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 ارمغان دانش، مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ياسوج

(151شماره پي در پي )1041، خرداد و تیر 7، شماره 72دوره   

 

 از استفاده با فاسیولا های ژن کوپروآنتي تشخیص

 ژن آنتي علیه بر شده تولید کلونال پلي های بادی آنتي

 ژيگانتیكا فاسیولا و هپاتیكا فاسیولا ترشحي دفعي
 

 7، بهادر سرکاری*1سمانه عبدالهي خبیصي
  گروه انگل و قارچ شناسي، دانشگاه علوم پزشكي شیراز، شیراز، ايران 7 زاهدان، ايران، گروه انگل و قارچ شناسي، دانشگاه علوم پزشكي زاهدان، 1

 72/40/1044تاريخ پذيرش:        47/40/1044تاريخ وصول: 

 چكیده 

، طولاني بودن تخم انگلدفع متناوب  ؛از جمله اييه محدوديتدارای فاسیولیازيس  جهت تشخیصهای پارازيتولوژيک  روش :زمینه و هدف

به تشخیص قادر  ،های ضدانگل بادی  بر پايه شناسايي آنتي های سرولوژی چنین روش هم .باشند مرحله حضور تخم انگل در مدفوع مي

های تشخیصي قابل  با ساير روشهای انگل در مقايسه  ژن تشخیص کوپرو آنتي لذا ،نیستند های جديد گذشته از عفونت های عفونت

 تولید کلونال پلي های بادی آنتي از استفاده با فاسیولا های ژن کوپروآنتي تشخیصتعیین و اين مطالعه هدف از بنابراين باشند.  اعتمادتر مي

 .ژيگانتیكا بود فاسیولا و هپاتیكا فاسیولا ترشحي دفعي ژن آنتي علیه بر شده
 

و  آوری شدند جمع ی آلودهها کبد دام های بالغ فاسیولا از کرم، انجام شد 1205  ـ1200که در سال   تجربيدر اين مطالعه  :روش بررسي

بادی  دو گونه فاسیولا تهیه گرديد. به منظور تولید آنتياز هر  ترشحي ـ ژن دفعي . آنتيندشد تعیین گونههضم آنزيمي  مولكولي روشبا 

و با آنزيم تولید شده با روش کروماتوگرافي میل ترکیبي تخلیص   IgGبادی . آنتيشدندز ايمیونیژن  خرگوش برای هر آنتي 7پلي کلونال 

مبتلا به ساير نمونه  20نمونه آلوده به فاسیولا،  24 ؛شامل نمونه مدفوع دامي 00از  ها ژن کوپروآنتيکونژوگه گرديدند. پراکسیداز 

 های پلي کلونال تولید شده بادی سیستم ساندويچ الیزا با استفاده از آنتي 7در اين مطالعه نمونه سالم تهیه گرديدند.  24های انگلي و بیماری

، 0، 2 مديكال کلكلتور افزار نرم از استفاده با ها تست آماری های ويژگي راحي و ارزيابي شدند. طژن فاسیولا جهت شناسايي کوپرو آنتي

 شد. محاسبه  الیزا ساندويچ های تست بین خواني هم بررسي و کاپا ضريب. ندگرديدمحاسبه  10

و فاسیولا  ترشحي فاسیولا هپاتیكا ـ ژن دفعي کلونال تولید شده بر علیه آنتي پلي های بادی تست ساندويچ الیزا با استفاده از آنتي :ها يافته  

ضريب  >0/4 (توافق بالاييچنین  نشان دادند. هم را درصد 2/01، 02/00و  درصد 60/60، 02/00 ويژگيحساسیت و به ترتیب  ژيگانتیكا

  گرديد. مشاهدهجهت تشخیص فاسیولیازيس های پلي کلونال تولید شده بر علیه هر دو گونه فاسیولا  يبادي بین آنتي کاپا( 

 

 هر دو گونه فاسیولا ترشحي ـ دفعي ژن کلونال تولید شده بر علیه آنتي های پلي نشان دادند که آنتي بادیها  مجموع يافته در گیری: نتیجه

 .باشند ميهای فاسیولا و تشخیص فاسیولیازيس  ژن دارای کارايي مناسبي جهت شناسايي کوپرو آنتي

 

 ترشحي ـ دفعيژن  آنتي، ژن، فاسیولا کوپرو آنتي :های کلیدی واژه

 گروه انگل و قارچ شناسي، بهداشتي زاهداندانشگاه علوم پزشكي و خدمات  زاهدان، سمانه عبدالهي خبیصي،نويسنده مسئول: *
 Email:samanekhabisi@gmail.com   
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 مقدمه

 شـده  فراموش های بیماری جزء فاسیولیازيس

فاســیولا هپاتیكــا و فاســیولا اســت و دو گونــه  انگلــي

فاسـیولینه، عوامـل   ژيگانتیكا، متعلق بـه زيـر خـانواده    

باشــند.  مــي ايــن بیمــاری در انســان و دام هــا  اصــلي

فاســیولیازيس نــه تنهــا بــه عنــوان يــک معضــل مهــم  

بهداشتي در حیوانات مطـر  مـي باشـد، بلكـه از نظـر      

ز اهمیت است. افـزايش  يها نیز حا بهداشتي برای انسان

 مختلـ   منـاطق  فاسیولیازيس انسـاني در بسـیاری از  

 آمريكـای  و مديترانـه  آفريقـا،  از قسـمتي  ؛شامل جهان

و  است گرديده گزارش شرقي جنوب آسیای و جنوبي

انگـل   دنیـا بـه ايـن   میلیون نفـر در سراسـر    0/7حدود 

ــوده م ـــآل ــند يـــ ــ2)باش ــام   .(1ـ ــخیص زود هنگ تش

ــیول ــريع و  یافاس ــان س ــور درم ــه منظ ــاهش  زيس ب ک

هـای   روشباشد.  های وارده به کبد ضروری مي آسیب

ه ک ـ بیماریحاد  مرحله جهت تشخیص پارازيتولوژيک

انجامـد و انگـل هنـوز     طول مـي ه هفته ب 14تا  6حدود 

کارآمد چندان بالغ نشده و توانايي تولید تخم را ندارد، 

کـم   مرحله بلـو  انگـل دفـع تخـم     از طرفي در ، نیستند

مجمـوع   .شـود  به صـورت متنـاوب انجـام مـي    شده و 

 حساسـیت روش تشخیصـي  کـاهش  موارد ذکر شـده،  

ــكوپي ــال خواه  میكروس ــه دنب ــرا ب ــتن ــ0)د داش  .(7ـ

هـای   بـادی  های سرولوژيک بـا جسـتجوی آنتـي    روش

های آن در سرم و يا  ژن اختصاصي ضدانگل و يا آنتي

تـر   مناسـب  جهت تشـخیص بـه موقـع بیمـاری     ،مدفوع

مختلفــي  هــای ســرولوژيک کنــون از روشهســتند. تــا 

بادی اختصاصي ضـد فاسـیولا و    جهت شناسايي آنتي

در بـین   (5ـ ـ2تشخیص بیمـاری اسـتفاده شـده اسـت)    

و  تفـاوت های م روش الیزا در شكل مختل ، های روش

هــای مختلــ  دارای بــالاترين  ژن بــا اســتفاده از آنتــي

ــي  ــودهحساســیت و ويژگ ــد ب ــر روشان ــای  . از ديگ ه

هـای اختصاصـي انگـل     ژن تشخیص آنتـي  ،سرولوژی

اســـتفاده از و بـــا  يـــا مــدفوع  فاســیولا در ســـرم و 

که ايـن   بودهکلونال  های مونوکلونال و يا پلي بادی آنتي

از اين جهت کـه   ديگرهای  ها در مقايسه با روش روش

قـديم را دارنـد، بسـیار     از عفونت جديـد  افتراقتوانايي 

هـای   پـژوهش تـا کنـون    (.2ـ ـ0)باشـند  ز اهمیت مييحا

ــور   ــه منظ ــادی ب ــي زي ــوپرو آنت ــای  ژن تشــخیص ک ه

و  هـای مونوکلونـال   بـادی  با استفاده از آنتـي  فاسیولا،

کـه دارای حساسـیت و    انجـام شـده اسـت    کلونـال  پلي

 اسـتفاده از  از مزايـای  (14ـ ـ17)انـد  ويژگي بالايي بوده

در  هـای تشخیصـي   در تسـت  کلونال های پلي بادی آنتي

تـوان بـه    هـای مونوکلونـال مـي    بـادی  مقايسه بـا آنتـي  

و  آن و مقرون به صـرفه راحت تولید  مواردی از جمله

هـای بیشـتری از    توپ توانايي شناسايي اپيبه  چنین هم

افـزايش  در نتیجـه  کـه   اشاره نمـود  های انگل آنتي ژن

 د داشـت. ندنبال خواهه حساسیت تست تشخیصي را ب

درمقايسـه بـا    هـا در مـدفوع   ژن آنتي جستجوی کوپرو

مزايـايي  های در حال گـردش در سـرم دارای    ژن آنتي

هـا کمتـر تحـت     ژن که ايـن آنتـي   مي باشد، از جمله اين

گیرنـد، در نتیجـه    هـای ايمنـي قـرار مـي     ثیر کمپلكسأت

شود. در اين میان  میزان آنها کمتر دستخوش تغییر مي

ــي   روش ــايي آنتـ ــر شناسـ ــي بـ ــای مبتنـ ــای  ژن هـ                هـ

 هترشحي قادر به تشـخیص بیمـاری در مرحل ـ   ـ دفعي
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 هــای عــلاوه ايــن روشه باشــند. بــ مــين مــزمو حــاد 

بـا توجـه    .(14د)نباش غیر تهاجمي مي تشخیصي عمدتاً

انـدازی يـک تسـت تشخیصـي      به دلايل اشاره شده راه

رسـد. در   قابل اعتماد و کارآمد ضروری بـه نظـر مـي   

 تشـخیص تعیـین و  هـدف  اين مطالعـه بـا   همین راستا 

 از اســــتفاده بــــا فاســــیولا هــــای ژن کــــوپروآنتي

 ژن آنتـي  علیـه  بـر  شده تولید کلونال پلي های بادی آنتي

ژيگانتیكـا   فاسـیولا  و هپاتیكـا  فاسـیولا  ترشحي دفعي

 .انجام شد

 

 روش بررسي 

ســـال  کـــه در مطالعـــه تجربـــي  در ايـــن 

پس از همـاهنگي بـا کشـتارگاه    انجام شد، 1205ـ1200

صــنعتي فــارد تعــدادی کبــد آلــوده بــه فاســیولا بــه  

هـا بـا    در آزمايشـگاه، کـرم  آزمايشگاه ارسال گرديـد.  

دقت زياد از مجاری صـفراوی کبـدهای آلـوده خـارج     

هـا سـه تـا     کـرم گرديدند تا آسیبي به آنها وارد نشود. 

بــه منظــور  ((PBSچهــار بــار در بــافر فســفات ســالین

 از سـط   جداسازی کامل محتويات مجاری صـفراوی 

شدند. از هر کبد آلوده تعدادی کـرم بـه   شستشه  شان

منظور بررسي مولكولي و تعیین گونه انگل جدا و پس 

منتقل گرديدند. درصد   24الكل  به PBS از شستشو با 

های جدا شده از کبد به بافر فسـفات   چنین بقیه کرم هم

               هـا تـا    ژن منتقـل شـدند. نمونـه    سالین برای تهیه آنتـي 

کارهــای مولكــولي در يخنــال نگهــداری زمــان انجــام 

  شدند.

با روش دستي فنل کلروفروم و  DNA استخراج

قسمت قدامي کرم، فاصله بین ناحیه بادکش دهـاني   از

. در ادامـه ناحیـه   (15)و بادکش شـكمي، انجـام گرديـد   

ITS1  با روشPCR  كثیر گرديد. تو به شر  ذيل 

بـافر   میكرولیتر 5/7با استفاده از مسترمیكس 

PCR  (X14 ) ،5/4 دزوکســي نوکلئوتیــد   میكرولیتــر                     

میكرولیتر  5/4 کلريد منیزيم میكرولیتر  1، تری فسفات

Forward primer (5- TTGCGCTGATTACGTCCCTG- 3)  5/4و 

 Reverse primer (5- TTGGCTGCGCTCTTCATCGAC- 3) رتــمیكرولی

 75حجـم نهـايي   پیكومول( و در  14)هر کدام با غلظت 

میكرولیتر تهیه گرديـد. قطعـه مـورد نظـر در دسـتگاه      

 00 ييدمـا يكلر و با استفاده از تنظـیم برنامـه   اترموس

 00سـیكل   24 دنبـال آن ه ب ـثانیـه   164درجه به مـدت  

ــانتي  ــه س ــدت   درج ــه م ــراد ب ــه،  04گ ــه  55ثانی درج

گـراد بـه    درجه سانتي 27ثانیه،  04گراد به مدت  سانتي

 27در دمـای  نهـايي   گسترش ثانیه و مرحله 174مدت 

دقیقه تكثیر شـد. پـس از    14گراد به مدت  درجه سانتي

میكرولیتر محصول  5اتمام برنامه ترموسايكلر، حدود 

PCR و ژل رد بـر روی    رتگ لودينـگ میكرولیتر 1   با

الكتروفـورز شـدند. سـپس بـا      درصد 5/1ژل آگاروز 

از آن ژل داکیومنــت بیوداکـــت  اســتفاده از دســتگاه   

مناســب بــودن بانــد در صــورت  بــرداری شــد. عكــس

 بـرای  PCR، محصول مربوط به تكثیر قطعه مورد نظر

مــورد اســتفاده قــرار  روش مولكــولي هضــم آنزيمــي

 سريع اثـر   از آنزيم برش دهندهگرفت. در اين مطالعه 

RsaI  .1بـا اسـتفاده از    مسترمیكس سپس استفاده شد 

 7 ،1170: اف دی با شماره کاتـالو     آنزيم میكرولیتر



کلونال پلي های بادی آنتي از استفاده با فاسیولا های ژن کوپروآنتي تشخیص  

 

  071(                                                                                                    151شماره پي در پي )1041ـ خرداد و تیر 7ـ شماره 72ـ دوره  مجله ارمغان دانش

 

 میكرولیتر X 14، 14میكرولیتر بافر سبز رنگ با غلظت 

و در آب فاقد نوکلئـاز    میكرولیتر 12و  PCRمحصول 

 میكرولیتـر تهیـه گرديـد. پـس از تهیـه      24حجم نهايي 

میكرولیتـری، آن را در   7/4میكرتیوپ در  مسترمیكس

دقیقـه قـرار    5گراد به مدت  درجه سانتي 22انكوباتور 

از برش آنزيمي روی ژل آگـارز  حاصل داده و قطعات 

 درصد مشاهده گرديد.  7

آوری از مجـاری   های سـالم پـس از جمـع    کرم

شسته شـدند.   PBS صفراوی دام، سه تا چهار مرتبه با

در شرايط اسـتريل بـه فلاسـک    سپس هر ده عدد کرم 

 RPMI لیتـر  میلـي  5حـاوی  سانتي متر مربـع  75کشت 

منتقـل و   درصـد  1استرپتومايسـین   ـ سیلین و پني1640

 16تـا   10گراد بـه مـدت    درجه سانتي 22در انكوباتور 

ساعت انكوبه گرديدند. در ادامه تمام محیط کشـت بـه   

 15بـه مـدت    15444فالكون منتقل و با دور  لوله داخل

دقیقه سانتريفیوژ گرديد. مايع رويي به فـالكون جديـد   

نگهـداری    -74زمان ديـالیز شـدن در فريـز    تا  منتقل و

 PBSهای تهیه شـده در برابـر بـافر    ژن شد. سپس آنتي

ــد ــالیز گردي و در نهايــت در دســتگاه لیــوفیلیزر در  دي

 04گـراد و فشـار خـلا     درجه سانتي -05شرايط دمای 

به پودر تبديل شد.  ساعت 70متر جیوه به مدت  سانتي

  غلـــید شـــده بـــا روش برادفـــورد ژن غلظـــت آنتـــي

جهت بررسي بانـدهای پروتئینـي    .(10)گیری شد اندازه

                 ترشــحي فاســیولا هپاتیكــا و    ـــ ژن دفعــي دو آنتــي

  یكـا، از الكتروفـورز عمـودی بـه روش    فاسیولا ژيگانت

ــی   ــر روی ژل اد دی اد  پ درصــد اســتفاده  5/17ب

 .گرديد

کلونال بـر علیـه    پليبادی  به منظور تولید آنتي 

ترشـحي فاسـیولا هپاتیكـا و فاسـیولا      ـ ـ ژن دفعي آنتي

ــا  ــاده 0ژيگانتیكـ ــوش مـ ــرای خرگـ ــوش بـ )دو خرگـ

کیلوگرم در نظر  7ود وزن حد های هر گونه( با ژن آنتي

هـا   ژن از خرگـوش  قبـل از تزريـق آنتـي    گرفته شـدند. 

کنتـرل منفـي    گیری شد و از سرم آنها به عنـوان  نخو

تزريـق انجـام    شش ،د. برای هر خرگوشاستفاده گردي

ژن و هـم   میكروگرم آنتي 544گرديد. در هر تزريق از 

حجم آن ادجوانت فروند استفاده گرديد. لازم بـه ذکـر   

سـیگما،  )است که تزريق اول با ادجوانـت کامـل فرونـد   

ــالو :  ــماره کات ــق  (5661اف  ش ــه تزري ــا   و بقی ــا ب ه

ــد ــاقص فرون ــت ن ــالو : )ادجوان               ســیگما،  شــماره کات

و با فاصله يک هفته از يكديگر انجام شدند. ( 5540اف 

صورت زير جلدی و در ناحیه پشت و ران ه ها ب تزريق

ها انجام شدند. يک هفته پس از آخرين تزريق  خرگوش

گیری شد و سرم آنها با استفاده از  ها خون از خرگوش

غیرمسـتقیم مـورد بررسـي قـرار گرفـت.       زایالیتست 

 هر دو گونه فاسـیولا  تولید شده بر علیه IgG بادی آنتي

 میـل ترکیبـي و بـا اسـتفاده از     با روش کروماتوگرافي

مـورد    اد دی اد پـی   تخلیص و با روش Gپروتئین 

 يید قرار گرفتند.أت

گرم آنزيم پراکسیداز  میلي 0پس از حل نمودن 

متـا  میكرولیتـر سـديم    744آب مقطر،  لیتر میليدر يک 

 74و بـه مـدت   نمودهمولار به آن اضافه  1/4پريودات 

دقیقه در دمـای اتـاق نگهـداری گرديـد. در ادامـه ايـن       

 :0/0pHبـا   مولار سديم يک میليمحلول در بافر استات 

درجـــه  0دمـــای  ســـاعت و در 16تـــا  10بـــه مـــدت
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گـرم   میلـي  6گراد ديالیز گرديد. در مرحله بعدی  سانتي

کلونال تخلیص شـده در بـافر سـديم     از آنتي بادی پلي

بـه    :pH 5/0 بـا  میلـي مـولار   54بي کربنـات   ـ  کربنات

 گراد سانتي درجه 0 در درمای ساعت و 16تا  10مدت 

آنزيم پراکسیداز ديالیز شده با  pHسپس  .گرديد ديالیز

ــردن   ــافر  74اضــافه ک ــر ب ــديم میكرولیت ــات س  ،کربن

 0 افزايش يافت. در ادامـه  0 /5مولار به  7/4 کربنات بي

گـرم   میلـي  6 به، پراکسیداز ديالیز شده آنزيمگرم  میلي

ايـن  و اضافه گرديد تخلیص شده کلونال  بادی پلي آنتي

سـاعت در دمـای اتـاق روی شـیكر      7به مدت مخلوط 

ــد   ــه بعـ ــد. در مرحلـ ــرار داده شـ ــر  144قـ میكرولیتـ

گـرم بـر    میلـي  0بروهیدريد تازه تهیه شـده بـا غلظـت    

سـاعت   7، به محلول فوق اضـافه و بـه مـدت    لیتر میلي

                          گــــراد  درجــــه ســــانتي 0روی شــــیكر در دمــــای 

به مـدت   PBS اين محلول در برابرقرار گرفت. در انتها 

گرديـد.   گراد ديالیز درجه سانتي 0در دمای  ساعت 10

بادی کونژوگه شـده تـا زمـان اسـتفاده در      سپس آنتي

 گراد نگهداری گرديد. درجه سانتي ـ74

نمونه مـدفوع   00در مطالعه حاضر در مجموع 

نمونــه  24 ،آوری گرديــد از گــاو، گوســفند و بــز جمــع

مدفوع دام آلوده به فاسیولا که با روش میكروسكوپي 

گرفتنـد و تخـم   يید قـرار  أاتر و تلمن( مورد ت-)فرمالین

نمونه مدفوع دام سالم  24انگل در آنها مشاهده گرديد، 

ــا روش میكروســكوپي) مســتقیم و   ــه در بررســي ب ک

اتر( هیچ گونه آلودگي انگلي در آنها مشاهده ـ   فرمالین

نمونـــه مـــدفوع دام مبـــتلا بـــه ســـاير  20نگرديــد و  

هـای   مورد آلودگي به انگـل  0های انگلي شامل  بیماری

آلودگي به آمیب،  مورد 0يكواسترونژيلیده، نواده ترخا

ــا،    0 ــه آيمري ــودگي ب ــورد آل ــورد 2م ــه   م ــودگي ب آل

ــوريس،  ــا و    5تريكیـ ــوام آيمريـ ــودگي تـ ــورد آلـ مـ

وام آيمريــا و مــورد آلــودگي تــ 7کريپتوســپوريديوم، 

ــوريس و  ــورد 7تريكیـ ــا و  مـ ــوام آيمريـ ــودگي تـ آلـ

ــكوپي    ــا روش میكروسـ ــه بـ ــترونژيلیده کـ تريكواسـ

 کروم و يا اسید آمیزی تری اتر، رنگـ   مالین)مستقیم، فر

 5/4میزان  یه گرديد.يید قرار گرفتند، تهأفاست( مورد ت

سـي   سـي  7گوسـفند و يـا گـاو را در     ،گرم مدفوع بـز 

 14بـه مـدت    1444مخلـوط و بـا دور    کاملاً  PBSبافر

، سـپس مـايع رويـي )حـاوی     گرديددقیقه سانتريفیوژ 

 5/1میكروتیوپ  بهپس از فیلتر شدن کوپرو آنتي ژن( 

ــي ــزر   میل ــتفاده در فري ــان اس ــا زم ــل و ت ــری منتق                لیت

 .گراد نگهداری گرديد درجه سانتي ـ74

ــي آنتــي ــادی پل ــال) ب  تخلــیص شــده( IgGکلون

ضدآنتي ژن فاسیولا هپاتیكا و يا فاسیولا ژيگانتیكا بـا  

 کننـده در بـافر کـوت   لیتـر   میكروگرم در میلي 5غلظت 

تهیـه و بـه هـر     )5/0حـدود   pHکربنات با  بي ـ  کربنات)

میكرولیتر اضافه گرديـد. سـپس    144چاهک پلیت الیزا 

مدت يک شـب  گراد به  درجه سانتي 0ها در دمای  پلیت

های الیزا  بار شستشوی پلیت 5انكوبه گرديدند. پس از 

 5میكرولیتر بـافر بلوکـه کننـده     144بافر شستشو ، با

به هـر چاهـک اضـافه گرديـد و بـه مـدت يـک         درصد

شــد. پــس از ســاعت و نــیم در دمــای اتــاق نگهــداری 

میكرولیتـــر  144، شستشـــو ماننـــد مرحلـــه قبـــل   

نمونه مدفوع آلوده  24های تهیه شده از  ژن کوپروآنتي

نمونه مدفوع دام بـدون هـر گونـه     24به تخم فاسیولا، 

هـای   نمونه مدفوع دام بـا سـاير آلـودگي    20آلودگي و 
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هـا   انگلي بدون تهیه رقت و به صورت خالص به پلیـت 

ساعت در دمای اتاق انكوبه شـدند.   7اضافه و به مدت 

میكرولیتـر   144پس از شستشو همانند مراحـل قبلـي،   

ژن فاسـیولا   ضـدآنتي  تخلـیص شـده    IgGآنتـي بـادی  

( کـه بـا   1:544يا فاسیولا ژيگانتیكا)بـا رقـت    هپاتیكا و

 ه بود به هر چاهک اضافه شدوگه شدکونژ HRPآنزيم 

و به مدت يک ساعت در دمای اتاق انكوبه گرديد. پـس  

میكرولیتر سوبسترای آنـزيم حـاوی    144از شستشو، 

ــد 42/4 ــافه     درص ــک اض ــر چاه ــه ه ــیژنه ب                   آب اکس

                   میكرولیتـــر  144گرديـــد و پـــس از اضـــافه نمـــودن 

نـوری پلیـت هـا در طـول     محلول متوق  کننده، جـذب  

خوانـده  یزا ريدر ال  نانومتر با دستگاه 024و  054موج 

  شد.

های مدفوع  نمونهژن از  پس از تهیه کوپرو آنتي

 اریــــ ـذکر شده در بالا بـا کیـت تج  نمونه  00دامي، 

Bio-X Bovine Fasciola (Bach No.: FASA15G27, Belgium)   و بـر

مورد ارزيابي قرار سازنده اساد دستورالعمل شرکت 

 . گرفتند

 از اســتفاده بــا هــا تســت آمــاری هــای ويژگــي

. گرديدنـد  محاسـبه  10، 0، 2 کلكلتـور  مديكال افزار نرم

ــريب ــا ضــ ــي و کاپــ ــم بررســ ــواني هــ ــین خــ                         بــ

ــای تســــت ــاندويچ هــ ــزا ســ ــا الیــ ــتفاده بــ                       از اســ

محاسـبه   SPSS افـزار  نـرم  با شده تولید های بادی آنتي

 .شد

 

 ها يافته

بـه دسـت    PCRبـر روی محصـول    RsaIآنزيم 

محل برش  7در فاسیولا ژيگانتیكا  ITS1آمده از پرايمر 

و در فاسیولا هپاتیكـا   204و  124، 04داشته و قطعات 

نتـاي    1 را ايجاد نمـود. شـكل   204و  144، 04قطعات 

های مورد نظـر در ايـن    مونهبر روی ن RFLPحاصل از 

   نشــان را  درصــد 7بــر روی ژل آگــارز  مطالعــه و 

 .1 دهد. مي

نمونه مدفوع دام آلوده بـه فاسـیولا    24از بین 

ــک مــورد) ــوارد ) درصــد 2/2ي ــه م ــي و بقی  2/00( منف

نمونه مدفوع دام سـالم   24( مثبت بودند. از بین درصد

چنـین از بـین    ( منفي بودند. هـم درصد 144همه موارد)

هـای انگلـي    نمونه مدفوع دام مبتلا به ساير بیماری 20

( درصـد  0/12مورد) 2( منفي و درصد 1/67مورد) 27

 07/6مــورد) 2؛ مثبــت بــوده کــه مــوارد مثبــت شــامل 

 76/0مـورد)  7( آلودگي به تريكواسترونژيلیده، درصد

( آلودگي درصد 10/2( آلودگي به آمیب، ا مورد)درصد

ام آيمريـا  أ( آلودگي توصددر 10/2به آيمريا و ا مورد)

ــزان حساســیت   ــد. در مجمــوع می و تريكیــوريس بودن

بـــادی  روش ســـاندويچ الیـــزا بـــا اســـتفاده از آنتـــي

                ژن  تولیــد شــده بــر علیــه آنتــي      IgG)کلونــال)  پلــي 

ــ دفعــي ــا جهــت تشــخیص   ـ ترشــحي فاســیولا هپاتیك

 :CIدرصد 26/67ـ07/00درصد )  02/00 فاسیولیازيس

 71/64 ـ67/05)درصد 60/60( و ويژگي آن درصد 05

( محاســبه گرديــد. ســط  زيــر درصــد CI: 05 درصــد

(AUC)منحني
های  به منظور بررسي تفاوت بین نمونه (1)

دار  آلوده بـه فاسـیولا و غیرآلـوده بـه فاسـیولا معنـي      

ــود ــودار (4441/4p< ،02/4=AUC)بـ ــدگي  1. نمـ پراکنـ

ــه  ــوری نمون ــزان جــذب ن ــا   می هــای مــورد بررســي ب

 ژن  کلونـال تولیـد شـده بـر علیـه آنتـي       بـادی پلـي   آنتي

                                                           
1-Area Under Curve (AUC) 
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ترشحي فاسیولا هپاتیكـا و بـا روش سـاندويچ     ـ دفعي

  دهد. الیزا را نشان مي

نمونه مدفوع دام مبـتلا بـه فاسـیولا     24از بین 

ــورد ) 70 ــد 2/00م ــورد )  درص ــک م ــت و ي  2/2( مثب

نمونـه مـدفوع    24چنین از بین  ( منفي بودند. همدرصد

( منفي بودنـد. از بـین   درصد 144دام سالم همه موارد)

هـای انگلـي    نمونه مدفوع دام مبتلا به ساير بیماری 20

( درصـد  0/15مورد ) 0( منفي و درصد 0/60مورد) 22

( درصـد  7/14مـورد)  0مثبت بودنـد کـه مـوارد مثبـت     

( ددرص ـ 0/7مـورد)  1آلودگي به تريكواسـترونژيلیده،  

م أ( آلـودگي تـو  درصد 0/7مورد) 1آلودگي به آمیب و 

بــه آيمريــا و کريپتوســپوريديوم داشــتند. در مجمــوع 

میزان حساسیت روش سـاندويچ الیـزا بـا اسـتفاده از     

ژن  تولید شده بر علیه آنتـي  IgG)آنتي بادی پلي کلونال)

ترشـحي فاسـیولا ژيگانتیكـا جهـت تشـخیص       ـ ـ دفعـي 

 :CI درصد26/67 ـ07/00درصد) 02/00فاسیولیازيس 

ــد 05 ــي آن درصـ ــد) 2/01( و ويژگـ ــ20/00درصـ  ــ

( محاسبه گرديد. سط  زير درصدCI: 05 درصد42/67

هـای   به منظور بررسي تفاوت بین نمونـه (AUC) منحني

دار  آلوده بـه فاسـیولا و غیرآلـوده بـه فاسـیولا معنـي      

 .4441/4p< ،00/4=(AUC)بود

بـا  هـای سـاندويچ الیـزا     در بررسي بین تسـت 

کلونال تولید شده بر علیه  های پلي بادی استفاده از آنتي

ترشـحي فاسـیولا هپاتیكـا و فاسـیولا      ـ ـ ژن دفعي آنتي

 ( مشاهده شد. ҡ= 04/4خواني بالای ) ژيگانتیكا هم

پراکنـــدگي میـــزان جـــذب نـــوری  7نمـــودار 

کلونال تولیـد   های مورد بررسي با آنتي بادی پلي نمونه

ترشحي فاسیولا ژيگانتیكا  ـ دفعيژن  شده بر علیه آنتي

 دهد. در سیستم ساندويچ الیزا را نشان مي
 

 نمونه مدفوع دام مبتلا بـه فاسـیولا   24از بین 

( درصـد  2/2مـورد)  1( مثبـت و  درصـد  2/00مورد)70

ــي و از بــین   ــدفوع دام ســالم همــه     24منف نمونــه م

نمونه  20چنین همه  ( منفي بودند. همدرصد 144موارد)

هـای   ( مدفوع دام مبتلا بـه سـاير بیمـاری   درصد 144)

انگلــي بــا ايــن روش منفــي بودنــد. در مجمــوع میــزان 

حساسیت کیت تجاری مورد استفاده جهـت تشـخیص   

( درصــدCI: 05 درصــد 26/67 -07/00فاســیولیازيس)

ــي آن ) درصــد02/00  :CI درصــد06/00 -144و ويژگ

محاســبه گرديــد. ســط  زيــر  درصــد144( درصــد05

های آلـوده   ر بررسي تفاوت بین نمونهبه منظو  منحني

دار  بـــه فاســـیولا و غیرآلـــوده بـــه فاســـیولا معنـــي 

ــود ــین  4441/4p<  ،44/1=(AUC)بــ ــي بــ . در بررســ

هـای   بـادی  های ساندويچ الیزا با استفاده از آنتـي  تست

ترشـحي   ـ ـ ژن دفعي کلونال تولید شده بر علیه آنتي پلي

فاسیولا هپاتیكا، فاسیولا ژيگانتیكـا و تسـت سـاندويچ    

خـواني   هـم   741بیوکـا   الیزا با استفاده از کیت تجاری

 مشاهده شد. (=ҡ 04/4)بالايي

 

 بحث

با توجه به اين کـه در طـي دو دهـه گذشـته     

های تشخیصي فاسـیولیازيس بـر روی    بیشتر پژوهش

يا مـدفوع   های انگل در نمونه سرم و ژن شناسايي آنتي

لذا هدف از ايـن مطالعـه تعیـین و      (12اند) متمرکز شده

 از اسـتفاده  بـا  فاسـیولا  هـای  ژن کوپروآنتي تشخیص

 ژن آنتـي  علیـه  بـر  شده تولید کلونال پلي های بادی آنتي

ژيگانتیكـا   فاسـیولا  و هپاتیكـا  فاسـیولا  ترشحي دفعي

  .بود
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فاسیولا ژيگانتیكا و  17و  6، 2های  ، ستونRsaI فاسیولا هپاتیكا و فاسیولا ژيگانتیكا با استفاده از آنزيم PCRمحصولات  RFLP : الگوی1شكل

 هپاتیكاها فاسیولا  ساير ستون
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کلونال  بادی پلي های سالم با آنتي های انگلي و دام های مدفوع آلوده به فاسیولا، آلوده به ساير بیماری : پراکندگي میزان جذب نوری نمونه1نمودار 

 ترشحي فاسیولا هپاتیكا در سیستم ساندويچ الیزا ـ ژن دفعي تولید شده بر علیه آنتي
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های سالم با  های انگلي)به جز فاسیولا( و دام های مدفوع آلوده به فاسیولا، آلوده به ساير بیماری : پراکندگي میزان جذب نوری نمونه7نمودار

 ترشحي فاسیولا ژيگانتیكا در سیستم ساندويچ الیزا ـ دفعيژن  کلونال تولید شده بر علیه آنتي بادی پلي آنتي

 

 

کلونـال   هـای پلـي   بـادی  در مطالعه حاضر آنتي

ترشـحي   ـ  هـای دفعـي   ژن تولیـد شـده بـر علیـه آنتـي     

ناسـايي  جهـت ش  ،فاسیولا هپاتیكا و فاسیولا ژيگانتیكـا 

، (درصـد 2/00)حساسـیت  های فاسـیولا  ژن کوپرو آنتي

ــي ــد 2/01 و 60/60)ويژگــ ــم( و درصــ ــواني هــ  خــ

ــالايي ــد( ҡ= 04/4)ب ــر نشــان دادن ــن نظ ــه از اي ــا  . ک ب

و همكـاران جهـت   آلام مطالعـه   ؛از جملـه هايي  پژوهش

 و سرم مدفوعهای فاسیولا در نمونه  ژن تشخیص آنتي

کلونال تولید شـده   بادی پلي با استفاده از آنتيو انسان 

  پروتئیني متصل شونده به اسید چرب بر علیه آنتي ژن

ــه  و ــر مطالعـ ــارانالامیـ ــخیص   و همكـ ــت تشـ جهـ

هـای   ترشـحي فاسـیولا در نمونـه    - های دفعـي  ژن آنتي

بــادی   بــا اسـتفاده از آنتــي و و ســرم گوسـفند   مـدفوع 

ترشـحي   ـ ژن دفعـي  کلونال تولید شده بر علیه آنتي پلي

در  (.10و 15)خـواني نشـان داد   هـم  فاسیولا ژيگانتیكـا 

و همكـاران جهـت   ابوالحكـام  بـه وسـیله   ای که  مطالعه

بادی  تشخیص فاسیولیازيس در گاو با استفاده از آنتي

ژن پـارامیوزين   پلي کلونال تولید شـده بـر علیـه آنتـي    

فاسیولا ژيگانتیكا و بـا روش سـاندويچ الیـزا صـورت     

 درصـد 05و ويژگـي  درصـد   22/02گرفت، حساسیت 

 (.10)گرديدگزارش ژن  آنتي شناسايي اين جهت

ــه  ــا اســتفاده از  اتاال ــاران ب ــيو همك ــادی  آنت ب

ترشـحي   ـ  ژن دفعي کلونال تولید شده بر علیه آنتي پلي

ـــفاسی ــا)ـــــ ــون( در روش  72ولا ژيگانتیكـ کیلودالتـ

کیلـو   72یزا به منظـور تشـخیص آنتـي ژن    لساندويچ ا

ــردش  ــوني در حــال گ  2/02حساســیت  فاســیولا، دالت

در  .(12)گـزارش کردنـد  را  درصد05و ويژگي  درصد

مطالعه حاضر حساسیت و ويژگي تست ساندويچ الیزا 

بادی تولید شده بـر علیـه    کلونال آنتي با استفاده از پلي

ترشــحي فاســیولا ژيگانتیكــا بــا دو  ـ  ژن دفعــي آنتــي

ــه  ــام مطالع ــه و ابوالحك ــم اتاال ــان داد.  ه ــواني نش  خ

کلونـال   هـای سـاندويچ الیـزا بـا اسـتفاده از پلـي       تست

          هــای  ژن هــای تولیــد شــده بــر علیــه آنتــي  بــادی آنتــي

فاسـیولا ژيگانتیكـا   ترشحي فاسیولا هپاتیكـا و   ـ دفعي
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تری را در مقايسه با  ويژگي پايینحساسیتي يكسان و 

جهـت تشـخیص فاسـیولیازيس     BIOK 201کیت تجاری 

بـادی مونوکلونـال    نشان دادند. در کیت تجاری از آنتي

های انگل استفاده شـده   ژن یص کوپرو آنتيجهت تشخ

های مونوکلونال توانايي شناسايي يـک   بادی است. آنتي

ژن را دارا هستند که اين مسـاله منجـر    توپ از آنتي اپي

هـای تشخیصـي    به افزايش ويژگي بالاتر آنها در تست

چنـین استاندارسـازی و بهینـه کـردن در      هـم  شود. مي

ــت ــای تشخیصــي بســیار   طراحــي کی ــورد توجــه ه م

باشـد کـه ايـن امـر منجـر بـه        های سازنده مـي  شرکت

شـده  هـای تشخیصـي    و اعتبـار کیـت   افزايش کـارايي 

ــژوهشدر  اســت. ــای پ ــری ه اســتفاده از  مشــابه ديگ

ــت ــي   کی ــا آنت ــه ب ــاری در مقايس ــای تج ــادی ه ــای  ب ه

هـای   ژن جهت تشخیص آنتـي  کلونال مونوکلونال و پلي

 .(11، 16و  10)نـد ا هفاسیولا ويژگي بالاتری نشـان داد 

بادی پلي کلونال تولیـد شـده بـر علیـه      استفاده از آنتي

و شـهاب  در مطالعـه  ترشحي فاسـیولا   ـ ژن دفعي آنتي

ــا ــزا، جهــت تشــخیص   همكــاران ب روش ســاندويچ الی

های در حال گـردش انگـل در افـراد آلـوده بـه       ژن آنتي

و  144فاسیولیازيس حاد و مزمن به ترتیب حساسیت 

فاسـیولیازيس دارای دو   (.74)نشـان داد را  درصـد  24

کـه انگـل سـاکن     باشـد. زمـاني   فاز حـاد و مـزمن مـي   

مجاری صفراوی باشد تخم انگل بـه صـورت متنـاوب    

شــود. در مطالعــه حاضــر تمــامي  در مــدفوع دفــع مــي

هــای آلــوده بــه  هــای مــدفوع تهیــه شــده از دام نمونــه

 فاســیولا از نظــر میكروســكوپي مــورد بررســي قــرار

گرفتند و از نظر حضـور تخـم مثبـت ارزيـابي شـدند.      

هايي که در اين مطالعه مورد ارزيابي قرار  بنابراين دام

گرفتند به دلیل دفع تخـم در مـدفوع در مرحلـه مـزمن     

بیماری قـرار داشـتند. در مطالعـه حاضـر اسـتفاده از      

 ـ ژن دفعي بادی تولید شده بر علیه آنتي کلونال آنتي پلي

هـای انگـل در    ژن جهت تشخیص آنتي ترشحي فاسیولا

هايي که در مرحله مزمن بیماری قرار  نمونه مدفوع دام

گرفته بودند در مقايسه با مطالعه ذکر شده حساسـیت  

بیشتری نشان داد. در مرحلـه مـزمن احتمـال حضـور     

هـای   های انگل در نمونه مدفوع بیشتر از نمونه ژن آنتي

فاده از نمونـه  باشد. شـايد اسـت   ديگر از جمله سرم مي

مدفوع به جای نمونه سـرم در مرحلـه مـزمن بیمـاری     

تــر باشــد و احتمــال تشــخیص بیمــاری و      مناســب

حساسیت تشخیصي تست را افزايش دهد. در مطالعـه  

ــت  ــر تس ــتفاده از     حاض ــا اس ــزا ب ــاندويچ الی ــای س ه

ژن  کلونال تولید شده بـر علیـه آنتـي    های پلي بادی آنتي

یكا و فاسیولا ژيگانتیكا بـا  ترشحي فاسیولا هپات ـ دفعي

هــای خــانواده  هــای آلــوده بــه انگــل تعــدادی از نمونــه

هـای دارای   و تعـدادی از نمونـه   تريكواسترونژيلوئیده

های آمیبي و آيمريا نیز واکنش متقاطع داشتند.  آلودگي

 هـای مشـترب بـین    توپ ر  است که اپياين احتمال مط

و فاسـیولا وجـود داشـته باشـند. وجـود       هـا  اين انگـل 

توانـد سـبب کـاهش ويژگـي      های مشترب مـي  توپ اپي

های پلي  بادی که آنتي تست تشخیصي گردد. از آنجايي

تــوپ انگــل تولیــد  کلونـال بــر علیــه تعــداد زيـادی اپــي  

هـای   های مشترب بین انگل توپي وجود اپي و ،شوند مي

هـای   تسـت ويژگـي  بنـابراين  باشـد،   مختل  محتمل مي

مقايسـه   کلونال در های پلي بادی ه از آنتيالیزا با استفاد
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 .(16)هـای مونوکلونـال پـايین تـر اسـت      بـادی  با آنتـي 

جهـت تشـخیص    مشـابه ديگـری   چنـین در مطالعـه   هم

نتـاي  مثبـت کـاذب در     هـای فاسـیولا،   ژن کوپرو آنتـي 

 کوکسـیديا و انگلهـای نمـاتودی   هـای آلـوده بـه     نمونه

 ــ ــزارش گردي ــیت  در  .(10)دگ ــه حاضــر حساس مطالع

هـای   مشابهي در بررسي تست يكسان و ويژگي تقريباً

کلونـال   های پلـي  بادی ساندويچ الیزا با استفاده از آنتي

ترشـحي فاسـیولا    ـ ـ ژن دفعـي  تولید شده بر علیه آنتي

 در هپاتیكــا و فاســیولا ژيگانتیكــا مشــاهده گرديــد.    

ــژوهش ــای پ ــر ه ــيدر  ديگ ــي  بررس ــوی پروتئین  الگ

هپاتیكا و ژيگانتیكا   های دفعي ترشحي دو گونه ژن آنتي

ه مشـاهده گرديـد  تشـابه زيـادی    SDS-PAGE با روش

کیلـــو  27و  06، 70، 72، 16، 15، 10. بانــدهای  اســت 

دالتوني به صورت مشترب در هر دو گونه و بانـدهای  

ترشـحي فاسـیولا    ـ ژن دفعي تنها در آنتي 56و  05، 10

ژنـي   اين تشـابه آنتـي   .(71ـ77)اند شدهگزارش هپاتیكا 

های ساندويچ الیـزا بـا    تواند دلیل نتاي  مشابه تست مي

های پلـي کلونـال تولیـد شـده بـر       بادی استفاده از آنتي

ترشحي فاسیولا هپاتیكا و فاسیولا  ـ ژن دفعي علیه آنتي

 ژيگانتیكا باشد.

 بــادی آنتــي تولیــد جهــت مطالعــه ايــن در

 از اسـتفاده  مـورد  هـای  محلول و مواد کلونال، اکثر پلي

 هـای  تحـريم  بـه  توجـه  بـا  شـدند،  تهیـه  سیگما شرکت

 زيـادی  هزينـه  و زمـان  نیازمند مواد اين تهیه ،موجود

یزای طراحـي  های ال برای ارزيابي تستچنین  هم بودند.

 از انسـاني  هـای   نمونـه  تهیـه  محـدوديت  علـت  به شده

 هـای  نمونـه  تهیـه زيرا . گرديد استفاده دامي های نمونه

 انگـل  تخم حاوی فاسیولیازيس به آلوده انساني مدفوع

هـای مهـم    ز ديگر محـدوديت ا .باشد مي و سخت بسیار

 مـر   کـه بود  آزمايشگاهي حیوانات با کاراين مطالعه 

ه در طـي کـار مشـكلاتي را ب ـ    آنهـا  شدن تل  و میر و

 دنبال داشت. 

 بـا  الیـزا  سـاندويچ  هـای  تست ارزيابي چنین هم

 علیه بر شده تولید کلونال پلي های بادی آنتي از استفاده

 تشــخیص جهــت فاســیولا ترشــحي ـــ دفعــي ژن آنتــي

 به آلوده بیشتر های نمونه تعداد روی بر فاسیولیازيس

 هـای  تسـت  ارزيابيو  کشور مختل  مناطق از فاسیولا

 کلونـال  پلـي  های بادی آنتي از استفاده با الیزا ساندويچ

 بر فاسیولا ترشحي ـ  دفعي ژن آنتي علیه بر شده تولید

 بـا  انگلـي  هـای  بیمـاری  ساير به آلوده های نمونه روی

آينـده پیشـنهاد   های  پژوهشجهت  بیشتر تعداد و تنوع

 شوند. مي

 

 گیری  نتیجه

هـای حاصـل از ايـن مطالعـه      در مجموع يافتـه 

کلونال تولید شده بـر   های پلي بادی نشان دادند که آنتي

ترشحي فاسیولا هپاتیكا و فاسیولا  ـ ژن دفعي علیه آنتي

ــايي    ــت شناس ــبي جه ــارايي مناس ــا دارای ک       ژيگانتیك

های فاسیولا و تشخیص فاسـیولیازيس   ژن کوپرو آنتي

ــي   ــزا م ــاندويچ الی ــتم س ــتفاده از سیس ــا اس ــند.  ب   باش

بــه منظــور بررســي دقیــق کــارايي سیســتم  همننــین 

تشــخیص   بــرایســاندويچ الیــزای طراحــي شــده    

های مدفوع انساني آلـوده   نمونه ،زيس انسانيفاسیولیا
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مورد ارزيابي قرار  به فاسیولا به تعداد مناسب بايستي

 گیرند.
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Abstract: 
 

Background & aim: Parasitological methods for diagnosing fascioliasis have limitations such as; 
Intermittent excretion of parasite eggs is the long stage of presence of parasite eggs in the feces. Also, 
serological methods based on the detection of antiparasitic antibodies are not able to distinguish past 
infections from new infections, so the detection of parasitic co-antigens is more reliable than other 
diagnostic methods. Therefore, the aim of the present study was to determine and detect Fasciola 
coproantigens using polyclonal antibodies produced against Fasciola hepatica and Fasciola gigantica 
secretory excretory antigens. 
 

Methods: In the present experimental study conducted in 2016-2017, adult Fasciola worms were 
collected from the livers of infected animals and species were determined by molecular method of 
enzymatic digestion. Excretory-secretory antigen was prepared from both Fasciola species. In order to 
produce polyclonal antibodies, 2 rabbits were immunized for each antigen. IgG antibodies produced were 
purified by affinity chromatography and conjugated with peroxidase enzyme. Coproantigens from 99 
animal fecal samples included; 30 samples infected with Fasciola, 39 samples with other parasitic 
diseases and 30 healthy samples were prepared. In the present study, two ELISA sandwich systems 
were designed and evaluated using polyclonal antibodies produced to identify Fasciola co-antigen. 
Statistical characteristics of the tests were calculated using Medical Collector 16.4.3 software. Kappa 
coefficient and consistency check between ELISA sandwich tests were calculated using SPSS software 
version 20. 
 

Results: Sandwich ELISA test using polyclonal antibodies produced against Fasciola hepatica and 
Fasciola gigantica secretory antigens showed 96.67%, 89.86% and 96.67% and 91.3%, respectively. 
Moreover, a high agreement (kappa coefficient <0.9) was observed between polyclonal antibodies 
produced against both Fasciola species for the diagnosis of fascioliasis. 
 

Conclusion: Overall, the findings indicated that polyclonal antibodies produced against excretory-
secretory antigens of both Fasciola species have good efficacy for detection of Fasciola co-antigens and 
diagnosis of fascioliasis. 
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