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  خلاصه
در . ژن انگل در سرم استجوي آنتیو  جست يجوي پادتن ضد انگل یا بر پایهو  اساس جستتشخیص سرولوژیک فاسیولوز یا بر

 3تر از توان در کمبا روش کانترایمونوالکتروفورز می .گرددپذیر میژن تشخیص زود هنگام بیماري امکانجوي آنتیو  صورت جست
در  فاسیولا ژیگانتیکاژن جوي آنتیو  جست برايبه منظور ارزیابی این روش . ژن را مورد بررسی قرار دادساعت وجود پادتن یا آنتی

هاي از کشتارگاه تهیه شد و از انگل تیکافاسیولا ژیگانتعدادي کبد گاو آلوده به  ،براي این منظور. حاضر صورت گرفت يگاو مطالعه
سازي و تولید سرم ایمن برايهاي مذکور ژنآنتی .هاي پیکري به روش اولدهام و ویلیامز تهیه گردید ژنآوري شده، آنتیجمع

کبد گاوان کشتار شده در کشتارگاه اهواز از نظر  ،هاي مثبت و منفیآوري نمونه جمع براي.قطعه خرگوش تزریق گردید 2هیپرایمون به 
نمونه خون از گاوان غیرآلوده اخذ گردید  60نمونه خون از گاوان آلوده و  100مورد بررسی قرار گرفت و  فاسیولا ژیگانتیکاآلودگی به 

از . تروفورز مورد بررسی قرار گرفتندبه روش کانترایمونوالکفاسیولا ژیگانتیکا هاي گردشی  ژنهاي سرم، از نظر حضور آنتیو نمونه
حساسیت و . نمونه سرم گاوان غیرآلوده منفی بودند 60نمونه مثبت بودند و  92نمونه سرم گاوان آلوده در کانترایمنوالکتروفورز  100

 برايبالاي این روش،  قابل قبول، سرعت با توجه به حساسیت و ویژگی. درصد محاسبه گردید 100و  92به ترتیب  آزمایشاین  ویژگی
.تواند مورد توجه باشدمی فاسیولا ژیگانتیکاتشخیص زود هنگام آلودگی به 

گاو ،فاسیولا ژیگانتیکاکانترایمونوالکتروفورز، :کلمات کلیدي

مقدمه
 و 1افاسیولا هپاتیک اهلی بهآلودگی کبد حیوانات

انتشار جهانی دارد و باعث بیماري  2افاسیولا ژیگانتیک
ادي موجب خسارات د که از نظر اقتصشومیفاسیولوزیس 

خساراتی که به صورت مستقیم و . دگرد قابل توجهی می
هاي زیادي به صنعت دامپروري کشور غیرمستقیم زیان

ها،  موجب تلفات، ضبط لاشه فاسیولاابتلا به .کندوارد می
آلوده، کاهش وزن، کاهش پشم، کاهش ضبط کبدهاي
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میعلاازتوانمیبیمارياینتشخیصبراي
فصلیتغییراتآزمایشگاهی،هايیافتهدرمانگاهی،

استفادهییکالبدگشاوبیماريقبلیتاریخچهآلودگی،
آزمایشازتوانمی،گاودربیماريتشخیصبراي.کرد

برايخونآزمایشوکرمتخميمشاهدهبرايمدفوع
گیرياندازهها،روشازیکی.بردبهرههاآنزیمگیرياندازه
شدهآزادآنزیمدوویژهبهپلاسمادرموجودهايآنزیم

.استکبديدیدهآسیبهايیاختهتوسطپلاسمادر
مهاجرتهنگامبهپلاسمادهیدروژنازگلوتامیتمیزان
چنددر،آنبهواردهضایعاتوکبدپارانشیمدرانگل
Dalton(یابدمیافزایشآلودگیاوليهفته 1998.(
نظیرهاییآزمایشازتوانمیفاسیولوزیستشخیصبراي
پپتاسیون،پرسیپاسیو،آگلوتیناسیونکمپلمان،- ثبوت

الایزاوکانترایمنوالکتروفورزیسمضاعف،ایمنودیفیوژن
ازقبلبیماريتشخیصبرايهاروشاین.کرداستفاده
زیادياهمیتازانساندرویژهبهمدفوعدرتخمظهور

Soulsby،1377اسلامی(استبرخوردار 1982.(
هاي معمول تشخیص آلودگی با توجه به این که روش

در مجاري صفراوي و با عمدتاً پس از استقرار کرم 
آزمایش مدفوع و دیدن تخم امکان تشخیص را فراهم 

تشخیص سریع و  برايهایی  روش يسازند، توسعهمی
هاي از روش. رسددرمان به موقع ضروري به نظر می

دام ایمونولوژیک جهت تشخیص فاسیولوز در انسان و
Awad(شوداستفاده می et al. 2009 .(ًاین  معمولا

بادي ضد فاسیولا نشان دادن آنتی يها بر پایهروش
Swarup(باشندمی et al. 1987(هاي نشان دادن اما روش ؛

هاي آلوده در مطالعات ژن در خون انسان و دامآنتی
Paz-Silva(اندمختلفی مورد سنجش وارزیابی قرار گرفته

et al. 2004, Velusamy et al. 2003 .(ررسی فعلیب، 
فاسیولا تلاشی است جهت تشخیص زودرس آلودگی به 

با روش کانترایمونوالکتروفورز، که با توجه به ژیگانتیکا 
زئونوز بودن بیماري در صورت داشتن حساسیت و 
ویژگی مورد قبول، قابل ارزیابی در پزشکی نیز خواهد 

.بود

روش کار مواد و
آوري انگلجمع

از کشتارگاه  فاسیولا ژیگانتیکاتعدادي کبد گاو آلوده به 
تعداد . شناسی منتقل گردیدندتهیه و به آزمایشگاه انگل

 ؛هاي پیکري جدا شدژنآنتی يتهیه برايانگل بالغ  30
ندبعد آماده شد يمرحلهبراي وجدا هاانگلبراي این کار

)Anderson et al. 1999.(

ژیگانتیکا فاسیولاهاي پیکري از انگل بالغ  ژنآنتی يتهیه
و  Oldhamآوري شده طبق روش هاي جمع از انگل

Williamsهاي پیکري تهیه گردید ژنآنتی 1985در سال .
 PBSبار با  3آوري شده، هاي جمع براي این منظور انگل

ها، سپس انگل ؛شو شد و کاملاً آبکشی گردیدو  شست
 يدرجه - 70رساعت در فریز 24خشک شد و به مدت 

هاي خشک شده در  انگل. گراد نگهداري شدندسانتی
 PBSپودر حاصل در  آمده،هاون به صورت پودر در 

دقیقه مخلوط  15موژن و با مخلوط کن برقی به مدت وه
گراد سانتی يدرجه 4ساعت در دماي  24و به مدت 

 ، مایع روییپس از این مدت. یخچال نگهداري گردید
 3000ه شد و رسوب با دور هاي استریل ریخت داخل لوله

مایع حاصل از . دقیقه سانتریفیوژ گردید 15و به مدت 
میکرونی فیلتر شده، مایع فیلتر  2/0سانتریفیوژ با فیلتر 

گراد درجه سانتی-20شده تا هنگام استفاده در فریزر 
فورد میزان پروتئین به روش براد.نگهداري گردید

هاي ژنآزمایش، از آنتی این انجام براي. شدگیري اندازه
لیتر میکروگرم در دسی650تا  600با میزان پروتئین 

.استفاده شد

سازي خرگوشایمن
سالم جهت  به ظاهر تعداد دو قطعه خرگوش

 Fagbemiسازي و تولید سرم هیپرایمون طبق روش ایمن
کار گرفته ه ببا برخی تغییرات 1995در سالو همکاران 

ها به مدت یک هفته براي سازگاري با  خرگوش. ندشد
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در نگهداري حیواناتمحیط در داخل قفس در اتاق 
ایمن کردن،  براي. شناسی نگهداري شدندآزمایشگاه انگل

ژن سی آنتیسی 5/1سی ادجوانت کامل فروند با سی 5/0
به طور (و مخلوط شد فاسیولا ژیگانتیکاخام تهیه شده از 

گرم در میلی 9ژن تزریقی به هر خرگوش کلی میزان آنتی
به . ها تزریق گردید پشت عضله ران خرگوش) لیترمیلی

سی سی 5/1ژن به میزان تزریق دوم آنتی ،دو هفته يفاصله
سی ادجوانت ناقص فروند صورت سی 5/0همراه با 

ها  از قلب خرگوش ،هفته بعد از تزریق دوم 4.گرفت
سانتریفیوژ  يها به وسیلهآنعمل آمد و سرم ه خونگیري ب

دقیقه جداسازي و در فریزر  30به مدت  2000با دور 
. گردیدگراد نگهداري سانتی يدرجه -20

فاسیولا آوري سرم گاوان آلوده و غیرآلوده به جمع
ژیگانتیکا
هاي کبد و سرم از گاوان کشتار شده در  نمونه

آوري گردید و کبدها از نظر آلودگی کشتارگاه اهواز جمع
در مجموع . ندمورد بررسی قرار گرفت فاسیولا ژیگانتیکابه 

ها محرز سرم از گاوانی که آلودگی آن ينمونه 100تعداد 
آوري سرم از گاوان غیرآلوده جمع ينمونه 60شده و 

هاي آلوده و غیرآلوده توسط  سرم نمونه. گردید
هاي استریل در دماي  میکروتیوبسانتریفیوژ جدا و در 

. گراد تا زمان استفاده نگهداري شدندسانتی يدرجه -20
هاي منفی با تکه تکه کردن یید عدم آلوده بودن نمونهأت

ها شوي آنو  متري و شستتیسان 1کبد به قطعات 
هاي منفی از نمونه ،براي این منظور. صورت گرفت

بازرسی کشتارگاهی، هاي کشتار شده که در گوساله
 ؛گردیدها مشاهده نشده بود، انتخاب میآلودگی در کبد آن
خون و هم کل کبد به آزمایشگاه  يسپس هم نمونه

 1در آزمایشگاه کل کبد به قطعات ریز  .دشمی فرستاده
شو با و  شست 14متري تکه تکه شده و روي الک سانتی

ي درشت هاپس از جدا کردن تکه. یددگرآب انجام می
کبد، مواد روي الک به دقت زیر استریو میکروسکوپ

چنانچه هر گونه آلودگی به  ؛گرفتمورد مشاهده قرار می
 فاسیولاژیگانتیکا) متريمیلی 1حتی (مراحل نوزادي 

در غیر  ؛گردیدخون آن حذف می يشد، نمونهمشاهده می
 آزمایشکنترل منفی در  يبه عنوان نمونه ،این صورت

.گرفتمورد استفاده قرار می

انجام کانترایمونوالکتروفورز
 Arafaانجام کانترایمونوالکتروفورز مطابق روش  براي

سرم گاو  ينمونه 100تعداد 1999در سال و همکاران 
ه سرم غیرآلوده ب ينمونه 60و  فاسیولا ژیگانتیکا آلوده به

زوج حفره وجود داشت  9در هر اسلاید تعداد  .کار رفت
میکرولیتر سرم  10که در تمام حفرات یک طرف مقدار 

 10ون خرگوش و در طرف مقابل مقدار یهیپرایم
هاي مورد مطالعه  هاي شاهد و نمونه میکرولیتر از سرم

هاي آماده طوري داخل تانک قرار  اسلاید. ریخته شد
در سمت آند و ون خرگوش یگرفت که سرم هیپرایم

در ) ژنجوي آنتیو  جست براي(هاي مورد بررسی  سرم
براي برقراري جریان . سمت کاتد تانک قرار گیرند

الکتریسته، دو طرف ژل توسط دو قطعه کاغذ آغشته به 
. گردیدهاي آندي و کاتدي بافر متصل می بافر به محفظه

ام ساعت انج 2آمپر به مدت میلی 50الکتروفورز با جریان 
. گردیدساعت جریان الکتریسته قطع می 2بعد از  ؛شدمی

درجه به  45ياسلاید ژل با زاویه ،شوو  به منظور شست
ساعت در ظرف محتوي بوراکس به طوري که  24مدت 

به منظور . شدقرار داده میور گردد،در محلول غوطه
 10اسلاید به آرامی برداشته شده و به مدت  ،آمیزيرنگ

قرار % 5داخل ظرف حاوي رنگ کوماسی بلو دقیقه 
دقیقه  30بري اسلایدها به مدت به منظور رنگ. گرفتمی

بر قرار داده شده و نهایتاً اسلایدها از نظر در محلول رنگ
هاي مثبت  خطوط رسوبی مورد بررسی قرار گرفته، نمونه
ها مشاهده  شده به صورت خطوط رسوبی در بین حفره

Arafa(شد  می et al. 1999.(
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آزمون آماري
آوري شده با هاي جمعبررسی توصیفی و تحلیلی داده

 انجام گرفت و16ينسخه SPSSافزار نرماستفاده از 
. دار تلقی گردیدمعنی 05/0تر از کم Pمقادیر

  ایجتن
سرم گاو آلوده به  ينمونه 100در این مطالعه که روي 

آوريجمعسرم غیرآلوده، ينمونه60و  ژیگانتیکا فاسیولا
، شهر اهواز انجام گرفتاز کشتارگاهشده

فاسیولا سرم آلوده به  ينمونه 100کانترایمونوالکتروفورز 
سرم  ينمونه 60در تمام ومثبت ينمونه 92در ژیگانتیکا
، ارزش ویژگی ،حساسیت. )1تصویر(منفی بودغیرآلوده 

 برايکانترایمونوالکتروفورز  آزمایشاخباري مثبت و منفی
،92به ترتیب  ،فاسیولا ژیگانتیکاهاي آلوده به تشخیص دام

.)1جدول(محاسبه گردیددرصد 2/88و  100، 100
).>001/0p(بود 9/0آماره کاپا برابر با 

 ينمونه 8نوالکتروفورز ونتایج آزمایش کانترایم: 1تصویر 
فاسیولا ژیگانتیکاسرم گاوان آلوده و غیرآلوده به

و  جست براينوالکتروفورز، وکانترایم ينتیجه: 1جدول 
  سرم گاوي ينمونه 160در  ژیگانتیکا فاسیولاژن جوي آنتی

حضور انگل در کبد
جمعمنفیمثبتکانترایمونوالکتروفورز

92092سرم مثبت
86068سرم منفی

10060160جمع

  بحث
کشتار هاي در گاو و گاومیش ژیگانتیکافاسیولا آلودگی 

درصد  17-91هاي مختلف از در سال ،شده در ایران
دهد خسارات متفاوت گزارش شده است که نشان می

زیادي در اثر این بیماري به صنعت دامپروري کشور وارد 
تشخیص سرولوژیک فاسیولوز ). 1377اسلامی(شودمی

ضد انگل در سرم به طور معمول با تشخیص وجود پادتن 
هفته  2آن گذشت حدود  ،گیرد که لازمهخون صورت می

اما در صورتی که بتوان با تأیید  ؛از آغاز آلودگی است
ژن انگل در سرم خون به تشخیص رسید، وجود آنتی

آلودگی وجود  يامکان تشخیص آلودگی در روزهاي اولیه
با انجام درمان بیماري در  ،خواهد داشت و به طبع

حل اولیه، از خسارات ناشی از بیماري به نحو بهتري مرا
ارزیابی  برايمطالعه حاضر . کردتوان جلوگیري می

 ژنجوي آنتیو  کانترایمونوالکتروفورز به منظور جست
در سرم گاو صورت گرفت،  ژیگانتیکافاسیولاپیکري

کنون این مهم که بررسی منابع نشان داد ظاهراً تا
جوي و  اما از این روش براي جست .نگرفته است انجام
شده است که در ادامه به  استفادهفاسیولابادي ضد آنتی

.شودها اشاره میمواردي از آن
آزمایش  1999در سال و همکاران  Arafaدر مطالعات     

تشخیص زود هنگام فاسیولوز  برايکانترایمونوالکتروفورز 
فاسیولا ژیگانتیکا ترشحی -هاي دفعیژنبا استفاده از آنتی

حساسیت و ویژگی آن به ترتیب  . ارزیابی شده است
گی آن که ویژدرصد گزارش گردیده است 100و  7/38

اما حساسیت آن  ،حاضر همخوانی کامل داشته يبا مطالعه
این رسد و به نظر میفعلی است يتر از مطالعهبسیار کم

هاي مورد استفاده در ژنناشی از تفاوت آنتیاختلاف زیاد 
1987در سالو همکاران  Swarup.دو مطالعه باشداین 

جهت ارزیابی  IHAوAGPT  CIEPاز سه آزمایش
در گاومیش استفاده  فاسیولا ژیگانتیکاتشخیص آلودگی 

، 4/57هاي مذکور به ترتیب اند که حساسیت روشدهکر
که همگی است درصد محاسبه شده 06/76، 37/68
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در  ژن پیکري گردشیتري در تشخیص آنتیکمحساسیت 
اند، که این امر خون به روش کانترایمونوالکتروفورز داشته

ها و یا تفاوت دام دلیل حساسیت مختلف روشه ب احتمالاً
.مورد مطالعه است

حاضر براي اولین بار به منظور ارزیابی روش  يمطالعه    
هاي در ژنتشخیص آنتی برايکانترایمونوالکتروفورز 

.در گاوان آلوده صورت گرفت فاسیولا ژیگانتیکاگردش 
جوي و  البته از کانترایمونوالکتروفورز براي جست    
بلکه در  ،ولی نه در سرم ؛گیري شده استژن بهرهآنتی

 1991در سالو همکاران  Youssefيمدفوع و آن مطالعه
فاسیولا هاي ژناست که با بررسی حضور کوپرآنتی

هاي مدفوع انسانی وجود خط رسوبی در نمونه ژیگانتیکا
اند اند و اعلام نمودهرا در کانترایمونوالکتروفورز نشان داده

توان از این روش نیز براي تشخیص فاسیولوز می
.انداما آن را ارزیابی ننموده کرد؛گیري بهره

Dalimi  هايژناز آنتی 2004در سالو همکاران 
تشخیص فاسیولوز انسانی  برايي بالغ فاسیولا ژیگانتیکا

اند که حساسیت و دهکربا استفاده از دات الایزا استفاده 
درصد اعلام  36/99و  23/94به ترتیب  راویژگی آن 

حاضر  يحساسیت در مقایسه با مطالعهاین که  اندنموده
خوانی همبا آن تر بوده ولی ویژگی آن تقریباًکمی بیش

ناشی از اختلاف  که این تفاوت در حساسیت احتمالاً دارد
Dalton 1998, Dalimi(استآزمایشدر ماهیت این دو 

et al. 2004, Ibarra et al. پایکاري  يهمطالعدر ).1998
با در آلودگی تجربی گوسفند 1385در سالو همکاران 

 فاسیولا ژیگانتیکاترشحی -هاي دفعی ژناستفاده از آنتی
سوم پس  يدر روش الایزا مشخص شده است که از هفته

بالاترین .باشداز آلودگی تجربی، بیماري قابل تشخیص می
سوم  يمذکور در هفته يحساسیت و ویژگی در مطالعه

.درصد بوده است 7/83و  96به ترتیب با  ،پس از آلودگی
و همکاران  Awadمذکور با نتایج بررسی  ينتایج مطالعه

هاي دفعی ترشحی را جهت ژنکه آنتی 2009سالدر 
هاي تشخیصی فاسیولوز مناسب آزمایشاستفاده در 

در سالموذنی و شارماگائو  . خوانی داردهم ،انددانسته
و  فاسیولا هپاتیکاهاي خام ژنآزمایش با الایزا آنتی 1386

 نمودنددند و اعلام کررا با هم مقایسه  فاسیولا ژیگانتیکا
و  ژنیک فاسیولا هپاتیکاهاي موجود بین مواد آنتیتفاوت

در حدي نیست که مانع از واکنش فاسیولا ژیگانتیکا 
متقاطع بین دو گونه انگل در آزمایش الایزا شود و 

تري براي شناسایی، جداسازي و تخلیص تحقیقات بیش
که این امر لزوم ها توصیه نمودند ژنیک این انگلمواد آنتی

تشخیص فاسیولوز ناشی از عوامل  برايبی اي تجرمطالعه
،1386موذنی و شارماگائو (دهدمختلف را نشان می

Guobadia and Fagbemi 1996, Velusamy et al.
2003.(

حضور  يتشخیص متداول فاسیولوز بر مبناي مشاهده    
 يتخم انگل در مدفوع است که در مراحل پیشرفته

.شودپذیر میبیماري پس از بالغ شدن انگل در کبد امکان
در این مرحله انگل ضایعات زیادي نیز به کبد 
وارد ساخته و خسارات اقتصادي زیادي را باعث 

آزمایش ویژگی حساسیت وحاضر  يدر مطالعه  .شودمی
هاي آلوده به تشخیص دام برايکانترایمونوالکتروفورز 

 يمحاسبهدرصد  100و  92به ترتیب  فاسیولا ژیگانتیکا
نشان داد که توافق کامل بین  محاسبه آماره کاپاگردید و 

انگل  يجوو  ز و روش جستکانترایمونوالکتروفورروش 
هایی که داشت که آزمایش باید توجه. در کبد وجود دارد

اغلب به دلیل واکنش  ،بادي هستندبر مبناي تشخیص آنتی
هاي مبتنی بر اما روش ؛متقاطع ویژگی پایینی دارند

. ژن از ویژگی بالاتري برخوردار هستندتشخیص آنتی
 100،  مذکورآزمایشدر بررسی حاضر ویژگی  بنابراین

 ينتایج مطالعهبا توجه به . درصد برآورد شده است
با استفاده از در اوایل عفونت  نشان دادن آلودگی،حاضر

سریع، آسان و  کانترایمونوالکتروفورز که روشی نسبتاً
Kreder(ارزان است  and Bozic 2002, Dauchy et al.

2006, Mikhail et al. 1990 (توان از آن در تشخیص می
. کردو درمان به موقع بیماري استفاده 
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Abstract
Diagnosis of fasciolosis is based on antibody or antigen detection in serum. Antigen 

detection provides early diagnosis of infection. With counterimmunoelectrophoresis (CIEP) 
antibody or antigen existence can be detected in less than 3 hours. This study assessed this 
test for diagnosis of Fasciola gigantica antigen in cattle. For this purpose Fasciola gigantica
were collected from liver of infected slaughtered cattle. Somatic antigen was prepeared from 
collected parasites and was injected into 2 healthy rabbits for production of hyperimmuniune 
sera. For evalution of CIEP totally 60 negative and 100 positive sera were collected from 
slaughtered cattle. All sera were evaluated for diagnosis of fasciollosis by CIEP for detection 
of circulating antigen of Fasciola gigantica. 92 from 100 infected cattle sera were positive
and 60 uninfected cattle sera were negative in CIEP. Sensitivity and specifity of CIEP for 
detection of Fasciola gigantica antigen were 100% and 92% respectively. It is concluded that 
CIEP has acceptable sensitivity and specifity for rapid and early diagnosis of Fasciola 
gigantica.
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