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 سراتا لینگواتولاطراحی و ارزیابی الایزاي غیر مستقیم براي تشخیص آلودگی به 
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چکیده
و ) میزبان اصلی(سانان در مجاري بینی سگ بالغ انگل. هاي زئونوتیک استانگلی با گسترش جهانی و از بیماري لینگواتولا سراتا

 آنخوردن تخم یا نوچه  باانسان . کندزندگی می) میزبان واسط(نشخوارکنندگان  يمزانتر هاي لنفیگرهآن در کبد، ریه و مراحل لاروي
به ویژه  هاتا کنون روش سرولوژیکی براي تشخیص آن در دام.در میزبان واسط فاقد نشانه بالینی است آنآلودگی. شودمبتلا می

انجام شده است، طراحی و ارزیابی الایزا براي تشخیص این مطالعه که براي اولین بار از علفخواران ارائه نشده است، بنابراین هدف
هاي نوچهاز پیکري  ژنآنتی. انگل بودينوچههاي دفعی ترشحی و پیکريژندر گوسفند و با استفاده از آنتیلینگواتولا سراتا آلودگی 

دفعی ژنآنتیو-RPMI-1640PBSلیترمیلی10نوچه در  250مزانتر گوسفند و هموژنیزه کردن  لنفی هايگرهآوري شده از جمع
هاي ژن، آنتیگوسفندIgGهاي مناسب سرم، کنژوگه ضدرقت. دست آمده بRPMI-1640لیترمیلی10نوچه در  200نیز با کشت ترشحی 

آلوده  از گوسفندان مثبتنمونه سرم 73ارزیابی الایزا، براي.تعیین شد 1:4و  1:40، 5000:1، 100:1به ترتیب  دفعی ترشحیو  پیکري
حساسیت، ویژگی، .استفاده شد) نمونه 121در مجموع (فاقد سگهايگلهاز ماهه 2-3هايبرهمنفیسرم ينمونه 48و انگل  ينوچه به

7/83، درصد6/84، درصد75، درصد4/90ژن پیکري به ترتیب آزمون الایزا با آنتیپیشگویی منفی و دقتارزش پیشگویی مثبت، ارزش 
برآورد  درصد9/90و  درصد9/84، درصد6/95، درصد8/93، درصد89ژن دفعی ترشحی نیز به ترتیب ، با آنتیدرصد2/84و  درصد
 در گوسفند برد آن بادي ضردیابی آنتیانگل براي دفعی ترشحیژن آنتی و آزمون مک نمار نشان داد که SPSSها با داده آنالیز. گردید

 پایش تواند برايمی لینگواتولا سراتاهاي نوچهدفعی ترشحیژن آنتی کارگیريه بآزمون الایزا با  ،بنابراین . دارد برتريپیکريژن آنتی
.سایر میزبانان نیز مورد ارزیابی قرار گیرد و شناسیگیريمطالعات همهویژه در ه آلودگی در گوسفند ب

ژن دفعی ترشحی، الایزاژن پیکري، آنتی، گوسفند، آنتیلینگواتولا سراتا:  کلمات کلیدي

مقدمه
ه ب نگلی با گسترش جهانی استالینگواتولا سراتا    .

،آسیا، خاورمیانه این انگل درآلودگی به ،کهطوري
انگل .شده است گزارش و اثباتآفریقا اروپا و آمریکا،

ندرت انسان و به سانانسگبالغ در بینی و مجاري هوایی 
 نشخوارکنندگانآن ن واسط حساسنامیزبا.شودیافت می

یکی انگلاین . )Soulsby 1982(دنباشمیگاهی انسان  و
آلودگی انسان به  و شودمیزئونوتیک محسوب عواملاز 

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، دانشکدهگروه پاتوبیولوژياستادیار  *1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، دانشکدهگروه پاتوبیولوژياستاد  2
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، دانشکدهگروه پاتوبیولوژيدانشیار  3
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازبهداشت مواد غذایی، دانشکدهگروه دانشیار  4
دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز ، دانشکدهشناسیارشد انگلآموخته کارشناسیدانش5

که گردد میلینگواتولوز احشائیسبب انگلمرحله تخم 
تواند با ضایعات میویژه در ریه ه بضایعات ناشی از آن 

Tappe(سل و تومورهاي بدخیم اشتباه شود and Buttner 

 انگل در چشم يمواردي هم از وجود نوچه. )2009
 Koehsler et al. 2011, Pal(گزارش شده است انسان

et al. اي متعاقب نوچه يآلودگی به مرحله.)2011
سبب نشخوارکنندگان پزخام یا نیم يخوردن احشاء آلوده

E-mail: Alirezaalborzi@yahoo.com)مسئول ينویسنده(
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. شودمیسندرم هالزون یا لینگواتولوز نازوفارنژیال ایجاد 
گزارش  جهانآلودگی انسان از کشورهاي مختلفد موار

Morsy(شده است et al. 1999, Tappe and  Buttner 

2009, Yilmaz et al. 2011(.از  هاییدر ایران نیز گزارش
 Anaraki et al. 2008, Maleky(وجود دارد لودگی انسانآ

2001, Sadjjadi et al. 1998, Siavashi et al. 2002(
بایا فاقد وممکن استبه فرم بالغ انگل آلودگی سگ 

عطسه، سرفه مداوم و ترشحات هاي درمانگاهی، نشانه
 Soulsby(راه باشدآلود از بینی همموکوسی اغلب خون

تغییرات  تواند باعثمیانگل در نشخوارکنندگان،.)1982
،1383الهی و همکاران نعمت(شودو ریه پاتولوژیک کبد

Saiyari et al. آلودگی در گوسفند و سایر . )1996
اثرات  بوده وهاي بالینی هاي واسط آن فاقد نشانهمیزبان

نامحسوس و خسارات اقتصادي آن  ،آن روي تولید دام
و مطالعات شیوع انگل تشخیص آلودگی.نامعلوم است

با در این حیوانات در مناطق مختلف ایران و جهان 
کالبدگشائی، لاپاراتومی اکتشافی،  هاي کشتارگاهی،بررسی

گیردمیصورتبیوپسی و آزمایشات هیستوپاتولوژي
)Alborzi et al. 2013, Esmaeilzadeh et al. 2008, 

Nourollahi Fard et al. 2011, Oryan et al. 2011, 
Razavi et al. 2004, Tajik and Jalali 2010 .(اساس بر

الایزا براي  تاکنون روش سرمی ،طلاعات در دسترسا
هاي واسط از جمله در میزبانلینگواتولا سراتاردیابی 
در  RileyوJonesيمطالعه. است استفاده نشده گوسفند

کاربرد الایزا براي درتنها موردي است که 1991سال 
در ) پنتاستومید(پوروسفالوس کروتالیردیابی آلودگی

.گرفته استانجام هاي صحرایی آزمایشگاهی موش
استفاده از آزمایش تست پوستی در تشخیص آلودگی 

، نیز با موفقیت کامل لینگواتولا سراتايگوسفند به نوچه
با ).1383کافی احمدي و همکاران (همراه نبوده است 

گیري هر هاي درمانی، کنترل و پیشبرنامه کهتوجه به این
ویژه شناسایی شناسی و بهگیريآگاهی از همهانگلی نیازمند 

بنابراین هدف از انجام ؛باشدهاي منطقه میدامآن در 

الایزا براي  زمونآو ارزیابی طراحی ،حاضر يمطالعه
عنوان  در گوسفند بهلینگواتولا سراتا تشخیص آلودگی به 

هاي ژنهاي واسط مهم آن و با استفاده از آنتییکی از میزبان
، اي این انگلنوچه يحلهترشحی مر -پیکري و دفعی

لینگواتولا (آلودگی به این انگل ردیابی و شناسائی جهت
.بودهاي زنده در دام)سراتا

مواد و روش کار
آلوده و غیر سرم آلوده يخون و تهیه يآوري نمونهجمع

کشتارگاه آوري سرم از گوسفندان ذبح شده درجمع
ابتدا قبل از ذبح، .انجام گرفت شهرستان بروجرد دام

گذاري هاي مخصوص شمارهتعدادي از گوسفندان با گیره
ها در یک یک از آنشدند، سپس در هنگام ذبح خون هرمی
آوري جمع )گذاري شدهشماره(مشخص استریل  يلوله
براي  سازي لاشهپس از طی مراحل آماده. گردیدمی

از ) گرم 30تا  20بین (ی مزانتر لنف يگره، تعدادي بازرسی
 پلاستیکی يدر کیسه شد ومیآوري جمع همان گوسفند

.گردیدمیبه آزمایشگاه منتقل مشخص 
 2500(هاي اخذ شده سانتریفوژ خون ،در آزمایشگاه

طور ه ها بسرم آن ونددگردی)دقیقه10دور به مدت 
در دماي گذاري شده، شمارههاي میکروتیوب درجداگانه

تعیین براي  . ندشد نگهداريگراد ي سانتیدرجه-20
 يگرههاي یک از نمونهلینگواتولا، هر يآلودگی به نوچه

لنفاوي، جداگانه و براساس شماره با استفاده از 
مورد  پپسین -و یا هضم در اسیداستریومیکروسکوپ

 يو در صورت مشاهده تعدادي نوچه گرفتندبررسی قرار 
در نظر گرفته  )مثبتسرم (عنوان آلودهبهسرم آن انگل، 

نمونه سرم مثبت از  73با این روش تعداد . شدمی
. آوري شداي انگل جمعگوسفندان آلوده به مراحل نوچه

 2-3هاي شیر خوار از بره نیز  منفیسرم  نمونه 48تعداد 
در معرض آلودگی  ترکمماهه که در زمستان به دنیا آمده و 

.دگردیتهیه  ،قرار گرفته بودند) هاسگ(انگل  میزبان اصلی
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سراتا لینگواتولاژن پیکري نوچه آنتی يتهیه
ی تعداد زیادي لنفهايگرهژن پیکري، آنتی يبراي تهیه

چندین مرحله  طیشده در کشتارگاه، از گوسفندان کشتار
 يدانشکده شناسیبه آزمایشگاه انگلگیرينمونه

طور مستقیم و یا با به.  انتقال داده شد دامپزشکی اهواز
هاي زنده استفاده از استریومیکروسکوپ، با قلم مو نوچه

نمکی بافر محلولآوري و به یک پتري دیش حاويجمع
)PBS( شده آوريهاي زنده جمعنوچه. انتقال داده شد،
دار بیوتیکآنتیPBSبار با  3معمولی و PBSبار با 2

 يتهیه براي ها،تعدادي از نوچه. شستشو داده شدند
 يبراي تهیه . ندشد نگهداري ژن دفعی ترشحی جداآنتی
لیتر میلی 10نوچه در  250تعداد حدود ژن پیکري،آنتی

 قرار دادهRPMI-1640وPBSمحلول به نسبت مساوي
ند و تکه شدبا اسکالپل استریل تکهابتدا در زیر هود  شد و
 10با قدرت  )، آلمانبندلین(با دستگاه سونیکاتور سپس

سونیکه  80ثانیه در ولتاژ  15سیکل و هر سیکل به مدت 
حاصل، ، محلول آنبعد از . ندسازي شدو همگن

مایع و  گردید) دقیقه 5دور به مدت  2500(سانتریفوژ 
. دشمیکرون پالایش  2/0آوري و با فیلتر جمع روئی

روش برادفوردآوري شده، به ن مایع جمعغلظت پروتئی
تعدادي درژن حاصلهآنتی. گردید گیرياندازه

گراد سانتی يدرجه -20دماي در  وتوزیع میکروتیوب 
.نگهداري شد

سراتا لینگواتولاهاي نوچه ترشحی -ژن دفعی آنتی يتهیه
 ينوچه 200تعداد ترشحی، -ژن دفعیآنتی يتهیه براي

دار، در بیوتیکآنتیRPMI-1640لیتر میلی 10زنده در 
دار CO2در انکوباتورقرار داده شد و داخل ظرف کشت 

-گراد گرمي سانتیدرجه 37در دماي ساعت  24به مدت 
) محیط کشت(ها از محلول سپس نوچه ؛شد گذاريخانه

پالایش و غلظت  2/0مانده با فیلترجدا و مایع باقی
به عنوان گیري و پروتئین آن به روش برادفورد اندازه

تعدادي میکروتیوب توزیع ودر ترشحی -ژن دفعیآنتی
. نگهداري شد گرادسانتی يدرجه -20در دماي 

آزمایش دات الایزا 
دست ه و بهاي مثبت و منفی نمونهارزیابی اولیه براي 

از روش دات الایزا هاي مثبت و منفی مطمئن سرمآوردن 
 ينمونه 3نمونه مثبت و  3در این آزمایش . استفاده شد

آوري هاي جمعصورت تصادفی از بین نمونهمنفی به
ها روي کاغذ شده، انتخاب و به ازاء هر یک از نمونه

با پیکريژن میکرولیتر از آنتی 1ينیتروسلولز در سه نقطه
پس از .ریخته شدلیتر میکروگرم در میلی 100ت غلظ

دقیقه در محیط شیر پس چرخ  45خشک شدن به مدت 
ها با پس از شستشوي کاغذ .گذاشته شددر دماي اتاق 

PBSهاي مختلف سرمدر رقت در ظروف مجزا و هر یک
دقیقه،  45قرار گرفته و به مدت )1: 5/12، 1:25، 50:1(

بعد از آن سه بار . روي دستگاه شیکر قرار داده شدند
معمولی هر بار به مدت یک دقیقه انجام PBSشستشو در 

IgGضد(کنژوگه) 2000:1(ثابت شد، سپس در رقت

 45ور شدند و بعد از غوطه) سیگما، امریکا()گوسفندي
ها در محلول کاغذ، PBSسه بار شستشو با و دقیقه 

مرك، ()کلرونفتول و آب اکسیژنه(سوبسترا  -کروموژن 
و با این روش. خوانده شدو نتیجهشد قرار داده  )آلمان

-براساس شدت رنگ ایجاد شده در محل بارگذاري آنتی

هاي با درجات مختلف مثبت قوي، متوسط، سرمژن، 
.آزمایش الایزا به دست آمد برايو  ضعیف و منفی

ژن، کنژوگه و سرم جهت هاي مناسب آنتیتعیین رقت
آزمایش الایزا

ترشحی  -هاي پیکري و دفعیژنبا استفاده از آنتی
هاي ، رقتهاي مثبت و منفی تهیه شدهسرم ،هانوچه

: آزمون الایزا به شرح ذیل تعیین شداجزاي  مناسب
دهی و بهترین رقت ژن براي پوششآنتی بهترین رقت

طور جداگانه براي هر سرم و کنژوگه در آزمون الایزا به
ها، توسط روش تیتراسیون جدول متقاطعژنیک از آنتی

با میزان  ژن پیکريبراي آنتی. تعیین گردید) چکر بورد(
7/1(با بافر پوشاننده لیتر،میکروگرم در میلی 100پروتئین 
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مقطر در گرم بیکربنات با آب  86/2گرم کربنات سدیم و 
1:160و 1:80، 1:40، 1:20: شامل رقت 4)حجم یک لیتر

و  1:3000رقت 2گوسفندي IgGبراي کنژوگه ضد و 
ي هشدزیابی راهاي مختلف رقت. شدندآزمایش1:5000

،1:50هاي شامل رقتهاي مثبت و منفی مطمئنسرم
با  ژن دفعی ترشحیبراي آنتی. بودند1:200و  1:100
 ،)لیترمیکروگرم در میلی 26(آن پروتئینمیزان  به توجه
براي تعیین .شدندارزیابی 1:16و  1:8، 1:4هايرقت

 درصد 10و 5،8نیز شیر پس چرخ بهترین بلوك کننده
.مورد آزمایش قرار گرفت

آوري شده با آزمون هاي سرم جمعارزیابی نمونه
الایزاي طراحی شده

ژن، سرم ترین رقت کنژوگه، آنتیپس از برآورد مناسب
نمونه سرم  121مجموع مناسب، در يکنندهو بلوك

نمونه سرم مثبت از گوسفندان  73تعداد (آوري شده جمع
نمونه منفی از  48اي انگل و تعداد آلوده به مراحل نوچه

ماهه با آزمون الایزاي طراحی شده به شرح  2-3هاي بره
: ذیل مورد آزمایش قرار گرفتند

پیکري (ژنآنتی رقت مناسب هراز ،براي این کار
میکرولیتر به هر  100مقدار ،)1:4و دفعی ترشحی  1:40

اضافه شد و پلیت با ) ، دانماركNunc(پلیتچاهک 
ي درجه 4(یک شب در یخچالپارافیلم پوشانده شد و 

سپس یک مرحله شستشو با  . شد نگهداري)گرادسانتی
PBSمیکرولیتر  250ي بلوکینگ در مرحله. انجام گرفت

به هر چاهک افزوده درصد8شیر بدون چربی محلول 
شد و پلیت به مدت یک ساعت در دماي آزمایشگاه 

شستشو یک مرحله پس از  ،ي بعدحلهردر م .گذاشته شد
 8حاوي PBS(با محلول رقیق کننده ها نیزسرم، PBSبا 

مقدار و  تهیه مناسب رقتدر  )درصد شیر بدون چربی
 پلیت در هر چاهک، رقیق شده سرم از هر میکرولیتر 100

عت در دماي آزمایشگاه سا 1به مدت پلیت وشد ریخته 
و توئینPBSبار با  3(بار شستشو 5پس از.قرار گرفت

 میکرولیتر100ها مقدار چاهک يهمه، به )PBSبار با  2

حاوي PBSدر 1:5000با رقت) سیگما، امریکا(کنژوگه
 1به مدت  و پلیتاضافه درصد شیر بدون چربی  8

ي بعد، در مرحله. گرفتساعت در دماي آزمایشگاه قرار 
 -کروموژن ، )قبل يهمانند مرحله(بار شستشو  5از پس

 N، آب اکسیژنه+ BMTتترامتیل بنزیدین یا (سوبسترا 

Biotechبه هر  میکرولیتر50به میزان )ي جنوبی، کره
تا  10، ه مدتبشد و پلیت در محلی تاریک چاهک اضافه 

در آخرین . در دماي آزمایشگاه قرار داده شددقیقه 20
 2محلول اسید سولفوریک میکرولیتر 50با افزودن مرحله

پلیت هاي چاهکي نوري دانسیتهو متوقفنرمال واکنش 
در طول )، هلندDynatech(در دستگاه خوانشگر الایزا

.دشو ثبت  خوانده ،نانومتر 450موج

هاي ارزیابی آزمون الایزابرش و شاخص ينقطهتعیین
و تجزیه و ) Cut off(برش ينقطهيبراي محاسبه    

ي نسخهو ) Mc Nemar(ها از آزمون مک نمارتحلیل داده
ه هاي ببا استفاده از داده.استفاده شد SPSSافزارنرم16

آلوده به (سرم مثبت  ينمونه 73دست آمده از  بررسی 
، هاي غیر آلودهمنفی از بره ينمونه 48و ) لینگواتولا سراتا

حساسیت، ویژگی، ارزش پیشگویی : هاي ارزیابیشاخص
مثبت، ارزش پیشگویی منفی و دقت براي تشخیص 

این انگل در گوسفندان به روش الایزا با آلودگی به 
.تعیین گردید مربوطههاي استفاده از فرمول

نتایج
ژن، کنژوگه و سرمرقت مناسب آنتی

هاي پیکري و ژنغلظت پروتئین آنتینتایج اندازگیري 
و 100، به ترتیب لینگواتولا سراتاترشحی نوچه  - دفعی

رقت  4از بین . لیتر تعیین گردیدمیکروگرم در میلی26
میکروگرم  5/2(1:40، رقت شده ژن پیکري آزمایشآنتی

 6(1:4ترشحی رقت  -ژن دفعیو براي آنتی) لیتردر میلی
. بهترین رقت تعیین شدند) لیترمیکروگرم در میلی
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، رقت کنژوگه 1:5000و  1:3000رقت  2چنین از هم
هاي بهترین رقت سرم. بهترین رقت نشان داده شد 1:5000

رقت 3از .تعیین گردید1:100گوسفندان مورد آزمایش
آزمایش ) شیر پس چرخ(درصد بلوك کننده  10و  8، 5

.شددرصد تعیین  8بهترین رقت نیز شده

هاي سرم نمونهالایزا نتایج آزمایش 
نمونه  48مثبت و نمونه  73(نمونه سرمی  121از کل

نقطه برش، با استفاده از موارد پس از تعیین میزان) منفی
ی لنف يانگل در بررسی گره يمثبتی که نوچههاي نمونه

-و هم) به عنوان استاندارد طلایی(ها مشاهده شده بود آن

چنین آزمون مک نمار، نتایج آزمون الایزاي طراحی شده 
در گوسفندان با سراتا  لینگواتولابراي تشخیص آلودگی 

 يترشحی و پیکري نوچه -هاي دفعیژناستفاده از آنتی
شده  خلاصه2و  1ول اانگل به دست آمد که در جد

.است

 يژن دفعی ترشحی نوچهبا آنتینتایج آزمون الایزا : 1جدول 
در  لینگواتولا سراتابه سرمیبراي تشخیص آلودگی انگل 

سرم گوسفند 121

الایزاينتیجه
)واقعیت(تشخیص 

جمع
غیرآلودهآلوده

65368مثبت
84553منفی
7348121جمع

ژن پیکري نوچه انگل با آنتینتایج آزمون الایزا  :2جدول 
 121در  لینگواتولا سراتابهسرمی براي تشخیص آلودگی

سرم گوسفند

آزمون ينتیجه
)واقعیت(تشخیص 

جمع
غیر آلودهآلوده

661278مثبت
73643منفی
7348121جمع

طراحی شده  يالایزا کیتهاي ارزیابی شاخص
ویژگی و حساسیت، :هایی چونشاخص ،3ولدر جد

آزمون الایزا طراحی مثبت و منفی و دقتپیشگویی  ارزش
گشایی و شده در برابر بررسی آلودگی به صورت کالبد

نشان داده ) به عنوان استاندارد طلایی(انگل  يدیدن نوچه
.شده است

 يدهنده، سطح زیر منحنی نشان)ROC(1منحنی راك: 1شکل 
حساسیت و ویژگی آزمون الایزاي طراحی شده براي 

ژن دفعی در گوسفند با آنتی سراتا لینگوتولاتشخیص آلودگی 
اي انگلي نوچهمرحله) S(و پیکري ) ES(ترشحی  –

زیرسطح،)ROCمنحنی راك (1شکلبهتوجهبا
 -دفعی هايژنشده با آنتیانجامهايمنحنی آزمون

وحساسیتمقادیرآماري يمقایسهباپیکري ترشحی و
 توسطآمدهدستبرش بهي نقطهدرهر آزمونویژگی
سطحدر(درصد 95ي اطمینان با فاصلهنمارمکآزمون

که طوريهب. کمی تفاوت دارند) آلفا=05/0داري یمعن
سطح زیر منحنی با برآورد ترشحی  -دفعیژن براي آنتی

و با  974/0اي و برآورد نقطه 953/0-996/0اي فاصله
اي با برآورد فاصلهپیکري  ژنآنتیسطح زیر منحنی براي 

.به دست آمد 873/0اي و برآورد نقطه 946/0-800/0

1- Receiver Operating Characteristic (ROC)
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مثبتو) حساسیت(حقیقیمثبتمقادیرراك،منحنی
. ددانشانممکنبرشنقاطتمامدررا)ویژگی(کاذب 

ي برش که حساسیت و ویژگی در آن با بهترین نقطه

ژن و براي آنتی 3/0باشد، ژن دفعی ترشحی حداکثر میآنتی
.تعیین شد 48/0پیکري، 

در گوسفندان سراتا لینگواتولاهاي آزمون الایزاي طراحی شده براي تشخیص آلودگی به شاخص :3جدول 
انگل يهاي دفعی ترشحی و پیکري نوچهژنبا استفاده از آنتی

دقت ارزش پیشگویی منفی ارزش پیشگویی مثبت ویژگی حساسیت ژننوع آنتی
2/84 7/83 6/84 75 4/90 پیکري
9/90 9/84 58/95 75/93 04/89 دفعی ترشحی

بحث 
 هاي لنفی حیواناتبا بررسی گرهکشتارگاهی  مطالعات

در برخی مناطق ایران لینگواتولا سراتاو جداسازي نوچه 
تبریز، آذربایجان شرقی، اهواز، آباد، بروجرد،یاسوج، خرم(

حاکی )مازندران، بابل و آبادشیراز، کرمان و نجفارومیه، 
درصدي لینگواتولوز  5/52تا  38/0ازشیوع قابل توجهاز
 کهبه طوري ،باشدشخوارکنندگان در مناطق فوق مین

تا  11در گوسفندان از لینگواتولا سراتاآلودگی به شیوع 
و البرزي،1387البرزي و درخشنده(درصد 5/52

-Esmail،ب.1391همکارانو البرزي ،آ.1391همکاران

Nia et al. 2000،Nourollahi Fard et al. 2011،Rezaei

et al. 2011 ،Shekarforoush et al. 2004،Tavassoli et 

al. 2007a ( درصد 75/50تا  1/27ازدر بزها) البرزي و
Garedaghi 2011،Razavi،1386درخشنده  et al. 2004،

Rezaei et al. 2011،Tavassoli et al. 2007b (در گاوها 
Alborzi(درصد 44تا  درصد 25/0از et al. 2013, Hami 

et al. 2009, Razavi et al. 2004, Tajik et al. 2006, 
Youssef and Hadizadeh-Moalem 2010( هادر گاومیش 

Alborzi(درصد 6/26تا  درصد 5/0از et al. 2013, 

Hami et al. 2009, Rezaei et al. 2011, Tajik et al. 
2008, Tajik and Jalali 2010( 9/12ازچنین شترهاو هم

Haddadzadeh(درصد گزارش شده است 21تا  et al. 

2010, Oryan et al. 2011, Radfar et al. 2010, 
Shakerian et al. 2008, Tajik et al. 2007(. شیوع این

و ازچشمگیراصلی نیز  میزبان ها به عنوانسگ در انگل

Meshki(بوده استدرصد 5/76تا 83/27 and 

Asgarian 2003, Oryan et al. 2007, Rezaei et al. 
بیماري گیري کرد که توان نتیجهکه در مجموع می)2011

و با توجه به استقرار و اثرات انگل  شایع بودهدر کل ایران 
هاي خسارتدارد، احتمالهاي لنفی، کبد و ریهدر گره

سازد که دامپروري کشور وارد  را بهییناپیدااقتصادي 
.است همه جانبه يمطالعهبررسی و تردید نیازمند بی

موارد متعددي از ابتلاي انسان به این انگل این، علاوه بر
Anaraki(گزارش شده استدر ایران نیز  et al. 2008, 

Maleky 2001, Sadjjadi et al. 1998, Siavashi et al. 
2002.(

توان هاي انگلی میکه در تشخیص بیماريبه رغم این
گشایی استفاده هاي بالینی، آزمایشگاهی و یا کالبداز روش

لینگواتولا نمود ولی در آلودگی حیوانات میزبان واسط به 
زیرا آلودگی ،توان از این امکانات استفاده کردنمی سراتا

 مله گوسفندنشخوارکنندگان از ج درلینگواتولا سراتا به 
گشائی نیز روش کالبد. هاي درمانگاهی استفاقد نشانه

هاي با روش. کاربرد چندانی ندارد، به علت پرهزینه بودن
توان آلودگی به این انگل را معمول آزمایشگاهی هم نمی

تشخیص داد و تا کنون نیز روش سرولوژیکی مناسبی که 
حیوانات را در لینگواتولا سراتابتوان با آن آلودگی به 

میزبان واسط و یا اصلی تشخیص و یا ردیابی کرد ارائه 
معرفی یک روش تشخیصی سریع و  ،بنابراین . نشده است
شناسی و پایش گیريهاي همهتواند به بررسیدقیق می
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ها کمک نموده و براي کنترل آلودگی به این انگل در گله
در ن دلیل به همی. گیري مورد استفاده قرار گیردو پیش
ي حاضر آزمون الایزاي غیر مستقیم به عنوان یکی مطالعه

کاربرد بسیار که هاي سرولوژي حساس و دقیق از روش
Goddard(دارد هاي عفونیدر تشخیص بیماري ايگسترده

et al. 1999, Morsy et al. 1999, Webster et al. 1997(،
در  سراتالینگواتولا تشخیص سرمی آلودگی به  به منظور
 -هاي پیکري و دفعی ژنآنتیو با استفاده از گوسفند

با توجه به . شدارزیابی اي انگلنوچه يترشحی مرحله
ي الایزاآزمون دو فاکتور اصلی اعتباردست آمده، ه ب نتایج

به ترتیب در مورد  ،یعنی حساسیت و ویژگیطراحی شده، 
ژن آنتی درصد و در مورد 75و  4/90هاي پیکريژنآنتی

درصد برآورد  8/93و  0/89دفعی ترشحی به ترتیب 
سطح،هاي تشخیصیکارایی آزمونبراي ارزیابی.گردید

سطحو اگرگیردمیقرارتوجهموردهاآن راك منحنیزیر
شود، گیري میباشد، نتیحه5/0-7/0بینمنحنیزیر

اما اگر . است پایینآزمایش،)بالینی(ی درستی درمانگاه
درستی بیانگر باشد، 7/0-9/0بینمنحنیزیرسطح

منحنی بالاترزیرسطحاست و متوسط)بالینی(درمانگاهی 
آزمون  یکيبالابالینیدرستیدهندهنشاننیز9/0از 

حدود سطح زیر بنابراین با توجه به . باشدتشخیصی می
 براي 873/0دفعی ترشحی و ژن آنتیبراي  974/0منحنی

و متوسط  بالادرمانگاهی  پیکري به ترتیب درستی ژنآنتی
شود طراحی گیري میها مشخص گردید که نتیجهبراي آن
آزمون مک .دفعی ترشحی ارجح استژن آنتیالایزا با 

-آنتیبا الایزاي طراحی شدهنشان داد تفاوتی بین نیز نمار 

گشایی و دیدن کالبد(و استاندارد طلایی دفعی ترشحیژن 
ره کاپا به زیرا آما) p<05/0(نداردوجود ) انگل ينوچه

 يدهندهبه دست آمد که نشان p>001/0با  813/0میزان 
که  دهدمیاین نتایج نشان .باشدتوافق بین دو روش می

توان براي تشخیص آزمون الایزاي طراحی شده میاز 
یا لینگواتولوز گوسفندي  لینگواتو لاسراتاسرمی آلودگی به 

 1991در سال  RileyوJonesاگرچه. استفاده کرد
به  کاربرد الایزا براي ردیابی آلودگیمورد  اي درطالعهم

هاي در موش پوروسفالوس کروتالینوعی پنتاستومید به نام 
جستجوي ولی ،اندصحرایی آزمایشگاهی انجام داده

حکایت از دسترسگسترده در منابع اطلاعاتی علمی در 
حاضر در مشابه با آزمون الایزاي ايمطالعهعدم وجود 

دست آمده از ه نتایج ببنابراین . بود، لاسراتا لینگواتومورد 
.کردمقایسه  یبا نتایج مشابهتوان را نمیحاضر يمطالعه
تست زمایشآبا  1383در سال احمدي و همکاران کافی

يتشخیص آلودگی گوسفند به نوچه برايپوستی 
ولی  ویژگی بالاتست  این ند کهدنشان دا ،لینگواتولا سراتا

هاي آلوده براي تشخیص دامداشته و حساسیت کمی 
مشکلات توجه بهبا  ،بنابراین. کارایی مناسبی ندارد
هاي شاخصگله و هاي پوستی درمربوط به انجام تست

 سهولت آزمایش الایزا و نیزو در مقایسه با آن اعتبار 
الایزاي طراحی  بالاي حساسیت و ویژگی هايشاخص
که استفاده از الایزا ارجح رسید  نتیجه به این توانشده می

از توان میشود که گیري میدر مجموع نتیجه.باشدمی
 يهاي دفعی ترشحی نوچهژنبا استفاده از آنتی(الایزا 

مطمئن و سریع در تشخیص و  یعنوان روش به) انگل
شناسی در  گوسفندان مناطق کشور و گیريمطالعات همه

لینگواتولوز منظور درمان و کنترل نیز سایر کشورها و به 
. استفاده کرد

تشکر و قدردانی
اجراي این تحقیق تشکر و قدردانی  يتأمین هزینهخاطر ه نویسندگان از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهید چمران ب

.نمایندمی
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منابع
امین ،زادهمهديو  جهانبخش ،پروانه ؛علیرضا ،البرزي

آباد مقایسه شیوع آلودگی گوسفندان شهر خرم. )آ.1391(
چشمی و  با دو روش مشاهده سراتا لینگوآتولا به نوچه

اولین کنگره جهانی و هشتمین کنگره . روش هضمی
.شناسی، کرمانملی انگل
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Abstract
Linguatula serrata as a cosmopolitan parasite is one of the parasitic zoonoses. The adult

parasites live in the nasal airways or frontal sinuses of canids as the definitive hosts and larval 
stages in the liver¸ lung and mesenteric lymph nodes of ruminants as intermediate hosts. 
Humans may be infected by eating eggs or nymphs of the parasite. All intermediate hosts may 
be infected without showing any clinical signs. No serological methods presented for 
detection of the infection in herbivorous animals. In this study, for the first time, an indirect
ELISA test was developed for the detection of Linguatula serrata infection in sheep by using 
somatic and excretory-secretory antigens, isolated from nymphs of the parasite. Nymphs of 
the parasite were collected from mesenteric lymph nodes of infected sheep and used for 
preparation of somatic antigens by sonication (250 nymphs/10ml, PBS- RPMI1640).  The 
excretory-secretory antigens were prepared by incubation of the larvae (200 nymphs/10ml) in
RPMI-1640 media for 24 h. Appropriate dilutions of sera, anti-Sheep IgG conjugate, somatic
and excretory-secretory antigens were determined as 1:100, 1:5000, 1:40 and 1:4 respectively. 
Evaluation of the ELISA was performed by 121 sera (73 positive and 48 negative). The 
sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV) and 
accuracy of the ELISA for somatic antigen were 90.4%, 75.0%, 84.6%, 83.7%, 84.2% and 
those for excretory-secretory antigen were 89.0%, 93.8%, 95.6%, 84.9% and 90.9%, 
respectively. Data analysis of the present study by SPSS software and Mac Nemar Test 
showed that excretory-secretory antigens are better than somatic antigens for detecting of the 
infection in sheep. Therefore the ELISA test using excretory-secretory antigen of nymphs of 
Linguatula serrata can be used for detection of infection in sheep, especially in epidemiologic 
studies and developed for other hosts.
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