
  دومین همایش ملی زیست شناسی سلولی و مولکولی
  1386بهمن  10و  9کرمان، 

  

 ٢

19  
هاي سرمی در گوسفندان آلوده به دیکروسلیوم  بادي بررسی آنتیطراحی روش الایزاي غیرمستقیم براي 

  دندریتیکم
  1، دکتر نقیبی ابوالقاسم2پور محسن ، دکتر  نعیمی 1هاشمی تبار غلامرضادکتر 
  .مشهد دانشگاه فردوسیدانشیار گروه پاتوبیولوژي دانشکده دامپزشکی  -1

  .دانشجوي دکترا بیوتکنولوژي دانشکده دامپزشکی دانشگاه فردوسی مشهد - 2
  

  چکیده
بسیار بالایی برخوردار اسـت تـا    2ویژگیو  1این روش از حساسیت .باشد می در جهان براي تشخیص بیماریها تحقیقاتی -ترین روشهاي آزمایشگاهیبهامروزه الایزا بعنوان یکی از 

ها و انگلهاي پروتوزوا و متازوآ گرفته تا شناسایی مقادیر بسیار کم یهاي مختلف علوم حیاتی از شناسایی و تشخیص ویروسها، باکتر  روش اصلی در زمینه الایزا ناکنو  بدانجا که هم
مورد  انیزا جهت تشخیص دیکروسلیوم  دندریتیکم درگوسفنداندازي کیت الا دراین مطالعه تهیه وراه. باشد هورمونها و مولکولهاي حیاتی در پزشکی بالینی و آزمونهاي تحقیقاتی می

همچنین تعداد . در بازرسی لاشه در کشتارگاه به اثبات رسیده بود، جمع آوري شدآلودگی آنها آلوده به دیکروسلیوم  دندریتیکم که  اننمونه سرم گوسفند 50تعداد  .ارزیابی قرار گرفت
 هاي سرمی با روش الایزا نمونه  .آوري شد جمع ،دیکروسلیوم در کبد  دیده نشد وجود در بازرسی لاشه علائمی از کهماهه  3تا 2از بره هاي نمونه سرم غیرآلوده به دیکروسلیوم   11

لـوده بـه دیکروسـلیوم  دنـدریتیکم،     آ منمونه سر 50تعداد  ازنتایج بدست آمده نشان داد که . مورد آزمایش قرار گرفتندهاي ترشحی و سوماتیک  ژن استفاده از آنتی غیرمستقیم و با
حساسیت و  با توجه به نتایج بدست آمده،. نمونه واجد جذب نوري منفی واقعی بودند 9نمونه سرمی منفی تعداد  11همچنین در . نمونه واجد جذب نوري مثبت واقعی بودند 46تعداد

در گوسفندان آلوده به ایـن انگـل    دیکروسلیوم  دندریتیکمک قابل اعتماد براي تشخیص عفونت با بود که نشان داد تست الایزا یک تکنی% 81و% 92ویژگی در این تست بترتیب 
  .باشد می

  م دندریتیک هاي ترشحی و سوماتیک، دیکروسلیوم ژن آنتیالایزا،: کلمات کلیدي
  مقدمه

و میزان آلودگی با توجه به آب و هـواي منطقـه و میزبانهـاي واسـط     ) یاروپا،آسیا، آمریکا وآفریقاي شمال( انتشار جهانی داشته ،کمیریتددیکروسلیوم دنآلودگی به 
 باشد دیکروسلیوم یکی از ترماتودهاي کبدي شایع حیوانات در ایران می. درصدگزارش شده است 6/63میزان آلودگی تا ) اسپانیا(در مناطقی از اروپا . باشد متفاوت می

کاهش  باعث سیروز کبدي پیشرونده وکم یریتددامها به دیکروسلیوم دن مزمن لودگیآ ).3(مختلف وارد می نماید و سالیانه خسارتهاي اقتصادي فراوانی به کشورهاي
  ).3(کند که خسارت مالی زیادي وارد می لوده ضبط و معدوم می شودآهمچنین تعداد زیادي کبد  .شود می) پشم ،شیر(دامی تولیدات 

از آنجا که تعداد تخم در مدفوع نسبتا کم میباشد، بنابراین امکان تشخیص . گیرد ه اي کوچک در مدفوع انجام میتشخیص در دامهاي زنده با مشاهده تخمهاي قهو
توان از خسارات وارده جلـوگیري   با تکوین تست الایزا و تشخیص زود هنگام آلودگی و درمان به موقع می. آلودگی با شدت کم مشکل و یا امکان پذیر نمی باشد

با دقت و کارایی بالایی  در مدت زمان کم که گیردمیبه عنوان روش مناسب جهت مطالعات اپیدمیولوژیک تشخیصی مورد استفاده قرار روش الایزا همچنین . نمود
  ).2(دهدتعداد زیادي نمونه را مورد آزمایش قرار میتوان 

  مواد و روش کار
   )فسفات بافرسالین( PBSقراردادن در داخل ، مجداکردن کرمهاي بالغ دیکروسلیوم از کبدهاي  آلوده به دیکروسلیو

، سونیکت کردن در مجاورت یخ در دسـتگاه سـونیکاتور   ،هموژن کردن توسط دستگاه هموژنایزر ، PBSشستشو با چندین بار ،به مدت یک ساعت در دماي اتاق
 -20و ذخیـره سـازي در    ها محاسبه غلظت پروتئین، اشت مایع رویی دقیقه و برد 30به مدت  rpm10000سانتریفوژ با دور ، اضافه کردن ممانعت کننده پروتئاز

  ).1(درجه
غنـی شـده بـا     PBSشستشو بـا  ت،  به مدت یک ساع PBSقراردادن در داخل  ،  هاي تازه و بالغ دیکروسلیوم از کبدهاي  آلوده به دیکروسلیوم جداکردن کرم

انکوبـه   ) و جنتامایسین ،L- glutumine -N- acetyl-l- alanineکربنات سدیم  ، بیHepes( شده  غنی RPMI 1640کشت در محیط ، نیجنتامایس
عبور مایع رویی   دقیقه، 30به مدت  rpm10000سانتریفوژ با دور ، اضافه کردن ممانعت کننده پروتئاز، ساعت  48به مدت % Co2 5درجه حاوي  37در دماي 

  ).1(دقیقه و محاسبه غلظت پروتئینها 10به مدت  rpm5000ر سانتریفوژ با دو،  μm22/0ازفیلترهاي با قطر منافذ 
  مراحل الایزا

محلـول در بـافر    آنتی ژناز  μl 100عمل تیتراسیون صورت گرفت سپس دیکروسلیوم  ژن هايبر روي آنتی  : آنتی ژنپوشش دادن کف چاهک هاي الیزا با  ) 1
در یخچال که دماي آن  درجه وسپس 37ساعت در دماي 1بمدت  هک اضافه سپس پلیت الیزارا به هر چا )Coating Buffer PH. 9/6بافر کربنات(پوششی 

C ˚ 4  به کف چاهک انجام شد آنتی ژن هااین کار به منظور اتصال بهتر  . قرار داده شدبود به مدت یک شب.  
بار و هر بار به  5چاهک ها را  شد ویزا از یخچال خارج پلیت الا ،در چاهک ها به مدت یک شب ماند آنتی ژنبعد از اینکه  :شستشوي چاهک ها با بافر شستشو )2

    .شستشو داده شد به صورت دستی )PBST 20توئین % 05/0بافر فسفات سالین به همراه( دقیقه با بافر شستشو 5مدت 
به چاهک هـا  ) درصد 05/0فر سالین به همراه توئین درصد شیر بدون چربی محلول در فسفات با5(ازبافربلوکینگ  200μl در این مرحله: مرحله بلوك کردن) 3

  .درجه سانتیگراد انکوبه شد 37ساعت در دماي 1اضافه شد و بمدت 
به هر چاهک اضافه شد و بمدت  100μlرقیق کرده و به مقدار PBSTدر محلول  100/1و20/1،50/1سرم هاي مورد نظر را به نسبتهاي  : اضافه کردن سرم) 4
اضافه کردن سرم بره هاي (چاهک به عنوان کنترل منفی 4، )فاقد سرم(در هر پلیت دو چاهک به عنوان بلانک . درجه سانتیگراد انکوبه شد 37ساعت در دماي 1

                                                
1 Sensitivity 
2 Specificity 
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بازرسی اضافه کردن سرم گوسفندان به شدت آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم وعدم آلودگی با سایر انگل ها در (چاهک به عنوان کنترل مثبت 4، )زیر یک هفته
  .و هر نمونه سرمی دردو چاهک ریخته شد) کبدهاي گوسفندان آلوده به دیکروسلیوم دندریتیکوم 

  .مانند مرحله شتشوي قبلی عمل شد: مرحله شستشو) 5
بطوریکه هر ( هک اضافه شدبه هر چا 100μlرقیق شد و به مقدار  5000/1و  2000/1، 1000/1آنتی بادي ثانویه به نسبتهاي : اضافه کردن آنتی بادي ثانویه) 6

  .درجه سانتیگراد انکوبه شد 37ساعت در دماي 1و بمدت ) رقت جداگانه مورد بررسی قرار گرفت
  .مانند مرحله شتشوي قبلی عمل شد: مرحله شستشو)  7
 20هک اضافه گردید سپس بمـدت  می باشد به هر چاTMB/H2O2 محلول سوبسترا کروموژن  که حاوي   100μlمقدار : اضافه کردن سوبسترا کروموژن) 8

  .دقیقه در دماي اتاق در تاریکی قرار داده شد
  .نرمال می باشد به هر چاهک اضافه گردید1اسید سولفوریک محلول متوقف کننده که حاوي   100μlمقدار : اضافه کردن محلول متوقف کننده) 9

  . نانومتر قرائت گردید 450پلیت ها بلافاصله در جذب نوري  پس از متوقف شدن آزمایش،: خواندن جذب نوري توسط الایزا ریدر) 10
  نتایج و بحث

نمونه خون  50در. بدست آمد 5000/1و رقت کنژوکه  20/1رقت سرمی  ، ml /μl4)پیکري و سوماتیک( بهترین نتایج در توسعه و تکوین کیت با غلظت آنتی ژنی
و  576/1ژنهاي سوماتیک  محاسبه شده براي آنتی point Cut off.دبوعدد منفی 4ا مثبت ارزیابی شد و عدد از سرمها در آزمایش الایز 46به دیکروسلیوم  آلوده

از بین . بود% 81و% 92حساسیت و ویژگی تست بترتیب  .ژن ترشحی بیشتر است نشان داد میزان حساسیت و ویژگی آنتیکه  بود 1.658ژنهاي ترشحی  براي آنتی
به علت اینکه بطور همزمان ودر مدت کمی می تواند تعداد بسیار زیادي از نمونه را مورد آزمایش قرار دهد و از حساسیت بالایی در روشهاي سرولوژیکی روش الایزا 

 يحساسیت و ویژگی آزمایش الایزا   Sanchez-Andradeمطالعهدر . تشخیص زود هنگام بیماري برخوردار است، بیشتر مورد مطالعه قرارگرفته است
بر  ).4(برآورد شده است ولی ویژگی تست پایین بود % 86و همکاران حساسیت تست نیز  Samisimsek در مطالعه). 5( بود% 93و % 86بترتیب غیرمستقیم 

  .)5،4،1(باشد طبق تعداد زیادي از مطالعات الایزا یک تست موثر و دقیق در تشخیص زود هنگام دیکروسیلیوزیس می
  
  
  
  

  
  
  آمده با روش الایزا غیرمستقیم بدست OD  : 1شکل                                                مثبت واقعی، منفی واقعی، مثبت کاذب، منفی کاذبمقادیر : 2شکل          
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Development of an indirect ELISA to survey Serum antibodies to Dicrocoelium dendriticum in sheep 
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At the present time, ELISA is one of the best methods for detection of diseases in the world. This method has high specificity and 
sensitivity and at the moment is the main method for detection of viruses, bacteria and protozoa. Also by this method it is possible to 
detect a less amount of hormones and so on. In the present study, ELISA kit has been developed to diagnosis infected sheep with 
Dicrocoelium dendriticum. Sera were collected from 50 infected sheep with Dicroceliosis proven by inspection of Dicrocoelium. 
dendriticum in livers of the sheep slaughtered in abattoir of Mashhad. Also 11 sera were taken from three month years old healthy lambs 
which were not infected with Dicrocoelium. dendriticum. Sera were tested with indirect ELISA, in which somatic and excretory-secretory 
proteins form Dicrocoelium. dendriticum were used as antigen. The result showed that from 50 sera samples, 46 samples were positive 
absorbance. Also from 11 healthy samples, 9 of them showed negative absorbance value. The sensitivity and specificity of test were %92 
and %81 respectively. It is concluded that ELISA test is an authentic test for diagnosis of infected sheep with Dicrocoelium. dendriticum. 
Keywords: ELISA, somatic and excretory-secretory antigens, Dicrocoelium. Dendriticum. 
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