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ABSTRACT 

Background and Aim:  Digenean trematodes are among the most important parasites with complex life cycles, in which the 

cercarial stage plays a decisive role in disease transmission. Freshwater snails, particularly Bithynia tentaculata, are recognized as 

the first intermediate hosts of many trematodes, and their wide distribution in western and central Iran highlights the need for 

investigating associated parasitic infections. Given the difficulty of species-level identification of cercariae based solely on 

morphological characteristics, this study aimed to investigate trematode infection in B. tentaculata and to identify the isolated 

species using molecular methods in the Khorramabad region. 

Materials and Methods: Snails were collected from natural habitats, and the presence of trematode cercariae in some 

specimens was confirmed through examination. DNA was then extracted from the entire body of each snail and used as a 

template for PCR amplification of a fragment of the trematode parasite's 28S rRNA gene. The resulting PCR products were 

subsequently sequenced. 

Results: BLAST analysis revealed that the examined cercarial DNA showed the highest genetic similarity to Pleurogenoides 

medians (family Pleurogenidae). Phylogenetic analysis further confirmed this finding, as the study samples clustered within 

the species-specific clade of P. medians. 

Conclusion: The identification of P. medians in B. tentaculata represents the first molecular report of this species in Iran 

and the first record of its occurrence in a first intermediate host in the country. Previous reports of this trematode have mainly 

been from definitive hosts, particularly amphibians. These findings not only expand the known geographical range and host 

spectrum of P. medians but also emphasize the importance of assessing larval trematodes in freshwater snails and their 

potential role in the transmission cycles of pathogenic parasites in Lorestan Province. The results of this study provide a 

basis for future research on parasite epidemiology, ecology, and the assessment of environmental risks associated with larval 

trematodes in Iranian freshwater ecosystems. 
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 چکیده  

ای در انتقال  کننده تعیین ها نقش  اند که مرحله سرکری آن های زیستی پیچیده های دارای چرخه ترین انگل آ از مهم ترماتودهای دیژنه  زمینه و هدف:  

شوند و پراکنش  عنوان میزبان واسط اول بسیاری از ترماتودها شناخته می ، به Bithynia tentaculataویژه گونه  شیرین، به های آب کند. حلزون بیماری ایفا می 
ای سرکرها بر اساس  دهد. با توجه به دشواری شناسایی گونه انگلی مرتبط را افزایش می   های ها در غرب و مرکز ایران ضرورت بررسی آلودگی گسترده آن 

آباد  های مولکولی در منطقه خرم و تعیین گونه جداشده با روش   B. tentaculateهای مورفولوژیک، این مطالعه با هدف بررسی آلودگی ترماتودی در  ویژگی 
 .انجام شد 

ها تأیید شد.  ها از طریق بررسی نمونه آوری شدند و وجود سرکرهای ترماتودی در آن های طبیعی جمعها از زیستگاهحلزون   مواد و روش ها:  

استفاده شد. در ادامه،    PCRانگل ترماتودی، در واکنش    28S rRNA  ای از ژنمنظور تکثیر قطعه ها استخراج و به از کل بدن حلزون   DNAسپس  
 یابی شدند. حاصل توالی PCRمحصولات 

از خانواده   Pleurogenoides mediansی مورد بررسی بیشترین شباهت ژنتیکی را با  یایسرکر  DNAنشان داد که    BLASTنتایج  یافته ها:  

Pleurogenidae های مطالعه در کلاد اختصاصی این گونه قرار گرفتند. نیز این یافته را تأیید کرد و نمونه  دارند. تحلیل فیلوژنتیکی 

، نخستین گزارش مولکولی این گونه در ایران و اولین مشاهده آن از یک میزبان واسط  B. tentaculataدر    P. mediansشناسایی   نتیجه گیری:  

این نتایج   .های نهایی، عمدتاً دوزیستان، بوده استهای پیشین از این ترماتود مربوط به میزبان که اغلب گزارشرود؛ در حالیشمار میاول در کشور به
شیرین و های آبهای لاروی در حلزوندهد، بلکه اهمیت ارزیابی انگل را گسترش می  P. mediansشده  های شناختهتنها دامنه جغرافیایی و میزباننه 

ند مبنایی برای مطالعات تواهای این پژوهش می سازد. یافتهزا در منطقه لرستان را برجسته می های بیماریها در چرخه انتقال انگلنقش احتمالی آن
 های آب شیرین ایران باشد. محیطی مرتبط با ترماتودهای لاروی در اکوسیستمها و ارزیابی خطرات زیست شناسی انگل آینده در حوزه اپیدمیولوژی، بوم 

 شناسایی مولکولی؛ 28S rRNA؛ رسرک؛ tentaculata Bithynia؛ medians Pleurogenoides :  ها   کلیدواژه  
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 مقدمه

دیژنه  شاخص (Digenea) آترماتودهای  گروه از  کرمترین  های  های 

انگلی می (Platyhelminthes) پهن  شمار  از  به  بسیاری  که  آیند 

ها معمولاً ای هستند. این چرخه های زندگی پیچیدهها دارای چرخه آن

اند و تعداد و نوع  شامل یک یا چند میزبان واسط و یک میزبان نهایی

در  میزبان است.  متفاوت  گونه  به  بسته  انگل،  انتقال  مسیر  نیز  و  ها 

عنوان میزبان واسط اول ایفای تنان آبزی به آها، نرم بسیاری از دیژنه

تواند از میان  کنند؛ میزبان واسط دوم، در صورت وجود، می نقش می 

داران انتخاب شود. میزبان نهایی مهرگان یا مهرههای مختلف بیگروه

به گونه  اغلب مهره  نیز بسته  دارانی مانند دوزیستان، پرندگان،  انگل، 

. یکی از مراحل حیاتی در چرخه زندگی  [2,  1]  پستانداران یا انسان است

ها است که در بدن حلزون (Cercaria) ها، مرحله سرکریاین انگل 

تواند وارد  شود. این لارو متحرک پس از خروج از حلزون میتولید می

بدن میزبان واسط دوم شود یا مستقیماً توسط میزبان نهایی بلعیده شود  

های آب . حلزون [3]  و به مرحله متاسرکر و سپس بلوغ جنسی برسد

به جنس  ویژه گونه شیرین، به  این چرخه  Bithyniaهای متعلق  ، در 

به  و  دارند  کلیدی  از نقشی  بسیاری  برای  اولیه  واسط  میزبان  عنوان 

بیماری می ترماتودهای  شناخته  حلزون زا  این  در  شوند.  معمولاً  ها 

برکهزیستگاه مانند  جاری  یا  راکد  آبی  و  های  نهرها  شالیزارها،  ها، 

های مختلفی از این  شوند. در ایران، گونه های آبیاری یافت میکانال

میان آنجنس شناسایی شده از  دلیل  به   B. tentaculataها  اند که 

استان  در  وسیع  لرستان،  پراکندگی  جمله  از  مرکزی  و  غربی  های 

شرقی،   آذربایجان  و  فارس  اصفهان،  قزوین،  کردستان،  کرمانشاه، 

ها در انتقال . با توجه به نقش این حلزون[6-4]  ردای دااهمیت ویژه

بیماریانگل  دام  های  و  انسان  بین  مشترک  ترماتودهای  جمله  از  زا، 

آن  آلودگی  بررسی  بهداشت  )زئونوزها(،  و  اپیدمیولوژیک  نظر  از  ها 

تکثیر   از  پس  ترماتودها،  سرکری  مرحله  است.  ضروری  عمومی 

غیرجنسی در بدن حلزون، از میزبان خارج شده و در شرایط مناسب  

بیماریمی این لاروها در صورت  تواند  ایجاد کند.  توجهی  قابل  زایی 

میزبان یا مصرف  و  دام  یا  انسان  با  به  تماس  قادر  آلوده،  واسط  های 

 .  [8, 7] انتقال انگل هستند

خانواده میان  دیژنهدر  ترماتودهای  مختلف  خانوادههای   آ، 

Pleurogenidae  گروه از  گونهیکی  نظر  از  متنوع  و های  ای 

شناختی است که اعضای آن عمدتاً انگل دستگاه گوارش و سایر  زیست

این اندام  زندگی  چرخه  هستند.  خزندگان  و  دوزیستان  داخلی  های 

عنوان میزبان واسط اول  شیرین به های آبخانواده معمولاً شامل حلزون 

عنوان میزبان  ویژه بندپایان آبزی، به مهرگان، به و طیف متنوعی از بی 

واسط دوم است. در این چرخه، سرکرهای آزادشده از حلزون پس از  

تبدیل   متاسرکر  به  مناسب  شرایط  در  دوم،  واسط  میزبان  به  ورود 

چرخه  می نهایی،  میزبان  به  انتقال  با  و  تکمیل  شوند  انگل  زندگی 

شده این از اعضای شناخته   Pleurogenoides. جنس  [10,  9]  شودمی

و گونه  است  مانند  خانواده   .Pleurogenoides medians  ،Pهایی 

cyanophlycti    وP. euphlycti  می قرار  آن  همچنین، در  گیرند. 

گونه Prosotocusجنس   با  مانند  ،  دیگر  P. confususهایی  از   ،

خانوادهجنس می  Pleurogenidae های  تنوع  محسوب  شود. 

ها و پیچیدگی چرخه زندگی اعضای این خانواده، بررسی مراحل  میزبان

و  لاروی و شناسایی دقیق آن تنوع زیستی  بهتر  برای شناخت  را  ها 

 .سازدروابط میزبان ـ انگل ضروری می 

ها، شباهت ظاهری های اساسی در شناسایی این انگل یکی از چالش 

ترماتودهای مختلف است. روش  های سنتی بر  بسیار زیاد سرکرهای 

ویژه در مورد لاروها، اغلب ناکافی پایه خصوصیات ریخت شناسی، به 

های مولکولی مانند  بوده و یا دقیق نیستند. در چنین شرایطی، روش 

زنجیره  پلیمرازواکنش  توالی (PCR) ای  ژن و   28Sهایی چون  یابی 

rRNA  ابزارهای دقیق و معتبری برای تشخیص گونه و تعیین روابط ،

انگل  می فیلوژنتیکی  فراهم  سال[12,  11]  کنندها  در  اخیر،  .  های 

مطالعات مولکولی با استفاده از نشانگرهای ریبوزومی و میتوکندریایی، 

ها و بررسی روابط فیلوژنتیکی اعضای نقش مهمی در شناسایی گونه 

بهPleurogenidae  خانواده جنس  ،  ایفا  Pleurogenoidesویژه   ،

   28S rRNAهای ژنطور مشخص، تحلیل توالی به .  [ 14,  13]  دانکرده

 .Pو    P. cyanophlycti، از جمله  Pleurogenoidesهای  در گونه 

euphlycti گونه این  فیلوژنتیکی  روابط  بررسی  برای  مقایسه ،  و  ها 

اعضایآن سایر  با  است Pleurogenidae ها  رفته  کار  .  [13]  به 

 ای اخیر در غرب ایران، یک جنس جدید از خانوادههمچنین، در مطالعه

Pleurogenidae  داده اساس  ریختبر  و های  شناختی 

معرفی شد و روابط آن با سایر اعضای خانواده،     28S rRNAهایتوالی

جمله   تحلیلP. mediansاز  چارچوب  در  مورد  ،  فیلوژنتیکی  های 

تعیین و تحلیل ژنوم کامل .  [15]  تبررسی قرار گرف از سوی دیگر، 

های مولکولی موجود برای جنس  ، دادهP. japonicusمیتوکندریایی  

Pleurogenoides    نشانگرهای کاربرد  و  داده  گسترش  را 

  میتوکندریایی را در بررسی روابط فیلوژنتیکی این گروه نشان داده است 

[14] . 
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ها علاوه بر افزایش دقت  های ترماتود با این روششناسایی دقیق گونه 

و  انتقال  مسیرهای  ردیابی  زیستی،  تنوع  بررسی  امکان  تشخیص، 

بیماریبرنامه  کنترل  برای  میریزی  فراهم  را  بهها  عبارتی، آورد. 

میزبان  و  نوع حلزون  انگل، منطقه جغرافیایی،  ما در مورد  اطلاعات 

های مربوطه آن میتواند در طراحی مداخلات کنترلی موثر باشد. در  

آباد انجام و این راستا، پژوهش حاضر برای نخستین بار در منطقه خرم

ها، موفق به  و بررسی مولکولی آن    Bithyniaهایآوری حلزونبا جمع

تر شد. این گونه از ترماتودها پیش  P. mediansشناسایی سرکر انگل  

اروپای کشورهای  برخی  شده در  گزارش  شناسایی  ی  تاکنون  اما  اند، 

اگرچه    .های بومی مستند نشده بودمولکولی آن در ایران و از حلزون 

از مثانه قورباغه  پیش   Pleurogenoides mediansفرم کیستی   تر 

قدیمی  )  Pelophylax ridibundusمردابی،   نام   Ranaبا 

ridibunda)[ 16]  ، در منطقه آقابابا، استان قزوین، گزارش شده است  ،

  Bithyniaهای جنس  تاکنون شناسایی مولکولی این گونه از حلزون

است نشده  گزارش  ایران  جهت  یافته .  در  آن  از  حاضر  مطالعه  های 

حلزون در  انگل  این  وجود  که  دارند  منطقه اهمیت  شیرین  آب  های 

به  را  می لرستان  نشان  و  کرده  تأیید  قطعی  این صورت  که  دهند 

میحلزون انگل ها  انتقال  چرخه  در  داشته  توانند  نقش  حیوانی  های 

ای برای مطالعات آینده در زمینه اپیدمیولوژی باشند. نتایج حاصل، پایه

می  و  است  مشابه  مناطق  در  زیست  محیط  از  حفاظت  مورد  و  تواند 

محیط  و  دامپزشکی  سلامت،  با  مرتبط  نهادهای  قرار استفاده  زیست 

 .گیرد

 ها مواد و روش 

 برداریمحل و زمان نمونه

های آب شیرین در  برداری میدانی از حلزون ، نمونه 1402در پاییز سال  

درجه سلسیوس،    18با میانگین دما   سفیدهای اطراف روستای دهبرکه

از سطح دریا واقع در حومه    1517و    %42رطوبت نسبی   ارتفاع  متر 

برداری در  نمونه   آباد )استان لرستان، ایران( انجام شد. شهرستان خرم 

ده روستای  خرممحدوده  شهرستان  ایران  سفید،  لرستان،  استان  آباد، 

ثبت   GPS انجام شد. مختصات جغرافیایی منطقه با استفاده از دستگاه

عنوان مرجع  به   N 48°32'13.72"E"4.65'30°33مختصات  .  گردید

بیانگر موقعیت دقیق  )سفید در نظر گرفته شد  جغرافیایی روستای ده

برداری،  برای هر نقطه نمونه   .(برداری نیستهای نمونه تک محل تک

محیطی نظیر نوع بستر، میزان پوشش گیاهی، دمای آب،  شرایط زیست

 (.1)جدول د گیری و ثبت شصورت میدانی اندازه به   pHو

ایستگاه(  1جدول   محیطی  نمونهمشخصات  حلزونهای  روستای برداری  در  ها 

 ( 1402، استان لرستان )پاییز آباد سفید، شهرستان خرمده

 فیرد
نام  

 ستگاهیا
 نوع بستر

 یدما
آب 
(°C) 

pH 
 آب 

پوشش  
 یاهی گ

 غالب 

 حاتی توض
 یلی تکم

1 
برکه 

 د ی سفده 
 3/7 5/16 لجنی-گلی

خزه،  
 جگن 

آب راکد، 
عمق  

  30حدود 
 متریسانت 

2 
کانال  
 یکشاورز

- ایماسه
 ایسنگریزه

2/17 1/7 
خزه،  

  یهاعلف
 یآبز

  انیجر
کم، 

 یهالبه
 آلود گل 

3 
چشمه  

 یمحل
سنگی با 

 رسوب 
 پوشش کم 5/7 8/15

  انیجر
  وسته، ی پ

 آب شفاف 

 هاآوری و شناسایی حلزون جمع 

عدد حلزون از نوع آب شیرین با استفاده از تور دستی و   50در مجموع  

نمونه  استریلظروف  نقاط مختلف زیستگاه جمعبرداری  از  آوری  شده 

در ظروف حاوی آب محل و مقدار کمی خزه قرار داده   هاگردید. نمونه 

شناسی دانشکده دامپزشکی  شده و در دمای پایین به آزمایشگاه انگل

ها به روش مورفولوژیکی بر اساس  شناسایی اولیه حلزون  .منتقل شدند

. مشخصات صدف شامل شکل،  [4]کلیدهای شناسایی معتبر انجام شد

از   استفاده  با  اپرکولوم  ساختار  و  حلزونی،  برجستگی  رنگ،  اندازه، 

 ( بررسی گردید. Olympus SZ60, Japanاستریومیکروسکوپ )

 ها به سرکرهای ترماتودیررسی آلودگی حلزونب

  برای بررسی آلودگی به مرحله سرکری ترماتود، از روش صلاحی مقدم 

هر حلزون در پلیت پتری مجزا قرار گرفت و خرد   ؛[ 17]   استفاده شد

های نرم داخلی آن آزاد شود. محتویات پلیت با استفاده از  شد تا بافت 

سازی شده و زیر  شفاف   (NaCl 0.9%)قطرات محلول فیزیولوژیک  

 ( مشاهده گردید. 30×–10استریومیکروسکوپ )با بزرگنمایی ×

 PCRو  DNA استخراج

های حلزون آلوده به  ژنومی، از کل بدن نمونه  DNA برای استخراج

استخراج  شد.  استفاده  روش DNA سرکر  از  استفاده   CTAB با 

(Cetyltrimethylammonium bromide)    و با اعمال تغییراتی در

استخراج از  پس  گرفت.  انجام  اولیه  قطعه DNA  پروتکل  از ،  ای 

شده برای تکثیر توالی  با استفاده از پرایمرهای طراحی   28S rRNAژن

پرایمرهای اختصاصی . تکثیر شد PCR هدف از ترماتودها، در واکنش

از   استفاده  با  کلاسیک  صورت  به  پژوهشگر  توسط  ناحیه  این  برای 

نرم  SeaView  [19]و    GeneDoc  [18]افزارهای  نرم برخط  و  افزار 

https://maps.app.goo.gl/RFCoPdWRLJCL7eyX6
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IDT  (https://www.idtdna.com/calc/analyzer  )  اساس بر 

پایگاهتوالی در  موجود  مرجع  طراحی   NCBI های  شدند.  طراحی 

 GC،   (Tm)پرایمرها با در نظر گرفتن پارامترهایی مانند دمای ذوب

content  .شد انجام  حلقه  یا  دایمر  تشکیل  عدم  و  مناسب  طول   ،

 (Tm) ، دمای ذوبGC  مشخصات کامل پرایمرها، شامل طول، درصد

   . ارائه شده است  2 ، در جدولPCR و اندازه محصول

طراحیویژگی(  2  جدول پرایمرهای  قطعه های  تکثیر  برای  ژن شده  از    ای 

28S rRNA 

اندازه  
محص

 ول

PCR 

(bp) 

دمای 
ذوب 

 
(T

m, 

°C) 

در
 صد

G
C 

(%

) 

طول 
پرایم

 ر
(nt

) 

 پرایمر نام  (′3→′5) توالی پرایمر

866 
51.

5 

47.

4 
19 

AGAGAGAGTAAACA

GTGCG 

Forwar
d 

(FORDI

G) 

866 
51.
2 

56.
2 

16 
CCTCTGGCTTCAACC

T 

Reverse 

(REVD

IG) 

 .بازجفت bp: دمای ذوب؛ Tm: درصد گوانین و سیتوزین؛ GC: نوکلئوتید؛ nt: اختصارات 

نهایی   PCR واکنش حجم  شامل:    25در   میکرولیتر  1میکرولیتر 

DNA     ،میکرولیتر مستر میکس   5/12میکرولیتر از هر پرایمر،    1الگو

آنزیم    برنامه  .، و آب دیونیزه تا حجم نهایی انجام شدTaqآماده با 

PCR  نزول دمایی (Touchdown  :شامل مراحل دناتوراسیون اولیه )

ثانیه، اتصال  30 – °95دناتوراسیون:    :چرخه 10دقیقه،    3به مدت   95°

  :چرخه 30ثانیه،   60 – °72ثانیه، گسترش:   30 – °50 تا  °60پرایمرها:  

پرایمرها:   30 – °95دناتوراسیون:   اتصال  ثانیه،   30 – °50ثانیه، 

عنوان  به .  دقیقه 5 – °72ثانیه، گسترش نهایی:   60 – °72گسترش:  

که    نمونه حلزون آلوده به سرکرشده از  استخراج  DNAکنترل مثبت،  

پیش آن  با  هویت  یابی  تر  شدتوالی  استفاده  بود،  شده  سپس  .  تأیید 

 SYBR Safe درصد تفکیک و با رنگ 1با ژل آگارز    PCR  محصول

دستگاهرنگ  از  استفاده  با  باندها  مشاهده  شد.   UV آمیزی 

Transilluminator   .انجام گرفت و از ژل تصویربرداری شد 

 های بیوانفورماتیکی یابی و تحلیل توالی

یابی به شرکت کدون ژنتیک ایران ارسال  برای توالی PCR محصول

مشاهده و در صورت نیاز    FinchTVافزار  آمده با نرم دستشد. توالی به 

ژن بانک  در  و  شد  تصحیح  و  دسترسی   NCBI ویرایش  شماره  با 

PP337905   شده های گزارشثبت گردید. مطابقت توالی با سایر توالی

طریق  GenBank در تحلیل   BLASTn از  برای  شد.  انجام 

توالی  گونه فیلوژنتیکی،  از  منتخب  خانواده  های  در  مشابه  های 

Pleurogenidae    افزار نرم  در  و  شدند.  هم  SeaViewدانلود  ردیف 

افزاری   نرم  بسته  در  فیلوژنتیکی  درخت  با    BEAST  [20]سپس 

 الگوریتم بیزین ترسیم شد. 

 نتایج

 شناسی حلزون های ریخت ویژگی

جمع های  بررسی آوریحلزون  اساس  بر  حاضر  مطالعه  در  های شده 

 Bithyniaی  مورفولوژیکی و کلیدهای شناسایی معتبر، متعلق به گونه 

tentaculata    تشخیص داده شدند. این گونه یکی از اعضای جنس

Bithynia    از خانوادهBithyniidae    و زیرردهProsobranchia    است

زیستگاه در  به که  ایران،  شیرین  آب  و  های  غربی  مناطق  در  ویژه 

به  و  دارد  وسیعی  پراکندگی  برخی  مرکزی،  واسط  میزبان  عنوان 

دارای اپرکول    B. tentaculataی  گونه   .ترماتودهای مهم مطرح است

ویژگی از  یکی  که  است  )لایمی(  حلزونآهکی  بارز  این های  های 

می محسوب  تخم زیررده  شکل  گونه  این  صدف  یا شود.  مرغی 

  .های شدید استکروی داشته و سطح آن صاف و بدون برآمدگینیمه

سنتریک، بزرگ با هسته کوچک بوده و فاقد  اپرکول در این گونه کان 

 Bithynia)اپوفایز( است. همچنین، سوهانک )رادولا( در    زائده داخلی

tentaculate   گلوسیتاز نوع تینی (taenioglossate)   بوده و آرایش

های آن شامل یک دندان مرکزی، یک دندان جانبی و دو دندان  دندان 

در نمونه مورد بررسی، صدف حلزون  .  [21]  ای در هر طرف استحاشیه

پیچش  4متر طول داشت و دارای  میلی   5طور متوسط  رنگ، به ایقهوه

در این گونه وجود   (umbilicus) مارپیچی با برجستگی ملایم بود. ناف

دهانه   بود.  مشخص  کاملاً  و  خارجی صدف ضخیم  لب  اما  نداشت، 

تر از نیمی از طول کلی صدف بود که  نسبتاً کوچک (aperture) صدف

 (. 1با ساختار عمومی گونه تطابق کامل داشت )شکل 

 ها به سرکر ترماتودبررسی آلودگی حلزون

شده از منطقه مورد  آوریعدد حلزون آب شیرین جمع 50از مجموع  

نمونه   2سفید(، ها و منابع آب سطحی اطراف روستای دهمطالعه )برکه

تشخیص داده شد. در    ( دارای آلودگی به مرحله لاروی سرکری%4)

مشاهده سرکرهای  آلوده،  موارد  خصوصیات  تمامی  دارای  شده 

شکل و وجود کیسه مورفولوژیکی مشترک شامل دم ساده، بدن بیضی

به  که  بودند  راسته  دفعی  ترماتودهای  با  اولیه    Plagiorchiidaطور 

 (. 1مشابهت داشتند )شکل 

https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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 Pleurogenoides medians ترماتود نمای میکروسکوپی از سرکر  (  1شکل  

بزرگ ×با  ×A)  10نمایی  و   )30  (B-Cحلزون از  جداشده   )Bithynia 

tentaculata  ( از نماهای مختلفD-E ) 

 و مشاهده باند ژل PCR نتایج 

آلوده شناسایی میان دو حلزون  از هر دو  از  شده، سرکرهای جداشده 

با استفاده  PCR در واکنشو    شدند DNA حلزون با موفقیت استخراج

واکنش    28S rRNAشده برای ژن  از پرایمرهای اختصاصی طراحی 

جفت باز روی ژل آگارز  866با اندازه  PCR مثبت نشان داد. محصول

از ژن کاملاً    شده برای این بخش بینی مشاهده شد که با اندازه پیش

 (. 2تطابق داشت )شکل 

 
ای پلیمراز  تصویر الکتروفورز ژل آگاروز یک درصد محصول واکنش زنجیره  -2شکل  

حلزون   از  جداشده  بهBithynia tentaculataسرکرهای  به  ؛  چپ  از  ترتیب 
نمونهجفت  DNA ladder (100 :راست  و  مثبت  کنترل  منفی،  کنترل   باز(، 

DNA  آلودهاستخراج حلزون  از  جداشده  سرکرهای  از  محصول  .  شده  اندازه 
 .باز استجفت  866تکثیرشده 

 (BLAST)یابی و مشابهت یابی توالی

یابی یک طرفه ارسال  به شرکت تخصصی برای توالی  PCR محصول

نتایج پایگاه BLASTn گردید.  توالی   GenBank در  که  داد  نشان 

شده از گونه  شباهت با توالی گزارش   ٪98آمده دارای بیش از  دستبه 

Pleurogenoides medians    به مربوط  توالی  این  دارد.  مشابهت 

گونه مردابی  قورباغه  از  جداشده  کشور  Rana lessonae انگل  از 

( در بانک ژن ثبت شده است.  AF433670اوکراین )شماره دسترسی  

شده ژن،  ای با بخش محافظت این درصد شباهت بالا و تطابق ناحیه

خانواده   از  خاص  گونه  این  به  بررسی  مورد  سرکر  تعلق  تأییدکننده 

Pleurogenidae   مورد    .است نمونه  توالی  شباهت  درصد  مقایسه 

توالی  سایر  با  ثبتمطالعه  جنس  های  از  در    Pleurogenoidesشده 

 . ارائه شده است 3در جدول  GenBank پایگاه

  Pleurogenoidesهای مورد مطالعه از جنس  های نزدیک به نمونه( توالی3جدول  

نتایج  پایه  درصد  BLASTبر  منشأ،  کشور  میزبان،  گونه،  نام  شامل  اطلاعات   .

 .است NCBI همپوشانی، درصد شباهت و شماره دسترسی در پایگاه

 کشور میزبان نام علمی 

درصد 
همپوش 

 انی

درصد 
شباه 
 ت

شماره 
 دسترسی

Pleurogenoi

des medians 

Rana 

lessonae 

اوکرا 
 ین

100 
11/9
8 

AF43367

0 

Pleurogenoi

des 

euphlycti 

Euphlyctis 

cyanophly

ctis 

 66 هند
52/9
1 

MN2183
91 

Pleurogenoi

des 

cyanophlycti 

Euphlyctis 

cyanophly

ctis 

 57 هند
63/8
3 

MN2183
90 

توالی  از سطح جنس، شباهت  فراتر  فیلوژنتیکی  ارتباط  بررسی    برای 

نمایش   4در جدول   Pleurogenidae هایی از خانوادهنمونه با گونه 

 .داده شده است

 کشور  میزبان نام علمی 

درصد  
همپوش 

 انی

درصد  
شباه
 ت

شماره  
 دسترسی

Pleurogenes 
claviger 

- - 100 
88/9
5 

AF15192
5 

Prosotocus 
confusus 

Rana 
lessonae 

اوکرای
 ن

100 
17/9
4 

AY22062
3 

Brandesia 

turgida 

Pelophyl

ax 

ridibund
us 

 100 روسیه
65/9
3 

MT2601

48 

Allassogonopo
rus 

amphoraeform

is 

- - 100 
02/9
0 

ON0360

69 

Collyricloides 

massanae 

Erithacu

s 
rubecula 

جمهور 
ی 
 چک 

100 
49/8
9 

KP68245

1 

Parabascus 

semisquamosu

s 

- - 100 
15/8
9 

ON0055
58 

Parabascus 
joannae 

Myotis 

daubento

ni 

اوکرای
 ن

100 
15/8
9 

AY22061
9 
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Parabascus 

lepidotus 
- - 100 

81/8
8 

ON0360

91 

Parabascus 

duboisi isolate 

Bithynia 
tentacula

ta 

 100 آلمان
78/8
7 

MN7269

67 

Loxogenes 

macrocirra 

Rana 
berlandie

ri 

گواتما 
 لا

100 
17/8
6 

AY22062

4 

Langeronia 

macrocirra 

Langeron

ia 

macrocir
ra 

مکزی
 ک 

100 
98/8
5 

MT0901

69 

های های مختلف از خانوادههای ژنتیکی مربوط به گونهمشخصات توالی  (4جدول  

مرتبط با ترماتودهای دیژنه، شامل نام گونه، میزبان میزبانان در صورت وجود، کشور  

نمونه آنبرداریمحل  و شماره دسترسی  در  ، درصد همپوشانی، درصد شباهت،  ها 

های  های فیلوژنتیکی و مقایسه با نمونهها برای تحلیل. این توالیNCBI  پایگاه داده

 .اندمورد بررسی در مطالعه حاضر استفاده شده

 تحلیل فیلوژنتیکی

های ژنتیکی بر اساس توالی ژن نشان داد که کمترین  تحلیل فاصله

گونه   و  مطالعه  مورد  نمونه  بین  ژنتیکی  اختلاف  میزان 

Pleurogenoides medians  راستا ها هممشاهده شد، که این یافته

ها و سایر با نتایج درخت فیلوژنتیکی است. فاصله ژنتیکی بین نمونه 

توجهی بیشتر بود، که  طور قابل به Pleurogenidae های خانوادهجنس

است   تأییدی موردنظر  گونه  مولکولی  شناسایی  صحت  درخت    .بر 

نرم از  استفاده  با  بیزین  از تحلیل  ، BEASTافزار  فیلوژنتیکی حاصل 

توالی  بر  ژن  مبتنی  سه  28S rRNAهای  شامل  مشخصی  ساختار   ،

درون   اصلی  )شکل  Pleurogenoidesس  جنکلاد  داد  نشان  (.  3را 

وضوح شامل توالی مطالعه حاضر و یک توالی  یکی از این کلادها به 

بود که با ضریب    P. mediansشده از بانک ژن مربوط به گونه  ثبت

بندی  خوشه  (Posterior Probability > 0.95) پشتیبانی بیزین بالا

ای نمونه مورد بررسی  اند. این تطابق، تأییدی قوی بر تعیین گونهشده

. نکته جالب و در عین حال شودمحسوب می   P. mediansبه عنوان

غیرمنتظره در ساختار این درخت، حضور دو کلاد جداگانه و نسبتاً دورتر  

یعنی جنس  همین  از  دیگر  گونه  دو   .Pو   P. euphlyctiبرای 

cyanophlycti   بود. این دو کلاد با فاصله نسبتاً زیادی از کلادP. 

medians   گرفته به قرار  درونگونه اند،  نزدیک  ارتباط  که  جنسی ای 

 شود.مورد انتظار در ساختار درخت مشاهده نمی 

 
سرکر جداشده     28S rRNAدرخت فیلوژنتیکی حاصل از تحلیل توالی ژن(  3شکل  

یک توالی  .   BEASTافزاربا استفاده از روش بیزی در نرم  Bithynia tentaculateاز  

غیر دیژنی عنوان گروه خارجی در نظر به (   MH094439شماره دسترسی)  ترماتود 

ها مقادیر حمایت بیزی هستند. تصاویر سمت  شده در گرهدادهگرفته شد. اعداد نشان

 .اندها جدا شدهدهنده میزبانانی هستند که سرکرهای مورد بررسی از آنراست نشان

 گیری بحث و نتیجه 

گونه  یافته مولکولی  شناسایی  بر  مبنی  مطالعه  این  های 

Pleurogenoides medians  استخراج از حلزون از سرکرهای  شده 

Bithynia tentaculata پراکنش خصوص  در  را  جدیدی  شواهد   ،

کند. شناسایی این های این گونه فراهم میجغرافیایی و تنوع میزبان

های  تواند مکملی بر گزارش آباد )غرب ایران( میانگل در منطقه خرم 

هم کشورهای  در  در  پیشین  را  گونه  این  حضور  که  باشد  جوار 

کردهمیزبان تأیید  دوزیست  نهایی  نمونه،    .اندهای  عنوان  به 

Yıldırımhan   انگل بررسی  در  همکاران  قورباغه  و  کرمی  های 

Bombina variegata  غرب ترکیه، موفق به شناسایی دو  در شمال

از دیژ آن  آنه گونه  از  این  [22]  بود  P. mediansها  شدند که یکی   .

انجام    Bombina variegataنمونه از قورباغه    45مطالعه که بر روی  

انگل  بررسی  نخستین  میزبان در شمالشد،  این  ترکیه  شناختی  غرب 

به   P. mediansبود و حضور   نهایی گزارش  را در آن  عنوان میزبان 

به   مربوط  اطلاعات  حاضر،  مطالعه  گزارش  کنار  در  یافته،  این  کرد. 

حال، از آنجا  دهد؛ بااینپراکنش جغرافیایی این ترماتود را گسترش می 

روی   بر  حاضر  مطالعه  و  نهایی  میزبان  روی  بر  ترکیه  مطالعه  که 

توان شاهدی های حلزون انجام شده است، این دو گزارش را نمینمونه 

انگل در دو منطقه دانست انتقال  همچنین، در  .  برای شباهت چرخه 

توسط  مطالعه قورباغه    Abdel-Gaberای دیگر  بر روی  و همکاران 

Rana ridibunda    به میزان آلودگی  بسیار   P. mediansدر مصر، 

نمونه( ، که در فصل زمستان   300از    ٪23/63بالا گزارش شده است )

است   ٪ 33/93به   رسیده  بر  [23]  نیز  تأکید  بر  علاوه  مطالعه  این   .



 مدینس  پلوروجنویدس سرکر  تبارشناسیشناسایی مولکولی و تحلیل 

100 
 

وابستگی آلودگی به اندازه میزبان، برای نخستین بار حضور این گونه  

صورت رسمی ثبت کرده های مردابی مصر به از ترماتود را در قورباغه 

ویژگی  نیز  تحقیق  این  مورفومتریک  نتایج  را  است.  گونه  این  های 

ها، برای  مطالعه حاضر در مقایسه با این پژوهش   .کندخوبی تأیید می به 

را در میزبان واسط اول، یعنی حلزون آب    P. mediansاولین بار وجود  

طور مولکولی شناسایی  ، و آن هم به Bithynia tentaculataشیرین  

تواند درک ما از چرخه زیستی انگل، نقاط  کرده است. این موضوع می

ای در الگوی  های منطقهورود آن به میزبان نهایی، و همچنین تفاوت

بخ تعمیق  را  تفاوت  .شدانتقال  کنار  در در  )دوزیستان  میزبانی  های 

یابی مطالعات قبلی در مقابل حلزون در مطالعه حاضر(، استفاده از توالی 

ژنوم و ابزارهای مولکولی در این تحقیق، دقت بالاتری در تعیین گونه  

تحلیل برای  را  زمینه  و  آورده  تطبیقی عمیقفراهم  تر در سطح های 

 .سازدای فراهم میمنطقه

تحلیل تکمیل  توالی  در  مقایسه  مطالعه،  این  فیلوژنتیکی  های 

دهد نشان می GenBank های منتشرشده در پایگاهآمده با دادهدستبه 

های متفاوتی در مطالعات اخیر نیز از میزبان  P. medians یکه گونه 

های مختلف در بانک ژن  های آن با شماره دسترسی جدا شده و توالی 

شده  نمونهثبت  عنوان  به  ژن  :اند.  شماره  SSU rRNA توالی  با 

 Pelophylax ای جداشده از قورباغهنمونه از   PV659144 دسترسی

ridibundus    های با شماره دسترسی  در اوکراین، توالیPV659147  ،

PV659163  و PV659375  نمونه به  گونه  مربوط  از  جداشده  های 

ژن Pelophylax lessonae دوزیست توالی  همچنین  لیتوانی،   در 

COX1  با شماره دسترسی از PV659820 )میتوکندریایی(   .P نیز 

ridibundus    ها )دوزیستان در به دست آمده است. تفاوت در میزبان

حلزون  با  بهمقایسه  تفاوت  ها  همچنین  و  اول(  واسط  میزبان  عنوان 

های تواند یکی از عوامل ایجاد تفاوت های ژنی مورد استفاده، می ناحیه

های حاصل از آنالیز  ها در درختنسبی در جایگاه فیلوژنتیکی این توالی

آب    .باشد حلزون  از  را  گونه  این  بار،  نخستین  برای  حاضر،  مطالعه 

واسط   (Bithynia tentaculata) شیرین میزبان  شناسایی کرده که 

می محسوب  ترماتود  زندگی  چرخه  در  حالیاول  در  اکثر  شود  که 

های نهایی دوزیستان تاکنون از میزبان  GenBank های موجود درداده

این اختلافات در میزبان، چه از   .انده گزارش شد Pelophylax مانند

نظر مرحله تکاملی انگل و چه از نظر محیط زیست میزبانی، ممکن  

گذاشته   اثر  محلی  میکروتکامل  یا  محدود  ژنتیکی  تغییرات  بر  است 

.  [ 13]  ای که در سایر مطالعات مشابه نیز مطرح شده استباشد؛ مسئله

هایی مانند و گونه   P. mediansزمان  حضور هم Dmytriieva مطالعه

Prosotocus confusus    .را در یک میزبان نهایی گزارش کرده است

همبااین مشاهده  نهایی،  حال،  میزبان  یک  در  ترماتودها  این  زمان 

نشانبه  آنتنهایی  مشترک  استفاده  میزبان دهنده  از  واسط  ها  های 

تواند بازتابی از مسیرهای زیستی انگلی میاین هم.  [24]  یکسان نیست

زیستگاه اشتراک  یا  مشترک  میزبانانتقال  )مانند های  واسط  های 

این زمینه، یافتهحلزون باشد. در  های مولکولی مطالعه حاضر که ها( 

حضور   بار  نخستین  اول  P. mediansبرای  واسط  میزبان  در   را 

(Bithynia tentaculata)   تواند گام مهمی در درک  کند، می تأیید می

چرخه زیستی این انگل در مناطق جدید باشد. در کنار تفاوت در میزبان  

دهند که  های منتشرشده در بانک ژن نیز نشان می نهایی و واسط، داده

میزبان و منطقه جغرافیایی میترکیب  فیلوژنتیکی  ها  بر ساختار  تواند 

 های این گونه اثرگذار باشد. جمعیت

های آب شیرین  عنوان یکی از گونه به   Bithynia tentaculataحلزون  

به  اروپا و آمریکای شمالی،  شناسی ویژه در زمینه زیستپرمطالعه در 

ای برخوردار  رشد، تولیدمثل، و نقش در انتقال ترماتودها، از جایگاه ویژه

داده[26,  25]  است نشان  متعدد  تحقیقات  میزبان  .  گونه  این  که  اند 

انگل  لاروی  مراحل  برای  مؤثری  جمله  Digenea هایواسط  از 

بیماری متاسرکرهای  و  و  سرکرها  پرندگان  دوزیستان،  برای  زا 

حتی به تأثیرات   [27] هایپستانداران است. مطالعاتی همچون بررسی 

انگل  بافت پاتولوژیک  بر  پرداخته ها  حلزون  این  گزارش  های  و  اند 

می کرده متاسرکرها  و  ردیا  اسپوروکیست،  حضور  که  باعث  اند  تواند 

در مطالعه حاضر، شناسایی    .های گوارشی این گونه شودتحلیل بافت 

از سرکرهای جداشده   Pleurogenoides mediansی  مولکولی گونه 

عنوان میزبان واسط  تنها بر نقش این حلزون به نه  B. tentaculataاز 

تواند در  دهد این گونه می کند، بلکه نشان می اول در ایران تأکید می

زندگی  چرخه  در  کلیدی  حلقه  عنوان  به  نیز  کشور  غربی  مناطق 

یافته، اهمیت   Pleurogenidae ترماتودهای خانواده این  عمل کند. 

های حلزون های بومی از نظر انگل  تر جمعیتیقهای دقانجام بررسی 

 شناسی، اکولوژی و اپیدمیولوژی را نشان می دهد.

انجام نرم در تحلیل  توالی ژن     BEASTافزارشده با   28Sبر مبنای 

rRNAهای جنس، تاکسون Pleurogenoides  در سه کلاد متمایز

 .Pقرار گرفتند: یکی شامل توالی نمونه ما و یک توالی مرجع مربوط 

medians   اطمینان شاخص  )با   < posterior probability بود 

گونه (0.95 شامل  که  دیگر  دو کلاد  و   .Pو    P. euphlyctiهای  ، 

cyanophlycti   .هستند، با فاصله قابل توجهی از کلاد ما قرار داشتند



 و همکاران صلواتی 

 

( 5140 تابستان -بهار )   1شماره  - 3دوره   

 

و همکاران است که   Chaudhary هایاین نتایج قابل مقایسه با یافته

ژن   از  استفاده  گونه   28S rRNAبا  دادند   .Pهای  نشان 

cyanophlycti    وP. euphlycti    در یک کلاد مشترک قرار دارند و

قرار   Pleurogenidae هایهر دو در جایگاه خواهری به سایر گونه 

 Pleurogenoides . مشابه آن، مطالعه تکامل مولکولی[13]  اندگرفته

ها بخش مشخصی از کند که این گونه توسط همان محققان تأکید می 

می  تشکیل  را  )دوزیستان( خانواده  میزبان مشترک  اساس  بر  و  دهند 

و کلاد ترکیبی   P. mediansاند. اما فاصله میان کلاد  بندی شدهخوشه 

P. euphlycti–P. cyanophlycti   می جنس نشان  که   دهد 

Pleurogenoides  پارافیلِتیک است  باشد؛    ممکن  واگرا  تکاملی  یا 

اند، کمبود اطلاعات  و همکاران بیان کرده Chaudhary طور کههمان

های تکاملی در توالی  ها و همچنین تفاوتژنتیکی برای بسیاری از گونه 

میژن و  ها  تکاملی  روابط  از  ما  برداشت  که  شود  باعث  تواند 

 کننده باشدها نادقیق یا گمراهتباری )پارافیلی( بودن جنسغیرتک

 گیری کلی نتیجه

شیرین های حلزون آبنتایج این پژوهش، با مشاهده سرکرها در نمونه 

Bithynia tentaculata   28و شناسایی توالیS rRNA     با شباهت

به   منتسب  مرجع  توالی  به   در  Pleurogenoides mediansبالا 

DNA  ای درباره حضور از کل بدن حلزون، شواهد اولیه   شدهاستخراج

خرم منطقه  در  ترماتود  این  میاحتمالی  فراهم  تحلیل  آباد  کند. 

مرجع   توالی  کنار  در  حاصل  توالی  قرارگیری  نیز   .Pفیلوژنتیکی 

medians  بااین داد؛  نشان  بالا  پسین  حمایت  با  دلیل  را  به  حال، 

از کل بدن حلزون و استفاده از یک نشانگر مولکولی،   DNA استخراج

ای شده و تأیید هویت گونه انتساب قطعی توالی به سرکرهای مشاهده

  B. tentaculataهای تکمیلی است. همچنین، نقش  نیازمند بررسی 

طور قطعی اثبات نشده است.  عنوان میزبان واسط این ترماتود هنوز به به 

آن  بررسی  سرکرها،  مستقل  جداسازی  نشبنابراین،  با  انگرهای  ها 

، و انجام مطالعات چرخه زندگی  COI  و ITS2 مولکولی مکمل، از جمله

برای تأیید هویت انگل و تعیین نقش این حلزون در چرخه انتقال آن  

تر  ای برای بررسی گستردهتوانند زمینهها میضروری است. این یافته

در غرب ایران   Pleurogenidae تنوع و پراکنش ترماتودهای خانواده

 .فراهم کنند

 تعارض منافع 

ای مرتبط با این مقاله وجود  هیچ تعارض منافع شخصی، مالی یا حرفه

 .ندارد

 تشکر و قدردانی

بدین وسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه لرستان به جهت حمایت مالی  

از پژوهش حاضر در قالب پایان نامه دکتری عمومی دامپزشکی تشکر  

 و قدردانی می شود. 
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