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چكيده:

دكيروسليوم و فاسيولا از جمله ترماتودهاي شايع در مجاري صفراوي كبد ميزبانهاي مختلف مانند گاو، گاوميش، شتر، گوسفند و بز ميباشد. وجود 

اين انگل در كبد ميزبانهاي نهايي باعث بيماريزايي شده و در اثر تجمع انگل و تخم آن، مجاري صفراوي متسع شده و جدار آنها تيره رنگ مي شود. 

فناوريهاي جديد در زمينه بيولوژي مولكولي باعث ايجاد تغييرات اساسي در مطالعات كلاسيك و تشخيص نوع انگلها شده است. كيي از اين روشها، 

تشخيص پروتئين سوماتيك انگل به وسيله آزمون PAGE-SDS )سديم دو دسيل سولفات ژل الكترو فورزيس( ميباشد. نتايج اين تحقيق نشان ميدهد 

كه باندهاي پروتئيني دكيروسليوم دندريتكيوم در گسترهي 14/4 تا 116 يكلو دالتون و تعداد آنها 15 باند ميباشد. باندهاي پروتئيني فاسيولا هپاتكيا در 

گسترهي 18 تا 63 يكلو دالتون بوده و شامل 7 باند ميباشد درحالي كه فاسيولا ژيگانتكيا در همين گستره داراي 9 باند است. با استفاده از نتايج اين تحقيق 

ميتوان روش جديدي براي تشخيص تفريقي و پاراكلينكيي اين ترماتودها معرفي كرد.

.PAGE-SDS ،واژه هاي كليدي:  تشخيص پارايكلينكيي، فاسيوليازيس،  دكيروسليازيس، الگوهاي پروتئيني
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Dicrocoelium and Fasciola are hepatic duct parasites of different animals that are reported from cattle, buffalo, 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

range is 9 bands. 

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

Fascioliasis and Dicrocoeliasis.
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مقدمه:
مجراي  در  شايع  ترماتودهاي  از  فاسيولا  و  دكيروسليوم 
صفراوي ميباشند كه از حيوانات مختلف مانند گاو، گاوميش، 
اند.  شده  جدا  گراز  وحشي،  خرگوش  الاغ،  گوسفند،  شتر، 
و  صفراوي  مجاري  تورم  شامل  كبد  در  شده  ايجاد  تغييرات 
طولاني،  و  شديد  آلودگي  در  است.  كبد  پارانشيم  تخريب 
فيبروز شديد مجراي صفراوي، سفت شدن و عضلاني شدن، 
چرويكده و اسكلروزه شدن كبد و لبه‌هاي آن ديده ميشود )1(. 
ساير علايم شامل آنمي، ادم، لاغري، در موارد پيشرفته سيروز، 

انبساط مجراي صفراوي و تزايد سلولي مي باشد )9(. 
با  انگلها  خصوص  در  انسان  نگراني  گذشته  سالهاي  در 
يافتن  و  بيماريزايي  شيوع،  ميزان  تعيين  و  كلاسيك  مطالعات 
داروهاي مناسب براي درمان آنها مرتفع ميشد، ولي پيشرفت 
بيولوژي  زمينه  در  ويژه  به  اخير  دهه  چند  در  تكنولوژي 
مولكولي باعث تغييرات اساسي در تصور كلاسيك از هر انگل 
ايمني و  ميان، تشخيصهاي سرولوژكيي  اين  در  است.  شده 
زايي از اهميت خاصي برخوردار است. به منظور دستيابي به 
اين تكنكيها، ابتدا بايد گسترهي الگوهاي پروتئيني هر انگل و 
تفاوتهاي آنها تعيين گردد. در اين تحقيق، الگوهاي پروتئيني 
روش  از  استفاده  با  دكيروسليوم  و  فاسيولا  گونهي  دو  بدني 
الكتروفورزيس  سديم دو دسيل سولفات پلي اكريل آميد ژل 

)PAGE-SDS( تعيين و با كيديگر مقايسه شده است.

مواد و روش كار:
و بدني  مواد دفعي، ترشحي  انگل مانند  بخشهاي مختلف 
ميتوانند داراي پادگنهاي تشخيصي يا ايمنيزا باشند. پروتئين
ها به عنوان آنزيمهاي درون سلولي مطرح هستند و همچنين 
به  كه  پروتئينهايي  است.  پروتئيني  هورمونها  تمامي  ساختمان 
به  نشوند،  شناخته  بدن  سلولهاي  هاي سطحي  گيرنده  وسيله 
عنوان  به  و  گرفته  قرار  شناسايي  مورد  ايمني  سيستم  وسيله 
يك پادگن محسوب ميشوند. روشهاي مختلفي براي شناسايي 
پروتئينها وجود دارد، اما بهترين و راحتترين آنها الكتروفورز با 

ژل پلي آكريل آميد است )2(.

تهيه پادگن بدني: طي چندين نوبت بررسي كشتارگاهي، 
بز  و  گوسفند  گاو،  نظير  مختلف  ميزبانهاي  از  آلوده  كبدهاي 
نگهدارنده  ظروف  در  و  يخ  كنار  در  سرعت  به  و  شده  تهيه 
به آزمايشگاه انتقال يافت. بعد از تكه تكه كردن و شستشوي 
بدني  پادگن  تهيه  براي  و  جمعآوري  بالغ  ترماتودهاي  كامل، 
كار  در روش  تغييراتي  )6( ضمن  فارل و همكاران  از روش 
استفاده شد. براي دفع مواد زايد، ترماتودهاي بالغ مربوط به هر 
ميزبان به طور جداگانه 4-3 بار در فسفات بافرسالين )PBS( با 
اسيديته 7/4 مورد شستشو قرار گرفت و به طور كامل هموژنيزه 
شدند. محلول حاصل به مدت 30 دقيقه در G 12/000 و در 
دماي 4 درجه سانتيگراد سانتريفوژ شد و مايع دروني حاصل 
استفاده  تا زمان  براد فورد )5(  به روش  تعيين غلظت  از  بعد 
در ويالهاي مخصوصي در حجم 100 مكيروليتر و در برودت 

70- درجه سانتيگراد به عنوان پادگن بدني نگهداري شدند.

دسيل  دو  سديم  روش  از  الكتروفورتيك:  الگوي  تعيين 
 )PAGE-SDS( سولفات پلي اكريل آميد ژل الكتروفورزيس
براساس روش لاملي )8( استفاده شد. نمونهها به نسبت 1 به 
2 با بافر اختصاصي مخلوط شدند و بعد از حرارت دادن، 30 
مكيروليتر از محلول بدست آمده به هر چاهك انتقال يافت و 
چاهك نشاندار با وزن مولكولي مشخص به ميزان 7 مكيروليتر 

مورد استفاده قرار گرفت.
الكتروفورز به مدت 90 دقيقه با ولتاژ 110 ولت انجام شد. 
پس از پايان آزمايش، ژلها با كوماسي بلو رنگ آميزي شده و 
از محلول رنگبر  باندهاي پروتئين  براي آشكار شدن  انتها  در 

)اسيد استيك گلاسيال و متانول( استفاده شد.

نتايج:
مقايسه الگوي باندهاي پروتئيني دكيروسليوم دندريتكيوم در 
ميزبانهاي گاو، گوسفند و بز در )شكل 1( و همچنين گستره 
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 )2 )شكل  در  ژيگانتكيا  و  هپاتكيا  فاسيولا  پروتئيني  باندهاي 
نشان داده شده است. همانطور كه در شكلها مشاهده ميشود، 
باندهاي پروتئيني مشخص شده در دكيروسليوم دندريتكيوم در 
گسترهي 14/4 تا 116 يكلو دالتون، و تعداد آنها بين 16 تا 18 

عدد مي‌باشد. 

در  فاسيولاهپاتكيا  در  شده  مشخص  پروتئيني  باندهاي 
گسترهي 18 تا 63 يكلو دالتون و شامل 7 باند ميباشد. همچنين 
باندهاي پروتئيني در فاسيولا ژيگانتكيا در گسترهي 18 تا 68 

يكلو دالتون و شامل 9 باند ميباشد. 

شكل 1- گستره باندهای پروتئينی دكيروسليوم دندريتكيوم.
M = Marker

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

شكل 2- گستره باندهای پروتئينی فاسيولا هپاتكيا و ژيگانتكيا. 

بحث:
تريكبات دفعي ترشحي و همچنين ساختار بدني انگلها مي
باشند.  مطرح  ايمنيزا  و  تشخيصي  پادگنهاي  عنوان  به  توانند 
واكسن،  توليد  راستاي  در  ميتواند  كرمها  پادگنهاي  شناسايي 
و  ايمونوپاتولوژيك  فرايندهاي  تحليل  و  تجزيه  تشخيص، 

مطالعه كمي، يكفي پاسخهاي ايمني در آلودگيهاي مربوطه مورد 
استفاده قرار گيرد.

ترماتودهاي   )11( همكاران  و  رولينسون  اعتقاد  براساس 
هم شكل ميتوانند چهرههاي متفاوتي از بيماريزايي، توليدمثل، 
ايمنيزايي و حساسيت در برابر درمان را از خود نشان دهند، 
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لذا ميبايستي فرايند و توليدات مختلف درون سلولي و برون 
سلولي انگل تحت ارزيابي قرار گيرد.

صورت   )4( مؤذني  محمد  توسط  كه  ديگري  تحقيق  در 
گرفته، وجود يا عدم تشابه بين آنتيژنهاي خام دفعي ـ ترشحي 
بررسي شده و  اليزا  آزمايش  با  فاسيولا  و سوماتيك دو گونه 
با آنتي سرم گونه ديگر  آنتيژنهاي هرگونه  نتايج نشان داد كه 
واكنش قوي نشان ميدهد ولي با وجود تشابه بين بسياري از 
مواد آنتي ژنيك دو گونه، برخي از اين مواد با كيديگر متفاوتند 
به  مبتلا  بيماران  تفريقي  تشخيص  در  ميتواند  تفاوتها  اين  كه 
اين انگلها از ساير ترماتودها به كار رود. در تحقيقات مشابه 
كه توسط ركني و همكاران )10( انجام شد، پروتئين 27 يكلو 

دالتوني به عنوان آنتي ژن در تشخيص فاسيولوز انساني به كار 
رفته است.

همچنين در پژوهشي ديگر، پروتئين سبك 8 يكلو دالتوني 
تغليظ  سولفات  سديم  دسيل  دو  ژل  الكتروفورز  وسيله  به 
شده و در تشخيص فاسيولوز انساني به كار ميرود كه با ساير 

ترماتودهاي انساني واكنش متقاطع ندارد )7(.
همانطور كه از اين تحقيقات بر ميآيد، تشخيص سرولوژيك 
دكيروسليوم و فاسيولا بسيار اختصاصي و بر پايه تعيين الگوي 
در  ميتواند  تحقيق  اين  نتايج  لذا  ميباشد.  انگلها  اين  پروتئين 
كننده  تعيين  و  موثر  بسيار  هدفي  چنين  به  رسيدن  راستاي 

باشد.
باندهاي پروتئيني در فاسيولا هپاتكيا و ژيگانتكيا به ترتيب 
ولي  ميباشد  دالتون  يكلو   68 تا   18 گسترهي  در  باند   9 و   7
دندريتكيوم  دكيروسليوم  در  شده  تعيين  پروتئيني  باندهاي 
كه  ميباشد  دالتون  يكلو  تا 116  باند و در گسترهي 14/4   15
اختصاصي  در تشخيص  ميتواند  پروتئيني  باندهاي  در  تفاوت 

سرولوژيك اين انگلها مؤثر باشد )3(.
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