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چكيده:

دیکروسلیوم و فاسیولا از جمله ترماتودهاي شایع در مجاري صفراوي کبد میزبان هاي مختلف مانند گاو، گاومیش، شتر، گوسفند و بز می باشد. وجود 

این انگل  در کبد میزبان هاي نهایي باعث بیماری زایي شده و در اثر تجمع انگل و تخم آن، مجاري صفراوي متسع شده و جدار آنها تیره رنگ مي شود. 

فناوری هاي جدید در زمینه بیولوژي مولکولي باعث ایجاد تغییرات اساسي در مطالعات کلاسیك و تشخیص نوع انگل ها شده است. یکي از این روش ها، 

تشخیص پروتئین سوماتیك انگل به وسیله آزمون PAGE-SDS )سدیم دو دسیل سولفات ژل الکترو فورزیس( می باشد. نتایج این تحقیق نشان می دهد 

که باندهاي پروتئیني دیکروسلیوم دندریتیکوم در گستره ي 14/4 تا 116 کیلو دالتون و تعداد آنها 15 باند می باشد. باندهاي پروتئیني فاسیولا هپاتیکا در 

گستره ي 18 تا 63 کیلو دالتون بوده و شامل 7 باند می باشد درحالي که فاسیولا ژیگانتیکا در همین گستره داراي 9 باند است. با استفاده از نتایج این تحقیق 

می توان روش جدیدي براي تشخیص تفریقي و پاراکلینیکي این ترماتودها معرفي کرد.

.PAGE-SDS ،واژه  هاي كليدي:  تشخیص پاراکیلینیکي، فاسیولیازیس،  دیکروسلیازیس، الگوهاي پروتئیني
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Dicrocoelium and Fasciola are hepatic duct parasites of different animals that are reported from cattle, buffalo, 

camel, sheep, goats, wild rabbit and hogs in Iran and many other parts of the world. Studies show that the existence 

of this parasites in the livers of final hosts become pathogens.The new technologies in the field of molecular 

biology had caused basic changes in the classic researches and indistinguishing parasites. One of these methods is 

the somatic proteins identification of the parasites resulted from SDS-PAGE.

In an abattoir, adult trematodes were obtained from infested livers of cows, sheep and goats. The different parts 

of the parasite, such as evacuated materials, excretory and somatic parts can have antigens for diagnosing proteins. 

There are different method for diagnosing proteins. The best and easiest of these methods is electrophoresis with 

SDS PAGE. After some processing, some adult termatodes of every host for the expulsion of extra materials was 

washed in PBS (pH= 7.4) 3-4 times and the resulting solution was centrifuged in 4oC for 30 min in 12000 G.

The results of the present study showed that D. denderiticum protein bands are in 14.4-116 kDa range and their 

numbers is 15. F. hepatica protein bands are in 18-63 kDa and include 7 bands, while F. gigantica in the same 

range is 9 bands. 

Using somatic proteins pattern can be considered as a new paraclinic method for the differential diagnosis of 

Fascioliasis and Dicrocoeliasis.
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مقدمه:
مجراي  در  شایع  ترماتودهاي  از  فاسیولا  و  دیکروسلیوم 
صفراوي می باشند که از حیوانات مختلف مانند گاو، گاومیش، 
اند.  شده  جدا  گراز  وحشي،  خرگوش  الاغ،  گوسفند،  شتر، 
و  صفراوي  مجاري  تورم  شامل  کبد  در  شده  ایجاد  تغییرات 
طولاني،  و  شدید  آلودگي  در  است.  کبد  پارانشیم  تخریب 
فیبروز شدید مجراي صفراوي، سفت شدن و عضلاني شدن، 
چروکیده و اسکلروزه شدن کبد و لبه  هاي آن دیده می شود )1(. 
سایر علایم شامل آنمي، ادم، لاغري، در موارد پیشرفته سیروز، 

انبساط مجراي صفراوي و تزاید سلولي مي باشد )9(. 
با  انگل ها  خصوص  در  انسان  نگراني  گذشته  سال هاي  در 
یافتن  و  بیماری زایي  شیوع،  میزان  تعیین  و  کلاسیك  مطالعات 
داروهاي مناسب براي درمان آنها مرتفع می شد، ولي پیشرفت 
بیولوژي  زمینه  در  ویژه  به  اخیر  دهه  چند  در  تکنولوژي 
مولکولي باعث تغییرات اساسي در تصور کلاسیك از هر انگل 
ایمني- و  میان، تشخیص هاي سرولوژیکي  این  در  است.  شده 
زایي از اهمیت خاصي برخوردار است. به منظور دستیابي به 
این تکنیک ها، ابتدا باید گستره ي الگوهاي پروتئیني هر انگل و 
تفاوت هاي آنها تعیین گردد. در این تحقیق، الگوهاي پروتئیني 
روش  از  استفاده  با  دیکروسلیوم  و  فاسیولا  گونه ي  دو  بدني 
الکتروفورزیس  سدیم دو دسیل سولفات پلي اکریل آمید ژل 

)PAGE-SDS( تعیین و با یکدیگر مقایسه شده است.

مواد و روش كار:
و بدني  مواد دفعي، ترشحي  انگل مانند  بخش هاي مختلف 
می توانند داراي پادگن هاي تشخیصي یا ایمنی زا باشند. پروتئین-
ها به عنوان آنزیم هاي درون سلولي مطرح هستند و همچنین 
به  که  پروتئین هایي  است.  پروتئیني  هورمون ها  تمامي  ساختمان 
به  نشوند،  شناخته  بدن  سلول هاي  هاي سطحي  گیرنده  وسیله 
عنوان  به  و  گرفته  قرار  شناسایي  مورد  ایمني  سیستم  وسیله 
یك پادگن محسوب میشوند. روش هاي مختلفي براي شناسایي 
پروتئین ها وجود دارد، اما بهترین و راحت ترین آنها الکتروفورز با 

ژل پلي آکریل آمید است )2(.

تهيه پادگن بدني: طي چندین نوبت بررسي کشتارگاهي، 
بز  و  گوسفند  گاو،  نظیر  مختلف  میزبان هاي  از  آلوده  کبدهاي 
نگه دارنده  ظروف  در  و  یخ  کنار  در  سرعت  به  و  شده  تهیه 
به آزمایشگاه انتقال یافت. بعد از تکه تکه کردن و شستشوي 
بدني  پادگن  تهیه  براي  و  جمع آوري  بالغ  ترماتودهاي  کامل، 
کار  در روش  تغییراتي  )6( ضمن  فارل و همکاران  از روش 
استفاده شد. براي دفع مواد زاید، ترماتودهاي بالغ مربوط به هر 
میزبان به طور جداگانه 4-3 بار در فسفات بافرسالین )PBS( با 
اسیدیته 7/4 مورد شستشو قرار گرفت و به طور کامل هموژنیزه 
شدند. محلول حاصل به مدت 30 دقیقه در G 12/000 و در 
دماي 4 درجه سانتی گراد سانتریفوژ شد و مایع دروني حاصل 
استفاده  تا زمان  براد فورد )5(  به روش  تعیین غلظت  از  بعد 
در ویال هاي مخصوصي در حجم 100 میکرولیتر و در برودت 

70- درجه سانتی گراد به عنوان پادگن بدني نگه داري شدند.

دسیل  دو  سدیم  روش  از  الكتروفورتيك:  الگوي  تعيين 
 )PAGE-SDS( سولفات پلي اکریل آمید ژل الکتروفورزیس
براساس روش لاملي )8( استفاده شد. نمونه ها به نسبت 1 به 
2 با بافر اختصاصي مخلوط شدند و بعد از حرارت دادن، 30 
میکرولیتر از محلول بدست آمده به هر چاهك انتقال یافت و 
چاهك نشان دار با وزن مولکولي مشخص به میزان 7 میکرولیتر 

مورد استفاده قرار گرفت.
الکتروفورز به مدت 90 دقیقه با ولتاژ 110 ولت انجام شد. 
پس از پایان آزمایش، ژل ها با کوماسي بلو رنگ آمیزي شده و 
از محلول رنگ بر  باندهاي پروتئین  براي آشکار شدن  انتها  در 

)اسید استیك گلاسیال و متانول( استفاده شد.

نتایج:
مقایسه الگوي باندهاي پروتئیني دیکروسلیوم دندریتیکوم در 
میزبان هاي گاو، گوسفند و بز در )شکل 1( و همچنین گستره 
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 )2 )شکل  در  ژیگانتیکا  و  هپاتیکا  فاسیولا  پروتئیني  باندهاي 
نشان داده شده است. همانطور که در شکل ها مشاهده می شود، 
باندهاي پروتئیني مشخص شده در دیکروسلیوم دندریتیکوم در 
گستره ي 14/4 تا 116 کیلو دالتون، و تعداد آنها بین 16 تا 18 

عدد مي باشد. 

در  فاسیولاهپاتیکا  در  شده  مشخص  پروتئیني  باندهاي 
گستره ي 18 تا 63 کیلو دالتون و شامل 7 باند می باشد. همچنین 
باندهاي پروتئیني در فاسیولا ژیگانتیکا در گستره ي 18 تا 68 

کیلو دالتون و شامل 9 باند می باشد. 

شکل 1- گستره باندهای پروتئینی دیکروسلیوم دندریتیکوم.
M = Marker

     D2, D9= بز  D1, D5, D6, D8=گوسفند   D7, D4, D3 = گاو 

شكل 2- گستره باندهای پروتئينی فاسیولا هپاتیکا و ژیگانتیکا. 

بحث:
ترکیبات دفعي ترشحي و همچنین ساختار بدني انگل ها مي-
باشند.  مطرح  ایمنی زا  و  تشخیصي  پادگن هاي  عنوان  به  توانند 
واکسن،  تولید  راستاي  در  می تواند  کرمها  پادگن هاي  شناسایي 
و  ایمونوپاتولوژیك  فرایندهاي  تحلیل  و  تجزیه  تشخیص، 

مطالعه کمي، کیفي پاسخ هاي ایمني در آلودگی هاي مربوطه مورد 
استفاده قرار گیرد.

ترماتودهاي   )11( همکاران  و  رولینسون  اعتقاد  براساس 
هم شکل می توانند چهره هاي متفاوتي از بیماری زایي، تولیدمثل، 
ایمنی زایي و حساسیت در برابر درمان را از خود نشان دهند، 
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لذا می بایستي فرایند و تولیدات مختلف درون سلولي و برون 
سلولي انگل تحت ارزیابي قرار گیرد.

صورت   )4( مؤذني  محمد  توسط  که  دیگري  تحقیق  در 
گرفته، وجود یا عدم تشابه بین آنتی ژن هاي خام دفعي ـ ترشحي 
بررسي شده و  الیزا  آزمایش  با  فاسیولا  و سوماتیك دو گونه 
با آنتي سرم گونه دیگر  آنتی ژن هاي هرگونه  نتایج نشان داد که 
واکنش قوي نشان می دهد ولي با وجود تشابه بین بسیاري از 
مواد آنتي ژنیك دو گونه، برخي از این مواد با یکدیگر متفاوتند 
به  مبتلا  بیماران  تفریقي  تشخیص  در  می تواند  تفاوت ها  این  که 
این انگل ها از سایر ترماتودها به کار رود. در تحقیقات مشابه 
که توسط رکني و همکاران )10( انجام شد، پروتئین 27 کیلو 

دالتوني به عنوان آنتي ژن در تشخیص فاسیولوز انساني به کار 
رفته است.

همچنین در پژوهشي دیگر، پروتئین سبك 8 کیلو دالتوني 
تغلیظ  سولفات  سدیم  دسیل  دو  ژل  الکتروفورز  وسیله  به 
شده و در تشخیص فاسیولوز انساني به کار می رود که با سایر 

ترماتودهاي انساني واکنش متقاطع ندارد )7(.
همانطور که از این تحقیقات بر می آید، تشخیص سرولوژیك 
دیکروسلیوم و فاسیولا بسیار اختصاصي و بر پایه تعیین الگوي 
در  می تواند  تحقیق  این  نتایج  لذا  می باشد.  انگل ها  این  پروتئین 
کننده  تعیین  و  موثر  بسیار  هدفي  چنین  به  رسیدن  راستاي 

باشد.
باندهاي پروتئیني در فاسیولا هپاتیکا و ژیگانتیکا به ترتیب 
ولي  می باشد  دالتون  کیلو   68 تا   18 گستره ي  در  باند   9 و   7
دندریتیکوم  دیکروسلیوم  در  شده  تعیین  پروتئیني  باندهاي 
که  می باشد  دالتون  کیلو  تا 116  باند و در گستره ي 14/4   15
اختصاصي  در تشخیص  می تواند  پروتئیني  باندهاي  در  تفاوت 

سرولوژیك این انگل ها مؤثر باشد )3(.
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