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 چکیده
تشخیص سرولوژیک فاسیولوز یا براساس جستجوی پادتن ضد انگل یا بر پایه جستجوی پادگن انگل در سرم 

گردد. با روش پذیر میام می شود. در صورت جستجوی پادگن تشخیص زود هنگام بیماری امکانجان

ساعت وجود پادتن یا پادگن را مورد بررسی قرار داد. به منظور ارزیابی  3توان در کمتر از کانترایمونوالکتروفورز می

در گاو مطالعه حاضر صورت گرفت. برای این منظور تعدادی  فاسیولا ژیگانتیکا این روش جهت جستجوی پادگن

های پیکری به روش  شده، پادگن  آوریهای جمعاز کشتارگاه تهیه شد و از انگل فاسیولا ژیگانتیکا کبد گاو آلوده به

قطعه خرگوش  2سازی و تولید سرم هیپرایمون به اولدهام و ویلیامز تهیه گردید. پادگن های مذکور جهت ایمن

کشتار شده در کشتارگاه اهواز از نظر آلودگی  های مثبت و منفی، کبد گاوهای آوری نمونه تزریق گردید. جهت جمع

غیرآلوده  نمونه خون از گاوهای 24آلوده و  هاینمونه خون از گاو 44بررسی قرار گرفت و  مورد فاسیولا ژیگانتیکا به

به روش کانترایمونوالکتروفورز  فاسیولا ژیگانتیکاهای گردشی  های سرم، از نظر حضور پادگن اخذ گردید و نمونه

نمونه  24مثبت بودند و  نمونه 33روفورز آلوده در کانترایمنوالکت نمونه سرم گاوهای 44ار گرفتند. از مورد بررسی قر

درصد محاسبه گردید.  144و  04این تست به ترتیب   غیرآلوده همگی منفی بودند. حساسیت و ویژگی سرم گاوهای

قابل قبول و سرعت بالای این روش، می توان از آن به جهت تشخیص زود هنگام   با توجه به حساسیت و ویژگی

 بهره جست. یکافاسیولا ژیگانتآلودگی به 
 

 گاو. ،فاسیولا ژیگانتیکا، کانترایمونوالکتروفورز :کلمات کلیدی
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 مقدمه

ی بهداشتی یکی از مشکلات اصلی و عمده

ها است به صورت یك معضل، سالکشور که 

بخشی از منابع انسانی و مالی کشور را به خود 

اختصاص داده و هراز چندگاه به صورت بحران 

های های مختلف و در قالب بیماریجدی در استان

های قابل شوند، بیمارینوپدید و باز پدید مطرح می

باشند. براساس انتقال بین انسان و حیوان می

 9071ن جهانی بهداشت از میان گزارش سازما

عامل، از حیوانات به انسان  232زا، عامل بیماری

بیماری  951شود و همچنین از میان منتقل می

مورد آن از  994نوپدید شناخته شده در انسان، 

 (. 4گردند )حیوانات به انسان منتقل می

 وفاسیولا هپاتیکا  اهلی به آلودگی کبد حیوانات
انتشار جهانی دارد و باعث یکا فاسیولا ژیگانت

گردد که از نظر اقتصادی بیماری فاسیولوزیس می

شود. خساراتی که  موجب خسارات قابل توجهی می

های زیادی به صورت مستقیم و غیرمستقیم زیان

توجه  کند قابلبه صنعت دامپروری کشور وارد می

ها،  موجب تلفات، ضبط لاشه فاسیولااست. ابتلا به 

آلوده، کاهش وزن، کاهش پشم،  ایضبط کبده

رس جنین، کاهش شیر و زودکاهش باروری، مرگ

 (. 9، 91، 92شود )غیره می

های معمول تشخیص با توجه به این که روش

آلودگی عمدتاً پس از استقرار کرم در مجاری 

صفراوی و با آزمایش مدفوع و دیدن تخم امکان 

یی ها سازند، توسعه روشتشخیص را فراهم می

جهت تشخیص سریع و درمان به موقع ضروری به 

رسد. بررسی فعلی تلاشی است جهت نظر می

با فاسیولا ژیگانتیکا تشخیص زودرس آلودگی به 

روش کانترایمونوالکتروفورز ، که با توجه به زئونوز 

بودن بیماری در صورت داشتن حساسیت و ویژگی 

 بود.مورد قبول، قابل ارزیابی در پزشکی نیز خواهد 

 

 

 روش بررسی

 آوری انگل:جمع

از  فاسیولا ژیگانتیکاتعدادی کبد گاو آلوده به  

شناسی منتقل کشتارگاه تهیه و به آزمایشگاه انگل

-ژنانگل بالغ جهت تهیه آنتی 37گردیدند. تعداد 

های پیکری جدا شد، برای این کار کبدهای آلوده 

متر سانتی 9در داخل ظروف مناسب به قطعات 

های داده شد و خوب مخلوط گردید، انگل برش

خارج شده از مجاری و پارانشیم کبد، جدا گردید و 

 (.5ی بعد آماده شد ) برای مرحله

های پیکری از انگل بالغ  ژنتهیه آنتی

 :فاسیولا ژیگانتیکا
آوری شده طبق روش های جمع از انگل 

های پیکری تهیه  ژن( آنتی9125اولدهام و ویلیامز )

های جمع آوری شده،  گردید. برای این منظور انگل

شستشو شد و کاملاً آبکشی گردید،  PBSبار با  3

ساعت در  24ها، خشك شد و به مدت سپس انگل

گراد نگهداری شدند. درجه سانتی -07فریز 

های خشك شده در هاون به صورت پودر در  انگل

وژن شده و با هم PBSآورده شد. پودر حاصل در 

دقیقه مخلوط و به  95مخلوط کن برقی به مدت 

گراد درجه سانتی 4ساعت در دمای  24مدت 

یخچال نگهداری گردید. پس از این مدت مایع 

های استریل ریخته  رویی برداشته شده، داخل لوله

دقیقه  95و به مدت  3777شد و رسوب با دور 

وژ با سانتریفیوژ گردید. مایع حاصل از سانتریفی

سی در زیر سی 27میکرونی و سرنگ  2/7فیلتر 

های  هود آزمایشگاهی و در کنار شعله، داخل لوله

استریل فیلتر شده، سرانجام مایع فیلتر شده تا 

نگهداری گردید  -27هنگام استفاده در فریزر 

گیری فورد اندازه-میزان پروتئین به روش براد

 (.90) گردید.
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  ایمن سازی خرگوش:
تعداد دو قطعه خرگوش سالم از نظر ظاهری 

سازی و تولید سرم هیپرایمون طبق جهت ایمن

( بکار گرفته شد. 9115روش فاگبمی و همکاران )

ها به مدت یك هفته برای سازگاری با  خرگوش

محیط در داخل قفس در اتاق شستشوی آزمایشگاه 

شناسی نگهداری شدند. جهت ایمن کردن، انگل

سی سی 5/9جوانت کامل فروند با سی ادسی 5/7 

مخلوط  فاسیولا ژیگانتیکاژن خام تهیه شده از آنتی

ژن تزریقی به هر شده )وبه طور کلی میزان آنتی

ی  لیتر( پشت عضلهگرم در میلیمیلی 1خرگوش 

ی دو هفته  ها تزریق گردید. به فاصله ران خرگوش

سی همراه با سی 5/9ژن به میزان تزریق دوم آنتی

سی ادجوانت ناقص فروند صورت گرفت سی 5/7

(1.) 

 

 آوری سرم هیپرایمون )فوق ایمن(:جمع
ها  هفته بعد از تزریق دوم از قلب خرگوش 4

ی  ها به وسیلهخونگیری بعمل آمد و سرم آن

دقیقه  37به مدت  2777سانتریفیوژ با دور 

گراد درجه سانتی -27جداسازی و در فریزر 

 نگهداری شد. 

 

آلوده و غیرآلوده  هایآوری سرم گاوجمع

 :فاسیولا ژیگانتیکابه 

کشتار شده  هایهای کبد و سرم از گاو نمونه 

آوری گردید و کبدها از در کشتارگاه اهواز جمع

مورد بررسی قرار  فاسیولا ژیگانتیکانظر آلودگی به 

 هایینمونه سرم از گاو 47موع تعداد گرفت. در مج

نمونه سرم از  27 شده وها محرز که آلودگی آن

های  آوری گردید. سرم نمونهغیرآلوده جمع هایگاو

آلوده و غیرآلوده توسط سانتریفیوژ جدا و در 

ی درجه -27های استریل و در دمای  میکروتیوب

 گراد تا زمان استفاده نگهداری شدند. سانتی

  انجام کانترایمونوالکتروفورز:

مطابق روش جهت انجام کانترایمونوالکتروفورز 

نمونه سرم گاو  47( تعداد 9111آرافا و همکاران )

نمونه سرم  27و  فاسیولا ژیگانتیکا آلوده به

-3غیرآلوده بکار رفت. در هر اسلاید مطابق تصویر 

زوج حفره وجود داشت که در تمام  1تعداد  9

میکرولیتر سرم  97حفرات یك طرف مقدار 

مقابل هیپرایمون )فوق ایمن( خرگوش و در طرف 

های  های شاهد و نمونه میکرولیتر از سرم 97مقدار 

های آماده طوری  مورد مطالعه ریخته شد. اسلاید

داخل تانك قرار گرفت که سرم هیپرایمون )فوق 

های مورد  ایمن( خرگوش در سمت آند و سرم

ژن( در سمت کاتد بررسی )جهت جستجوی آنتی

ریسته، تانك قرار گیرند. برای برقراری جریان الکت

دو طرف ژل توسط دو قطعه کاغذ آغشته به بافر به 

گردید. های آندی و کاتدی بافر متصل می محفظه

 2آمپر به مدت میلی 57الکتروفورز با جریان 

ساعت جریان  2شد، بعد از ساعت انجام می

گردید. به منظور شستشو الکتریسته قطع می

ت ساع 24درجه به مدت  45ی  اسلاید ژل با زاویه

در ظرف محتوی بوراکس به طوری که در محلول 

-شد. به منظور رنگقرار داده می ور گردد،غوطه

 97آمیزی اسلاید به آرامی برداشته شده و به مدت 

% قرار 5دقیقه داخل ظرف حاوی رنگ کوماسی بلو 

 37بری اسلایدها به مدت گرفت. به منظور رنگمی

و نهایتاً بر قرار داده شده دقیقه در محلول رنگ

اسلایدها از نظر خطوط رسوبی مورد بررسی قرار 

های مثبت شده به صورت خطوط  گرفته، نمونه

(. برای 1شد ) ها مشاهده می رسوبی در بین حفره

ساعت در  24خشك کردن ژل، اسلایدها به مدت 

شد. اسلایدها در هوای آزمایشگاه قرار داده می

 های آلومینیومی نگهداری گردیدند. ورقه
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 فاسیولا های گردشیژندرصد جهت تشخیص آنتی 1: روش کانترایمنوالکتروفورز روی اسلاید ژل آگاروز 1-3تصویر 

 در سرم گاو ژیگانتیکا
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 فاسیولا ژیگانتیکانمونه سرم گاوان آلوده و غیرآلوده به  8: نتایج آزمایش کانترایمنوالکتروفورز 1-4تصویر 

استفاده  فرمول زیر برای محاسبه حساسیت از

 گردید:

   

 

 برای محاسبه ویژگی از فرمول زیر استفاده گردید:

 

 
 

TP (True positive)  ،یگاوهایا مثبت واقعی 

باشد که پاسخ  می فاسیولا ژیگانتیکاآلوده به 

 باشد.ها نیز مثبت میآزمایش آن
TN (True negative)  ،یا منفی واقعی

باشد که  می فاسیولا ژیگانتیکاغیر آلوده به  گاوهای

 (.92) باشدها منفی میپاسخ آزمایش آن

FP (False positive)  ،گاوهاییا مثبت کاذب 

باشد که پاسخ  می فاسیولا ژیگانتیکاغیر آلوده به 

 باشد.ها مثبت میآزمایش آن

FN (negative False)  ،گاوانیا منفی کاذب 

باشد که پاسخ  می فاسیولا ژیگانتیکاغیر آلوده به 

 (.92باشد)ها منفی میآزمایش نیز در آن

 

 نتایج
نمونه سرم گاو آلوده  47در این مطالعه که بر روی 

نمونه سرم غیرآلوده،  27و  فاسیولا ژیگانتیکابه 

آوری شده از کشتارگاه شهر اهواز انجام جمع

نمونه سرم آلوده  47گرفت، کانترایمونوالکتروفورز 

نمونه مثبت و در تمام  31در  فاسیولا ژیگانتیکابه 

نمونه سرم غیرآلوده منفی بود. حساسیت و  27

ویژگی تست کانترایمونوالکتروفورز جهت تشخیص 

و  17به ترتیب  فاسیولا ژیگانتیکاهای آلوده به دام

 .درصد محاسبه گردید 977

 

 
 نمونه سرم گاوی 34در  فاسیولا ژیگانتیکاژن هت جستجوی آنتی: نتیجه کانترایمنوالکتروفورز، ج1-4جدول 

 

 

 

 حضور انگل در کبد
 

 

 نتایج کانترایمونوالکتروفورز

 جمع منفی مثبت

 47 4 31 سرم مثبت

 27 27 - سرم منفی

 17 24 31 جمع

 

 گیریبحث و نتیجه

100
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کرم متداول کبد گوسفند، بز،  فاسیولا ژیگانتیکا

گاو، گاومیش و دیگر علف خواران اهلی و وحشی 

(. فاسیولوز یکی از 2باشد )در آفریقا و آسیا می

های انگلی نشخوارکنندگان اهلی مهمترین بیماری

 و اقتصادی نظر از(، که 2در سرتاسر جهان است )

 قابل خسارت موجب دامی هایفرآورده کاهش

 (.9) شودمی توجهی

 مشاهده مبنای بر فاسیولوز متداول تشخیص

 مراحل در که است مدفوع در انگل تخم حضور

 کبد در انگل شدن بالغ از پس بیماری پیشرفته

 انگل مرحله این در که شودمی پذیرامکان

 خسارات و ساخته وارد کبد به نیز زیادی ضایعات

 که صورتی در است. شده باعث را زیادی اقتصادی

 تشخیص را بیماری بتوان سرولوژی هایروش با

 اولیه مراحل در بیماری تشخیص امکان داد

 به اقدام توانمی ترسریع و شودمی فراهم بیماری

 بیشتر خسارات آمدن وارد از و نمود درمان

 (.9) کرد جلوگیری

 معمول طور به فاسیولوز سرولوژیك تشخیص

 خون سرم در انگل ضد پادتن وجود تشخیص با

 2حدود  گذشت آن لازمه که گیردمی صورت

هفته از آغاز آلودگی است اما در صورتی که بتوان 

ژن انگل در سرم خون به با تأیید وجود آنتی

تشخیص رسید، امکان تشخیص آلودگی در 

روزهای اولیه آلودگی وجود خواهد داشت و به طبع 

با انجام درمان بیماری در مراحل اولیه، از خسارات 

توان جلوگیری یماری به نحو بهتری میناشی از ب

ی ــابــت ارزیــر جهــه حاضـــالعـمود. مطــن

ژن کانترایمونوالکتروفورز به منظور جستجوی آنتی

در سرم گاو صورت گرفت، که  ژیگانتیکا فاسیولا

بررسی منابع نشان داد ظاهراً تاکنون این مهم 

 صورت نگرفته است.

بادی ضد نتیاما از این روش برای جستجوی آ

گیری شده است که در ادامه به کرات بهره فاسیولا

در مطالعات آرافا  شود.ها اشاره میبه مواردی از آن

( آزمایش کانترایمونوالکتروفورز 9111و همکاران )

جهت تشخیص زود هنگام فاسیولوز با استفاده از 

فاسیولا ژیگانتیکا ترشحی -های دفعیژنآنتی
حساسیت و ویژگی آن به ترتیب ارزیابی شده است 

 (.1درصد گزارش گردیده است ) 977و  0/32

  : ( از سه آزمایش9120ساروپ و همکاران )
 

AGPT     (Agar Gel Precipitation test)  

CIEP    (Counterimmunoelectrophoresis)  

IHA            (Indirect haemagglutination)  

در فاسیولا ژیگانتیکاجهت ارزیابی تشخیص آلودگی 

 هایاند که حساسیت روشاده نمودهگاومیش استف

درصد  71/01، 30/12، 4/50مذکور به ترتیب 

 (.91است )محاسبه شده

مطالعه حاضر برای اولین بار به منظور ارزیابی 

-روش کانترایمونوالکتروفورز جهت تشخیص آنتی

در گاوان آلوده  فاسیولا ژیگانتیکاهای در گردش ژن

البته در یك مطالعه نیز از  صورت گرفت.

ژن کانترایمونوالکتروفورز برای جستجوی آنتی

گیری شده است ولی نه در سرم بلکه در بهره

مدفوع و آن بررسی مطالعه  یوسف و همکاران 

های ژن( است که با بررسی حضور کوپرآنتی9119)

های مدفوع انسانی وجود در نمونه فاسیولا ژیگانتیکا

-سوبی را در کانترایمونوالکتروفورز نشان دادهخط ر

توان از این روش نیز برای اند میاند و اعلام نموده

گیری نمود اما آن را ارزیابی تشخیص فاسیولوز بهره

 (.22اند )ننموده

های در مطالعات متعددی نیز از سایر روش

سرولوژیك از جمله الایزا و دات الایزا جهت 

مورد ارزیابی  فاسیولا بادی ضدجستجوی آنتی

ها اشاره اند که در ادامه به تعدادی از آنقرارگرفته

 شود.می

 هایژن( از آنتی2773دلیمی و همکاران )
ی بالغ جهت تشخیص فاسیولوز فاسیولا ژیگانتیکا

اند که انسانی با استفاده از دات الایزا استفاده نموده
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و  23/14حساسیت و ویژگی آن به به ترتیب 

 (.2اند )درصد اعلام نموده 31/11

 –ژن دفعی ( آنتی2773و همکاران ) پیوپان

ی بالغ فاسیولا ژیگانتیکا کیلودالتونی 20 ترشحی،

را با تست دات الایزا ارزیابی نموده و حساسیت و 

درصد گزارش  977و  2/12ویژگی آن را به ترتیب 

 (.93اند )کرده

زا و ــلای( روش ا2779اران )ـان و همکـونتاکـم

 AGPT  جهت تشخیص فاسیولوز گاوی را با هم

اند که در هر دو اند و اعلام نمودهمقایسه کرده

روش اگرچه حساسیت بالاست ولی ویژگی پایین 

است که این امر ممکن است ناشی از واکنش 

 (.29های انگلی باشد )متقاطع با سایر آلودگی

-الایزا آنتی( آزمایش با 9321موذنی و شارماگائو )

را  فاسیولا ژیگانتیکاو  فاسیولا هپاتیکاهای خام ژن

های اند تفاوتاند و اعلام کردهبا هم مقایسه نموده

و  ژنیك فاسیولا هپاتیکاموجود بین مواد آنتی

در حدی نیست که مانع از فاسیولا ژیگانتیکا 

ی انگل در آزمایش واکنش متقاطع بین دو گونه

ات بیشتری برای شناسایی، الایزا شود و تحقیق

ها را ژنیك این انگلجداسازی و تخلیص مواد آنتی

 (.3اند )توصیه نموده

( از سه روش دات 9112و همکاران ) ایبارا

-Diffusion-in-gel)الایزا، الایزای غیرمستقیم، 

enzyme linked immunosorbent.)DIG 

جهت تشخیص فاسیولوز در گاو استفاده  الایزا

که الایزای غیرمستقیم با حساسیت و  اندکرده

درصد بهتر از بقیه  2/12و  5/11ویژگی به ترتیب، 

 (.92است ) ها بودهروش

های ژن( استفاده از آنتی2771و همکاران ) آواد

روش الایزای غیرمستقیم  فاسیولا ژیگانتیکامختلف 

اند که طبق این مطالعه ایشان را ارزیابی نموده

 تشخیص جهت ترشحی –های دفعی ژنآنتی

 (.0) است بوده همراه نتایج بهترین با هابادیآنتی

در برخی مطالعات نیز مشابه مطالعه حاضر به 

ی سرم پرداخته شده فاسیولاژن جستجوی آنتی

های بلکه با سایر روش  CIEPاست اما نه با روش

ها اشاره سرمی از جمله الایزا، که به تعدادی از آن

 شود.می

( در آلودگی تجربی و 9111وفاگبمی ) گوبادیا

-هایژنطبیعی گوسفندان با استفاده از الایزا آنتی

اند که را شناسایی کرده فاسیولا ژیگانتیکا گردشی

با استفاده از این روش احتمال مثبت بودن تست 

درصد گزارش  5/22در یك هفته بعد از آلودگی 

 (.99شده است )

بادی ه آنتی( تهی2773ولوزومای و همکاران )

 فاسیولاکیلودالتونی  45ژن خالص شده بر ضد آنتی

های ژن مذکور را در سرم گوساله، آنتیژیگانتیکا

 (.27اند )آلوده به شکل تجربی نشان داده

در مطالعه حاضر حساسیت و ویژگی آزمایش 

های آلوده کانترایمونوالکتروفورز جهت تشخیص دام

درصد  977و  17به ترتیب  فاسیولا ژیگانتیکابه 

که  محاسبه گردید. باید توجه داشت که آزمایشاتی

بادی هستند اغلب به دلیل تشخیص آنتیبر مبنای 

های واکنش متقاطع ویژگی پایینی دارند اما روش

ژن از ویژگی بالاتری مبتنی بر تشخیص آنتی

برخوردار هستند، لذا در بررسی حاضر ویژگی 

CIEP ،977 در مجموع درصد برآورد شده است .

با توجه به ویژگی بالا و حساسیت قابل قبول 

CIEP  استفاده از این روش در تشخیص فاسیولوز

 گردد.توصیه می

-در گاو و گاومیش فاسیولا ژیگانتیکاآلودگی 

های مختلف از های کشتار شده در ایران در سال

( که 9درصد متفاوت گزارش شده است ) 19-90

بیماری به دهد خسارات زیادی در اثر این نشان می

شود که با توجه به صنعت دامپروری کشور وارد می

نتایج مطالعه حاضر با تشخیص بیماری در اوایل 

که روشی سریع، آسان و  CIEPعفونت به کمك 

تواند جهت تشخیص ( می94،97، 95ارزان است )
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