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بـا اسـتفاده از    انسـانی  هیداتیـدوزیس  تشـخیص  يبـرا  هیداتیـد  کیست مایع B و هاي اصلی ژن آنتی رزیابیا منظور به مطالعه نیا .گردد یم
  .شد انجام (Dot ELISA) اي نقطه الایزا و (ELISA) الایزا ،)CIEP( روفورزکانترایمنوالکتهاي  روش

 مـایع  .گردیـد  آوري جمـع  واناتیح هیداتید کیست به آلوده کبدهاي و کیست مایع یشگاهیآزما توصیفی مطالعه نیا در : بررسی روش
هاي اصلی و  ژن حساسیت و ویژگی آنتی .دیگرد آماده یظتغل براي دار یخچال سانتریفیوژ از استفاده با آن رسوب و شد صاف و تخلیه کیست

B 60 کنتـرل  سرم 35 و )توکسوکاریازیس سرم نمونه 20 فاسیولیازیس، سرم نمونه 35( کرمی هاي انگل نمونه 55 ،هیداتیدوزیس سرم نمونه 
  .تعیین گردید اي نقطه الایزا و یزاالا کانترایمنوالکتروفورز،هاي  با استفاده از روش آزمایش مورد منفی

 حاصل دوم کیپ هک بود درصد 7/86 حساسیت درصد،9/68 ویژگی با کانترایمنوالکتروفورز روش با هیداتید مایع خام ژن آنتی : ها یافته
 کـانترایمنوالکتروفورز،  روش بـا  B ژن آنتـی  .دادنـد  نشـان  را درصد3/83 حساسیت و درصد2/82 ویژگی خام ژن آنتی با فیلتراسیون ژل از

 درصد3/93 حساسیت و درصد7/76 ویژگی هیداتید، مایع خام ژن آنتی با الایزا روش در .داشت درصد3/83 حساسیت و درصد8/87 یویژگ
 الایزا آزمایش در .بود برخوردار ویژگی بالاترین از درصد3/88 حساسیت و درصد7/96 ویژگی داراي الایزا روش با B ژن آنتی محلول .بود
 روش بـا  B ژن آنتـی  و داد نشـان  را درصد100 حساسیت و درصد3/83 ویژگی هیداتید مایع خام ژن آنتی سرم، 800 به کی ترق با اي نقطه
  .نمود مشخص را درصد3/98 حساسیت و درصد100 ویژگی سرم 800 به کی رقت در اي نقطه الایزا

تـرین روش   مناسـب  ،اي ده از روش الایزا نقطـه با استفا تیحساس و ویژگی بیشترین با سرم 800 به کی رقت با B ژن آنتی : گیري نتیجه
  .است هیداتید کیست آلودگیبراي تشخیص 
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  مقدمه
 حیـوان  و انسـان  بـین  مشترك هاي بیماري جمله از هیداتیدوزیس

 بهداشـتی  و اقتصـادي  هـاي  خسـارت  سالیانه که است جهانی انتشار با
 اسـت  واردکرده ایران جمله از جهان، مختلف کشورهاي به سنگینی

 بـه  توانـد  می و شده محسوب انگل واسط میزبانان جمله از انسان .)1(
 زمـان  از بیماري این .شود مبتلا )هیداتید کیست( انگل لاروي مرحله
 در جـدي  شـکل  بـه  انسـان  بـا  آن نزدیـک  ارتباط و سگ شدن اهلی
 ،)3( آسیا تمامی از تقریباً آن پراکندگی ).2( است بوده مطرح انسان
 و اسـترالیا  از وسـیعی  منـاطق  نیز و آمریکا و آفریقا از اي عمده بخش
  .)4( است شده گزارش اروپا
 اعضـا  سـایر  و کـرده  بیمـاري  ایجاد ریه و کبد در بیشتر انگل این
 سـتند ین امـان  در ابـتلا  خطـر  از نیـز  یرحم ـ يهـا  لوله و تخمدان یحت

 اهمیـت  حائز نیز اقتصادي و دامپزشکی نظر از بیماري اهمیت ).5و1(
  .)6( ستا

 بـه  مربـوط  جهـان  در هیداتیـد  کیسـت  به آلودگی زانیم بالاترین
 منطقـه  ایـن  در کـه  نیز ما کشور و است مدیترانه دریاي حاشیه منطقه
 یمنـاطق  تمـام  در يمـار یب .)3( اسـت  آلـوده  مناطق از یکی دارد قرار
 .اسـت  تی ـرو قابل ؛دارد وجود سگ و انسان نیب کینزد ارتباط که
 نفـر  هـزار  100 هـر  از شـده  آورد بر رانیا در شده مانجا مطالعات در
  .)7(هستند هیداتیدوزیس به مبتلا نفر 1/12 تا کی مارستانیدرب ماریب

 تصـاویر  براساس بیشتر که هیداتیدوزیس بالینی تفسیر و تشخیص
 مشـکلاتی  با ؛شده انجام اسکن تی سی یا و سونوگرافی رادیولوژیک،

 خــاطر بــه نیــز بیمــاري وژیــکپارازیتول تشــخیص .)8( اســت همــراه
 هــاي روش .اســت غیــرممکن تقریبــاً هــا کیســت بــافتی اســتقرار
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 اي ویـژه  اعتبـار  و اهمیـت  از هیداتیدوزیس تشخیص در سرولوژیک
 قبیـل  از سـرولوژیک  رایـج  آزمایشـات  اکثـر  تقریباً .)9( برخوردارند
ــوت تســت ــل ثب ــ ،)CFT( مکم ــتقیغ ونیهماگلوتاس  ،)IHA( میرمس

 ،)IEP( منوالکتروفـــــــورزیا ،)LA( ونیســـــــنایآگلوت لاتکــــــس 
 (Counter Immunoelectrophoresis: CIEP) کانترایمنوالکتروفورز

 هیداتیـدوزیس  تشـخیص  براي امروز به تا آغاز از )ELISA( زایالا و
 يزای ـالا آزمـایش  ،ELISA بـر  عـلاوه  نیهمچن ـ.)10( انـد  کاررفتـه  هب

 تشـخیص  عرصـه  وارد جدي صورت به نیز )DOT ELISA( يا نقطه
  .)7( است شده هیداتیدوزیس سرولوژیک
 بـوده  همـراه  متفـاوتی  نتایج با ها ژن آنتی این سرولوژیک ارزیابی
 بسـتگی  ژن آنتی خلوص و ماهیت به تنها نه ها تفاوت این .)10( است
 مـورد  بیمـاران  جمعیت هاي ویژگی تفاوت به مواردي در بلکه ؛دارد
 هـا  تست گونه این که دارد ضرورت لذا .)7( است مربوط نیز مطالعه
 ارزیـابی  بـومی،  هـاي  ژن آنتی بر تکیه با مختلف مناطق و کشورها در

 امکانـات  بـر  تکیـه  بـا  کـدام  هر تشخیصی ارزش و کارایی تا گردند
  .گردند مشخص موجود

مایع کیسـت   Bهاي اصلی و  ژن این مطالعه به منظور ارزیابی آنتی
هـاي   ی با استفاده از روشهیداتید براي تشخیص هیداتیدوزیس انسان

ــانترایمنوالکتروفورز  ــزا)CIEP(ک ــه  (ELISA) ، الای ــزا نقط اي  و الای
(Dot ELISA) انجام شد.  
  بررسی روش
 هـاي  نوبت در کیست مایع تهیه يبرا یشگاهیآزما مطالعه نیا در
 بـه  آلـوده  کبـدهاي  و مراجعـه  تهـران  بزرگ هاي کشتارگاه به متعدد
  .گردید آوري جمع 1390-91 يها لسا یط هیداتید کیست
 تهیـه  بـه  اقـدام  خـام  و شـده  خـالص  هـاي  ژن آنتـی  ارزیـابی  براي
 يهـا  مارستانیب به نیمراجع از آلوده یانسان سرم .شد انسانی هاي سرم
 نیب ـ از سـالم  یانسـان  سـرم  و رانی ـا یپزشـک  علـوم  دانشگاه به وابسته
 هی ـته رانی ـا یپزشـک  علـوم  دانشـگاه  داوطلب انیدانشجو و همکاران
  .دیگرد

 .شـد  افـت یدر هیداتیـد  کیسـت  بـه  مبتلا بیماران از سرم مورد 60
 یـا  و شناسـی  انگل آزمایش با جراحی عمل از بعد مارانیب نیا يابتلا
 بیمـاران  از سـرم  مـورد  20 .بـود  رسـیده   اثبـات  به ضایعه شناسی بافت
 يبـرا  فاسـیولا  بـه  مبـتلا  بیمـاران  از مـورد  35 و توکسـوکارا  بـه  مبتلا
 ایـن  یهمگ .شدند تهیه غیراختصاصی و متقاطع هاي واکنش بیارزیا
 مثبت واکنش IFA آزمایش در خود به مربوط هاي ژن آنتی با ها سرم
 و )معـالج  پزشکان نظر براساس( بالینی نظر از و بودند هداد نشان قوي
 افـراد  از سـرم  مورد 35 .بود شده یقطع بیماري وجود شناسی انگل یا
  .دگردی آوري جمع کنترل و منفی سرم وانعن به طبیعی و سالم
 کوچـک  هاي ویال در تهیه از بعد بلافاصله مذکور هاي سرم مهه
  .شد ينگهدار گراد سانتی هدرج 80 یمنف دماي در و تقسیم

 دانشـــکده هآزمایشـــگا در آب جریـــان زیـــر آلـــوده يکبـــدها
 هـا  کیسـت  مـایع  و شد ستهش رانیا یپزشک علوم دانشگاه یراپزشکیپ

 ظـروف  در و آسـپیره  احتیـاط  بـا  مصـرف  یکبـار  هـاي  رنگس توسط
 بـه  را هیداتیـد  مـایع  ابتـدا  ).11( دی ـگرد آوري جمـع  شکل مخروطی
 از بعـد  .میسـانتریفوژکرد  g×1000 نیـروي  اعمـال  بـا  دقیقه 20 مدت
 در و آوري جمـع  لیاسـتر  ظـروف  در شـفاف  مـایع  رسوبات، حذف
  ).12( شد ينگهدار گراد سانتی درجه 4 يدما با خچالی

 تکـان  بـا  همـراه  سرد اتر و دکانتور از استفاده با ابتدا هیداتید مایع
 و سـاعت  3 مـدت  بـه  ثابـت  هی ـپا يرو قـراردادن  و مکـرر  يها دادن
 خـروج  و یچرب ـ بـدون  دی ـداتیه عیما فاز و یچرب اتر، فاز دو لیتشک
 در شـب  یـک  مـدت  بـه  سپس .)12( دیگرد لپیدزدایی دیداتیه عیما

 و )13( دی ـگرد دیـالیز  مقطر آب مقابل در گراد سانتی درجه 4 دماي
 مناسـبی  هـاي  ویـال  در را حاصل يپودرها و مینمود زهیلیوفیل را آنها
ــه آن از و کــرده آوري جمــع ــوان ب ــایع خــام ژن آنتــی عن  هیداتیــد م

(CHFAg) برادفـورد  روش با ها نمونه پروتئین میزان .مینمود استفاده 
 ژل کرومـاتوگرافی  روش بـه  ژن آنتـی  اولیـه  وجداسازي يریگ اندازه

  .)14( شد انجام فیلتراسیون
 گـرم  میلـی  8 غلظـت  با خام هیداتید مایع نمونه لیتر میلی 10 مقدار

 6/2×100 ابعــاد بــا کرومــاتوگرافی اي شیشــه ســتون در لیتــر میلــی بــر
 يگـذار  نمونـه  G200 سـفادکس  ژل سـطح  در آرامـی  بـه  متـر  سانتی
 و منحنـی  رسـم  از پـس  و مینمود يآور جمع را آن اجزا .)4( دیگرد

 از عبـور  از بعـد  پیـک  هـر  اجـزاي  حاصـله،  هاي پیک شدن مشخص
 مقـدار  بـه  آزایـد  سـدیم  افـزودن  و میکـرون  2/0 پـور  میلـی  هاي فیلتر

 80 یمنف ـ دماي در استریل لیتري میلی کی هاي ویال در ،درصد02/0
  .شدند  نگهداري گراد سانتی درجه
ــه : B (AgB) ژن آنتــی يســاز خــالص و تهیــه ــوان ب  از یکــی عن
 يبـرا  )15( ولی ـاور روش براسـاس  دی ـداتیه عیما یاصل يها ژن یآنت

 د،ی ـداتیه ستیک عیما خام ژن یآنت از یناش مشکلات کردن برطرف
 عیمـا  یانگل ـ يهـا  ژن یآنت ـ ینسـب  يسـاز  خـالص  يبرا يا ساده روش
ــداتیه ــداع دی ــ دو آن در کــه هشــد اب ــا عمــده ژن یآنت   ،ســتیک عیم

 رفتـه  کـار  هب ـ یکیمنولـوژ یا يها روش يبرا B فراکشن و A فراکشن
 بـا  همـراه  ئنیپـروت  و دی ـپیل برابـر  نسـبت  يدارا ها ژن یآنت نیا .هستند
 بـه  قـادر  و مقـاوم  حـرارت  بـه  آن B ژن یآنت ـ که هستند قند يمقدار
 کیمنولوژیا يرواحدهایز يدارا نیهمچن .است جوش يدما تحمل
 و کیمنولوژیا داًیشد B ژن یآنت تیونی ساب نیتر کوچک که است
ــ از ــالا تیاختصاصـ ــوردار ییبـ ــد .اســـت برخـ ــ از بعـ ــدیفرا یطـ  نـ

 در شـب  یـک  مـدت  بـه  را دی ـداتیه سـت یک عیمـا  ابتدا يساز خالص
 گـراد  سـانتی  درجه 4 دماي در =5pH مولار 005/0 استات بافر مقابل
ــا ســپس .مینمــود دیــالیز  درجــه 100( جــوش حــرارت از اســتفاده ب
  میـزان  بـه  تقریبـاً  .)4( شـدند  جـدا  B گـروه  هاي ژن یآنت )گراد سانتی
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 و دیالیز از بعد که شد حاصل نسبی خلوص با B ژن آنتی گرم میلی 3
 قـرار  اسـتفاده  مـورد  B ژن آنتـی  عنوان به مناسب هاي ویال در تقسیم
 آکریــل پلــی کــارگیري بــه و الکتروفــورز از اســتفاده بــا کــه گرفــت
ــدژل ــورز آمی -SDS ســولفات دودســیل ســدیم حضــور در الکتروف

PAGE ــوع دو مجمــوع در .شــد انجــام درصــد13 ژل در  ژن آنتــی ن
  .دیگرد ارزیابی B گروه يها ژن یآنت و خام ژن یآنت شامل حاصله

 .)16( شـد  انجام کانترایمنوالکتروفورز  روش با ها ژن آنتی ارزیابی
 سـرم  مختلف هاي رقت و ژن آنتی مختلف هاي غلظت روي آزمایش
  .)13( دیگرد ثبت آن جینتا آمدکه ملع هب انسان
 سـولفات  دودسـیل  روش از ها پروتئین مولکولی وزن تعیین يبرا
 ).16( شـد  اسـتفاده  )SDS PAGE( الکتروفـورز  ژل آمید آکریل پلی
 روش بـا  هیداتیـد  عیمـا  Bهـاي  ژن وآنتـی  خـام   ژن آنتی مرحله نیا در

SDS-PAGE کـدام  هـر  بـه  مربوط جینتا و گرفتند قرار مطالعه مورد 
  .دیگرد سهیمقا و ثبت
 و خـام  هـاي  ژن آنتـی  تیتراسـیون  و تشـخیص  براي الایزا روش از
  .)17( شد استفاده هیداتید مایع يساز خالص
 مـایع  شـده  خـالص  و خـام  هـاي  ژن آنتـی  از تریکرولیم 100 مقدار
 در میکروگـرم  5 تـا  کی ـ مناسـب  غلظـت  با جداگانه طور به هیداتید
 هـر  بـه  =pH 6/9 و مـولار  1/0 کربنـات  یب ـ ناتکرب بافر در لیتر میلی
  دمـاي  در شـب  کی ـ مـدت  بـه  و دی ـگرد اضافه کروپلیتیم چاهک

 يگــاو ســرم نیآلبــوم از .)18( شــدند آمــاده گــراد یســانت درجــه 4
)BSA( در درصد 01/0غلظت با PBS  در تـر یکرولیم 200 مقـدار  بـه 
 بـافر  عنـوان  به گراد یسانت درجه 37 در قهیدق 30 مدت به چاهک هر

ــده بلوکــه ــافر( T PBS- از و کنن ــوئین درصــد3/0 حــاوي ب  و 20 ت
4/7pH= ( شد استفاده کننده قیرق بافر عنوان به )19.(  

 هـر  بـه  میکرولیتـر  50 مقـدار  بـه  لازم هاي رقت در موردنظر سرم
ــک ــافه چاه ــس و اض ــک از پ ــاعت ی ــیون س ــرارت در انکوباس  ح
 کونژوگـه  آنگاه .)20( شد تکرار مرتبه سه شستشو عمل آزمایشگاه،

 بـا  شستشـو  مرحلـه  و شـد  اضافه چاهک هر به میکرولیتر 50 مقدار به
 اضـافه  چاهـک  هـر  بـه  دازیپراکس هیدروژن سپس .گرفت انجام بافر
 و آنـزیم  واکـنش  تـا  می ـداد قـرار  تاریـک  محـل  در را ها پلیت و شد

  .دیگرد ظاهر رنگ و گرفت صورت سوبسترا
 اضـافه  نرمـال  8 ولفوریکاسیدس ـ چاهـک  هر به پایانی مرحله در
 اســپکتروفتومتر بــا و متوقــف سوبســترا و آنــزیم واکــنش تــا مینمــود

ــزا دســتگاه مخصــوص ــانومتر، 492 مــوج طــول در و الای  هــر OD ن
ــک ــت چاهـ ــد قرائـ ــه هـــر .گردیـ ــه نمونـ ــبت کـ   NSB بـــه نسـ

(None Specific Binding) و داشـت  بـالاتري  تیتـر  شـاهد  نمونـه  و 
 و مثبـت  نـه نمو عنوان هب ؛بود دستگاه Cut Off از بیشتر آن OD میزان
  .گردید  مشخص علامت با

 بیمـاري  تشـخیص  بـراي  (DOT ELISA) اي نقطـه  الایزا روش از

ــدوزیس ــتفاده هیداتی ــد اس ــدا .ش ــذ ابت ــلولز کاغ ــاد در را نیتروس  ابع
 کاغذ وسط در را ژن آنتی از میکرولیتر 4 و آماده متر سانتی 5/1×5/1

 خشـک  کاملاً تا میداد قرار اطاق حرارت در را آنها سپس .میگذاشت
  )TBST( تـوئن  بـا  تـریس  بـافر  از آزمـایش  مراحـل  کلیه در .دیگرد

(Tris Buffered Saline Pluse Tween) روش در و شــد  اســتفاده 
 رفـت  کار هب پراکسیداز با کونژوگه IgG هیومن آنتی از اي نقطه الایزا
 رسوب سپس .داد رسوب آمونیوم سولفات توسط را انسانی سرم که

 دیـالیز  را حاصـله  محلـول  و میکـرد  حـل  فسـفات  بـافر  در را حاصله
 را محلـول  مـابقی  ).17( شدند جدا آن از سولفات هاي یون تا میکرد
 از را نشـده  جـذب  فراکسیون که میداد عبور DEAE سلولز ستون از

 توســط نــانومتر 280 مــوج طــول در و نمــوده برداشــت ســتون پــایین
 را OD مقـدار  بیشترین که یفراکشن .میخواند تومتراسپکتروف دستگاه
 دمـاي  در سـاعته  2 انکوباسـیون  از پـس  و بود IgG از غنی ؛داد نشان
 را محلـول  .میکرد مخلوط را پراکسیداز و هیومن آنتی محلول اطاق،
 دیـالیز  بـار  چندین PBS بافر برابر در یخچال در ساعت کی مدت به

 هـاي  نمونه از .شد  آماده ترتیب بدین کونژوگه نهایی محلول و کرده
ــرم  ،800/1 ،400/1 ،200/1 ،100/1 هــاي رقــت TNST بــافر بــا س
 و شد ریخته کوچک هاي پلیت در و گردید تهیه 3200/1 و 1600/1

 درون را میبـود  کرده گذاري شماره قبلاً که را نیتروسلولز کاغذهاي
 لولزنیتروس ـ کاغـذ  عـدد  یـک  سرم از رقت هر براي .میریخت ها پلیت
 در روتاتور دستگاه روي بر دقیقه 45 مدت به را ها پلیت .شد استفاده
 سـپس  .می ـداد انجـام  را شستشـو  مراحـل  و میکرد انکوبه اطاق دماي

 ور غوطـه  نیتروسـلولز  هـاي  کاغذ روي بر را شده تهیه تازه سوبستراي
 قـرار  تاریکی در دقیقه 10-20 مدت به اطاق دماي در را آن و نموده
 وجـود  صـورت  در نیتروسلولز، کاغذ روي بر دقیقه 10 از عدب .میداد
 صـورت  به سرم، نمونه در هیداتید کیست هاي ژن ضدآنتی بادي آنتی
 ایجـاد  رنـگ  .گردیـد  مشاهده کاغذ سفید زمینه در زرد رنگ تولید
 ياخبار ارزش ،یژگیو ،تیحساس .)21( است پایدار ها مدت تا شده
  .دیگرد نییتع B ژن آنتی و خام هیداتید مایع یمنف و مثبت

  ها یافته
 بـا  ژنیـک  آنتـی  اجـزاء  تعدادي فیلتراسیون ژل کروماتوگرافی در
 نمـودار ( دآم ـ دسـت  به G200 باسفادکس کروماتوگرافی ژل روش
  ).کی

 پـروتئین،  حـاوي  هیداتیـد  کیسـت  خـام  مـایع  معمـولاً  : خام ژن آنتی
 .سـت ا پروتئینـی  جـزء  23 داراي مجمـوع  در و کربوهیدرات چربی،
 مشـاهده  باعـث  کیسـت  داخـل  بـه  میزبـان  هـاي  پـروتئین  نفوذ قابلیت

ــداري ــومین مقـ ــولین و آلبـ ــایع در گلوبـ ــد مـ ــد  هیداتیـ   در .گردیـ
SDS-PAGE  150 از بــیش تــا 8 از مولکـولی  هــاي وزن بــا بانـدهایی 
ــون ــاهده کیلودالت ــد مش ــور .ش ــوي حض ــرین ق ــد ت ــه در بان  67 ناحی
  .بومین بوددهنده وجود باند آل نشان کیلودالتون
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 روش به هیداتید مایع تفکیک از حاصل هاي پیک : 1 رنمودا
  فیلتراسیون ژل کروماتوگرافی

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

 و خام ژن آنتی با آزمایش مورد هاي سرم واکنش نتایج : 2 نمودار
  (CIEP) کانترایمنوالکتروفورز روش به هیداتید مایع B ژن آنتی

  
 هـاي  وزن بـا  بانـدهایی  SDS-PAGE در : B گـروه  هـاي  ژن آنتی
  .نمود ایجاد 24 و 16 ،12 مولکولی
 قـرار  بررسـی  مورد سرولوژیک هاي روش با حاصله هاي ژن آنتی
 از کـانترایمنوالکتروفورز  روش در هیداتید مایع خام ژن آنتی .گرفت
 مـــورد 52 ،هیداتیـــدوزیس بـــه مبـــتلا بیمـــاران ســـرم 60 مجمـــوع

 مبتلایـان  شامل کنترل افراد سرم 90 مجموع از و مثبت )درصد6/86(
ــه ــیولیازیس، بـ ــوکاریازیس فاسـ ــراد و توکسـ ــالم، افـ ــورد 28 سـ  مـ

 مورد 19 با فاسیولیازیس میان این در .شد کاذب مثبت )درصد1/31(
  .داد نشان خود از را کاذب مثبت دمور بیشترین )درصد2/54(

ــی ــالص B ژن آنتـ ــده خـ ــانترایمنوالکتروفورز روش در شـ  از کـ
 )درصـد 3/83( مـورد  50 ،هیداتیـدوزیس  بـه  مبـتلا  بیمـار  60 مجموع
 )درصـد 2/12( مـورد  11 کنتـرل،  افـراد  سـرم  90 مجمـوع  از و مثبت
  .)2 نمودار( بود کاذب مثبت
 مختلـف  هـاي  پیـک  از اسـتفاده  با کانترایمنوالکتروفورز روش در

 حاصـل  متفـاوتی  نتـایج  هیداتیـد  مـایع  خام ژن آنتی با کروماتوگرافی
  .است آمده کی جدول در که شده
 بـه  اقدام کانترایمنوالکتروفورز، روش حساسیت میزان تعیین يبرا
 هـا،  سـرم  1:128 تـا  1:8 رقت از روش این با .شد دوتایی سریال تهیه
 اجـزا  آزمـایش  ایـن  در اسـتفاده  مـورد  ژن آنتـی  .بـود  مثبت ها جواب
 رسوبی قوس بهترین البته .بود هیداتید کیست B ژن آنتی شده خالص
  .آمد دست هب 1:32 رقت در

 یک هر براي کانترایمنوالکتروفورز آزمایش ویژگی و حساسیت
 قـرار  مقایسه مورد و محاسبه جداگانه طور به مختلف هاي ژن آنتی از

  ).کی جدول( گرفت
 B شـده  خالص ژن آنتی و هیداتید مایع خام ژن آنتی ارزیابی يبرا
 الایـزا  روش بـا  یونفیلتراس ـ ژل کروماتوگرافی از حاصل هاي پیک و

  ).2 جدول( شد حاصل متفاوتی نتایج
 هـاي  رقـت  با B شده خالص ژن آنتی و هیداتید مایع خام ژن آنتی
 .گرفت قرار مقایسه مورد اي نقطه الایزاي روش از استفاده با مختلف
 B ژن آنتی سرم، 800/1 ،هیداتید کیست تشخیص يبرا مناسب رقت
  ).3 جدول( بود درصد3/98 حساسیت و درصد100 ویژگی با

  بحث
 خـام  ژن آنتـی  حساسـیت  که این با حاضر مطالعه جینتا به توجه با
 بـه  مبـتلا  بیمـاران  تشـخیص  در الایـزا،  روش بـا  هیداتید کیست مایع
 متقـاطع  واکنش وجود علت به ولی ؛بود درصد3/93 هیداتید کیست
 توکسـوکاریازیس  و )درصـد 46( فاسـیولیازیس  بـه  مبتلایـان  سـرم  با
 آن کلـی  ویژگـی  و )درصـد 7/5( سـالم  ظـاهر  به افراد و )درصد15(
 .آمـد  دسـت  بـه  درصـد 85 حـداکثر  آزمـایش  اعتبار و )درصد7/76(
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  کانترایمنوالکتروفورز روش از استفاده با مختلف هاي ژن آنتی اخباري ارزش با همراه آزمایش مورد ايه سرم نتایج : 1 جدول

  ژن آنتی نوع

    آزمایش مورد هاي سرم
هیداتیدوزیس 

)60=n(   کنترل)90=n(  حساسیت  
  )درصد(

  ویژگی
  )درصد(

  اعتبار
  )درصد(

  اخباري ارزش
  مثبت

  )درصد(
  منفی

  )درصد(
  مثبت

  )درصد(
  منفی

  )درصد(
  مثبت

  )درصد(
  منفی

  )درصد(
  5/88  65  8/77  9/68  7/86  62  28  8  52  خام هیداتید مایع

 کروماتوگرافی
  فیلتراسیون ژل

P1G 54  6  26  64  90  1/71  5/80  5/67  4/91  
P2G  50  10  16  74  3/83  2/82  7/82  7/75  88  
P3G  49  11  25  65  7/81  2/72  9/76  2/66  5/85  

  B  50  10  11  79  3/83  8/87  5/85  82  8/88 ژن آنتی
 کروماتوگرافی

  فیلتراسیون ژل
P1G  52  8  27  63  7/86  70  3/78  8/65  7/88  
P2G  54  6  18  72  90  80  85  75  1/91  
P3G  53  7  22  68  3/88  5/75  9/81  6/70  6/90  
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 در فقـط  هیداتیـد،  کیسـت  مـایع  خـام  ژن آنتـی  کـارگیري  هب ـ بنابراین
 و نهـایی  تشـخیص  يبرا و باشد سودمند است ممکن اولیه غربالگري
 ایـن  بـا  کـه  غیرانگلـی  و گلیان عوامل سایر از هیداتیدوزیس افتراقی
  .ستنی مناسب ؛دارند متقاطع واکنش بیماري

ــه از ســرولوژي آزمایشــات ــراي هــا روش بهتــرین جمل  مطالعــه ب
 شناسـایی  در کـه  اسـت  هیداتیـد  کیست اپیدمیولوژیکی و تشخیصی
 اســتفاده بــراي محققــین از گروهــی .اســت ارزشــمند بیمــاري ســریع

 تشـخیص  بـراي  IgG هاي لاسزیرک با بیماران عمل از بعد تشخیصی
 جراحی با شده درمان سرم نمونه 28 انتخاب با هیداتید کیست موارد
 ).22( نمودند پیگیري سال سال 6/5 متوسط طور به دارویی درمان و
 هیداتیـد،  کیسـت  مـایع  خـام  ژن آنتـی  از اسـتفاده  بـا  و الایـزا  روش با

 همبستگی یکیکلین و رادیولوژي علایم و نتایج با بادي آنتی تغییرات
 مقایسـه  در IgG2 و IgG، IgG1 هـاي  بادي آنتی غلظت .داشت خوبی
 بـادي  آنتـی  درمـان  دوره طول در و بود بالاتر خیلی IgG4 و IgG3 با

IgG2 23( داد  نشان بیماري فعالیت با را همبستگی بهترین.(  

 بـادي  آنتی و 5 و B ژن آنتی از استفاده با و الایزا روش با نیمحقق
IgG بـا  و درصـد  7/95 و درصد 97 ویژگی و حساسیت به ترتیب به 
 و درصـد  5/37 حساسـیت  بـه  IgM بـا  امـا  هـا،  ژن آنتی و روش همین

 ویژگــی و درصــد5/45 حساسـیت  بــه IgA بـا  و درصــد100 ویژگـی 
  ).19( یافتند دست درصد9/98

ــا ــه ب ــه توج ــخیص ب ــرولوژیک تش ــدوزیس س ــ هیداتی ــور هب  ط
 در را آنهـا  هـا،  پیـک  تفکیـک  و يسـاز  خـالص  از بعد ؛تر اختصاصی
 طـور  بـه  را یـک  هر تشخیصی هاي شاخص و ارزیابی یکسانی شرایط
 ارزیـابی  مـورد  کـه  مختلفـی  اجـزاي  بین از .مینمود محاسبه جداگانه
 P1 و درصـد 7/96 با اوریول روش از حاصل B ژن آنتی ؛گرفت قرار
ــا کــدام هــر فیلتراســیون ژل کرومــاتوگرافی از حاصــل P2 و  2/92 ب
 اختصاصـی  تشـخیص  در را ویژگـی  بیشـترین  درصـد 9/78 و صـد در

 تشخیصی حساسیت احتساب با که دادند نشان خود از هیداتیدوزیس
 پـایین  نسـبتاً  حساسـیت  و )درصـد  P1 )95 و B ژن آنتـی  درصد3/88
 از درصـد  6/93 با P1 و درصد5/92 با B ژن آنتی و P3 ،درصد3/88

  الایزا روش از استفاده با مختلف هاي ژن آنتی اخباري ارزش با همراه آزمایش مورد هاي سرم نتایج : 2 لجدو

  ژن آنتی نوع

    آزمایش مورد هاي سرم
 هیداتیدوزیس

)60=n(  کنترل )90=n(  حساسیت  
  )درصد(

  ویژگی
  )درصد(

  اعتبار
  )درصد(

  اخباري ارزش
  مثبت

  )درصد(
  منفی

  )درصد(
  مثبت

  )درصد(
  فیمن

  )درصد(
  مثبت

  )درصد(
  منفی

  )درصد(
  5/94  7/72  85  7/76  3/93  69  21  4  56  خام هیداتید مایع

 کروماتوگرافی
  فیلتراسیون ژل

P1G 57  3  23  67  95  4/74  7/84  2/71  7/95  
P2G  54  6  6  84  90  98  94  90  3/93  
P3G  51  9  6  84  85  3/93  1/89  4/89  3/90  

  B  53  7  3  87  3/88  7/96  5/92  6/94  5/92 ژن آنتی
 کروماتوگرافی

  فیلتراسیون ژل
P1G  57  3  7  83  95  2/92  6/93  89  2/88  
P2G  55  5  19  71  7/91  9/78  3/85  3/74  4/93  
P3G  53  7  22  68  3/88  5/75  9/81  6/70  6/90  

  
  

  هیداتیدوزیسغیر و وزیسهیداتید بیماران در سرم مختلف هاي رقت حسب بر اي نقطه الایزاي آزمایش ویژگی و حساسیت :3 جدول

  ژن آنتی نوع

    آزمایش مورد هاي سرم
 هیداتیدوزیس

)60=n(  کنترل )90=n(  حساسیت  
  )درصد(

  ویژگی
  )درصد(

  اعتبار
  )درصد(

  اخباري ارزش
  مثبت

  )درصد(
  منفی

  )درصد(
  مثبت

  )درصد(
  منفی

  )درصد(
  مثبت

  )درصد(
  منفی

  )درصد(

 مایع
 هیداتید
  خام

100/1  60  0  67  23  100  5/25  7/62  2/47  100  
200/1 60  0  40  50  100  5/55  7/77  60  100  
400/1  60  0  30  60  100  6/66  3/83  6/66  100  
800/1  60  0  15  75  100  3/83  6/91  80  100  
1600/1  50  10  30  60  3/83  6/66  9/74  5/62  7/85  
3200/1  48  12  40  50  80  5/55  7/67  5/54  6/80  

  B ژن آنتی

100/1  60  0  20  70  100  7/77  8/88  75  100  
200/1 60  0  10  80  100  8/88  4/94  7/85  100  
400/1  60  0  3  87  100  6/96  3/98  2/95  100  
800/1  59  1  0  90  3/98  100  1/99  100  9/98  
1600/1  52  8  0  90  6/86  100  3/93  100  8/91  
3200/1  50  10  0  90  3/83  100  6/91  100  90  

  



  79 / رپو صراف سمیه و یملک فاطمه دکتر  

  )50پی در پی ( 2شماره /  16دوره /  1393 تابستان/  مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی گرگان  

 .بودنـد  برخـوردار  ختلـف م اجـزاي  یانم در تشخیصی اعتبار بیشترین
 الایـزا،  روش بـا  B ژن آنتی غیراختصاصی و متقاطع واکنش کماکان

 کلـی  میـزان  بـه  سـالم  افـراد  و فاسـیولیازیس  بـه  مبتلایـان  هاي سرم با
 و فاسیولیازیس به مبتلایان هاي سرم با الایزا روش با P1 و درصد3/3

 مشاهده قابل درصد7/7 کلی میزان به سالم افراد و توکسوکاریازیس
  .است
 ژن آنتـی  از غنی هاي فراکسیون از استفاده با مختلف مطالعات در

B آمـده  دسـت  هب ـ مختلـف  هاي ویژگی و حساسیت الایزا، روش در 
 الایـزاي  توسـط  بـه  بررسـی  یـک  در همکاران و Rogan .)24( است
 را آزمـایش  حساسـیت  ،B ژن آنتـی  فراکسـیون  از اسـتفاده  با اي نقطه
 پـایین  .نـد کرد گزارش درصد3/96 را آن گیویژ و درصد98 حدود
 مبتلا بیماران به مربوط سرم 28 وجود خاطر به آزمایش ویژگی بودن
ــه مربــوط ســرم 10 و ســرکوز ســیتی بــه ــه مبــتلا بیمــاران ب  کیســت ب

 اي حبابچـه  کیست بودن محدود و نادر خاطر به ).21( بود اي حبابچه
 در انسـانی  وزسـرک  سـیتی  بـه  ابـتلا  مـورد  در گزارشـی  وجود عدم و

 نـادر  بسـیار  مـذکور  انگـل  دو بـا  متقـاطع  واکـنش  بروز امکان ایران،
  .است
 از اسـتفاده  بـا  الایـزا  آزمـایش  ویژگـی  و حساسـیت  يا همطالع در
 اسـت  شـده  گـزارش  درصـد 7/85 و درصـد 89 ترتیـب  به B ژن آنتی

 کیسـت  بـه  مبتلایان سرم با توجه قابل متقاطع واکنش نیهمچن .)25(
 کـاهش  باعـث  )درصـد 11( سـرکوز  سـیتی  و )درصد50( اي حبابچه
  .)17( است شده الایزا روش با B ژن آنتی ویژگی
 B ژن آنتـی  تـر  خـالص  فراکسـیون  يساز خالص و تهیه با نیمحقق
 درصد63 حساسیت الایزا، روش با آن ارزیابی و الکتروالوشن توسط
 بــالاي بســیار ویژگــی .انــد کــرده گــزارش را درصــد100 ویژگــی و

 نـوع  و کـم  تعـداد  از ناشـی  توانـد  مـی  کـه  ایـن  از نظـر  رفص حاصله
 هـاي  بیمـاري  سـایر  به مبتلایان از مورد 12 مجموعا( کنترل هاي سرم
 )لیشـمانیوز  و فیلاریـاز  مـورد  4 شیسـتوزومیاز،  مـورد  8 شـامل  انگلی
 کـه  اسـت  B ژن آنتـی  خلـوص  درجـه  و کیفیـت  معلـول  بیشتر ؛باشد
  ).13( است شده يساز خالص و تهیه الکتروالوشن توسط
 زین و )24و15و2و1( شد انجام مطالعات در اساسی نکته هرحال به
 را B ژن آنتـی  ویژگی و حساسیت که همکاران و Shambesh مطالعه
 ترتیــب بــه کبــدي هیداتیــد کیســت بــه مبتلایــان در الایــزا تســت بــا

 تـاکنون  کـه  اسـت  ایـن  ؛)26( هآورد دسـت  هب درصد98 و درصد85
 توسـط  بـالا  بسـیار  ویژگـی  و حساسـیت  بـه  تـوام  و همزمـان  دستیابی
 تقریباً هیداتید کیست دیگر ژن آنتی هر یا و الایزا روش با B ژن آنتی

 دنیرس ـ مطالعـات  گونـه  این اصلی هاي تلاش از یکی و بوده ناممکن
 دو شـده  منتشـر  نتـایج  جهـت  ایـن  از .اسـت  بـوده  مهـم  هدف این به

 همان با هیداتید مایع B ژن آنتی ارزیابی خصوص در جداگانه مطالعه
 هی ـارا بـدون  معمـولی  الایـزاي  و اي نقطـه  الایـزاي  معمـول  هاي روش
 و حساســیت دانشــمندان، از یکــی توســط ؛جدیــد يآور فــن و روش
 و درصـد 100 ترتیـب  بـه  اي نقطه الایزاي روش با B ژن آنتی ویژگی

 روش در B ژن آنتی با مذکور هاي شاخص دیگري در و درصد5/99
  .)22( است شده گزارش درصد5/97 و درصد100 ترتیب هب الایزا،
ــه در ــایش يا مطالعـ ــزاي آزمـ ــه الایـ ــراي اي نقطـ ــخیص بـ  تشـ

 هـاي  ژن آنتـی  از اسـتفاده  بـا  و انسـانی  هیداتیـد  بیمـاري  سرولوژیکی
 حساســیت، و گرفــت قــرار ارزیــابی مــورد فاســیولاهپاتیکا تخلیصــی
ــاري ارزش و ویژگــی ــه منفــی و مثبــت اخب ــب ب  ،صــددر1/97 ترتی

  .)15( گردید تعیین درصد5/98 و درصد1/97 ،درصد5/98
 در اي نقطـه  الایـزاي  روش یژگ ـیو و تیحساس حاضر مطالعه در
 3/98 برابـر  بی ـترت بـه  سـرم  800/1 رقت با دیداتیه ستیک صیتشخ
 تیحساس ـ از بـالاتر  يهـا  رقت در و شد حاصل درصد 100 و درصد
  .شد کاسته آن

 و حساسـیت  از سـرولوژیکی  يهـا  تست در B گروه هاي ژن آنتی
 نیـز  ژن آنتـی  آوردن دسـت  بـه  عـلاوه  هب ـ .برخوردارنـد  بالایی ویژگی
 حتــی و يســاز خــالص پیچیــده هــاي روش بــه نیــازي و بــوده آســان

ــدزدایی ــذا .نیســت لیپی ــن ل ــی ای ــون در ژن آنت ــاي آزم  تشخیصــی ه
 هـاي  ژن آنتـی  نیهمچن ـ .اسـت  اسـتفاده  قابـل  خوبی به هیداتیدوزیس

ــزاي زمــونآ در B گــروه ــالا ویژگــی و حساســیت از اي نقطــه الای  ب
 کننـده  تاییـد  زی ـن مـا  مطالعـه  از حاصـل  نتـایج  .)24و15( ندبرخوردار
  .است فوق موارد

  گیري نتیجه
 سرم 800 به یک رقت با B ژن آنتی که داد نشان مطالعه نیا جینتا
 درصـد  3/98 برابـر  تیحساس ـ و درصـد  100 برابر ویژگی بیشترین با

 اي نقطـه  الایـزاي  روش در هیداتیـد  کیسـت  آلـودگی  صتشخی براي
  .است مناسب
  قدردانی و تشکر
ــا ــه نی ــاتی طــرح حاصــل مقال  دانشــکده )م/32( مصــوب تحقیق
 یمــال تیــحما بــا و بــود رانیــا یپزشــک علــوم هدانشــگا یراپزشــکیپ

 از لهیوس ـ نیبـد  .دیرس ـ انجـام  به دانشگاه يفناور و قاتیتحق معاونت
 يهمکـار  خـاطر  بـه  درسـتکار  بـا یفر خـانم  و یطباطبـائ  فاطمـه  دکتر
  .میینما یم تشکر مطالعه ياجرا در مانهیصم
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Abstract 
Background and Objective: Hydatidosis is a chronic, zoonotic worldwide infection which induced by 
larval stage of Echinococcus worm. This study was done to assessment the pure and B hydatid cyst fluid 
antigens for the serological diagnosis of human hydatidosis. 

Methods: In this descriptive laboratory study, infected liver with Hydatid cyst were obtained from 
Tehran's slaughterhouses to prepare cyst fluid in different stages. After draining and purifying the cyst 
fluid, it was centrifuged and subsequently concentrated. Specificity and sensitivity of sera samples 
including hydatidosis (n=60), worm parasites (n=55), fascioliasis (n=35), toxocariasissera (n=20) and 
negative control (n=35) were tested by Counter Immunoelectrophoresis (CIEP), ELISA and Dot ELISA 
methods. 

Results: Specificity and sensitivity of pure antigen of hydatid cyst using CIEP method was 68.9% and 
86.7%, respectively. Specificity and sensitivity of B-antigen using CIEP method was 87.8% and 83.3%, 
respectively. Specificity and sensitivity of pure antigen of hydatid cyst using ELISA method was 76.7%, 
and 93.3%, respectively. Specificity and sensitivity of B-antigen using ELISA method was 96.7% and 
88.3%, respectively. Specificity and sensitivity of pure antigen of hydatid cyst using Dot ELISA method 
was 83.3% and 100%, respectively. Specificity and sensitivity of B-antigen using Dot ELISA method was 
100% and 98.3%, respectively. 

Conclusion: B-antigen using Dot ELISA method is the most suitable serological test for the diagnoses of 
hydatid test. 
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