيولا  38تعداد  .گرديدو استفاده طراحي در اين تحقيق   Tsp509Iمفاسيولا با استفاده آنزي

  . قرار گرفتند هاي فيلوژنيآناليز

     تشـخيص   درصد آلوده به فاسيولا 10/1صنعتي كشور،  كشتارگاه 6مورد بررسي در هاي مجموع دام ازدر اين مطالعه 

در اين  .به دست آمد درصد 36/1درصد و فاسيوليازيس گاوي  97/0ع فاسيوليازيس گوسفندي كه شيو به طوري داده شدند

هـاي گـاوي   ، براي ايزوله79/42تا  41/29هاي گوسفندي استان ايران براي ايزوله 6تحقيق طول فاسيولا هپاتيكا در مجموع 

و  71/54تا  29/40هاي گوسفندي يران براي ايزولهاستان ا 6متر و طول فاسيولا ژيگانتيكا در مجموع ميلي 29/40تا  44/27

 ITSبر اساس ناحية آناليزهاي فيلوژنيك و هاي ژنوتايپي بررسي. محاسبه شدمتر ميلي 24/52تا  76/29هاي گاوي ايزولهبراي 

و فاسيولا ژيگانتيكا را  هاي فاسيولاي گاوي و گوسفندي تعيين توالي شده، دو شاخة اصلي فاسيولا هپاتيكانشان داد كه ايزوله

هاي فاسيولا هپاتيكاي تعيين تـوالي شـده در ايـن بررسـي در شـاخة      تمامي ايزوله. دهندتشكيل ميدرخت فيلوژني بر روي 

  .قرار گرفتند G8, G7, G6, G5هاي زيرشاخة حاوي ژنوتايپ 4هاي فاسيولا ژيگانتيكا در بودند اما ايزوله H1ژنوتايپ

تواند كاربرد داشته باشد اما تفكيـك دقيـق   هاي فاسيولا مياولية انگلو شناسايي در تشخيص هاي مورفومتريك روش

اين مطالعه اولين تحقيـق در  . هاي مولكولي ميسر استهاي فيلوژنيك با استفاده از روشها و بررسيها، مطالعة ژنوتايپگونه

هـاي  هـا و اسـتان  هاي مختلف فاسيولا از ميزبانو مقايسة ايزولههاي فاسيولاي ايران ها و فيلوژني ايزولهمورد تعيين ژنوتايپ

در  G7فاسيولا ژيگانتيكا در شمال و ژنوتايـپ   G5از جمله نتايج حاصل از اين مطالعه، غالب بودن ژنوتايپ . باشدمختلف مي

مناطق جغرافيايي خاص  هاي فاسيولا مختص ميزبان وتوان نتيجه گرفت كه ژنوتايپهمچنين مي. باشدغرب كشور ميجنوب

در مجموع نتايج حاصل از اين تحقيق . هاي فاسيولا غالب باشندنبوده اما احتمالاً در مناطق جغرافيايي خاص، برخي ژنوتايپ

تواند در مطالعات مربوط به اپيدميولوژي، تشـخيص، درمـان، مقاومـت دارويـي، طراحـي واكسـن وكنتـرل و پيشـگيري         مي

  .يد واقع شودفاسيوليازيس در كشور مف

  

  ، ژنوتايپITS، مطالعة مورفومتريك، شناسايي مولكولي، فاسيولا: كلمات كليدي
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  241  ......................................................................................................................................  چكيده انگليسي

  

  

 



  و 

  فهرست جداول
      

  4  .......................................................................................................  هاي فاسيولاتاريخچة انگل: 1-1جدول 

هاي ميزبان واسط فاسيولا هپاتيكا در مطالعـات ثبـت شـده از منـاطق     هاي احتمالي حلزونگونه: 2-1جدول 

  18  ...............................................................................................................................................  مختلف دنيا

هاي ميزبان واسط فاسيولا ژيگانتيكا در مطالعات ثبـت شـده از منـاطق    هاي احتمالي حلزونگونه: 3-1جدول 

  19  ...............................................................................................................................................  مختلف دنيا

  22  .....  ع ميزبان نهايي در مناطق مختلف جهانميزان شيوع فاسيولا ژيگانتيكاي حيواني برحسب نو: 4-1جدول 

  23  ........  ميزان شيوع فاسيولا هپاتيكاي حيواني برحسب نوع ميزبان نهايي در مناطق مختلف جهان: 5-1جدول 

  25  مطالعات انجام شده در ايران در مورد فاسيوليازيس حيواني برحسب منطقه و نوع ميزبان نهايي: 6-1جدول 

  27  ...................  باليني فاسيوليازيس حاد، تحت حاد و مزمن در گوسفند و بز زايي و علايمبيماري: 7-1جدول 

هـاي  هـاي مورفومتريـك انگـل   نمونة جدول تهيه شده براي ثبت مشخصات و انـدازة شـاخص  : 1-2جدول 

  65  ...............................................................................................................................  فاسيولا در اين مطالعه

  10X Grinding buffer  .........................................................................................  69روش تهية : 2-2جدول 

  2X SDS buffer  ...................................................................................................  69روش تهية : 3-2جدول 

  10X TE buffer  ...................................................................................................  69وش تهية ر: 4-2جدول 

  20X Spermine/Spermidine  ...............................................................................  70روش تهية : 5-2جدول 

  Grinding mix  .....................................................................................................  70روش تهية : 6-2جدول 

  SDS mix.............................................................................................................  71روش تهية : 7-2جدول 

  8M Potassium acetate  .......................................................................................  71روش تهية : 8-2جدول 

  74  .......................................................مشخصات و توالي پرايمرهاي استفاده شده در اين مطالعه: 9-2جدول 

  75  ...............................................................................  مورد استفاده در اين مطالعه PCRنامة بر: 10-2جدول 

هـاي مختلـف كشـور طـي          توزيع فراواني فاسيوليازيس گوسفندي و گـاوي بـه تفكيـك اسـتان    : 1-3جدول 

  86  ...................................................................................................................................  1388-89هاي سال

  



  ز 

هاي مختلـف  هاي گوسفندي و گاوي به تفكيك استانتوزيع شدت آلودگي به فاسيولا در ايزوله: 2-3جدول 

  88  ...................................................................................................................  1388-89هاي كشور طي سال

هـاي مـورد   شدت آلودگي بين كبدهاي گوسفندي و گاوي در هر كـدام از اسـتان  مقايسة آماري : 3-3جدول 

  89  ......................................................................................................................................................  مطالعه

  89  ...................  ي مختلفهااستان نيببه فاسيولا  يگوسفندكبدهاي  يشدت آلودگ يآمار ةسيمقا: 4-3جدول 

  90  .........................  ي مختلفهااناست نيببه فاسيولا  اويگكبدهاي  يشدت آلودگ يآمار ةسيمقا: 5-3جدول 

تعداد نمونة انگل فاسيولا جهت انجام مطالعات مورفومتريك بر حسـب ميزبـان، گونـه و محـل     : 6-3جدول 

  91  .......................................................................................................................................  آوري نمونهجمع

استان ايـران بـه تفكيـك     6درفاسيولا هپاتيكا فومتريك ورهاي مشاخصنتايج مربوط به محاسبة : 7-3جدول 

  93  .......................................................................................................................................................  ميزبان

استان ايران به تفكيـك   6درفاسيولا ژيگانتيكا فومتريك ورهاي مشاخص بةنتايج مربوط به محاس: 8-3جدول 

  94  .......................................................................................................................................................  ميزبان

هاي مورفومتريك فاسيولا هپاتيكا و فاسيولا ژيگانتيكاي گوسفندي و گاوي بـين  مقايسه شاخص: 9-3جدول 

  97  ................................................................................................................................  استان مختلف ايران 6

  98  ..........ولا ژيگانتيكاي گوسفنديهاي مورفومتريك بين فاسيولا هپاتيكا و فاسيمقايسة شاخص: 10-3جدول 

  98  ................  هاي مورفومتريك بين فاسيولا هپاتيكا و فاسيولا ژيگانتيكاي گاويمقايسة شاخص: 11-3جدول 

  99  ...........................هاي مورفومتريك بين فاسيولا هپاتيكاي گاوي و گوسفنديمقايسة شاخص: 12-3جدول 

  99  .......................  و گوسفنديهاي مورفومتريك بين فاسيولا ژيگانتيكاي گاوي مقايسة شاخص: 13-3جدول 

به  شرقيآذربايجان در استانفاسيولا هپاتيكا فومتريك ورهاي مشاخصنتايج مربوط به محاسبة : 14-3جدول 

  101  .........................................................................................................................................  تفكيك ميزبان

بـه   رضويخراسان در استانفاسيولا هپاتيكا فومتريك ورهاي مشاخصنتايج مربوط به محاسبة : 15-3جدول 

  102  .........................................................................................................................................  تفكيك ميزبان

 در اسـتان  فاسـيولا هپاتيكـاي گوسـفندي    فومتريـك  ورهاي مشاخصوط به محاسبة نتايج مرب: 16-3جدول 

  103  .....................................................................................................................................................  فارس



  ح 

به تفكيـك   مركزي در استانفاسيولا هپاتيكا فومتريك ورهاي مشاخصنتايج مربوط به محاسبة : 17-3جدول 

  104  .....................................................................................................................................................  ميزبان

ان مازندران به تفكيك هاي مورفومتريك فاسيولا هپاتيكا در استنتايج مربوط به محاسبة شاخص: 18-3جدول 

  105  .....................................................................................................................................................  ميزبان

 در اسـتان فاسـيولا ژيگانتيكـاي گوسـفندي    فومتريك ورهاي مشاخصنتايج مربوط به محاسبة : 19-3جدول 

  106  .......................................................................................................................................   رضويخراسان

بـه   خوزسـتان  در اسـتان فاسيولا ژيگانتيكـا  فومتريك ورهاي مشاخصنتايج مربوط به محاسبة : 20-3جدول 

  107  .........................................................................................................................................  تفكيك ميزبان

  108فارس در استانفاسيولا ژيگانتيكاي گاوي فومتريك ورهاي مشاخصنتايج مربوط به محاسبة  :21-3جدول 

 در اسـتان فاسـيولا ژيگانتيكـاي گوسـفندي    فومتريك ورهاي مشاخصنتايج مربوط به محاسبة : 22-3جدول 

  109  ....................................................................................................................................................مركزي

بـه   مازنـدران  ر اسـتان دفاسـيولا ژيگانتيكـا   فومتريك ورهاي مشاخصنتايج مربوط به محاسبة : 23-3جدول 

  110  .........................................................................................................................................  تفكيك ميزبان

هاي دهاني و شـكمي و طـول   مقايسة آماري طول و عرض بدن، قطر خارجي و داخلي بادكش: 24-3جدول 

  111  ................................................  هاي تحت مطالعهفارنكس فاسيولا هپاتيكاي گوسفندي و گاوي بين استان

، طول و عرض شانه رأسـي،  مقايسة آماري عرض فارنكس، فاصله بين بادكش دهاني و شكمي: 25-3جدول 

هـاي  طول و عرض بيضه و ابتدا تا اول بادكش شكمي در فاسيولا هپاتيكاي گوسفندي و گـاوي بـين اسـتان   

  112  ...........................................................................................................................................  تحت مطالعه

، فاصـله غـدد زرده تـا انتهـا،     انتها فاصله بين بادكش شكمي تا، زرده طول غددمقايسة آماري : 26-3جدول 

طـول  نسبت طول بدن به و  دهانيبادكش بت بادكش شكمي به نسبدن،  نسبت طول به عرضمساحت بدن، 

  113  .........................................  هاي تحت مطالعهدر فاسيولا هپاتيكاي گوسفندي و گاوي بين استان زرده غدد

هاي دهاني و شـكمي و طـول   مقايسة آماري طول و عرض بدن، قطر خارجي و داخلي بادكش: 27-3جدول 

  114  .............................................  هاي تحت مطالعهاستانفارنكس فاسيولا ژيگانتيكاي گوسفندي و گاوي بين 

مقايسة آماري عرض فارنكس، فاصله بين بادكش دهاني و شكمي، طول و عرض شانه رأسـي،  : 28-3جدول 



  ط 

هـاي  طول و عرض بيضه و ابتدا تا اول بادكش شكمي در فاسيولا ژيگانتيكاي گوسفندي و گاوي بين اسـتان 

  115  ...........................................................................................................................................  تحت مطالعه

، فاصـله غـدد زرده تـا انتهـا،     انتها فاصله بين بادكش شكمي تا ،زرده طول غددمقايسة آماري : 29-3جدول 

طـول  نسبت طول بدن به و  دهانيبادكش نسبت بادكش شكمي به بدن،  نسبت طول به عرضمساحت بدن، 

  116  ......................................  هاي تحت مطالعهدر فاسيولا ژيگانتيكاي گوسفندي و گاوي بين استان زرده غدد

  هاي مورفومتريك فاسيولا هپاتيكاي گـاوي از مجمـوع  شاخصمقايسة نتايج حاصل از محاسبة : 30-3جدول 

  117  استان كشور با نتايج حاصل از ساير مطالعات انجام شده در بوليوي، اسپانيا و استان گيلان از شمال ايران 6

هاي مورفومتريك فاسيولا ژيگانتيكاي گاوي از مجموع مقايسة نتايج حاصل از محاسبة شاخص: 31-3جدول 

  118  ....كشور با نتايج حاصل از ساير مطالعات انجام شده در بوركينافاسو و استان گيلان از شمال ايراناستان  6

هـاي مورفومتريـك فاسـيولا هپاتيكـاي گوسـفندي از      مقايسة نتايج حاصل از محاسبة شاخص: 32-3جدول 

  119  .......................................................  استان كشور با نتايج حاصل از مطالعة انجام شده در اسپانيا 6مجموع 

   تعداد نمونة انگل فاسيولا جهت انجام مطالعات مولكـولي بـر حسـب ميزبـان، گونـه و محـل       : 33-3جدول 

  120  .....................................................................................................................................  آوري نمونهجمع

 از اسـتفاده  بـا  فاسيولا هايانگل از شده استخراج DNA كيفيت و كميت Std.Errorميانگين و : 34-3جدول 

  DNA  ..........................................................................................................  121مختلف استخراج  هايروش

  153  .............  هاي فاسيولاگونه ITS2 و  ITS1هاي ها در تواليو تفاوت آن جايگاه بازهاي متغير: 35-3جدول 

  ITS2  .............................  154هاي متغير در ناحية هاي مختلف فاسيولا بر اساس جايگاهژنوتايپ: 36-3جدول 

گيـري  هاي فاسيولاي گـاوي و گوسـفندي نمونـه   هاي مختلف شناسايي شده از ايزولهژنوتايپ: 37-3جدول 

  155  ...............................................................................................................  يرانهاي مختلف اشده از استان

 

  



  ي 

  فهرست نمودارها
      

  86  ........................................................................  هاي مورد مطالعهشيوع فاسيوليازيس در استان: 1-3 نمودار

  87  ...............................................................  هاي مورد مطالعهشيوع فاسيوليازيس گاوي در استان: 2-3 نمودار

  87  ........................................................  هاي مورد مطالعهشيوع فاسيوليازيس گوسفندي در استان: 3-3 نمودار

 

 



  ك 

  ها فهرست شكل
      

  6  ................................................................................................  هم خانوادة فاسيوليدههاي مانگل: 1-1 شكل

  8  ..............................................................................................  ساختمان تگومنت فاسيولا هپاتيكا: 2-1 شكل

  11  ................................................................................................  مراحل مختلف تكاملي فاسيولا: 3-1 شكل

  15  ..................................................................................................  هاي فاسيولاسير تكاملي انگل: 4-1 شكل

  20  .........................................  نحوة انتشار جغرافيايي فاسيولا هپاتيكا و فاسيولا ژيگانتيكا در جهان: 5-1 شكل

  45  ...............................................................................................  نيهاي فيلوژانواع اصلي درخت: 6-1 شكل

  60  .....................................................................................موقعيت جغرافيايي مناطق مورد مطالعه: 1-2 شكل

  62  ........................................................................................  نمونة كبد گاو آلوده به انگل فاسيولا: 2-2 شكل

  64  .............................................................................  هاي استاندارد مورفومتريك فاسيولاشاخص: 3-2 شكل

  92  .......................................  گيري شده از كشتارگاه اراكايزولة فاسيولا هپاتيكاي گوسفندي نمونه: 1-3 شكل

  92  ..........................................  گيري شده از كشتارگاه اهوازتيكاي گاوي نمونهايزولة فاسيولا ژيگان: 2-3 شكل

يونيـت  و سـاب ) 18S(يونيت كوچكبين ساب ITS1, 5.8S rDNA, ITS2ناحية تصوير شماتيك : 3-3 شكل

  122  ..............................................................................................................  ريبوزومي DNAاز ) 28S(بزرگ

                  بــه منظــور دســتيابي بــه دمــاي مناســب بــراي        PCR-Gradientالكتروفــورز محصــول  : 4-3 شــكل

  Annealing )62-65 °C(...............................................................................................................  122مرحلة 

                   بــه منظــور دســتيابي بــه دمــاي مناســب بــراي        PCR-Gradientالكتروفــورز محصــول  : 5-3 شــكل

  Annealing )57-62 °C(...............................................................................................................  123مرحلة 

  BD1با استفاده از پرايمرهـاي  فاسيولا ITS1,5.8S rDNA,ITS2ناحية  PCRالكتروفورز محصول : 6-3 شكل

  124  ..........................  )گيري شده از كشتارگاه صنعتي شيرازهاي مختلف فاسيولاي گاوي نمونهايزوله( BD2و 

  BD1با استفاده از پرايمرهـاي  فاسيولا ITS1,5.8S rDNA,ITS2ناحية  PCRالكتروفورز محصول : 7-3 شكل

  124  ...................  )گيري شده از كشتارگاه صنعتي مشهدهاي مختلف فاسيولاي گوسفندي نمونهايزوله( BD2و 

گيـري شـده از   هاي فاسيولاي گاوي و گوسـفندي نمونـه  ايزوله PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 8-3 شكل

 



  ل 

  125  ...........................................................................................................................  كشتارگاه صنعتي مشهد

گيـري شـده از   هاي فاسيولاي گاوي و گوسـفندي نمونـه  ايزوله PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 9-3 شكل

  126  ...........................................................................................................................  كشتارگاه صنعتي مشهد

گيـري شـده از   هاي فاسيولاي گوسفندي و گاوي نمونهيزولها PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 10-3 شكل

  126  ............................................................................................................................كشتارگاه صنعتي شيراز

گيـري شـده از كشـتارگاه    هاي فاسيولاي گـاوي نمونـه  ايزوله PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 11-3 شكل

  127  ..........................................................................................................................................  صنعتي شيراز

شده از كشـتارگاه  گيري هاي فاسيولاي گوسفندي نمونهايزوله PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 12-3 شكل

  127  ...........................................................................................................................................  صنعتي تبريز

گيـري شـده از كشـتارگاه    هاي فاسيولاي گـاوي نمونـه  ايزوله PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 13-3 شكل

  128  ...........................................................................................................................................  صنعتي تبريز

گيـري شـده از   هاي فاسيولاي گاوي و گوسفندي نمونهايزوله PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 14-3 شكل

  128  ........................................................................................................................................  كشتارگاه اهواز

گيـري شـده از   هاي فاسيولاي گوسفندي و گاوي نمونهايزوله PCR-RFLPكتروفورز محصول ال: 15-3 شكل

  129  ...........................................................................................................................  كشتارگاه صنعتي ساري

گيـري شـده از كشـتارگاه    هاي فاسيولاي گـاوي نمونـه  ايزوله PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 16-3 شكل

  129  ..........................................................................................................................................  صنعتي ساري

گيري شده از كشـتارگاه  لاي گوسفندي نمونههاي فاسيوايزوله PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 17-3 شكل

  130  ...........................................................................................................................................  صنعتي اراك

گيـري شـده از كشـتارگاه    هاي فاسيولاي گـاوي نمونـه  ايزوله PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 18-3 شكل

  130  ...........................................................................................................................................  صنعتي اراك

  154  ..................................................................  هاي مختلف فاسيولاتصوير شماتيك از ژنوتايپ: 19-3 شكل

با استفاده از  ITSپاتيكا و فاسيولا ژيگانتيكا بر اساس ناحية هاي فاسيولا هدرخت فيلوژني ايزوله: 20-3 شكل

  Neighbor-Joining...................................................................................................................  157الگوريتم 


