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  مقدمه
هاي مهم انگلي انسان و دام   يكي از بيماري،فاسيوليازيس    
  .ودـش بان ايجاد مي فاسيولا در ميزهاي گونهت كه توسط ـاس
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
    

و مبتلا هستند  به اين انگل  ميليون نفر در جهان4/2 تقريباً
   )1(. معرض خطر ابتلا هستند در ميليون نفر180

  

 چكيده
هاي فاسيولا در ميزبان ايجاد  هاي مهم انگلي انسان و دام است كه توسط گونه زيس، يكي از بيمارييافاسيول: زمينه و هدف    
تشخيص . طر ابتلا هستند ميليون نفر، در معرض خ180 ميليون نفر در جهان به اين انگل مبتلا هستند و 4/2تقريباً . شود مي

به همين جهت در مطالعه . نمايد بروز عوارض بيماري در مبتلايان بطور چشمگيري جلوگيري مي درمان سريع آن، از بموقع و
 ژن مناسب و بكارگيري آن در روشهاي سرولوژيك حساس و ارزيابي آنتي سازي و خالص، حاضر نسبت به جداسازي

   .اختصاصي اقدام شد
هاي آنها تفكيك شده،  آوري شدند، سپس كوتيكول و ساير ارگان ه، ابتدا كرمهاي سالم جمعــدر اين مطالع: رسي    روش بر

ها،  ليه نمونهكگيري شده و  ميزان پروتئين آنها به روش برادفورد اندازه. آنگاه به صورت جداگانه، هموژنيزه وسونيكه شدند
ژنيك دريافت   جزء آنتي4 براي هر قسمت، .دــرده شدنــ ب)G200سفادكس (توگرافياون ژل كرومــبر روي ست تغليظ شدند و

 راس 36ژن بدست آمده،  با آنتي. دــده شدنــزان مناسب رسانــها به مي ن، نمونهــون پروتئيــآنگاه با اولترافيلتراسي. شد
، فاسيوليازيس مشكوك به ابتلاء به  نمونه سرم انسان30ها به همراه  مصون شدند، آنتي سرم بدست آمده از خرگوش خرگوش

كوتيكول ) Fraction 2(2ژن جزء  در اين مطالعه، آنتي . آزمايش شدند)CIEP)Counterimmuno-electrophoresisبه روش 
ژن مذكور با روش  آنگاه آنتي. ان دادــ نشCIEPت ــرا در تس% 4/94ت ــو اختصاصي% 9/90ت ــحساسي ،افاسيولا هپاتيك
SDS-PAGE)sodium dodecyl sulphate-polyacryl amide(كيلودالتوني 60  مشخص كه تنها يك باند شناسايي شد 

بادي  روش، آنتي در اين .ژن، با روش الايزا مورد آزمايش قرار گرفت  اين آنتي طول ژل، باند ديگري مشخص نگرديد؛داشت؛ در
اندازي يك روش   مطالعه، راهنوع. گيري بود تشخيص و اندازه راس خرگوش، قابل 36 انسان و همه 30 نفر از 26در نمونه سرم 

   .انجام شد  spssيا سيستم علمي بود كه تجزيه و تحليل اطلاعات آن با استفاده از آزمون همبستگي به روش
 مورد 60، در ) نمونه سرم خرگوش36 نمونه سرم انسان و 30( نمونه سرم66، از مجموع CIEPدر مجموع با روش : ها يافته    

 نمونه سرم از 62روش الايزا،  واكنش رسوبي مثبت مشاهده گرديد، در حالي كه با) ژن حاصل از كوتيكول فاسيولا هپاتيكا آنتي(
  . نمونه، جواب مثبت داشته است66

ر تستهاي  د،ژن خالص  كيلودالتوني كوتيكول كرم فاسيولا به عنوان آنتي60ژن  بنابراين استفاده از آنتي: گيري     نتيجه
   .باشد  ميCIEPنتايج حاصل، بيانگر حساسيت بالاي روش الايزا نسبت به روش . شود  والايزا توصيه ميCIEPسرولوژيك 

            
   فاسيوليازيس – 4هپاتيكا       فاسيولا– 3     ژن  آنتي– 2    سازي خالص – 1:    ها كليدواژه

               

  21/5/85: تاريخ پذيرش، 30/1/85  :تاريخ دريافت

I(شناسي، دانشكده پيراپزشكي، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايراندانشيار انگل)*مؤلف مسؤول.(  
II(شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايرانشناسي، دانشكده پيراپزشكي، تقاطع بزرگراهمربي انگل.  
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صورت آندميك در استان گيلان بويژه ه باً در ايران اكثر    
صورت ه گاهي ب شود و ي و لاهيجان ديده ميــبندرانزل

ن اپيدمي گزارش ــه آخريــكت ــاسشده اپيدمي گزارش 
 بوده 1377-78  در حدود سالهاي،هــشده در اين منطق

   )1(.است
، مصر و برزيل هم اپيدمي با اين در كشورهاي فرانسه    

 از نظر دامپزشكي هم بسياري )2(ده استــزارش شــانگل گ
 ،شدن به اين انگل دليل آلودهه  ب،از دامهاي اهلي علفخوار

آورند، زيرا  ادي به بار ميــر اقتصــناپذي ت جبرانخسار
 ار اختلالات متابوليسميــدچ  شديداً،يــس از آلودگــدامها پ

د ــنادي نخواهـي اقتصــد و بازدهــشون دي ميــكب و
  )3(.داشت

آلودگي دامهاي كشورمان هم به اين انگل بسيار زياد     
ك بيماري مشترك عنوان يه اينكه اين بيماري به نظر ب. است

بين دام و انسان از طريق علوفه و سبزيجات به ميزبانان 
ه  ب،نمايد شود و در انسان خطرات جدي ايجاد مي منتقل مي

 از )4(.عنوان يك معضل بهداشتي جوامع بشري مطرح است
طرفي دستيابي به تخم انگل در مدفوع افراد مشكوك، چندان 

در اين مرحله  ،صورت تشخيص بيماري آسان نيست و در
 ،در درمان بيماران بروز خواهد كردمشكلات فراواني نيز 

خيص سريع و زود هنگام اين بنابراين با توجه به لزوم تش
تري علاوه بر  هاي پيشرفته ، امروزه از تكنيكبيماري

اين روشها  ؛شود روشهاي پارازيتولوژيكي استفاده مي
 مل بيماريهفته پس از ورود عا  در كمتر از يك راآلودگي

 از عوارض خطرناك ،موقع درمان بتا بادهند،  ميتشخيص 
   )5(.آن جلوگيري شود

هرساله ضايعات نجايي كه فاسيوليازيس آز ا    
 تهيه ،اين مطالعه  هدف از،ناپذيري را ايجاد مي كند جبران
 .باشد استاندارد نمودن آن مي هاي خالص فاسيولا و ژن آنتي

 باشد و ندميك ميآ ،احي ايرانن بيماري در برخي نوــاي
تشخيص  .ا مشكل همراه استــدرمان آن ب رل وــكنت

اي كرم بالغ ــهژن آنتيازي ــس خالص تهيه و با بيماري
 ژل ي اولترافيلتراسيون،يتوسط روشهاي بيوشيميا

 آميد و آكريل  روي ژل پلي الكتروفورز بر وكروماتوگرافي

 ،الايزا تروفورز ونوالكونولوژيكي كانترايموايمروشهاي 
   .واند به درمان سريع آن كمك نمايدت مي

  
  روش بررسي

ه كرم بالغ فاسيولا اين مطالعه، كبدهاي آلوده ب در    
 سرم انسان و ها و آوري شده از كشتارگاه هپاتيكاي جمع
 جهت بررسي مراحل مختلف كار مورد ،سالم حيوان آلوده و

   .استفاده قرار گرفتند
 ،مجاري صفراوي  كليه كرمهاي سالم از،گاهدر آزمايش    

 با چندين بار به داخل سرم فيزيولوژي منتقل شده و خارج و
 PBS سپس كرمها با .شدندداده  سرم فيزيولوژي شستشو

 چندين PH=2/8 با )phosphate buffered saline( مولار01/0
از خشك كردن كرمها توسط بعد . بار شستشو داده شدند

گراد منتقل   درجه سانتي-20به فريزر ،كن كاغذ خشك
هاي فريز شده براي جداسازي قسمتهاي رمك. ندشد مي

، تيغ پيستوري فريزر خارج شدند، ابتدا با  از،مختلف بدن
 آوري شد،  جمعPBSحاوي  بشر در و  جداكوتيكول آنها،

 ،بود PBSبشر ديگري كه حاوي  ها نيز در سپس ساير اندام
   .شدندنگهداري 

با  وشدند ، هموژنيزه ه وسيله هموژنيزاتورها ب نهنمو    
 10-15بار به مدت  هر  سه مرتبه و،استفاده از سونيكاتور

، عمل سونيكاسيون روي  كيلو هرتز50شدت  با دقيقه و
  متلاشي شده و،كه كليه سلولها بطوريها انجام گرفت،  نمونه

ردن ــكراي خارج ــ ب آنگاه )6(. آزاد گرديدند،ها ماكرومولكول
 ، اتر قرارابر حجم نمونه بر3با  دكانتور درآنها را ي، ــچرب

چندين بارآن را محكم به هم زده  بسته وداده درب دكانتور 
 بار باز و آن را چند و براي خارج شدن گاز از دكانتور شير

به مدت نيم ساعت در يخچال قرار  ه نموده سپس آن راــبست
از آن ، يني كه نمونه بودز پاياف.  تشكيل گرددفاز دو داده تا
 ، لوله تخليه2مجهز به  ارلن ماير آنگاه نمونه در. شدخارج 
ها خارج  اتر كليه نمونه تا به پمپ خلاء وصل شد وارد و

  )7(.دگرد
حساس  ، سريع واز روش برادفورد كه روشي ساده، دقيق    

آنگاه  .شدها استفاده   جهت تعيين ميزان پروتئين نمونه،بوده
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ها براي سيستم اولترافيلتر آماده شدند و عمل  مونهن
 به اندازه زماني كه سطح مايع داخل محفظه فيلتراسيون تا

سپس خروجي . ، ادامه پيدا كردمورد نظر برسد
بعد  .آوري گرديدند ، در ظروف استريل جمعاولترافيلتراسيون

 درجه -4دماي در  آنها ،ها گيري پروتئين نمونه  اندازهاز
  .شدندگراد براي مراحل بعدي نگهداري  سانتي

كيلو  100و 20، 10فيلتر داراي پورسايز  باها  نمونه    
 چهار ،براي كوتيكول فاسيولا هپاتيكا. شدند فيلتر ،دالتون
ژني  آنتي جزء 4 ،ها نيز براي ساير اندام ، وژني آنتيجزء 

 ، تغليظ اجزاي بدست آمده پس ازميزان پروتئين  .بدست آمد
، در يخچال نگهداري براي مراحل بعدي  وريــگي ازهاند
ها با استفاده از  ژن آنتيسازي نسبي   سپس خالص)8(.شد

 ها در روش ژل كروماتوگرافي انجام گرفت و كليه نمونه
 نگهداري ،گراد تا بررسي نتايج آنها  درجه سانتي-4دماي 
ز  از كيسه ديالي،ها  مرحله براي تغليظ نمونههر در .گرديدند
  )7(.شداستفاده 

 سر خرگوش جوان 40، براي تهيه سرم هيپرايميون    
گونه  ل از هرــها قب ي خرگوشــ تماماز. دــانتخاب شدن

 واكنش ، سر از آنها4، ژن، خونگيري بعمل آمد آنتيتزريق 
 سر خرگوش 36نتيجه   نشان دادند، كه درژن آنتيمثبت با 

 گروه  وي تقسيم شدند تاي18 گروه 2به آنها  .نداستفاده شد
 ساير ژن آنتي با ،گروه دوم  كوتيكول وژن آنتي با اول،

سازي  طول دوره ايمن. شدندهاي فاسيولا هپاتيكا ايمن  ارگان
ها تلف  يك از خرگوش  ماه بطول انجاميد و هيچ2حدوداً 
 روز بعد از 15سازي يعني   طي روزهاي ايمندر. نشدند

روز بعد از  45 ولين تزريق و ا روز بعد از30 اولين تزريق،
ها خونگيري  د مارژينال گوش خرگوش از وري،يقراولين تز
  )9(.انجام شد

 درجه 37ساعت در حرارت  يكبه مدت  خون تدااب    
دقيقه با دور  30به مدت سپس و گراد قرارداده  سانتي

RPM10000  سرم كاملاً شفاف پس از آن ،شد سانتريفوژ ،
 100زمايش به اندازه آهاي  لوله در  جهت آزمايشات بعدي

براي گراد   درجه سانتي-20 دماي در  و، تقسيم شدلاندا
   )9(.استفاده مراحل بعدي نگهداري شد

نوالكتروفورز وها با روشهاي كانترايم ژن آنتيبررسي     
ها به روش   تعيين وزن مولكولي پروتئين)10(.انجام شد

 )11(.تروفورز انجام شدالك ميدژلآ آكريل دودسيل سولفات پلي

 )ELISA)Enzyme linked Immuno sorbent assayتست  از
 هاي كوتيكول و ژن آنتييون ــتيتراس ص وــبراي تشخي
آنگاه  )12(.ا استفاده شدــهاي فاسيولا هپاتيك ساير ارگان

، اقدام به تهيه هاي تهيه شده ژن آنتيي ــراي ارزيابــب
 نوبت از 4 در. شد يــحيوان ي وــاي انسانــسرمه

سرم آنها جهت مراحل  ها خونگيري بعمل آمد و خرگوش
ه  نمونه سرم انساني از بيماراني ك30 .آزمايش نگهداري شد

اين بيماران . ، تهيه شدكردند ي ميـعمدتاً در شمال ايران زندگ
در  وك به فاسيولا بودند وـ مشك،نظر علايم باليني از

ه مشاهده شد تخم كرم ،آزمايش مدفوع تعدادي از آنها
  )12(.بود
اندازي يك روش يا سيستم علمي بود كه  ، راهنوع مطالعه    

تحليل اطلاعات آن با استفاده از آزمون همبستگي به  تجزيه و
  .انجام شد spssروش 

  
  نتايج

 يك براي كوتيكول وژن آنتي، تعدادي اجزاء  اين تحقيقدر    
كروماتوگرافي با  روش ژلهاي فاسيولا هپاتيكا در  ساير اندام
كدام از آنها در ذيل   كه بررسي هربدست آمد G200سفادكس 

  :است  آمده
%) 3/53(ه نمون16جزء يك كوتيكول فاسيولا هپاتيكا با     

ه ـ نمون36از %) 5/55( مورد20با  و  نمونه30سرم انساني از 
 ، مورد5در  ش رسوبي مثبت داشته وـ واكن،وشـرم خرگـس
  . واكنش مثبت كاذب داشته است،نترلرم كـس با

%) 3/93( نمونه28كوتيكول فاسيولا هپاتيكا با  جزء دو    
  نمونه32با   وفاسيوليازيس به سرم افراد مشكوك به ابتلا

  واكنش مثبت داشته و، نمونه36 سرم خرگوش از %)8/88(
 سرم گروه كنترل داشته  واكنش مثبت كاذب با، مورد2در 
   .است

 از%) 3/73( مورد22 ه كوتيكول فاسيولا هپاتيكا باجز س    
م سر %)7/27(مورد 10 با نمونه سرم انساني و 30
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 واكنش مثبت داشته ، نمونه36 هاي مصون شده از خرگوش
، سرم خرگوش گروه كنترل  با،مورد 4تنها در  است و

  .واكنش مثبت كاذب داشته است
ش ضعيف جزء چهار كوتيكول فاسيولا هپاتيكا، واكن    

 از%) 6/6( مورد2 با يك بوده وژن آنتيفاقد ارزش  داشته و
، واكنش %)1/11( مورد از سرم خرگوش4 سرم انساني و

  .)1نمودار شماره (ه استمثبت داشت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ژن كوتيكول فاسيولا هپاتيكا با روش  ارزيابي آنتي -1 شماره نمودار
    نو الكتروفورزوكانتر ايم

  
 17هاي فاسيولاهپاتيكا در  ارگان يرجزء يك سا    

 9  نمونه سرم بيماران مشكوك به ابتلا و30از %) 6/56(مورد
 واكنش رسوبي مثبت ، نمونه36  از سرم خرگوش%)25(مورد

،  نمونه سرم گروه شاهد6 با ژن آنتياين   وداشته است
                                                .                                         واكنش مثبت كاذب داشته است

%) 90( نمونه27هاي فاسيولا هپاتيكا با  ساير ارگان جزء دو    
سرم %) 4/94(مونهن 34  وسرم افراد مشكوك به ابتلا

 واكنش رسوبي مثبت ، مورد36هاي مصون از  خرگوش
 سرم گروه شاهد  واكنش مثبت كاذب با، مورد5در  داشته و
  .ستداشته ا

 18 هاي فاسيولا هپاتيكا با جزء سه ساير ارگان    
سرم  %)4/44( نمونه16 سرم افراد مشكوك و%) 60(نمونه

 ، مورد سرم نرمال3با   واكنش مثبت داشته و،خرگوش
  .داشته استواكنش مثبت كاذب 

يك   با،هاي فاسيولا هپاتيكا ساير ارگان چهارجزء     
 2 با  واكنش داشته و سرم انسان نمونهاز %) 3/3(مورد
، واكنش بسيار هاي مصون سرم خرگوش%) 5/5(مورد

   .)2نمودار شماره (ضعيف داشته است
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي فاسيولا هپاتيكا با  ژن ارگان ارزيابي آنتي -2نمودار شماره 
  نوالكتروفورزوروش كانتر ايم

  
 روز بعد از آخرين 15 تهيه شده،  سرمهاي در نمونه    

 بوجود CIEPگونه واكنش رسوبي به روش   هيچ،تزريق
ها قبل از  هاي تهيه شده از خرگوش  كليه نمونه ضمناًنيامد،

ورد ـهاي م ژن هاي آماده شده، با آنتي ژن تزريق آنتي
   .)2نمودار شماره (اند گونه واكنش رسوبي نداشته  هيچ،آزمايش

 ،CIEPچنين جهت تعيين ميزان حساسيت روش هم    
  و1:128، 1:64، 1:32، 1:16، 1:8ريال دوتايي رقتهاي س

 سرمها، 1:64 تنها تا رقت ،كه با اين روشتهيه شدند  1:256
 قوس ، به بالا1:128و از رقت جوابها مثبت بوده است 

ژن بكار  آنتي. ، بوجود نيامدرسوبي قابل توجه و مشاهده
 اجزا خالص شده فاسيولا هپاتيكا ،گرفته شده در اين آزمايش

 بدست 1:16قوس رسوبي در رقت البته بهترين . ده استبو
   .)1 شماره شكل(آمد
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نمايش نتايج مثبت و منفي آزمايش  -1شكل شماره 
  نوالكتروفورزوكانترايم

  
محاسبات آماري، ارزش اخباري مثبت با توجه به     

)PPV=Positive Perdictive Value( جزء يك كوتيكول)F.1( 
رغم داشتن  و علي% 1/86و اختصاصيت % 5/54 يتسساحبا 

، از ارزش اخباري %8/87برابر ارزش اخباري مثبت بالا 
% 8/50برابر   پايين)NPV=Negative predictive value(منفي

جزء دوم كوتيكول فاسيولا هپاتيكا نيز از  .برخوردار بود
  % 85ي ــاري منفـارزش اخب و% 7/96ت ــمثب اريــارزش اخب

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
    

% 9/90 ،ميزان حساسيت آن CIEPبا روش بود كه  برخوردار
ژن  جزء سوم آنتي. نشان داده شد% 4/94، و اختصاصيت آن

 و% 8/88ارزش اخباري مثبت از كوتيكول فاسيولا هپاتيكا 
جزء چهارم . برخوردار بود% 4/48 منفي ارزش اخباري

، فاقد %9/90 ژن كوتيكول فاسيولا هپاتيكا با حساسيت آنتي
   .بوده است CIEPژنيك در تست سرولوژيك  ارزش آنتي

هاي  هاي ساير اندام ژن در آنتيدهد كه  نتايج نشان مي    
 G200فاسيولا هپاتيكا كه به وسيله ژل كروماتوگرافي 

 داشته )F.2(2، بهترين نتايج را جزء ندجداسازي شده بود
 %1/86آن، و اختصاصيت % 4/92آن،  اسيت كه حساست

البته در محاسبات آماري بعدي، ارزش اخباري  .وده استب
را نشان % 1/86ه و رقمي برابر  مناسب بودمنفي آن نسبتاً

% 4/92، بالا و برابر  و ارزش اخباري مثبت اين جزءدهد مي
  .  داراي ارزش مي باشدCIEPهاي بود كه براي تست

ج هاي كرم فاسيولا هپاتيكا نيز نتاي جزء يك ساير اندام    
بوده % 8/42 ، و ارزش اخباري منفي آنوبي نداشته استخ

هاي كرم فاسيولا هپاتيكا نيز داراي  ساير اندام  سه  جزء. است
جزء چهارم ساير . بوده است% 7/50ارزش اخباري منفي 

نيز با ارزش اخباري منفي هاي كرم فاسيولا هپاتيكا  اندام
اي ژنيك بر ، فاقد ارزش آنتي%5/4حساسيت و % 6/36

 و 1جدول شماره ( باشد  ميCIEP تستهاي سرولوژيك مثل
   .)3نمودار شماره 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  نوالكتروفورز از نظر حساسيت و اختصاصيتوارزيابي فاسيولاهپاتيكا با روش كانتر ايم-1جدول شماره
    سرم كنترل خرگوش  سرم ايمن خرگوش  سرم آلوده انسان

  نتيجه آزمايش
+  -  +  -  +  -  

  مثبت 
  واقعي

  36  31  5  16  20  14  16  )1(ژن كوتيكول فاسيولا فراكشن آنتي
  60  34  2  4  32  2  28  )2(ژن كوتيكول فاسيولا فراكشن آنتي
  32  32  4  26  10  8  22  )3(ژن كوتيكول فاسيولا فراكشن آنتي
  6  36  0  32  4  28  2  )4(ژن كوتيكول فاسيولا فراكشن آنتي

  26  30  6  27  9  13  17  )1(ژن ارگان فاسيولا فراكشن آنتي
  6  31  5  2  34  3  27  )2(ژن ارگان فاسيولا فراكشن آنتي
  34  33  3  20  16  12  18  )3(ژن ارگان فاسيولا فراكشن آنتي
  3  36  0  34  2  29  1  )4(ژن ارگان فاسيولا فراكشن آنتي
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ارزيابي فاسيولا هپاتيكا با روش كانتر  -3نمودار شماره 
    نوالكتروفورز از نظر حساسيت و اختصاصيتوايم

 كوتيكول و 2دهد كه نتايج جزء  آزمايش نشان مياين     
دار آماري  ، اختلاف معنيهاي فاسيولا هپاتيكا اير ارگانس

، دنبال دستيابي به نتايج بسيار مطلوبه ب .دهند نشان نمي
ژنيك خالص شده كوتيكول فاسيولا هپاتيكا در  اجزاء آنتي

ت و حساسيت بسيار بالاي اين  و اختصاصيCIEPآزمايش 
 بادي در سرم گيري آنتي  در تشخيص و اندازهژنها آنتي

مصون شده و سرم بيماران مشكوك به ابتلا به هاي  خرگوش
  هاي حاصله از ژن ساير ارگان راه آنتيـه همـ، بسـفاسيوليازي

 جهت تعيين وزن مولكولي ،)G200( ژل كروماتوگرافي ستوني
  .  مورد آزمايش قرار گرفتند،و تعيين خلوص

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ده فاسيولا  شهاي خالص ژن آنتينتايج حاصل از انتقال     
آميد الكتروفورز در حضور سديم  آكريل هپاتيكا روي ژل پلي
  . نشان داده شده است2شماره شكل دودسيل سولفات در 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ژنيك فاسيولا هپاتيكا  الكتروفورز اجزاي مختلف آنتي -2شكل شماره 
  SDS-PAGEبا روش 

  
هاي  ژن آنتي) F.1(1، جزء شود  كه مشاهده ميهمانطوري    

نظر  با در G200كس دحاصل از ژل كروماتوگرافي با سفا
 ترتيب در موقعيت به،  در سه نقطه،گرفتن منحني استاندارد

 ضمناً. ندتشكيل داد باند رسوبي ، كيلو دالتون14 و 43 ،67
هاي كرم  موقعيت اين باندها در مورد كوتيكول و ساير اندام

 )F.2(2جزء  . شبيه به هم است فاسيولا هپاتيكا كاملاً

  1ادامه جدول شماره 
   مثبتPvalue   منفيPvalue  اختصاصيت  حساسيت  مثبت كاذب  منفي واقعي  منفي كاذب  نتيجه آزمايش

  %8/87  %8/50  %1/86  %5/54  5  31  30  )1(ژن كوتيكول فاسيولا فراكشن آنتي
  %7/96  %85  %4/94  %9/90  2  34  6  )2(ژن كوتيكول فاسيولا فراكشن آنتي
  %8/88  %4/48  %8/88  %4/48  4  32  34  )3(ژن كوتيكول فاسيولا فراكشن آنتي
  %100  %5/37  %100  %09/9  0  36  60  )4(ژن كوتيكول فاسيولا فراكشن آنتي

  %2/81  %8/42  %3/83  %3/39  6  30  40  )1(ژن ارگان فاسيولا فراكشن آنتي
  %4/92  %1/86  %1/86  %4/92  5  31  5  )2(ژن ارگان فاسيولا فراكشن آنتي
  %8/91  %7/50  %6/91  %5/51  3  33  32  )3(ژن ارگان فاسيولا فراكشن آنتي
  %100  %6/36  %100  %5/4  0  36  63  )4(ژن ارگان فاسيولا فراكشن آنتي

  R: Real       حقيقي     P: Positive       مثبت     Sens: Sensitivityحساسيت     
 F: False    كاذب    N: Negative      منفي     Spec: Specificityاختصاصيت     

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

F1.C F2.C F3.C F2.O F3.O

حساسيت اختصاصيت

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
24

 ]
 

                             6 / 10

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-713-fa.html


  حسني فاطمه ملكي و صفورا صادقدكتر                        هاي كرم بالغ فاسيولاهپاتيكا جهت تشخيص فاسيوليازيس  ژن سازي آنتي تهيه و خالص

163مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران                                                     1386 بهار/ 54ه شمار/ دهمچهاردوره 

 60ت ـهاي فاسيولا هپاتيكا در موقعي كوتيكول و ساير ارگان
 و 43استاندارد كيلو دالتون يعني بين دو وزن مولكولي نمونه 

 در  باند رسوبي تشكيل دادند و مشخصاً، كيلو دالتون67
 كوتيكول 3جزء . تمام طول ژل تنها يك باند مشخص داشتند

وقعيت يكا باندهاي ضعيف در مهاي فاسيولا هپات و ساير اندام
   .ون داشتندـدالت كيلو12 و 40
با استفاده از الكتروفورز و بكارگيري پلي آكريل آميد ژل     

 از خالص ،دودسيل سولفاتالكتروفورز در حضور سديم 
ان حاصل شد و ــ اطمين، كوتيكول2هاي جزء  ژن بودن آنتي

، CIEPروش ار خوب آنها در ــج بسيــه نتايــه بــبا توج
فوق در سطح ژن  يــش دادن آنتــاقدام به پوش

وق در ــژن ف يــآنت .دــاستيرني گردي هاي پلي ميكروپليت
اده از بافر ــ ميكروليتر با استف50 ساعت و به مقدار 24مدت 

 ،گراد  درجه سانتي4  دماي در=PH 9 مولار با 06/0كربناته 
از عمليات پس از اطمينان . خشك شده و پوشش داده شد

تعيين مربوط به پوشش دادن و گرفتن نتيجه مطلوب، جهت 
بادي به ترتيب ذيل عمل  ژن و آنتي نقطه اپتيمم براي رقت آنتي

 تهيه 1:800 و 1:400، 1:200، 1:100ژن با رقتهاي  آنتي: شد
، 1:256، 1:128، 1:64 و سرم انساني نيز با رقتهاي شد

رد آزمايش قرار  مو1:4096  و1:2048، 1:1024، 1:512
نتايج حاصل از آزمايش فوق توسط دستگاه الايزا در  .گرفت
نمودار (ي رنگ ايجاد شده بدست آمد نانومتر و بر مبنا492

   .)4شماره 
 در مقابل آخرين ،ژن  آنتي1:800ين آزمايش حتي با رقت ا    

جواب مثبت داشت و ميزان ، 1:4096بادي يعني  رقت آنتي
OD)Optical density(2 حدود ، خوانده شده توسط دستگاه 

 OD دستگاه بوده و عدد بدست آمده از cut offبرابر 
بنابراين .  بسيار بالاتر بود،هاي غير اختصاصي كمپلكس

ژن حساس در روش  ه عنوان يك آنتيهاي حاصله ب ژن آنتي
   .دند كاربرد داشته باشنالايزا مي توان

 مورد 26 تعداد ،نسان نمونه سرم مربوط به ا30از تعداد     
 كوتيكول فاسيولا هپاتيكا و 2ژن جزء  با روش الايزا و با آنتي

 ،ژن هاي مصون شده با اين آنتي  سرم مربوط به خرگوش36
  .جواب مثبت داشتند

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

آزمايش الايزا جهت دستيابي به نقطه مطلوب غلظت  - 4نمودار شماره 
  ژن آنتي

  
 ،الكتروفورزونويزا با روش كانترايمنتايج مقايسه روش الا    

عنوان ه تواند ب  حساسيت بالاي اين روش است كه ميبيانگر
ختصاصي و حساس در تشخيص و  ايك تست كاملاً

بادي موجود در سرم افراد آلوده و حيوان  گيري آنتي اندازه
  .)5نمودار شماره (آزمايشگاهي باشد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   الايزا با روش مقايسه روش -5نمودار شماره 
  نوالكتروفورزوكانتر ايم
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  بحث
دهد كه در روش   آمده از اين تحقيق نشان مينتايج بدست    

ژنيك براي كوتيكول و ساير   جزء آنتي4، ژل كروماتوگرافي
آوري شده است كه جزء   كرم فاسيولا هپاتيكا جمعايـه اندام

نظر  بهترين نتايج را از ، كوتيكول فاسيولا هپاتيكا2
 و اين فراكشن نسبت به اختصاصيت و حساسيت داشته است

داري در دادن  يز از نظر آماري اختلاف معني ن3فراكشن 
  . جوابهاي مثبت نداشته است

 حاصل از 3 و 2جزء مطالعه، هايلير و يوسف نيز طي يك     
بادي با  گيري آنتي ، در بررسي و اندازهژل كروماتوگرافي را

ژن  ه عنوان آنتي ب،الكتروفورز و الايزاونوروشهاي كانترايم
   )13و 8(.خالص معرفي نمودند

ژن  ه عنوان يك آنتي ب2 جزء ، توسط سندرااي در مطالعه    
، كه بررسي اخير نيز اين نتيجه را )1(خالص معرفي شده است

يافته ديگر اين تحقيق بيانگر اين مطلب است  .به همراه دارد
 دالتون  كيلو60 مولكولي حدود با وزن) 2فراكشن  (2كه جزء 

 در حضور دودسيل %13آميد  آكريل در الكتروفورز با ژل پلي
 %4/94تن حساسيت بالا، بيش از  ضمن داش،سولفات

ي پتري سيا و دژورگولاس نيز اختصاصيت داشته كه بررس
 كيلو 60  و كمتر از55هايي با وزن مولكولي بالاي  ژن آنتي

 ژل كروماتوگرافي 2اكشن در فر دالتون را كه عموماً
ژن از نظر داشتن  ه عنوان بهترين آنتيشوند، ب آوري مي جمع

                                                       )15و 14(.اصيت و حساسيت بالا معرفي نمودنداختص
، هاي انجام شده چنين بعضي از محققين نيز در بررسيهم    

ذكر % 93 و ويژگي %100  حساسيتروش الايزا را داراي
، تحقيقات ملونگ و همكاران نيز حساسيت )16(.اند نموده

منفي اين تست را به ترتيب  ويژگي و ارزش اخباري مثبت و
  )17(.گزارش نمودند% 9/76 و% 4/97 ،100% ،2/98%

و  CIEPها با روش  ژن ، آزمايش آنتيدر اين تحقيق    
ELISA ًشد كه پروتئين ه هم نزديك بوده و مشخصب كاملا 

 از پروتئين موجود در ساير ،موجود در كوتيكول كرم
ست و توانايي تحريك سيستم ايمني توسط تر ا  بيش،ها اندام
كه با است تر  ها بيش  از ساير اندام،ژن كوتيكول آنتي

 و CIEPروشهاي سرولوژيك حساس و اختصاصي مثل 

ELISA ه بادي اختصاصي در كلي امكان دستيابي به آنتي
كه نمونه   در حاليهاي مصون شده، بوده است، خرگوش

ژن با همين  نمونه آنتيها قبل از تزريق  سرم همين خرگوش
ايموند نيز ر. اند  گونه واكنش مثبت نداشتهچــ هي،روشها

 حاصل از 2ژن جزء  ميزان حساسيت اين روشها را با آنتي
اعلام نموده % G200 ،90ژل كروماتوگرافي با سفادكس 

  )18و 10(.تاس
بكار گرفته شده در طي مراحل انجام كار و  ELISAروش     

ژن در هر  نمودن آنتي coat روشي است كه با ،ماحصل آن
يجاد شده در خرگوش و بادي اوليه ا چاهك و استفاده از آنتي

صورت غير مستقيم انجام  به ،ژنيك مشخص مقادير آنتي
ش استفاده شده عددي از اين رو و در مطالعات متگرفته است

ه روش انجام عمل در اين تحقيق  كه شماي كلي آن مشاباست
  )19و 12(.باشد مي
 هاي حاصل از اين پژوهش در كمك به بهبود فتهيا    

وضعيت بهداشتي كشور در تشخيص بموقع فاسيوليازيس 
رغم اينكه  علي. د قابل استفاده باشدـتوان ي ميـانسان
ها و تهيه سرم  كشتارگاههاي آلوده از  آوري نمونه جمع

پژوهش ايجاد  هايي را در دوديتتواند مح هاي بيمار مي انسان
  .نمايد

  
  گيري نتيجه

كوتيكول كيلودالتوني  60 ژن يـ آنتاده ازـبنابراين استف    
تستهاي   خالص درژن آنتيعنوان ه كرم فاسيولا ب

ه، نتايج حاصل شود و  والايزا توصيه ميCIEPسرولوژيك 
 CIEPبالاي روش الايزا نسبت به روش حساسيت بيانگر 

  .باشد مي
  

  تقدير و تشكر
    اين تحقيق با استفاده از حمايت مالي دانشگاه علوم 
پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران در قالب طرح 

انجام گرديده است كه بدين ) 483: شماره ثبت(تحقيقاتي
خود را از وسيله نويسندگان مقاله مراتب تقدير و تشكر 

  .دارند مسؤولين آن مركز ابراز مي
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Preparation and Purification of Mature Fasciola Hepatica Worm’s 
Antigens for the Diagnosis of Fascioliasis 
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Abstract 
    Background & Aim: Fascioliasis as a zoonosis is one of the important parasitic diseases which is caused when fasciola 
species enter the host’s body. Approximately 2.4 million people throughout the world are infected with this parasite and 
180 million people are vulnerable to it. On time diagnosis and rapid treatment of the disease can substantially prevent the 
harmful effects of the infection on patients. In the present study, we have tried to separate, purify and assess a useful 
antigen and apply it as a sensitive and specific serologic method.  
    Material & Method: In this experiment, first healthy worms were collected and then cuticles and the 
other organs of them were detached, homogenized and sonicated separately. Their levels of protein were 
measured by Bradford method. Then, all the samples were thickened and put on chromatography gel 
column(G200 sephadex). Four antigenic reactions for each part were observed. By using ultrafiltration 
method, the protein level of the samples was adjusted to a suitable level so that the obtained antigen could 
be used to immunize 36 rabbits. The antibodies taken from the rabbits as well as 30 samples of human sera 
with fascioliasis were tested   with CIEP method. In the present study, fraction 2 antigen of fasciola hepatica’s 
cuticles showed 90.9% sensitivity and 94.4% specificity in CIEP test. The above-mentioned antigen which 
was identified by SDS-PAGE method had one distinct band of 60 KD, and no other band was recognized along 
the gel. This antigen, then, went under experiment by ELISA method which revealed that the antibody in 26 
out of 30 samples of human sera and all 36 rabbits was detectable and measurable.  
    Results: Altogether, 60 samples out of 66 including 30 human sera and 36 rabbit sera showed positive 
sedimentary reaction in CIEP method whereas 62 samples did so in ELISA method. 
    Conclusion: Therefore, it is suggested that 60 KD antigen of fasciola worm’s cuticles be used as a pure 
antigen in serologic tests such as ELISA and CIEP. However, the results indicate high sensitivity of ELISA 
method to CIEP method. 
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