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خلاصه:
دیکروس��لیوم دندریتیکوم در زمره ترماتودهای دیژنه آ مس��تقر در مجاری صفراوی نشخوار کنندگان است که در 
بعضی مناطق ایران نظیر استان های شمالی کشور، در صد بالایی از جمعیت دامی مذکور به آن آلوده اند. هدف از 
بررسی حاضر ارزیابی یکی از روش های تشخیص سرمی با استفاده از دو پادگن مختلف كرم بالغ در آلودگی طبیعی 
گاو به این ترماتود کبدی بود. بدین منظور طی بازرس��ی کش��تارگاهی نمونه های مثبت و منفی سرمی ) از هر مورد 
40 نمونه ( با استفاده از دو پادگن بدنی و دفعی ترشحی به روش الایزای نقطه ای آزمایش شد. برای تهیه پادگن 
ها بعد از مراجعه به کش��تارگاه، کبدگوس��فندهایی که به دیکروسلیوم آلوده بودند به آزمایشگاه منتقل گردید و کرم 
های بالغ از آن جدا شد. پادگن بدنی با هموژنیزاسیون و پادگن دفعی ترشحی با انکوباسیون ترماتودهای بالغ تهیه 
گردید. روش الایزای نقطه ای با اس��تقرار پادگن ها بر روی کاغذ نیتروس��لولز و انکوباسیون در مجاورت سرم های 

تحت آزمایش و سپس سرم کونژوگه انجام شد. 
حساسیت و ویژگی آزمون الایزای نقطه ای با استفاده از پادگن بدنی 75/5% و 77% و در استفاده از پادگن دفعی 
ترش��حی 64/5% و 87% بود. ارزش پیش��گویی مثبت و منفی در اس��تفاده از پادگن بدنی و دفعی ترشحی به ترتیب 
77%، 75/5% و 87%، 64/5% ارزيابي گرديد. با توجه به نتايج بدس��ت آمده در اين تحقيق پيش��نهاد مي شود بعد از 
شناس��ايي پادگن اختصاصي جهت تشخيص آلودگي با دكيروس��ليوم دندريتكيوم كارايي آن در روش هاي مختلف 

سرمي بررسي شود تا بتوان روش تشخيصی مناسب در غربالگري موارد آلودگي معرفي کرد.  

واژه های کلیدی: دیکروسلیوم دندریتیکوم، تشخیص، الایزای نقطه ای، گاو.

دریافت: 1388/6/8             پذیرش: 1388/8/24

1- گروه انگل شناسی دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهران
2- دانش آموخته دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهران

bmeshgi@ut.ac.ir :نویسنده مسئول *
  

مشگی، ب.1* فرید خمامی، م.2،حسینی، س.ح.1، پوراکبری، ش2.

ارزیابی روش الایزای نقطه ای در تشـخیص 
دیکروسـلیازیس در گاو

مشگی و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه ، دوره 1، شماره1

17



2

3

2

3

مقدمه:
دكيروس��ليوم دندريتكيوم ترماتودي با گسترش جهاني است. 
کرم بالغ در يكس��ه صفرا و مجاري صفراوي كبد پس��تانداران و 
اساسا نش��خواركنندگان زندگي مي كند، ولي انسان هم تصادفا 
به آن مبتلا مي شود)Rack و همکاران 2004(. در این مورد در 
س��ال های اخير آلودگي انساني در عربستان )Helmy و همکاران 
2003( و تريكه )Karadag و همکاران 2003( گزارش شده است.

در م��ورد جنبه هاي مختلف آلودگي با این ترماتود ) بر خلاف 
فاس��يولا( مطالعات مفصل و جامعي صورت نگرفته است و آنچه 
انجام ش��ده هم اكثرا مربوط به دهه اخير مي باشد )Otranto و 

همکاران ;Otranto 2002 و همکاران 2003(. 
در 30 س��ال گذش��ته روش های ایمنی شناسی پیشرفت قابل 
 Oranto( توجهی در تش��خیص دیکروس��لیازیس داش��ته ان��د
و هم��کاران 2002(. گس��ترش روش ه��ای تش��خیص ایمنی 
بخصوص روش الایزا با نتایج مطلوبی همراه بوده و نقاط ضعف 
مربوط به آزمایش��ات مدفوعی را تا حدودی پوشانده است، مثلا 
ب��ا توجه به طولانی بودن فاصله آلودگی و دفع تخم، این آزمون 
ها مناسب تر هستند، به عبارت دیگر این روش ها در تشخیص 
زود هن��گام آلودگی ارزش زیادی دارن��د. از طرفی در این روش 
ها میزان و ش��دت آلودگی و مرحله بیماری مشخص نمی شود، 
همچنین در این روش ها واکنش متقاطع با س��ایر انگل ها نظیر 
فاس��یولا و پارامفیستوموم در کس��ب نتایج ایجاد اشکال مـــی 

کند )Gonzalez-lanza و همکاران 2000(.
پادگن های مختلفی برای بررس��ی و ارزیابی پاسخ ایمنی بدن 
در برابر دیکروسلیوم وجود دارد ولی اکثر محققین از پادگن های 
بدنی برای تش��خیص استفاده کرده اند. البته انواع دیگری نظیر 
پادگن های دفعی – ترش��حی و پروتئی��ن های مربوط به تخم 
دیکروسلیوم نیز برای تش��خیص مورد استفاده قرار گرفته است 

.)1996 Bhat و Jithendran(
Wedrychowicz و هم��کاران در س��ال 1996 پاس��خ آنتی 

ب��ادی صفراوی علی��ه پادگن های بدنی و دفعی – ترش��حی و 
پادگن های س��طحی )کرم بالغ دیکروس��لیوم دندریتیکوم( را در 
گاو های ب��ا آلودگی طبیعی مورد مطالعه ق��رار دادند، همچنین 
پاسخ پادتن های سرمی علیه پروتئین های بدنی، پروتئین های 

سطحی، گلیکوپروتئین ها و ترکیبات دفعی ترشحی کرم بالغ در 
گوسفندانی که به صورت طبیعی با دیکروسلیوم دندرتیکوم آلوده 

شده بودند را بررسی کردند.
Gonzalez-lanza و همکاران در س��ال 2000 مطالعه ای بر 

روی بره هایی که به صورت تجربی با دیکروسلیوم دندریتیکوم 
آلوده ش��ده بودن��د را انجام دادن��د، در این مطالع��ه روش های 
تش��خیص دیکروسلیازیس بررسی شد و نش��ان داده شد روش 
الایزا 20 روز زودتر از روش مدفوعی )رسوبی( قادر به تشخیص 
بیماری بوده اس��ت، لذا اگر چه دام آلوده شده است ولی به دلیل 
نابال��غ بودن انگل که در مرحل��ه مهاجرت قرار دارد، تخمی دفع 
نش��ده است. در این مطالعه بالاترین عیار پادتن در روز 60 پس 
از عفونت بوده است که این روند تا آخر دوره یعنی روز 180 بعد 

از عفونت نیز ادامه داشته است.

مواد و روش کار:
بررس��ی حاضر به منظور ارزیابی روش الایزای نقطه ای جهت 
تش��خیص آلودگی طبیعی گاو با دیکروسلیوم دندریتیکوم در سه 

مرحله به شرح زیر انجام گرفت:

1- تهیه نمونه های سرمی: 
تهیه سرم با همکاری شبکه دامپزشکی شهرستان بندرانزلی و 
مراجعه به کشتارگاه نیمه صنعتی واقع در این شهرستان صورت 
گرف��ت. در هر بار مراجعه )در مجموع 15 نوبت( قبل از ذبح هر 
راس گاو، از آن خونگی��ری به عمل آمد و هر نمونه همراه با دام 
مربوط ش��ماره گذاری شد و در چرخه کشتار ضمن بازرسی اندام 
ه��ای مختلف هر ن��وع آلودگی ثبت گردید و در بررس��ی بافت 
کبدی چنانچه آلودگی به دیکروس��لیوم وجود می داشت، نمونه 
سرمی به عنوان سرم مثبت دیکروسلیوم در نظر گرفته می شد.

در هر نوبت بازرس��ی کشتارگاهی معمولا 15 – 10 نمونه اخذ 
می شد، هر نمونه خون با حفظ شماره و نوع آلودگی به آزمایشگاه 
انتقال می یافت و بعد از تهیه سرم بسته به نوع آلودگی ثبت می 
گردید. بدین ترتیب تعداد 40 نمونه مثبت س��رمی دیکروسلیوم 
و40 نمونه سرم منفی و عاری ازآلودگی با دیکروسلیوم به عنوان 
کنترل تهیه شد، سپس همه نمونه ها در لوله هایی به حجم یک 

س��انتی متر مکعب انتقال یافت و در برودت 20- درجه س��انتی 
گراد تا زمان استفاده، نگهداری گردید. 

2- تهیه پادگن: 
جهت تهیه پادگن بدنی دیکروسلیوم دندریتیکوم بعد از بازرسی 
کش��تارگاهی، 3 کبد با آلودگی بی��ش از 1000 عدد ترماتود بالغ 
در کنار یخ به آزمایش��گاه ارسال شد و بلافاصله ضمن شست و 
ش��وی کبد کرم های مربوط جدا ش��د و به تدریج همه کرم ها 
برای 3 بار در فس��فات بافر سالین ) PBS ( با pH = 7/4 جهت 

دفع مواد زاید شسته شدند.
پادگن بدنی بر اس��اس هموژنیزاس��یون کرم بالغ تهیه ش��د. 
نمون��ه ه��ا در PBS ح��اوی فنیل متی��ل س��ولفونیل فلوراید 
)PMSF( 0/05 میلی مولار ب��ه عنوان آنتی پروتئاز )مجاورت 
یخ( بطور کامل هموژنیزه شدند. سپس محلول حاصل به مدت 
30 دقیقه در g 12000 و در 4 درجه س��انتی گراد س��انتریفوژ 
گردید و مایع رویی حاصل از سانتریفوژ پس از تعیین غلظت تا 
زمان استفاده در ویال های مخصوص با حجم 100 میکرولیتر 
و در ب��رودت 20- درجه س��انتی گراد به عن��وان پادگن بدنی 
دیکروس��لیوم دندریتیکوم تا زمان اس��تفاده نگه��داری گردید. 
برای تهیه پادگن دفعی ترشحی ابتدا کرم های بالغ در محلول 
فس��فات بافر س��الین با pH = 7/2 در 37 درجه سانتی گراد به 

مدت یک ساعت قرار گرفتند، سپس محلول حاصل در 4 درجه 
س��انتی گراد به مدت 20 دقیقه در g 10/000 تحت سانتریفوژ 
قرار گرفت و مایع رویی آن به عنوان پادگن دفعی – ترش��حی 

)همانند پادگن بدنی( تا زمان استفاده نگهداری شد.

3- آزمون الایزای نقطه ای: 
جهت انجام آزمون الایزای نقطه ای، غشا نیتروسلولز به اندازه 
1 در 1 سانتی متر بریده شده و 1 میکرولیتر از هر پادگن همراه 
با کنترل شامل پادگن آیمریا تنلا بر روی هر گوشه کاغذ انتقال 
 %3 )BSA( یافت. مرحله مس��دود سازی با سرم آلبومین گاوی
در محلول فس��فات بافر س��الین حاوی 0/5% توئین 20 به مدت 

یک ساعت انجام گرفت.
پس از سه بار شست و شوی غشا، آن را به مدت 1 ساعت در 
آنتی بادی اولیه و با 3 نوبت شستشوی دیگر به آنتی بادی ثانویه 
 Anti Bovineآنتی بادی کونژوگه با پراکسیداز، ساخت سیگما(
IgG Rabbit, Code No: 021109 KOMA( انتقال داده و 

پس از شستش��وی کامل از سوبسترای دی آمینو بنزیدین جهت 
مشخص شدن لکه در محل واکنش استفاده گردید.

به منظور بررسی واکنش متقاطع با کیست هیداتیک و فاسیولا 
به ترتیب از پادگن مایع کیست و پادگن دفعی ترشحی کرم بالغ 

فاسیولا استفاده شد.
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مقدمه:
دكيروس��ليوم دندريتكيوم ترماتودي با گسترش جهاني است. 
کرم بالغ در يكس��ه صفرا و مجاري صفراوي كبد پس��تانداران و 
اساسا نش��خواركنندگان زندگي مي كند، ولي انسان هم تصادفا 
به آن مبتلا مي شود)Rack و همکاران 2004(. در این مورد در 
س��ال های اخير آلودگي انساني در عربستان )Helmy و همکاران 
2003( و تريكه )Karadag و همکاران 2003( گزارش شده است.

در م��ورد جنبه هاي مختلف آلودگي با این ترماتود ) بر خلاف 
فاس��يولا( مطالعات مفصل و جامعي صورت نگرفته است و آنچه 
انجام ش��ده هم اكثرا مربوط به دهه اخير مي باشد )Otranto و 

همکاران ;Otranto 2002 و همکاران 2003(. 
در 30 س��ال گذش��ته روش های ایمنی شناسی پیشرفت قابل 
 Oranto( توجهی در تش��خیص دیکروس��لیازیس داش��ته ان��د
و هم��کاران 2002(. گس��ترش روش ه��ای تش��خیص ایمنی 
بخصوص روش الایزا با نتایج مطلوبی همراه بوده و نقاط ضعف 
مربوط به آزمایش��ات مدفوعی را تا حدودی پوشانده است، مثلا 
ب��ا توجه به طولانی بودن فاصله آلودگی و دفع تخم، این آزمون 
ها مناسب تر هستند، به عبارت دیگر این روش ها در تشخیص 
زود هن��گام آلودگی ارزش زیادی دارن��د. از طرفی در این روش 
ها میزان و ش��دت آلودگی و مرحله بیماری مشخص نمی شود، 
همچنین در این روش ها واکنش متقاطع با س��ایر انگل ها نظیر 
فاس��یولا و پارامفیستوموم در کس��ب نتایج ایجاد اشکال مـــی 

کند )Gonzalez-lanza و همکاران 2000(.
پادگن های مختلفی برای بررس��ی و ارزیابی پاسخ ایمنی بدن 
در برابر دیکروسلیوم وجود دارد ولی اکثر محققین از پادگن های 
بدنی برای تش��خیص استفاده کرده اند. البته انواع دیگری نظیر 
پادگن های دفعی – ترش��حی و پروتئی��ن های مربوط به تخم 
دیکروسلیوم نیز برای تش��خیص مورد استفاده قرار گرفته است 

.)1996 Bhat و Jithendran(
Wedrychowicz و هم��کاران در س��ال 1996 پاس��خ آنتی 

ب��ادی صفراوی علی��ه پادگن های بدنی و دفعی – ترش��حی و 
پادگن های س��طحی )کرم بالغ دیکروس��لیوم دندریتیکوم( را در 
گاو های ب��ا آلودگی طبیعی مورد مطالعه ق��رار دادند، همچنین 
پاسخ پادتن های سرمی علیه پروتئین های بدنی، پروتئین های 

سطحی، گلیکوپروتئین ها و ترکیبات دفعی ترشحی کرم بالغ در 
گوسفندانی که به صورت طبیعی با دیکروسلیوم دندرتیکوم آلوده 

شده بودند را بررسی کردند.
Gonzalez-lanza و همکاران در س��ال 2000 مطالعه ای بر 

روی بره هایی که به صورت تجربی با دیکروسلیوم دندریتیکوم 
آلوده ش��ده بودن��د را انجام دادن��د، در این مطالع��ه روش های 
تش��خیص دیکروسلیازیس بررسی شد و نش��ان داده شد روش 
الایزا 20 روز زودتر از روش مدفوعی )رسوبی( قادر به تشخیص 
بیماری بوده اس��ت، لذا اگر چه دام آلوده شده است ولی به دلیل 
نابال��غ بودن انگل که در مرحل��ه مهاجرت قرار دارد، تخمی دفع 
نش��ده است. در این مطالعه بالاترین عیار پادتن در روز 60 پس 
از عفونت بوده است که این روند تا آخر دوره یعنی روز 180 بعد 

از عفونت نیز ادامه داشته است.

مواد و روش کار:
بررس��ی حاضر به منظور ارزیابی روش الایزای نقطه ای جهت 
تش��خیص آلودگی طبیعی گاو با دیکروسلیوم دندریتیکوم در سه 

مرحله به شرح زیر انجام گرفت:

1- تهیه نمونه های سرمی: 
تهیه سرم با همکاری شبکه دامپزشکی شهرستان بندرانزلی و 
مراجعه به کشتارگاه نیمه صنعتی واقع در این شهرستان صورت 
گرف��ت. در هر بار مراجعه )در مجموع 15 نوبت( قبل از ذبح هر 
راس گاو، از آن خونگی��ری به عمل آمد و هر نمونه همراه با دام 
مربوط ش��ماره گذاری شد و در چرخه کشتار ضمن بازرسی اندام 
ه��ای مختلف هر ن��وع آلودگی ثبت گردید و در بررس��ی بافت 
کبدی چنانچه آلودگی به دیکروس��لیوم وجود می داشت، نمونه 
سرمی به عنوان سرم مثبت دیکروسلیوم در نظر گرفته می شد.

در هر نوبت بازرس��ی کشتارگاهی معمولا 15 – 10 نمونه اخذ 
می شد، هر نمونه خون با حفظ شماره و نوع آلودگی به آزمایشگاه 
انتقال می یافت و بعد از تهیه سرم بسته به نوع آلودگی ثبت می 
گردید. بدین ترتیب تعداد 40 نمونه مثبت س��رمی دیکروسلیوم 
و40 نمونه سرم منفی و عاری ازآلودگی با دیکروسلیوم به عنوان 
کنترل تهیه شد، سپس همه نمونه ها در لوله هایی به حجم یک 

س��انتی متر مکعب انتقال یافت و در برودت 20- درجه س��انتی 
گراد تا زمان استفاده، نگهداری گردید. 

2- تهیه پادگن: 
جهت تهیه پادگن بدنی دیکروسلیوم دندریتیکوم بعد از بازرسی 
کش��تارگاهی، 3 کبد با آلودگی بی��ش از 1000 عدد ترماتود بالغ 
در کنار یخ به آزمایش��گاه ارسال شد و بلافاصله ضمن شست و 
ش��وی کبد کرم های مربوط جدا ش��د و به تدریج همه کرم ها 
برای 3 بار در فس��فات بافر سالین ) PBS ( با pH = 7/4 جهت 

دفع مواد زاید شسته شدند.
پادگن بدنی بر اس��اس هموژنیزاس��یون کرم بالغ تهیه ش��د. 
نمون��ه ه��ا در PBS ح��اوی فنیل متی��ل س��ولفونیل فلوراید 
)PMSF( 0/05 میلی مولار ب��ه عنوان آنتی پروتئاز )مجاورت 
یخ( بطور کامل هموژنیزه شدند. سپس محلول حاصل به مدت 
30 دقیقه در g 12000 و در 4 درجه س��انتی گراد س��انتریفوژ 
گردید و مایع رویی حاصل از سانتریفوژ پس از تعیین غلظت تا 
زمان استفاده در ویال های مخصوص با حجم 100 میکرولیتر 
و در ب��رودت 20- درجه س��انتی گراد به عن��وان پادگن بدنی 
دیکروس��لیوم دندریتیکوم تا زمان اس��تفاده نگه��داری گردید. 
برای تهیه پادگن دفعی ترشحی ابتدا کرم های بالغ در محلول 
فس��فات بافر س��الین با pH = 7/2 در 37 درجه سانتی گراد به 

مدت یک ساعت قرار گرفتند، سپس محلول حاصل در 4 درجه 
س��انتی گراد به مدت 20 دقیقه در g 10/000 تحت سانتریفوژ 
قرار گرفت و مایع رویی آن به عنوان پادگن دفعی – ترش��حی 

)همانند پادگن بدنی( تا زمان استفاده نگهداری شد.

3- آزمون الایزای نقطه ای: 
جهت انجام آزمون الایزای نقطه ای، غشا نیتروسلولز به اندازه 
1 در 1 سانتی متر بریده شده و 1 میکرولیتر از هر پادگن همراه 
با کنترل شامل پادگن آیمریا تنلا بر روی هر گوشه کاغذ انتقال 
 %3 )BSA( یافت. مرحله مس��دود سازی با سرم آلبومین گاوی
در محلول فس��فات بافر س��الین حاوی 0/5% توئین 20 به مدت 

یک ساعت انجام گرفت.
پس از سه بار شست و شوی غشا، آن را به مدت 1 ساعت در 
آنتی بادی اولیه و با 3 نوبت شستشوی دیگر به آنتی بادی ثانویه 
 Anti Bovineآنتی بادی کونژوگه با پراکسیداز، ساخت سیگما(
IgG Rabbit, Code No: 021109 KOMA( انتقال داده و 

پس از شستش��وی کامل از سوبسترای دی آمینو بنزیدین جهت 
مشخص شدن لکه در محل واکنش استفاده گردید.

به منظور بررسی واکنش متقاطع با کیست هیداتیک و فاسیولا 
به ترتیب از پادگن مایع کیست و پادگن دفعی ترشحی کرم بالغ 

فاسیولا استفاده شد.

مشگی و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه ، دوره 1، شماره1
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تصویر 1- کاغذ نیتروسلولز بعد از انجام واکنش
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مشگی و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه ، دوره 1، شماره1

نتایج  :
قرائت نتايج حاصل از روش الايزا بر اساس تغيير رنگ ايجاد 
شده در محل لكه گذاري پادگن ها صورت گرفت )تصویر 1(.

علاوه بر ویژگی و حساس��یت ارزش پیش��گویی در استفاده از 
دو پادگن مختلف نیز ارزیابی ش��د. بطوری که ارزش پیشگویی 
مثبت و منفی بترتیب در استفاده از پادگن بدنی 77% و %75/5 

و در مورد پادگن دفعی ترشحی 87% و 64/5% بود.

بحث  :
تحقيق حاضر با هدف اس��تفاده و ارزيابي روش الايزای نقطه 
اي در تشخيص دكيروسليازیس گاو به مرحله اجرا درآمد. هدف 
از آزمايش مدفوع جس��تجو و مشاهده تخم هاي مشخص است 
كه در تشخيص ديگر بيماري هاي ترماتودي نظير فاسيوليازيس 
و پارامفيس��توميازيس هم مورد اس��تفاده قرار م��ي گيرد. البته 
اس��تفاده از روش هاي رسوبي در تش��خيص تخم دكيروسليوم 
مناس��ب نبوده و تكنكي هاي شناور سازي توسط محلول هاي 
با وزن مخصوص 1/45 – 1/3 توصيه مي ش��ود )Rehbin و 
همکاران 1999(. اگر چه در بين سه تريكب شناور سازي شامل 
 )1/44( HgI2/K1 و )1/45( K2Co3 ،)1/3 – 1/45( ZnSo4

و با استفاده از روش اصلاح شده مك ماستر محلول اخیر بيشترين 
)9/4% ± 91/2( قدرت جداس��ازي تخم كرم از مدفوع گوسفند را 

دارا مي باشد. 
Jithendran و Bhat در س��ال 1996 در اين زمينه مقايس��ه 

نتايج بدس��ت آمده در اين قس��مت در ج��دول 1 ملاحظه مي 
ش��ود. در مورد اس��تفاده از پادگن بدني در روش الايزای نقطه 
اي از 40 نمونه مثبت س��رمی 27 نمون��ه مثبت و از 40 نمونه 
منف��ي )كنترل( 28 نمونه منفي وجود داش��ت و در مورد پادگن 
دفعي ترش��حي از 40 نمونه مثبت س��رمی 18 نمونه مثبت و از 

40 نمون��ه منفي )كنترل( آزمايش ش��ده 34 نمونه منفي وجود 
داشته است.

اي بين جداس��ازي كرم بالغ از كبد گوسفند و بز و نتایج آزمايش 
مدفوع به عمل آوردند و نشان دادند كه در آزمايش مدفوع از هر 
س��ه مورد آلودگي فقط كي مورد قابل شناسايي است. همچنين 
Campo و همكاران در سال 2000 مشخص كردند دفع تخم در 

آلودگ��ي تجرب��ي از 79 – 49 روز پس از آلودگي اتفاق مي افتد، 
نتایج اين بررس��ي نش��ان دهنده جواب منفي كاذب در آزمايش 
مدفوع در دوران پيش آش��كاري مي باش��د. از ديگر نقاط ضعف 
آزمايش مدفوع مي توان به نظر Ambrosi و همکاران )1980 (

اشاره كرد كه اعتقاد دارد در گوسفنداني كه به كمتر از 100 عدد 
ترماتود بالغ مبتلا هستند جواب آزمايش منفي خواهد بود.

در بررس��ي Senlik و همكاران در سال 2006 نشان داده شد 
که متوسط شمارش تعداد تخم دكيروسليوم در هر گرم مدفوع 
گوسفندان با آلودگي طبيعي در ساعات بعد از ظهر بيشتر از صبح 
 Rehbin و همكاران در سال ‌2000 و همچنین Campo .است

و همكاران در س��ال)1999( معتقدند كه در گوسفندان بين اين 
دو عامل ارتباط مس��تقيمي وجود دارد. در مورد ناهمخواني بين 
آزمايش مدفوع و بازرسي كبد جهت جدا سازي كرم بالغ بايد به 
گزارش Scala و همكاران )1991( اشاره كرد كه در روش اول 
موارد آلودگي 26/9 % بوده در حالي كه در جداس��ازي كرم بالغ 

به حدود دو برابر ) 50/3% ( رسيده است.
به هر حال بايد در نظر داش��ت كه در آزمايش مدفوع محلول 
شناور سازي، رقت نمونه و نوع لام انتخاب شده )در روش ماك 
ماس��تر( نه تنها در جدا س��ازي تخم دكيروس��ليوم دندريتكيوم 
بلكه بر روی اس��ترونگل هاي لوله گوارش��ي تاثيری مستقيم و 
با اهمیت دارند به گونه اي كه Cringoli و همكاران در س��ال 
2004 براي حصول بهترين نتيجه در مورد جدا سازی تخم این 
ترماتود توصیه می کنند، از محلول شناور کننده یدور پتاسیم و 
مرکورات با رقت كمتر از 1:15 و لام مك ماستر به حجم 0/1 

سانتی مترمكعب استفاده شود.
در هر صورت به موازات آزمايش مدفوع در دام زنده و بازرسي 
كبد بعد از مرگ روش هاي تشخيص سرمي در 30 سال گذشته 
مسير پيشرفت خود را طي ميك‌ند. اگرچه در بررسي حاضر روش 
الايزای نقطه‌اي مورد اس��تفاده قرار گرفت اما روش های ديگر 
نظير ايمونوفلورس��انس، هماگلوتيناسيون، پرسیپيتاسيون، ثبوت 
كمپلمان و الايزا از جمله روش هاي مورد استفاده براي تشخيص 
دكيرسليازيس بوده است كه همگي بر اساس جستجوي پادتن 
ضد دكيروس��ليوم در دام هاي ب��ا آلودگي تجربي و طبيعي پايه 
گذاري ش��ده ان��د )Oranto و هم��کاران،Jithendra ;2003 و 

Sanchez ; 1996 ،Bhat و همکاران، 2003(.

روش الای��زای نقط��ه ای باره��ا برای تش��خیص تعدادی از 
آلودگ��ی های کرمی مهم نظیر فاس��یولیازیس و هیداتیدوزیس 

مورد استفاده قرار گرفته است )Mousa و همکاران، 2001(. 
مس��لما یکی از عوامل تعیین کننده دقت آزمایش در این روش 
نوع پادگن مورد اس��تفاده می باش��د. در بررس��ی حاضر با هدف 
تشخیص دیکروس��لیازیس از دو پادگن بدنی و دفعی- ترشحی 
کرم بالغ استفاده شد. حساسیت آزمون در استفاده از پادگن بدنی و 
پادگن دفعی- ترشحی به ترتیب 75/5 % و 64/5 % و ویژگی آن 
به ترتیب 77% و87 % بود. علاوه بر اینکه وجود واکنش متقاطع 
در آلودگی با فاس��یولا )3 مورد( و در آ لودگی با کیست هیداتیک 

)2 مورد( هم باید در استفاده از این روش مد نظر قرار گیرد.
ت��ا کنون هر دو پادگن بدنی و دفعی ترش��حی دیکروس��لیوم 
دندریتیک��وم جهت تش��خیص آلودگ��ی با روش الای��زا مورد 
استفاده قرار گرفته اند )Gonzalez-lanza و همکاران، 2000 
; Wedrychowicz و همکاران، 1996( نتایج این بررس��ی ها 
نش��ان داده اس��ت اگرچه پروتئین های بدن��ی و مولکول های 
س��طحی انگل منجر به پاس��خ )پادتن( بیشتری در میزبان می 
ش��وند ولی نس��بت به پادگن های دفعی ترش��حی از ویژگی و 

حساسیت کمتری برخوردار هستند.
الای��زا می توان��د روش مطلوبی برای تش��خیص زود هنگام 
آلودگی باش��د چرا که بعد از اولی��ن آلودگی و 4 تا 8 هفته قبل 
از ظه��ور تخ��م در مدفوع عی��ار آنتی بادی ضد دیکروس��لیوم 
افزایش می یابد )Ambrosi و همکاران، 1980(. پاسخ سیستم 
ایمنی )ایمونو گلوبولین  IgG( در 2 گروه گوسفندان با آلودگی 
تجربی )توس��ط 1000 و 3000 عدد متاس��رکر( بررس��ی شد و 
مش��خص گردید ح��دود 32-19 روز زودت��ر از حضور تخم در 
مدفوع پاس��خ مربوط ایجاد می ش��ود و عیار پادتن در دام های 
آل��وده )هر دو گروه( 2 م��اه پس از آلودگی ب��ه حداکثر میزان 
خود رس��یده و کماکان تا 180 روز بعد ه��م بالا باقی می ماند 
)Gonzalez-lanza و همکاران، 2000(. لذا در بررس��ی های 
س��رواپیدمیولوژیک و در تش��خیص زود هنگام م��وارد آلودگی 
)پادت��ن 30 روز بعد از آلودگی تولید می ش��ود( و هدایت جهت 
درم��ان قبل از بروز ضرر وزیان اقتصادی آزمون الایزا می تواند 

روش تشخیص مناسب و ایده آلی باشد. 
ب��ه عنوان یک اصل کلی می توان نتایج بهتری در اس��تفاده 
از ای��ن روش در صورت��ی که بتوان از پادگ��ن های اختصاصی 
استفاده کرد انتظار داشت همچنان که Mousa در سال 2001 
ای��ن روش را برای تش��خیص فاس��یولیازیس در صورتی که از 
پادگن مرحله نابالغ )س��رکر( استفاده شود توصیه کرده و بدین 
ترتیب حساس��یت 100 % و ویژگ��ی 90 % را برای آن گزارش 
می کند. در پایان جهت مطالعات و تحقیقات بعدی، جداس��ازی 
پادگن اختصاصی برای تشخیص و استفاده از آن به عنوان یک 
روش س��رمی، همچنین ارزیابی و مقایسه روش های سرمی با 

آزمایش مدفوع و آلودگی واقعی توصیه می شود. 
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مشگی و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه ، دوره 1، شماره1

نتایج  :
قرائت نتايج حاصل از روش الايزا بر اساس تغيير رنگ ايجاد 
شده در محل لكه گذاري پادگن ها صورت گرفت )تصویر 1(.

علاوه بر ویژگی و حساس��یت ارزش پیش��گویی در استفاده از 
دو پادگن مختلف نیز ارزیابی ش��د. بطوری که ارزش پیشگویی 
مثبت و منفی بترتیب در استفاده از پادگن بدنی 77% و %75/5 

و در مورد پادگن دفعی ترشحی 87% و 64/5% بود.

بحث  :
تحقيق حاضر با هدف اس��تفاده و ارزيابي روش الايزای نقطه 
اي در تشخيص دكيروسليازیس گاو به مرحله اجرا درآمد. هدف 
از آزمايش مدفوع جس��تجو و مشاهده تخم هاي مشخص است 
كه در تشخيص ديگر بيماري هاي ترماتودي نظير فاسيوليازيس 
و پارامفيس��توميازيس هم مورد اس��تفاده قرار م��ي گيرد. البته 
اس��تفاده از روش هاي رسوبي در تش��خيص تخم دكيروسليوم 
مناس��ب نبوده و تكنكي هاي شناور سازي توسط محلول هاي 
با وزن مخصوص 1/45 – 1/3 توصيه مي ش��ود )Rehbin و 
همکاران 1999(. اگر چه در بين سه تريكب شناور سازي شامل 
 )1/44( HgI2/K1 و )1/45( K2Co3 ،)1/3 – 1/45( ZnSo4

و با استفاده از روش اصلاح شده مك ماستر محلول اخیر بيشترين 
)9/4% ± 91/2( قدرت جداس��ازي تخم كرم از مدفوع گوسفند را 

دارا مي باشد. 
Jithendran و Bhat در س��ال 1996 در اين زمينه مقايس��ه 

نتايج بدس��ت آمده در اين قس��مت در ج��دول 1 ملاحظه مي 
ش��ود. در مورد اس��تفاده از پادگن بدني در روش الايزای نقطه 
اي از 40 نمونه مثبت س��رمی 27 نمون��ه مثبت و از 40 نمونه 
منف��ي )كنترل( 28 نمونه منفي وجود داش��ت و در مورد پادگن 
دفعي ترش��حي از 40 نمونه مثبت س��رمی 18 نمونه مثبت و از 

40 نمون��ه منفي )كنترل( آزمايش ش��ده 34 نمونه منفي وجود 
داشته است.

اي بين جداس��ازي كرم بالغ از كبد گوسفند و بز و نتایج آزمايش 
مدفوع به عمل آوردند و نشان دادند كه در آزمايش مدفوع از هر 
س��ه مورد آلودگي فقط كي مورد قابل شناسايي است. همچنين 
Campo و همكاران در سال 2000 مشخص كردند دفع تخم در 

آلودگ��ي تجرب��ي از 79 – 49 روز پس از آلودگي اتفاق مي افتد، 
نتایج اين بررس��ي نش��ان دهنده جواب منفي كاذب در آزمايش 
مدفوع در دوران پيش آش��كاري مي باش��د. از ديگر نقاط ضعف 
آزمايش مدفوع مي توان به نظر Ambrosi و همکاران )1980 (

اشاره كرد كه اعتقاد دارد در گوسفنداني كه به كمتر از 100 عدد 
ترماتود بالغ مبتلا هستند جواب آزمايش منفي خواهد بود.

در بررس��ي Senlik و همكاران در سال 2006 نشان داده شد 
که متوسط شمارش تعداد تخم دكيروسليوم در هر گرم مدفوع 
گوسفندان با آلودگي طبيعي در ساعات بعد از ظهر بيشتر از صبح 
 Rehbin و همكاران در سال ‌2000 و همچنین Campo .است

و همكاران در س��ال)1999( معتقدند كه در گوسفندان بين اين 
دو عامل ارتباط مس��تقيمي وجود دارد. در مورد ناهمخواني بين 
آزمايش مدفوع و بازرسي كبد جهت جدا سازي كرم بالغ بايد به 
گزارش Scala و همكاران )1991( اشاره كرد كه در روش اول 
موارد آلودگي 26/9 % بوده در حالي كه در جداس��ازي كرم بالغ 

به حدود دو برابر ) 50/3% ( رسيده است.
به هر حال بايد در نظر داش��ت كه در آزمايش مدفوع محلول 
شناور سازي، رقت نمونه و نوع لام انتخاب شده )در روش ماك 
ماس��تر( نه تنها در جدا س��ازي تخم دكيروس��ليوم دندريتكيوم 
بلكه بر روی اس��ترونگل هاي لوله گوارش��ي تاثيری مستقيم و 
با اهمیت دارند به گونه اي كه Cringoli و همكاران در س��ال 
2004 براي حصول بهترين نتيجه در مورد جدا سازی تخم این 
ترماتود توصیه می کنند، از محلول شناور کننده یدور پتاسیم و 
مرکورات با رقت كمتر از 1:15 و لام مك ماستر به حجم 0/1 

سانتی مترمكعب استفاده شود.
در هر صورت به موازات آزمايش مدفوع در دام زنده و بازرسي 
كبد بعد از مرگ روش هاي تشخيص سرمي در 30 سال گذشته 
مسير پيشرفت خود را طي ميك‌ند. اگرچه در بررسي حاضر روش 
الايزای نقطه‌اي مورد اس��تفاده قرار گرفت اما روش های ديگر 
نظير ايمونوفلورس��انس، هماگلوتيناسيون، پرسیپيتاسيون، ثبوت 
كمپلمان و الايزا از جمله روش هاي مورد استفاده براي تشخيص 
دكيرسليازيس بوده است كه همگي بر اساس جستجوي پادتن 
ضد دكيروس��ليوم در دام هاي ب��ا آلودگي تجربي و طبيعي پايه 
گذاري ش��ده ان��د )Oranto و هم��کاران،Jithendra ;2003 و 

Sanchez ; 1996 ،Bhat و همکاران، 2003(.

روش الای��زای نقط��ه ای باره��ا برای تش��خیص تعدادی از 
آلودگ��ی های کرمی مهم نظیر فاس��یولیازیس و هیداتیدوزیس 

مورد استفاده قرار گرفته است )Mousa و همکاران، 2001(. 
مس��لما یکی از عوامل تعیین کننده دقت آزمایش در این روش 
نوع پادگن مورد اس��تفاده می باش��د. در بررس��ی حاضر با هدف 
تشخیص دیکروس��لیازیس از دو پادگن بدنی و دفعی- ترشحی 
کرم بالغ استفاده شد. حساسیت آزمون در استفاده از پادگن بدنی و 
پادگن دفعی- ترشحی به ترتیب 75/5 % و 64/5 % و ویژگی آن 
به ترتیب 77% و87 % بود. علاوه بر اینکه وجود واکنش متقاطع 
در آلودگی با فاس��یولا )3 مورد( و در آ لودگی با کیست هیداتیک 

)2 مورد( هم باید در استفاده از این روش مد نظر قرار گیرد.
ت��ا کنون هر دو پادگن بدنی و دفعی ترش��حی دیکروس��لیوم 
دندریتیک��وم جهت تش��خیص آلودگ��ی با روش الای��زا مورد 
استفاده قرار گرفته اند )Gonzalez-lanza و همکاران، 2000 
; Wedrychowicz و همکاران، 1996( نتایج این بررس��ی ها 
نش��ان داده اس��ت اگرچه پروتئین های بدن��ی و مولکول های 
س��طحی انگل منجر به پاس��خ )پادتن( بیشتری در میزبان می 
ش��وند ولی نس��بت به پادگن های دفعی ترش��حی از ویژگی و 

حساسیت کمتری برخوردار هستند.
الای��زا می توان��د روش مطلوبی برای تش��خیص زود هنگام 
آلودگی باش��د چرا که بعد از اولی��ن آلودگی و 4 تا 8 هفته قبل 
از ظه��ور تخ��م در مدفوع عی��ار آنتی بادی ضد دیکروس��لیوم 
افزایش می یابد )Ambrosi و همکاران، 1980(. پاسخ سیستم 
ایمنی )ایمونو گلوبولین  IgG( در 2 گروه گوسفندان با آلودگی 
تجربی )توس��ط 1000 و 3000 عدد متاس��رکر( بررس��ی شد و 
مش��خص گردید ح��دود 32-19 روز زودت��ر از حضور تخم در 
مدفوع پاس��خ مربوط ایجاد می ش��ود و عیار پادتن در دام های 
آل��وده )هر دو گروه( 2 م��اه پس از آلودگی ب��ه حداکثر میزان 
خود رس��یده و کماکان تا 180 روز بعد ه��م بالا باقی می ماند 
)Gonzalez-lanza و همکاران، 2000(. لذا در بررس��ی های 
س��رواپیدمیولوژیک و در تش��خیص زود هنگام م��وارد آلودگی 
)پادت��ن 30 روز بعد از آلودگی تولید می ش��ود( و هدایت جهت 
درم��ان قبل از بروز ضرر وزیان اقتصادی آزمون الایزا می تواند 

روش تشخیص مناسب و ایده آلی باشد. 
ب��ه عنوان یک اصل کلی می توان نتایج بهتری در اس��تفاده 
از ای��ن روش در صورت��ی که بتوان از پادگ��ن های اختصاصی 
استفاده کرد انتظار داشت همچنان که Mousa در سال 2001 
ای��ن روش را برای تش��خیص فاس��یولیازیس در صورتی که از 
پادگن مرحله نابالغ )س��رکر( استفاده شود توصیه کرده و بدین 
ترتیب حساس��یت 100 % و ویژگ��ی 90 % را برای آن گزارش 
می کند. در پایان جهت مطالعات و تحقیقات بعدی، جداس��ازی 
پادگن اختصاصی برای تشخیص و استفاده از آن به عنوان یک 
روش س��رمی، همچنین ارزیابی و مقایسه روش های سرمی با 

آزمایش مدفوع و آلودگی واقعی توصیه می شود. 

20



6

7

6

7

مشگی و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه ، دوره 1، شماره1

ره1
شما

 ،1
ره 

 دو
اه ،

شگ
زمای

و آ
ی 

شک
مپز

- دا
ن 

کارا
هم

 و 
گی

Abstractمش

Dicrocoeliasis is a parasitic disease caused by digenean tremarode 
Dicrocoelium dendriticum. The serological diagnosis of this 
helmenthic disease can be made by different techniques. In the 
present study the Dot-ELISA (Dot – Enzyme linked immunosorbent 
assay) was used for serodiagnosis of naturally infected cattle. Adult 
Dicrocoelium dendriticum obtained from the liver of naturally 
infected sheep were washed in cold phosphate buffer saline (PBS, 
pH=7.4) and stored at -20 °c. To detect antibody in sera, somatic 
and excretory-secretory (ES) antigens of mature trematode were 
used. Somatic and ES antigens prepared with haemogenization 

Evaluation of Dot-ELISA method in 
diagnosis of cattle dicrocoeliasis 
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and incubation of mature trematode, respectively. For diagnostic 
purposes 40 positive and 40 negative cattle sera after confirmed 
by slaughtered were tested. 
Diagnostic sensitivity and specificity values for Dot – ELISA 

using somatic and ES antigens were: 75.5 %, 77 % and 64.5 %, 
87% respectively. Positive and negative predictive values for 
somatic and ES antigens were 77 %, 75.5 %, and 87 %, 64.5 
% respectively. Cross reactivity occurred with hydatid cyst (2 
cases) and Fasciola (3 cases). Our findings suggested that using 
specific antigens for serodiagnosis of dicrocoeliasis in ruminant, 
particularly sheep in Iran is a primary screening test.  

Key words: Dicrocoelium dendriticum, Diagnosis, Dot-ELISA, 
Cattle.
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