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 چكيده:

هاي نماتودي اسب در دنیا می باشد. تهیه آنتی ژن يکی از کارهاي بنیادي در پی  پاراآسکاريس يکی از شايعترين عفونت 

زايی آنتی ژن ريزي روش هاي تشخیصی سرولوژي و همچنین تهیه واکسن می باشد. هدف از اين مطالعه بررسی خاصیت ايمنی

. روده باريک اسب به صورت طولی باز شده با استفاده از روش کانترايمنوالکتروفورز می باشد پاراآسکاريس اکوئورومهاي انگل 

و انگل جدا، جنس و گونه کرم بالغ جدا شده طبق اصول مورفولوژيک و مورفومتريک شناسايی و تمامی نمونه ها در 

به کمک هاون  ، PBS (Phosphate Buffered Salineنگهداري شدند. کرم ها به روش خیساندن در محلول ) -C°20دماي

و در نهايت سونیکاسیون به فرم هموژن تبديل شدند. آنتی ژن ها در رقت هاي مختلف و به صورت مجزا و نیز به همراه 

ادجوانت به خرگوش تزريق و تولید آنتی بادي با استفاده از روش ايمنوالکتروفورز مورد بررسی قرار گرفتند. میزان تاثیر آنتی ژن 

در تولید آنتی بادي نسبت به گروه کنترل منفی از لحاظ آماري معنی دار بود. تزريق  آسکاريس اکئوروم پاراجدا شده از انگل 

آنتی ژن به همراه ادجوانت موجب افزايش پاسخ ايمنی می شود. در اين مطالعه نشان داده شده است که میزان تولید آنتی بادي در 

روز دريافت نموده اند.  7کردند، بیشتر از آن هايی بود که يکبار در هر  روز آنتی ژن دريافت 7بار در هر  2خرگوش هايی که 

داراي خاصیت آنتی ژنیکی و تحريک کنندگی می باشد و می تواند به عنوان  پاراآسکاريس اکئورومآنتی ژن تام انگل کرمی 

 کانديدي جهت تهیه کیت هاي تشخیصی و همچنین تولید واکسن باشند.

 

 ، کانترايمنوالکتروفورزپاراآسکاريس اکوئورومزايی،  ايمنی واژگان كليدی:
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 : مقدمه

 Large roundworm) بزرگ نماتود يا پاراآسکاريس

of horses) اسب  نماتودي  هاي عفونت شايعترين از يکی 

. انتشار اين بیماري بسیار سريع اتفاق (1)باشد می دنیا در

ها در برابر حرارت و عوامل خارجی  افتد و تخم می

بسیار مقاوم هستند و سال ها در محیط خارج زنده می 

تعداد زيادي تخم می گذارد و  مانند. همچنین کرم ماده

ممکن است با مدفوع اسب آلوده روزانه میلیون ها تخم 

خارج شود و علاوه بر آن جدار بسیار چسبنده تخم ها 

 . (2)درانتقال غیر فعال آنها نقش بسزايی دارند

 15تا  10دوره کمون اين بیماري در اسب حدود 

هاي  باشد و اين بیماري از طريق بلع تخم هفته می

. بیماري در اسب به اشکال (3)شود عفونت زا منتقل می

 -شود و موجب عفونت و درجات مختلف مشاهده می

ها، هاي تنفسی، تهوع و استفراغ، لاغري، کاهش اشت

کاهش وزن، کاهش رشد، انتريت و در بعضی مواقع 

. معمولا (4)شود نیز می تخمموجب انسداد و پريتونیت 

عفونت هاي شديد در کره اسب هاي يک ساله اتفاق 

شوند. بدلیل  افتد که از اولین ماه تولد آلوده می می

بايستی  خسارات فراوان اين انگل در مراکز آلوده، می

هفته را درمان کرد و بعد هر  8-10ابتدا کره اسب هاي 

ماهه  7-6هفته يکبار درمان را تکرار نمود تا اسب  6-8

عفونت،  اين کنترل در اساسی مشکلات از يکی .(5)شود

ي ضد کرمی از مقاومت دارويی اين انگل به داروها

. (6)جمله ماکروسیکلیک لاکتون و ايورمکتین می باشد

، (7)بر اساس مطالعات انجام شده در کشور هاي کانادا

اثربخشی ايورمکتین در درمان  (9)و آلمان (8)دانمارک

% 34عفونت هاي ناشی از پاراآسکاريس اکئوروم فقط 

مطالعه،  يک طی در همکاران و Craig همچنین باشد. می

-پاراآ عفونت درمان در را ايورمکتین داروي بخشی اثر

مطالعه که بر سکاريس مورد بررسی قرار دادند. در اين 

کره اسب انجام شد نشان داده شد که داروي  32روي 

ايورمکتین اثر قابل قبولی در کاهش تعداد تخم انگل در 

 معمولا عفونت تشخیص .(10)ندارد حیوانات اين مدفوع

 انگل شناسی آزمايشات و میکروسکوپی مطالعات انجام با

هاي پايینی  حساسیت از معمولا که گیرد صورت می

برخوردارند. روش هاي سرولوژي کمتر در تشخیص 

 اين عفونت مورد استفاده قرار گرفتند و همچنین

 است. نگرفته صورت زمینه اين در زنی زيادي مطالعات

هاي سرولوژي  روش انجام در مهم بسیار نکات از يکی

در تشخیص عفونت، آنتی ژنیک بودن آنتی ژن هاي 

انگل  هاي ژن آنتی آيا که مفهوم بدين .(11)باشد می انگلی

توانند سیستم ايمنی را تحريک و وادار به تولید آنتی  می

کنند يا خیر؟ و يا اينکه آنتی بادي تولید شده بادي 

سرولوژي  هاي تست خیر؟ يا باشد می انگل اين اختصاصی

 همه براي تشخیصی هاي راه ترين سريع و بهترين از يکی

 بروز از قبل را بیماري توانند می و باشند می عفونت ها

 خسارت بروز از و دهند تشخیص بالینی علائم هرگونه

 کانترايمنوالکتروفورز تست کنند. جلوگیري مختلف هاي

Counter immunoelectrophoresis (CIEP) تستی 

حساس و مناسب جهت تشخیص آنتی  ،سريع کاملاّ

. هدف از اين مطالعه (12)باشد بادي ضد انگل می

استفاده از تست کانترايمنوالکتروفورز در تشخیص آنتی 
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همچنین  و باشد می کئوروما پاراآسکاريس ضد هاي بادي

هاي کرم پاراآسکاريس در  خاصیت آنتی ژنیک آنتی ژن

 بررسی مورد آزمايشگاهی حیوان مدل عنوان به خرگوش

 گیرد. می قرار
 

 مواد و روش كار

 جدا سازی كرم بالغ از روده اسب

مطالعه حاضر در منطقه شمال شرق استان فارس و 

 سال 15تا  9راس اسب عرب با محدوده سنی  5روي 

آسکاريس  پارا بالغ کرم شد. انجام میانسالی( تا جوانی )از

از روده اسب ها استخراج شد. بدين صورت که پس از 

کشتار، طبق اصول کالبد شکافی و انجام آزمايشات 

پاراکلینیکی، روده باريک اسب به صورت طولی باز 

شده و انگل جدا گرديد. قبل از انجام مطالعات بعدي، 

مورفولوژيک  اصول طبق شده جدا بالغ کرم گونه و جنس

و مورفومتريک شناسايی شده است. تمامی نمونه ها تا 

درجه  -20زمان انجام آزمايشات تکمیلی در درماي 

 سانتیگراد نگهداري شدند.

 

 تهيه آنتي ژن های انگلي

براي تهیه محلول آنتی ژنی انگل، کرم هاي جدا 

، به کمک PBSشده به روش خیساندن در محلول 

گرم از  20هاون به فرم هموژن تبديل شدند و حدود 

دقیقه در  20به مدت  پاراآسکاريس اکئورومکرم 

( و در کنار 50KHzمعرض امواج بالايی از فرکانس )

شده است. در نهايت محلول بدست  ونیکاسیسونيخ 

دقیقه  5به مدت  7000آمده تحت سانتريفوژ در دور 

ی به عنوان ترکیب آنتی ژنی قرار گرفت، محلول روي

 دالتون، 10 پورسايز داراي فیلتر با ها جدا گرديد.  نمونه

 دقیق، ساده، روشی که برادفورد روش شدند، از فیلتر

نمونه  پروتئین میزان تعیین جهت حساس بوده، و سريع

درجه  -4و براي مطالعه بعدي در دماي  شد استفاده ها

 نمونه تغلیظ براي مرحله هر در سانتیگراد قرار گرفتند.

 با ها ژن آنتی شد. بررسی ديالیز استفاده کیسه از ها،

  .(13)شد کانترايمونوالکتروفورز انجام روش هاي
 

های كرم پارا آسكاریس  ژنيسيتي آنتي ژن بررسي آنتي

 اكئوروم

عدد خرگوش نر  16براي بررسی آنتی ژنیسیتی، از 

خرگوش  4 شامل اول گروه شد. استفاده تايی 4 گروه 4 در

 5/1تا  25/0که محلول آنتی ژن را با دوز افزايشی از 

روز از هم، از طريق  7نوبت به فاصله  7میلی لیتر در 

 اول همراه زير جلدي دريافت کردند و همچنین تزريق

فروند و تزريق دوم به همراه  کامل ادجوانت ژن آنتی با

کامل فروند انجام شد. گروه دوم شامل  هاي غیر آنتی ژن

خرگوش که فقط محلول آنتی ژنی را در دوز هاي  4

نوبت به فاصله  7میلی لیتر در  5/1تا  25/0افزايشی از 

، از طريق زير جلدي دريافت کردند. گروه روز از هم 7

خرگوش که فقط آنتی ژن هاي ادجوانت  4سوم شامل 

اول  به  را دريافت کرده بودند، به طوري که تزريق

فروند و تزريق دوم به  کامل ادجوانت ژن آنتی همراه

همراه آنتی ژن هاي غیر کامل فروند انجام شد )لازم به 

دوبار  صورت به تزريقات بالا گروه سه هر در است ذکر

انجام  روز 7 هر در تزريق بار يک و روز 7 هر در تزريق

خرگوش که به عنوان کنترل  4شد(. گروه چهارم شامل 

 منفی در اين مطالعه بودند و تزريقی صورت نگرفت. 
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 از گیري خون عمل تزريق، آخرين از پس روز ده

 سازي جدا از شد، پس انجام رگ مارژينال خرگوش

در  استفاده زمان تا ها سرم استريل، شرايط در سرم

 چهار گروه هاي خرگوش سرم .شدند نگهداري برودت

 در منفی کنترل عنوان به تا شد تهیه طور همزمان به نیز

در نهايت نسبت به  .گیرد استفاده قرار مورد آزمايشات

-کانترا روش توسط انگل اين بودن ايمونوژن تشخیص

اين روش سرولوژيک به  .شد آزمايش انجام ونوفورزمي

 ما اين امکان را می دهد که در صورت مبتلا بودن اسب

 برده بیماري به پی اولیه مراحل در عقیم و نوزاد انگل به

 هاي  داده و از حاد شدن بیماري جلوگیري نمايیم.

( بررسی 20)نگارش  SPSS بدست آمده با نرم افزار

از آنالیز واريانس ها  شد و با توجه به توزيع نرمال داده

در  05/0يک طرفه استفاده گرديد. سطح معنی داري 

 نظر گرفته شده است.
 

 نتایج

در اين  ونوفورزميکانترانتايج حاصل از مطالعه 

به تفصیل آورده شده است:  1مطالعه در جدول شماره 

 1:128 ،1:64 ،1:32 ،1:16 ،1:8 هاي رقت مطالعه اين در

 1:64 هاي رقت تا روش اين با که شد تهیه 1:256 و

سرم ها پاسخ مثبت داشتند و در رقت هاي رقیق تر و 

 هیچ هاله رسوبی مشاهده نشده است.  1:128بالاتر از 
 

 در گروه هاي مداخله و گروه کنترل منفی ونوفورزميکانترامقايسه نتايج آزمون : 1جدول 

 رقت هاي سرم
 آنتی ژن

تعداد تزريق در 
 روز 7هر 

1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 

آنتی ژن انگلی به همراه 
 ادجوانت

 خرگوش( 4)

   + ++ ++ + تزريق 2
+ ++ + + - - 

 - - - + + + تزريق 1
+ ++ + - - - 

 آنتی ژن انگلی
 خرگوش( 4)

 - - - + ++ + تزريق 2
+ ++ + - - - 

 - - - - + + تزريق 1
+ + + - - - 

 ادجوانت
 خرگوش( 4)

 - - - - - + تزريق 2
+ + - - - - 

 - - - - - + تزريق 1
+    - - 

 کنترل منفی
 خرگوش( 4)

 - - - - - - تزريق 2
- - - - - - 

 - - - - - - تزريق 1
- - - - - - 
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نتايج حاصل از رسوبی، ++: هله رسوبی بسیار واضح : عدم وجود هاله -+: وجود هاله رسوبی مشخص، 

نشان داده است که میزان آنتی بادي تولید شده در گروهی که آنتی ژن انگلی را به همراه ادجوانت  نوفورز-وميکانترا

نشان می دهد که هیچ  1دريافت کرده اند بیشتر از ساير گروه هاي مورد مطالعه می باشد و همچنین جدول شماره 

(. همچنین در اين مطالعه نشان داده شده است که واضح P=0.000بادي در گروه کنترل منفی وجود ندارد ) آنتی

سرم به دست آمده است. در اين مطالعه نشان داده شده است که میزان تولید آنتی  1:16ترين هاله رسوبی در رقت 

بیشتر از آن هايی بود که يک بار در روز آنتی  روز آنتی ژن دريافت کردند، 7بار در هر  2بادي در خرگوش هايی که 

 ژن دريافت نموده اند.
 

 

 بحث

پاراآسکاريس با توجه به اهمیت و بیماريزايی انگل 

 روش وزـهن که اين به هـتوج با همچنین و ورومـاکئ

حساس براي اين انگل به صورت  تشخیصی سريع و

روتین وجود ندارد، اين مطالعه با هدف بررسی 

پاراآسکاريس  خاصیت آنتی ژنیک آنتی ژن هاي انگل

ريزي يک تکنیک سرولوژي  که قدم اول در پی اکئوروم

باشد. مطالعات زيادي در اين زمینه صورت  است، می

 نگرفته است و هنوز اطلاعات زيادي از اثر بخشی آنتی

ژن هاي مختلف اين انگل وجود ندارد. در مطالعه ايی 

و همکاران  Steffanie Valentine Burkکه توسط 

ترشحی  -انجام شد، اثر بخشی آنتی ژن هاي دفعی

لارو کرم پاراآسکاريس اکئوروم را بر روي خرگوش 

مورد بررسی قرار دادند که دريافتند که اين آنتی ژن می 

را وادار به تولید آنتی تواند سیستم ايمنی خرگوش 

. در مطالعه حاضر از آنتی ژن تام اين (14)بادي کند

مطالعه  انگل استفاده شده است و نتايج حاصل از اين

نشان داده است که تولید آنتی بادي بر علیه آنتی ژن 

هاي انگل پارا آسکاريس اکئوروم نسبت به گروه کنترل 

که آنتی ژن دريافت نکرده بودند بیشتر بوده است که 

اين اختلاف از لحاظ آماري معنی دار می باشد 

(P<0.005.) 

، میزان تولید آنتی بادي 1بر اساس جدول شماره 

روز آنتی ژن  7بار در هر  2گوش هايی که در خر

دريافت کردند، بیشتر از آنهايی بود که يک بار در روز 

آنتی ژن دريافت نموده اند. پس نتیجه می گیريم که با 

افزايش تعداد تزريقات تولید آنتی بادي در سرم نیز 

هاي ايجاد شده در تست  افزايش می يابد، در نتیجه هاله

پررنگ تر بوده است. در مطالعه هاي فوق ضخیم تر و 

Nakazawa   و همکاران نیز بیان شده است که میزان

جذب آنتی ژن توسط سیستم لنفاوي در تزريق اولیه 

مون کانتر ايمنو با توجه به نتايج آز .(15)کمتر است

رسد که آنتی ژن هاي تام انگل  الکتروفورز به نظر می

می توانند سیستم ايمنی را  پاراآسکاريس اکئوروم

تحريک کنند و اساس روش هاي تشخیصی سرولوژي 

 باشند. 

صنعت اسب در دنیا همیشه يکی از صنايع پول 

ساز با گردش مالی بالا بوده است چون از يک سو 

مند  به نگهداري و پرورش اسب علاقهافراد بسیاري 

کم آن را  اند و کم گذاري کرده اند و در آن سرمايه بوده

با تبلیغات و  ،اند و براي آن به شکل اقتصادي در آورده

اين بازار به  اند که  ايجاد کرده  بازار ،هاي جمعی رسانه

رود و از سوي  اي شدن پیش می سرعت به سمت حرفه

هاي  در حال گسترش فعالیتها همیشه  ديگر دولت
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و   اند از دو منظر؛ يکی سرگرمی مرتبط با اسب بوده

لذا کنترل و پیشگیري از بیماري ها  ديگري اشتغالزايی.

در اين حیوان يکی از مسائل حائز اهمیت در صنعت 

اسب و علم دامپزشکی می باشد که بايد بیشتر مورد 

. تشخیص آنتی ژن هاي آنتی (16)اهمیت قرار گیرد

يزي روش هاي تشخیصی، می ژنیک علاوه بر پی ر

توانند در تولید واکسن و کنترل عفونت نیز مورد 

. اگرچه هنوز واکسن ضد کرمی (17)استفاده قرار گیرند

مناسب بر علیه عفونت هاي کرمی انسانی وجود ندارد 

ولی مطالعات زيادي در زمینه تولید واکسن با آنتی ژن 

هاي کرم هاي مختلف انجام شده است و به نتايج قابل 

تا به حال، آنتی ژن هاي  قبولی هم دست يافته اند و

متعددي هم گزارش شده اند که می توانند سیستم 

. مطالعات زيادي تاکنون در (18)ايمنی را تحريک کنند

زمینه تهیه و تولید واکسن در نقاط مختلف دنیا انجام 

شده و همچنین در حال اجرا می باشد. تنیاها يکی از 

اولین کرم هايی بودند که مطالعات جهت تولید واکسن 

. اولین مطالعات در زمینه (19)آغاز شدبر علیه آن ها 

تولید واکسن بر علیه تنیا اوويس در استرالیا و نیوزلند 

صورت گرفت که در سال هاي بعد اين  1972در سال 

ساير محققین تکمیل شد و در حال  مطالعات توسط

حاضر واکسن تنیا اوويس به صورت تجاري تولید می 

شود که البته عملکرد بسیار خوبی نیز از خود نشان 

البته مطالعات در زمینه تهیه واکسن بر . (20)داده است

علیه بیماري هاي هیداتیدوز و انواع اکینوکوکوزيس، 

سیستی سرکوز سلولزه، همونکوس در مراحل نهايی 

 .(21)خود قرار دارد

هاي  ژن آنتی علیه بر بادي آنتی تولید حاضر، مطالعه در

تام کرم پاراآسکاراريس اکئوروم و تاثیر اين آنتی ژن ها 

بر روي سیستم ايمنی همورال مورد بررسی قرار گرفته 

تحريک  واکسن تولید و تهیه اساس که صورتی در است،

شود که در  باشد، پیشنهاد می سیستم ايمنی سلولی می

بعدي سیستم ايمنی سلولار و تولید سلول مطالعات 

 هاي خاطره نیز مورد بررسی قرار گیرند.

 

 نتيجه گيری

نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داده است که آنتی 

داراي  پاراآسکاريس اکئورومژن تام انگل کرمی 

خاصیت آنتی ژنیکی و تحريک کنندگی بر سیستم 

ايمنی خرگوش به عنوان يک مدل حیوان آزمايشگاهی 

می باشد و می تواند در آينده به عنوان کانديدي جهت 

تهیه کیت هاي تشخیصی و همچنین تولید واکسن 

باشند. همچنین پیشنهاد می شود که از آنتی ژن هاي 

تفاده شود تا آنتی ژنیک مختلف انگل به تفکیک نیز اس

ترين اپی توپ انگل شناسايی شود و نیز پیشنهاد می 

گردد که اثر اين آنتی ژن ها بر روي سیستم ايمنی 

سلولی مورد بررسی قرار گیرد تا در صورت اخذ پاسخ 

مناسب بتوان از اين آنتی ژن ها در تهیه واکسن نیز بهره 

 جست.
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