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Original Articleمقاله تحقیقی

ارزیابی آزمایش آگلوتیناسیون لاتکس )LAT( و هماگلوتیناسیون غیرمستقیم 
)IHA( جهت تشخیص دیکروسلیوز گوسفند

محمد حسین راضی جلالی۱* مسعود قربانپور۱ فروزان جهانگیری نصر2
1( گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران

2( دانش آموخته دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران

  )  دریافت مقاله: 30 تیر ماه 1396،   پذیرش نهایی: 21 شهریور ماه 1396(     

 چکیده  
زمینه مطالعه: ترماتد دیژن دیکروسلیوم دندریتیکوم انگل کبد، مجاری صفراوی و کیسه ی صفرای پستانداران خصوصاً نشخوارکنندگان 
اســت که با اســتفاده از روش های ایمنی شناســی می توان به تشــخیص زود هنگام آلودگی اقدام نمود. هدف: مقایسه آگلوتیناسیون لاتکس و 
هماگلوتیناســیون غیر مســتقیم در تشخیص آنتی بادی ضددیکروسلیوم دندریتیکوم در سرم گوســفندان آلوده بود. روش کار: پس از جداسازی 
انگل های زنده از کبد گوسفندان آلوده، بخشی از انگل ها به منظور تهیه آنتی ژن پیکری با استفاده از سونیکاتور هموژن شدند و بخشی دیگر در 
شرایط استریل به محیط کشت انتقال یافتند تا از مواد ترشح شده از انگل به عنوان آنتی ژن دفعی ترشحی استفاده شود. از گوسفندان آلوده و بره های 
غیر آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم به منظور تهیه سرم های مثبت و منفی خونگیری به عمل آمد. جهت تست آگلوتیناسیون لاتکس روی ذرات 
لاتکس،  آنتی ژن ها جداگانه اضافه و مخلوط شدند تا اتصال آنتی ژن به ذرات لاتکس برقرار شود. نمونه های سرم مثبت و منفی به لاتکس فوق 
اضافه و از نظر واکنش لاتکس آگلوتیناسیون مورد بررسی قرار گرفتند. در آزمایش هماگلوتیناسیون غیر مستقیم پس از رقت سازی سرم ها، به 
گلبول قرمز حساس شده، آنتی ژن اضافه و مخلوط گردید و از نظر ظهور واکنش هماگلوتیناسیون مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج: حساسیت و 
ویژگی روش لاتکس آگلوتیناسیون با استفاده از آنتی ژن دفعی ترشحی به ترتیب 84% و 97/6 % و در استفاده از آنتی ژن پیکری 96 % و 97/6 % 
محاسبه شد. حساسیت و ویژگی روش هماگلوتیناسیون غیر مستقیم با استفاده از آنتی ژن دفعی ترشحی به ترتیب 60 % و 92/9 % و در استفاده 
از آنتی ژن پیکری 92 % و 66/7 % محاسبه شد. نتیجه گیری نهایی: با توجه به بررسی حاضر روش لاتکس آگلوتیناسیون با استفاده از آنتی ژن 
دفعی ترشــحی و ســوماتیک از حساسیت و ویژگی بالایی برخوردار اســت و روشی سریع و بدون نیاز به ابزارخاص در تشخیص دیکروسلیوزیس 

می باشد.

واژه های کلیدی: دیکروسلیوم دندریتیکوم، لاتکس آگلوتیناسیون، هماگلوتیناسیون غیرمستقیم، گوسفند

مقدمه
دیکروســلیوزیس بیماری انگلی کرمی ناشــی از دیکروسلیوم دندریتیکوم 

از انــواع ترماتودهای دیژنه آ اســت که بنــا بر عقیده  ی ولــف، از دو منظر 

بهداشتی و اقتصادی از اهمیت ویژه ای در دام های نشخوار کننده برخوردار 

اســت)15(. این انگل گسترش جهانی داشــته و کرم بالغ در کیسه صفرا و 

مجاری صفراوی کبد پستانداران و  بویژه نشخوارکنندگان زندگی می کند 

ولی انسان هم تصادفاً به آن مبتلا می شود )16(. در این مورد در سال های 

اخیر آلودگی انســان در عربستان،  ترکیه، قرقیزستان و ایران گزارش شده 

است )6،8،11،23(. به دلیل وقوع شکل تحت درمانگاهی دیکروسلیوزیس، 

در اغلــب موارد بیماری به صورت بالینی و صرفاً از روی علائم تشــخیص 

داده نشده و به همین دلیل است که تشخیص اساساً در ضمن بررسی های 

کشــتارگاهی یا کالبدگشایی و جداسازی ترماتود بالغ از مجاری صفراوی و 

یا توســط آزمایش مدفوع با دیدن و شناسایی تخم کرم در دام زنده صورت 

می گیرد، اگرچه براســاس گــزارش Ambrosi در ســال 1980، آزمایش 

مدفوع گوســفندان با کمتر از 100 عدد کرم بالغ منفی خواهد بود )1،19(. 

از طرفی در آزمون های مدفوعی نوع روش به کار گرفته شده، نوع محلول 

)های( شناورســازی مورد اســتفاده، ســن  و مدت زمان بعد از آلودگی نیز 

تأثیرگذار هستند )3،4،17(. بنابر نظر Campo و همکاران در سال 2000 و 

Senlik و همکاران در سال 2006 تعداد تخم دفع شده در یک دام نه تنها از 

یک روز به روز دیگر، بلکه  در ساعات مختلف روز هم تغییر می کند )2،19(. 

در 30 ســال گذشــته روش های ایمنی شناسی پیشــرفت قابل توجهی در 

تشخیص دیکروسلیوزیس داشته اند )14(. در این ارتباط روش های مختلفی 

نظیر رسوبی، هما گلوتیناسیون، ثبوت کمپلمان و الایزا مورد استفاده قرار 

گرفته انــد )18(. با توجه به طولانی بودن فاصله ی آلودگی و دفع تخم، این 

روش ها در تشخیص زود هنگام آلودگی ارزش زیادی دارند )4(. این ترماتود 

زمینه  ساز سایر بیماری های عفونی کلستریدیایی در میزبان های آلوده و بیمار 

است و همچنین باعث خسارت اقتصادی بالایی می شود. کاهش تولیدات 

دام ها در آلودگی شدید دیده می شود)8(. تشخیص آلودگی در مراحل ابتدایی 

بیماری می تواند در کاهش خسارت نیزمؤثر باشد )9(. تاکنون روش های به 

کار برده شــده برای کنترل آلودگی موفق نبوده اســت، بنابراین تشخیص 

دقیق  اولیه  اهمیت زیادی دارد )4(. با توجه به اهمیت اقتصادی و بهداشتی 

انگل و با توجه به نقاط ضعف آزمایش مدفوع در شناسایی آلودگی، دستیابی 

به روش های تشخیص که از کارایی لازم برخوردار هستند، در خور توجه و 
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اهمیت می باشند.تست های سرولوژیک باتوجه به دوره ی طولانی آلودگی 

دام ها به دیکروسلیوز، که گاهی سال ها طول می کشد، درتشخیص به موقع 

ودرمان بیماری، به منظورکاهش زیان های اقتصادی مفیدمی باشــند)13(.

Jithendran  و همــکاران در ســال1996 از روش هــای ژل دیفوزیــون، 

کانترایمونوالکتروفورز و هماگلوتیناسیون در تشخیص دیکروسلیوز گوسفند 

و بــز اســتفاده نمودنــد )Meshgi .)10 و Khodaveisi در ســال 2014 

آنتی ژن های پیکری و دفعی-ترشــحی دیکروســلیوم دندریتیکوم را مورد 

مطالعه قرار داده و اســتفاده از آن ها یا قطعــات 27-25 کیلودالتونی آن ها 

را برای آزمایش های ســرولوژیک مناسب دانســته اند )13(. هدف از انجام 

این مطالعه ارزیابی قابلیت روش های سرم شناسی لاتکس آگلوتیناسیون و 

هماگلوتیناسیون غیرمستقیم در تشخیص آلودگی گوسفندان به دیکروسلیوم 

دندریتیکوم  بود. 

مواد و روش کار 
تهیه نمونه های سرم گوســفندان آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم: 

برای این منظور طی مراجعه تدریجی به کشــتارگاه خرم  آباد از50گوسفند 

آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم که آلودگی آن ها در بازرسی پس از کشتار 

تأیید شده بود، خونگیری و در آزمایشگاه، سرم جدا و تا زمان آزمایش )2 تا 

4 ماه بعد( در دمای oC 20- نگهداری شدند. 

تهیه نمونه های سرم بره های غیر آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم: 

42 نمونه  خون منفی، از بره های با سن 1 هفته تا 1 ماهه که احتمال آلودگی 

کمی داشــتند درروستای دارتی شهرســتان خرم آباد تهیه و در آزمایشگاه، 

سرم نمونه خون جدا و در دمایoC 20- نگهداری شد. برای اطمینان بیشتر 

از عــدم آلودگی نمونه ها به روش سرم شناســی کانترایمونوالکتروفورزیس 

تأیید گردیدند )14(.

تهیــه آنتی ژن هــای پیکری:کبــد گوســفندان آلوده به دیکروســلیوم 

دندریتیکوم از کشــتارگاه شهرستان خرم آباد جمع آوری و پس از انتقال به 

آزمایشگاه انگل های زنده جداسازی شده و جهت تهیه آنتی ژن مورد استفاده 

قرار گرفتند. انگل های بالغ زنده در چند مرحله با PBS )7/4( شستشــو داده 

شــدند تا مواد زائد آن ها کاملاًً خارج شــود. انگل ها 10 بار توســط دستگاه 

ســونیکاتور )80 پالس در دقیقه( در کنار یخ ســونیکه شدند تا پروتئین های 

سوماتیک به حالت محلول درآمده و  با دور 7000 گرادیان به مدت 5 دقیقه 

 0/2 µm4 سانتریفوژ گردید. مایع رویی برداشته و پس از عبور از فیلتر oCدر

در فریزرoC 20- تا زمان آزمایش نگه  داری شد)18(.

تهیه آنتی ژن های دفعی - ترشــحی:  انگل های جمع آوری شــده از 

کبدهای آلوده، چندین بار با pH=7/4( PBS( چندبار شستشو داده شدند تا 

مواد زائد آن ها جدا شود و در پایان با PBS حاوی جنتامایسین نیز شستشو 

شدند. پس از اطمینان از زنده بودن انگل ها، به محیط کشت RPMI غنی 

شده با Glutamax-HEPES- و حاوی جنتامایسین منتقل گردید. به ازای

mM 4 محیط کشت، حداقل 400 انگل در نظر گرفته شد. محیط کشت 

حاوی انگل به مدت 48 ساعت در انکوباتور oC 37 قرار گرفت. پس از 48 

ســاعت محیط کشت حاوی مواد دفعی ترشحی انگل ها جداسازی شده و 2 

دقیقه با دور 2500 گرادیان درoC  4سانتریفوژ گردید. مایع رویی را برداشته 

که پس از عبور از فیلترµm 0/2، استریل شد)18(.

انــدازه گیری پروتئین به روش برادفورد: جهت تعیین میزان پروتئین 

آنتی ژن پیکری و دفعی - ترشــحی از روش برادفورد اســتفاده شد وتوسط 

دستگاه اسپکتروفتومتر با طول موجnm 595 قرائت گردید )12،14(.

روش انجــام آزمــون لاتکس آگلوتیناســیون: استانداردســازی روش 

لاتکس آگلوتیناســیون بااســتفاده ازآنتی ژن های دفعی  ترشــحی وپیکری 

مطابق روش Javier و همکاران درسال 1991 صورت گرفت.

روی صفحــه لاتکس، تمــام نمونه های مثبت و منفی دیکروســلیوم 

دندریتیکوم هــر کدام جداگانه یک بار به لاتکس حــاوی آنتی ژن دفعی- 

ترشحی اضافه گردید و بار دیگر تمام نمونه های مثبت و منفی دیکروسلیوم 

دندریتیکــوم نیز جداگانه به لاتکس حــاوی آنتی ژن پیکری اضافه و وقوع 

آگلوتیناسیون زیرنور چراغ مطالعه مورد بررسی قرار گرفت.

اســتاندارد سازی روش هماگلوتیناسیون غیر مســتقیم با استفاده از 

آنتی ژن های دفعی- ترشحی و پیکری: بر اساس روش بکار رفته در مطالعه 

Jithendran و Bhat در ســال 1996 صورت گرفت. رقت های +1، +2، 

+3، +4 به عنوان مثبت تلقی می شدند.به  منظور ارزیابی واکنش های متقاطع 

دو سرم ازگوسفندان آلوده به کیست هیداتیک و دو سرم از گوسفندان آلوده 

به فاســیولا ژیگانتیکا که آلودگی آن ها پس از کشتار محرز شده بود، مورد 

آزمایش قرار گرفتند. حساسیت و ویژگی تست های آگلوتیناسیون لاتکس و 

هماگلوتیناسیون غیرمستقیم محاسبه شدند )20(.

نتایج
  µg/mlغلظت پروتئین آنتی ژن پیکری با اســتفاده از روش برادفورد

1512 و آنتی ژن دفعی- ترشحیµg/ml 450 بود. 

نتایــج  لاتکس آگلوتیناســیون و هماگلوتیناســیون غیرمســتقیم: در 

آزمایش لاتکس آگلوتیناســیون با اســتفاده از آنتی ژن دفعی ترشحی، در 

مقایســه با یافته های پس از کشــتار، از 50 نمونه ســرم گوســفندان آلوده 

به دیکروســلیوم دندریتیکوم تعــداد 42 نمونه واکنش مثبت نشــان دادند 

)حساســیت 84 %(. طی آزمایش مذکور از 42 نمونه ســرم گوسفندان غیر 

آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم تعداد 41 نمونه واکنش منفی نشان دادند 

)ویژگی 97/6 %(.

طــی آزمایش لاتکس آگلوتیناســیون با اســتفاده از آنتی ژن پیکری، 

در مقایســه با یافته های پس از کشــتار، از 50 نمونه سرم گوسفندان آلوده 

به دیکروســلیوم دندریتیکوم تعــداد 48 نمونه واکنش مثبت نشــان دادند 

)حساســیت 96%(. طی آزمایش مذکور از 42 نمونه ســرم گوســفندان غیر 
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آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم تعداد 41 نمونه واکنش منفی نشان دادند 

)ویژگی 97/6 %()جدول 1(.

در آزمایش هماگلوتیناســیون غیرمستقیم با استفاده از آنتی ژن دفعی 

ترشحی از 50 نمونه سرم گوسفندان آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم تعداد 

30 نمونه واکنش مثبت نشان دادند)حساســیت 60 %(. در این روش از 42 

نمونه سرم گوسفندان غیر آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم تعداد 39  نمونه 

واکنش منفی نشان دادند )ویژگی 92/9 %(.

در آزمایش هماگلوتیناسیون غیرمستقیم با استفاده از آنتی ژن پیکری  

از 50 نمونه سرم گوسفندان آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم تعداد 46 نمونه 

واکنش مثبت نشــان دادند )حساسیت 92 %(. از 42 نمونه سرم گوسفندان 

غیر آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم تعداد 28 نمونه واکنش منفی  داشتند 

)ویژگی 66/7 %( )جدول 2(.

هیچ یک از نمونه های ســرم گوســفندان آلوده به فاسیولاژیگانتیکا و 

کیســت هیداتیک در مقایسه با یافته های پس از کشــتار، با آنتی ژن های 

دیکروسیلوم دندریتیکوم در تست های مذکور واکنش مثبت نشان ندادند.

بحث
 در سال های اخیر روش های ایمنی شناسی پیشرفت قابل ملاحظه ای 

در تشــخیص دیکروســلیوزیس داشــته اند )14(. با توجه به طولانی بودن 

فاصله ی آلودگی تا دفع تخم، استفاده از روش های ایمنی شناسی می تواند 

به تشخیص زود هنگام آلودگی کمک کند. البته ایجاد واکنش های متقاطع با 

سایر انگل ها نظیر فاسیولا و پارامفیستوموم می تواند در کسب نتایج اختلال 

ایجاد کند )2(. از روش های تشخیص سرمی مورد استفاده جهت تشخیص 

دیکروســلیوزیس می توان به آزمایش ثبوت کمپلمان، هماگلوتیناســیون، 

الایزا، رســوبی، کانترایمونوالکتروفورزیس، ایمونو فلورســانس و لاتکس  

آگلوتیناسیون اشاره کرد )Wedrychowicz .)9،12 و همکاران در سال 

1996 پاســخ آنتی بادی مخاطی علیه آنتی ژن های بدنی و دفعی ترشحی 

گاوهای آلوده دیکروســلیوم دندریتیکوم را مورد مطالعه قــرار دادند )22(.ا

Gonzalez-Lanza و همکاران در سال 2000 با مطالعه ای روی بره های 

IHA و LAT تشخیص دیکروسلیوز گوسفند بوسیله

تصویر ۲. قرائت تست آگلوتیناسیون لاتکس جهت تشخیص دیکروسلیوز گوسفند. تصویر 1. قرائت تست آگلوتیناسیون لاتکس جهت تشخیص دیکروسلیوز گوسفند.

جدول 1. حساسیت و ویژگی روش لاتکس آگلوتیناسیون در تشخیص دیکروسلیوز گوسفند.

نمونه منفینمونه مثبتنمونه سرم 

درصد ویژگیواکنش منفیدرصد حساسیتواکنش مثبتنوع آنتی ژن

964197/6 48آنتی ژن پیکری

42844197/6آنتی ژن دفعی- ترشحی

5042جمع کل

جدول ۲. حساسیت و ویژگی روش هماگلوتیناسیون غیرمستقیم در تشخیص دیکروسلیوز گوسفند.

نمونه منفینمونه مثبتنمونه سرم

درصد ویژگیواکنش منفیدرصد حساسیتواکنش مثبتآنتی ژن

922866/7 46آنتی  ژن پیکری

603992/9 30آنتی ژن دفعی- ترشحی

5042جمع کل
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آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم نشــان دادند روش الایزا 20 روز زودتر از 

آزمایش مدفوع قادر به تشــخیص آلودگی است )4(. با توجه به ظهور آنتی 

بادی ضد دیکروســلیوم دندریتیکوم در 30 روز پــس از آلودگی، به منظور 

جلوگیری از افزایش خسارات اقتصادی می توان از روش های سرمی جهت 

تشــخیص زود هنگام بیماری اســتفاده نمود. Thrusfieldدر سال 1997 

طی ارزیابی روش الایزای غیر مســتقیم در تشــخیص دیکروسلیوزیس در 

گوسفندان نشــان داد که حساسیت و ویژگی این آزمون به ترتیب 86 % و 

93% می باشد )21(.

در مطالعه حاضر هماگلوتیناســیون غیر مستقیم با استفاده از آنتی ژن 

پیکری در مقایســه با مطالعات انجام شده توســط Jithendran در سال 

1996 و Somvanshi در ســال 1993 از حساسیت بالاتری برخوردار بود 

.)9،20(

Jithendran  و همــکاران در ســال 1996در ارزیابــی مقایســه ای، 

و  کانترایمونوالکتروفورزیــس  پرسی پیتاســیون،  ژل  آگار  تســت های 

هماگلوتیناسیون غیر مستقیم با به کارگیری آنتی ژن بدنی جهت تشخیص 

دیکروســلیوم دندریتیکــوم در گوســفند و بز نشــان دادند که حساســیت 

تســت های مذکور به ترتیب 23/8 %، 69/8 %  و 50 % و ویژگی  93/3 %، 

84 % و 93/3 % می باشد )12(. در این بررسی هماگلوتیناسیون غیر مستقیم 

حساسیت بیشتری نسبت به تست آگار ژل پرسی پیتاسیون داشت. مطالعه 

مذکور نشان داد که تست کانترایمونوالکتروفورزیس با حساسیت و ویژگی 

قابل قبولی می تواند در تشخیص دیکروسلیوزیس گوسفند و بز مورد توجه 

باشــد. Somvanshi و همکاران در ســال 1993 با استفاده از تست های 

کانترایمونوالکتروفورزیس و هماگلوتیناسیون غیرمستقیمجهت تشخیص 

دیکروسلیوم دندریتیکوم در بز نشان دادند که تست کانترایمونوالکتروفورزیس 

حساسیت بالاتری نسبت به تست هماگلوتیناسیون غیر مستقیم داشته که 

با نتایج به دست آمده توسط Jithendran و همکاران در سال 1996 هم 

خوانی نشان داد )9،20(. 

Manas Almendors  وهمکاران در سال 1980 با استفاده از تست 

لاتکس آگلوتیناسیون با به کارگیری آنتی ژن بدنی جهت تشخیص آلودگی 

به دیکروسلیوم دندریتیکوم در گوسفند نشان دادند که حساسیت و ویژگی 

تســت لاتکس آگلوتیناســیون به ترتیب 92/15% و 75/4% می باشد که با 

مطالعه حاضر از لحاظ حساسیت هم خوانی نسبی دارد )8(.

نتایج این مطالعه نشان داد که حساسیت و ویژگی آزمون آگلوتیناسیون 

لاتکس با اســتفاده از آنتی ژن های دفعی-ترشحی و پیکری در تشخیص 

دیکروســلیوزیس بیشتر از آزمون هماگلوتیناســیون غیرمستقیم می باشد. 

روش لاتکس آگلوتیناســیون روشی سریع و قابل اعتماد جهت تشخیص 

دیکروسلیوزیس گوسفندان می باشد. ولی پیشنهاد این روش در تشخیص 

دیکروسلیوزیس گوسفند نیازمند مطالعات میدانی است.

تشکر و قدردانی
نویسندگان این مقاله  از معاونت پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز 

بــه دلیل تأمین هزینه های این پژوهش در قالب گرنت  تشــکر و قدردانی 

بعمل می آورند.
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Abstract:
BACKGROUND: Dicrocoeliosis is caused by the small liver fluke Dicrocoelium  dendrit-

icum which lives in bile ducts and gall bladder of wild and domestic ruminant. Immunodi-
agnostic methods are useful for early diagnosis. OBJECTIVES: The purpose of this study 
was to evaluate agglutination latex (LAT) and indirect haemagglutination (IHA) tests for 
diagnosis of Dicrocoelium dendriticum infection in sheep. METHODS: Adult helminths 
were collected from infected livers of slaughtered sheep at Khoramabad abattoir. The 
excretory-secretory and somatic antigens were provided using homogenization and soni-
cation techniques. To provide positive and negative sera, blood was taken from infected 
and non-infected sheep with Dicrocoelium dendriticum. Somatic and excretory-secretory 
antigens were added and blended to latex particles. All sera were added to latex and used 
for agglutination test.Sensitive RBC and somatic and ES antigens were added to IHA and 
blended to evaluate haemagglutination response. RESULTS: The sensitivity and specificity 
of LAT using excretory secretory and somatic antigens were 84%,97/6%,96% and 97/6% 
respectively. While the sensitivity and specificity in IHA using excretory secretory and 
somatic antigens were respectively 60%, 92/9%,92% and 66/7%. CONCLUSIONS: From 
the results of the present study, the LAT had the highest sensitivity and specificity, which 
recommends it being considered as a rapid diagnostic technique for sheep dicrocoeliosis.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Sensitivity and specifity of LAT method in sheep dicrocoeliosis diagnosis.

Table 2. Sensitivity and specifity of IHAmethod in sheep dicrocoeliosis diagnosis.

Figure 1. Reading of LAT method for diagnosis of sheep dicrocoeliosis.

Figure 2. Reading of IHA method for diagnosis of sheep dicrocoeliosis.
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