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ي حیوانی اکینوکوکوس ها زولهدر ای 2Bتنوع ژنتیکی آنتی ژن 
  گرانولوزوس در شهر تبریز

  2*، اسماعیل فلاح3، مجید خانمحمدي2، اردوان قازانچایی2ناهیده مظهري، 1عباس شهبازي
  

  چکیده
هاي  یکی از مهمترین بیماري )Cystic hydatid disease(بیماري کیست هیداتید  

د، باش میاکینوکوکوس گرانولوزوس  عامل بیماري انگل .دام استمشترك بین انسان و 
در  نکهیبا توجه به ا .دشو میهاي متاسستود در میزبان واسط ایجاد  که با رشد کیست

در  هاي موجود آنتی بادي واکنش متقاطعتشخیص کیست هیداتید مشکلاتی همچون 
وجود  هاي به کار رفته ژنتنیاها و اختصاصی بودن پائین آنتی سایر  با سرم بیماران

طراحی شده است  2Bاین مطالعه به منظور بررسی تنوع ژنتیکی آنتی ژن  ،دارد
هایی که از آنتی ژن  در طراحی و استاندارد کردن تست آناطلاعات به دست آمده از و
B کیست گوسفندي  60(نمونه کیست هیداتید  100.ضروري است ،کنند استفاده می
هاي  آوري و از پروتواسکولکس کشتارگاه شهر تبریز جمعاز ) کیست گاوي 40و

طی واکنش . استخراج شد DNAي گاوي ها نمونهي گوسفندي و لایه زایاي ها نمونه
PCR  2ي گوسفندي با پرایمر اختصاصی آنتی ژن ها نمونهتمامB  تکثیر یافتند و بعد از

که بیانگر  ه شد،ي گوسفندي الگوي یکسانی مشاهدها زوله، در تمام ایRFLPانجام 
ي ها نمونه. دباش میي گوسفند يها زولهیدر ا Bاي آنتی ژن  تشابه ژنتیکی درون سویه

تکثیر نیافتند، که بیانگر تنوع ژنتیکی بین  2Bژن  گاوي با پرایمر اختصاصی آنتی
در  Bتنوع ژنتیکی آنتی ژن . دباش میاوي گ يها زولهیدر ا Bاي آنتی ژن  سویه

و  طراحیدر مناطق اندمیک به منظور  اکینوکوکوس گرانولوزوسي مختلف ها زولهای
هاي اختصاصی  آنتی ژن براي تشخیص آنتی بادياین هایی که از  استاندارد کردن تست

  .  باید مورد بررسی قرار گیردکنند  انسانی استفاده می
  ، تنوع ژنتیکی، تبریز Bژن  آنتیاکینوکوکوس گرانولوزوس،   :کلیديواژگان 

  
  12/3/92: تاریخ پذیرش    28/1/92: خ دریافتتاری

  

  مقدمه
هاي مشترك بین انسان و  داتیدوزیس یکی از مهمترین بیماريهی

این بیماري در بیشتر نقاط جهان به ویژه   ).10و16(دام است 
. دباش میدر کشورهایی که دامپروري در آن رایج است شایع 

زیادي را به دنبال  هاي بهداشتی و اقتصادي این امر سالیانه زیان
    اکینوکوکوساري کرم نواري ـل بیمـامـع). 13و17( آورد  می

  ایران تبریز، هاي عفونی و گرمسیري تبریز، دانشگاه علوم پزشکی مرکز تحقیقات بیماري -1
ــی  -*2 ــل شناس ــروه انگ ــارچ گ ــی و ق ــز،  شناس ــکی تبری ــوم پزش ــگاه عل ــکی دانش ــکده پزش ــران ، دانش  ای

Efallah37@gmail.com   
  مرند، ایرانگروه علوم آزمایشگاهی، واحد مرند،  ،دانشگاه آزاد اسلامی -3

د که میزبان نهایی آن سگ و میزبان باش می گرانولوزوس
هیداتیدوزیس با رشد . ندباش میواسط آن انسان و علفخواران 

). 1(دشو میهاي متاسستود در میزبان واسط ایجاد  کیست
انگل در کشورهاي حوزه مدیترانه، روسیه،  آلودگی به این

اوردور، خاورمیانه، استرالیا، زلاندنو، امریکا و آفریقا ـخ
طبق اطلاعات جهانی ایران  یکی از ). 4و9(وجود دارد 

اکینوکوکوس هاي  سویه). 17(د باش میمناطق هایپراندمیک 
 هاي واسط، بر اساس میزان وفور در میزبانگرانولوزوس 

10-1 G 1و2و5و6و7سویه  5اند که فقط  گذاري شدهنام G 
ند آلوده کننده انسان باشند توان میاز انسان جدا شده است و 

لارو کرم اکینوکوکوس گرانولوزوس لیپوپروتئینی به نام  ).15(
سازد که قبل از ترشح شدن به درون مایع کیست  می Bآنتی ژن 

میزان  هیداتید، توسط سلول هاي تگومنت پروتواسکولکس و به
این  ).2(د شو میکمتر در لایه زایا و مطبق کپسول زایا ساخته 

هاي  و یکی از فراوانترین آنتی ژن آنتی ژن مقاوم به حرارت بوده
د و به طور معمول براي باش میانگل در مایع کیست هیداتید 

 ).8و18(رود  تشخیص ایمونولوژیکی اکینوکوکوزیس به کار می
 5ند که از شو میاده ژنی رمزدهی به وسیله خانوB آنتی ژن 

  Ag B 1و2و3و4و5لوکوس ژنی تشکیل یافته است و شامل 
مرتبط  Bواحد خاصی از آنتی ژن  د که هر کدام با زیرباش می
هایی که به  مقایسه پتانسیل تشخیصی آنتی ژن). 6(د باش می

ند، نشان داده است که آنتی ژن شو میها رمزدهی  وسیله این ژن
کیفیت و ). 18(قدرت تشخیصی بهتري دارد 2Bنوترکیب 

  ـاي مختلف و مناطقه انـزبـن میـدر بی Bی ژن ـی آنتـونگـچگ
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پیشنهاد شده است که ). 12(دباش میاندمیک مختلف متغیر 
هاي آنتی ژن را  هاي میزبان پروتئین ها و سلول تماس با ملکول

 کند که کاربرد عملی آن را تحت مستعد تغییر آنتی ژنیک می
تهیه شده از  Bتاثیر قرار می دهد؛ بنابراین ارزیابی آنتی ژن 

در مناطق  اکینوکوکوس گرانولوزوسهاي مختلف  میزبان
  ).  12(اندمیک باید مورد توجه قرار گیرد 

از آنجایی که در تشخیص اولیه کیست هیداتید مشکلاتی 
همچون واکنش متقاطع در سرم بیماران مبتلا به سایر 

نگلی وجود دارد؛ بنابراین استفاده از منبع مناسب هاي ا بیماري
از . در رفع این مشکل بسیار مهم است  Bژن  جهت تهیه آنتی

در طراحی، کاربرد و استاندارد  Bژن  یآنت بررسی تنوع ژنتیکی
هاي  براي تشخیص آنتی بادي Bهایی که از آنتی ژن  کردن تست

. وري استکنند، لازم و ضر اختصاصی در انسان استفاده می
تاکنون در کشور ایران مطالعه اي در این زمینه انجام نشده است 

، طراحی Bو این تحقیق به منظور بررسی تنوع ژنتیکی آنتی ژن 
  .    شده است

                                     

  مواد و روش کار
نمونه کیست هیداتید از کشتارگاه تبریز تهیه  100در این مطالعه 

عدد نمونه گاوي  40عدد نمونه گوسفندي و  60مل شد که شا
تا زمان انجام آزمایش میکروسکوپی جهت بررسی  ها نمونه. بود

 20و دماي منفی %70از نظر وجود پروتواسکولکس، در اتانول 
ي ها نمونهدر مورد ). 15(گراد نگهداري شدند  درجه سانتی

گوسفندي مایع هر کیست هیداتید به وسیله سرنگ مجزا 
 دقیقه سانتریفوژ با دور 3-5داسازي گردید و بعد از ج

rpm3000رسوب حاصله در زیر میکروسکوپ بررسی شد ، .
هاي زایاي به دست آمده، در اتانول  ها و کپسول پروتواسکولکس

هاي مولکولی، در  ریخته شده و تا زمان انجام آزمایش  70%
د در مور. درجه سانتی گراد نگهداري گردید 20دماي منفی

ي گاوي به دلیل عدم وجود پروتواسکولکس، جهت ها نمونه

قبل از . ، لایه زایاي هر کیست جداسازي شدDNAاستخراج 
ها و لایه  ، جهت حذف اتانول، پروتواسکولکسDNAاستخراج 

به  DNAسپس . زایا چندین بار با آب مقطر شستشو داده شد
 DNA، AccuPrep® Genomicوسیله کیت تجاري استخراج 

DNA Extraction kit  طبق دستور شرکت سازنده کیت
 25براي حجم  PCRدر این مطالعه واکنش .استخراج گردید

و  DNAنانوگرم نمونه  50میکرولیتر طراحی شد که شامل 
pmol10 از هر پرایمر )Fernandez و  )5(و همکارانμl 5/12 

2x super hot PCR master mix (Emerald, Takara, Japan) 
 1996در سال    پرایمرهاي مورد استفاده. بود  μl 5/8 H2Oو 

  .به کار گرفته شده اند Fernandez et al(5)توسط 
F:  5-ATTTGTGGAGACAATCGC-3' 
R: 5- AGGCAAATCATGTGTCCC-3' 

دناتوراسیون  :دستگاه ترمال سایکلر به شرح زیر تنظیم گردید 
سیکل با  35دقیقه  5درجه سانتیگراد و به مدت  94اولیه در 

 62دقیقه، دماي آنیلینگ  1درجه به مدت  94 دماي دناتوراسیون
 1درجه به مدت  72دقیقه و دماي اکستنشن  1درجه به مدت 

قطعه ژن . دقیقه 5درجه به مدت  72دقیقه و اکستنشن نهایی در 
الکتروفورز شده، سپس  5/1، در ژل آگارز )bp 387(تکثیر یافته 

میزي گردید و با دستگاه ترانس با اتیدیوم بروماید رنگ آ
قطعه مورد نظر از  .لومیناتور زیر اشعه ماورائ بنفش بررسی شد

 Jena) از ژل DNAژل بریده شده و با کیت استخراج 

Bioscience)  طبق دستور شرکت سازنده جداسازي شد.  
انجام گرفت که طی آن،  RFLPسپس بر روي قطعه جدا شده، 

 ALUI , EcoRI  (Jenaه هاي محدود کنند اثر آنزیم

Bioscience)  در ). 15(بر روي قطعه ژن مورد نظر بررسی شد
درجه به  37در بافر مربوطه و دماي  ها نمونه،  RFLPانجام 
هاي  سپس عمل برش آنزیم. ساعت انکوبه شدند 1مدت 

 20درجه به مدت  65محدود کننده، با حرارت دادن در دماي 
 %2ه دست آمده در ژل آگارز قطعات ب. دقیقه متوقف گردید

الکتروفورز شده و با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزي ودر زیر اشعه 
  ).15(ماورا بنفش بررسی شدند
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  نتایج
 2Bدر این مطالعه تنوع ژنتیکی قطعه ژن مربوط به آنتی ژن 

در مورد . ي گوسفندي و گاوي بررسی شدها زولهدر ای
الکتروفورز، و  PCRي گوسفندي بعد از انجام ها نمونه

در مورد . مشاهده شد bp 387محصولاتی به اندازه 
و الکتروفورز باند  PCRي گاوي پس از انجام ها نمونه

مشاهده  bp387 با وزن مولکولی  2Bاختصاصی آنتی ژن 
ي ها نمونهسپس باندهاي به دست آمده از ). 1 نگاره(نشد

 AluI & Eco)گوسفندي به وسیله آنزیم هاي محدودکننده 

RI) بعد از برش با آنزیم  ها نمونهتمام . برش داده شدAluI 
و بعد ) 2نگاره (ارائه دادند ) 120و  bp 270(الگوي یکسانی 

هیچ برشی مشاهده نشد  Eco RIاز انکوبه کردن با آنزیم 
نشان دهنده تشابه ژنتیکی قطعه ژن  RFLPنتایج ). 3 نگاره(

د که باش می ي گوسفنديها زولهدر ای Bمربوط به آنتی ژن 
 زولهیدر ا Bد بیانگر این مطلب باشد که آنتی ژن توان می

از طرف دیگر، عدم . اي ندارد ي تنوع درون سویهگوسفند
ي گاوي و وجود آن در ها نمونهوجود قطعه ژن مورد نظر در 

د نشان دهنده تنوع ژنتیکی بین توان میي گوسفندي ها نمونه
  .باشد 2Bاي آنتی ژن  سویه

  

    
 يها زولهیدر ا  Ag B2 مربوط به یقطعه ژن  PCRمحصول ـ 1نگاره 
: Mگاو   : Cگوسفند  :  S.وسزگرانولو نوکوکوسیاک يو گاو يگوسفند

  رمارک

      
در  ALU1 میبا آنز AgB2مربوط به  یقطعه ژن RFLP يالگوـ 2نگاره 

  مارکر: Mگوسفند : Sگرانولوزوس نوکوکوسیاک يگوسفند يها زولهیا
  

    
 يها زولهیدر ا AgB2مربوط به   یقطعه ژن RFLP يالگوـ 3اره نگ

  مارکر: Mگوسفند  :ECOR1:  S میبا آنز يگوسفند
  

  بحث
به طور وسیعی  DNAتعیین توالی  و PCR-RFLPروش 

 DNAها و تشخیص پلی مورفیسم  براي شناسایی سویه
 در یک مطالعه با Bپلی مورفیسم  آنتی ژن . دشو میاستفاده 
در ترکیه بررسی شده است و نتایج حاصله  SSCPروش 
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ي انسانی و ها زولهبیانگر این است که این آنتی ژن دربین ای
حیوانی فقط در یک مورد پلی مورفیسم داشته و بقیه موارد 

همچنین تنوع ژنتیکی این آنتی ژن در ). 14(اند مطابق هم بوده
 بررسی شده  RFLP-PCRاي دیگر در مصر با روش  مطالعه

استفاده   ALUI , EcoRIت که در این مطالعه از دو آنزیم اس
در ایزوله  Bشده است و نتایج نشان داده است که آنتی ژن 

 %99و با سویه شتري  %96، با خوکی %100انسانی با گوسفندي 
در مطالعه کنونی، تنوع ژنتیکی آنتی ژن ). 15(تشابه داشته است 

B آوري  هیداتید جمعي گاوي و گوسفندي کیست ها زولهدر ای
 PCR-RFLPشده از کشتارگاه شهر تبریز، با استفاده از روش 

، در تمام ALUIبررسی گردید و الگوي برش با آنزیم 
ي گوسفندي یکسان بود که بیانگر وجود تشابه ژنتیکی ها زولهای

ي مربوط به یک ها زولهدر ای  2Bدر قطعه ژن مربوط به آنتی ژن
در مطالعه اي که در آرژانتین توسط . دباش می) گوسفندي(سویه 

Muzulin انجام شد، تنوع ژنتیکی آنتی ژن مذکور  و همکاران
فقط در  2Bو4بررسی گردید و نتایج نشان داد که آنتی ژن 

هاي  د و در سویهشو میرونویسی ) سویه گوسفندي( 1Gسویه 
7 G 6 و G 5و G )نقش خاصی ) گاوي، شتري و خوکی

و  Kamenetzkyمطالعه اي که توسط  همچنین  در). 11(ندارد
به عمل آمد، نتایج نشان  SSCP-PCRبا روش ) 7(همکاران 

به طور انحصاري در سویه گوسفندي وجود   2Bداد که آنتی ژن
د و در سویه هاي شو میدارد و تنها در این سویه رونویسی 
ها با  د، که این یافتهشو میگاوي، شتري و خوکی رونویسی ن

) 11(دست آمده از مطالعه انجام شده در آرژانتین  هاي به یافته
بیانگر این مطلب است که آنتی  امر نیا د وباش میسازگار 

ي به دست آمده از یک سویه تنوع ژنتیکی ها زولهدرای  2Bژن
در این ). 7(ها وجود دارد  ندارد؛ بلکه این تنوع در بین سویه

ي گاوي، با اه زولهبه دست آمده از لایه زایاي ای DNAتحقیق 
تکثیر نیافت و باند مشاهده شده در  2Bپرایمر مربوط به آنتی ژن

ي گاوي مشاهده نشد که ها زولهیا ي گوسفندي، درها زولهیا
با توجه به  .دباش میاي  بیانگر وجود تنوع ژنتیکی بین سویه

هاي گاوي استریل بوده و در مطالعه  کیست نکهیا
نیامد و از طرفی میکروسکوپی پروتواسکولکسی به دست 

ها از تکثیر غیرجنسی لایه زایا حاصل  پروتواسکولکس
امکان  یررسي گاوي بها نمونهند هدف از مطالعه شو می

به ( لیاستر يها ستیک يایزا هیاز لا Bژن  یآنت يجداساز
وجود  یبررس نیو همچن) عنوان منشاء پروتواسکولکس

ه نتایج این در حالت کلی مقایس .درآنها بوده است سمیمورفیپل
هاي به کار  مطالعه با مطالعات دیگر، به دلیل تفاوت در تکنیک

 )2006(و همکاران  Rosenzvit . دباش میگرفته شده، محدود 
هاي میزبان  پیشنهاد کرده اند که تماس با ملکول ها و سلول

کند که  را مستعد تغییر آنتی ژنیک می  Bهاي آنتی ژن پروتئین
ت تاثیر قرار می دهد؛ بنابراین ارزیابی کاربرد عملی آن را تح

اکینوکوکوس هاي مختلف  تهیه شده از میزبان Bآنتی ژن 
در مناطق اندمیک باید مورد توجه قرار گیرد  گرانولوزوس

، اکینوکوکوس گرانولوزوستشخیص سریع آلودگی به ). 12(
د داشته توان مینقش مهمی در بهبود کنترل و درمان بیماري 

ي حساسی همچون ها تستمنظور امروزه از  باشد؛ به این
هر د شو میالایزا، ایمنوبلاتینگ و ایمنوفلورسنت استفاده 

ي دارد، جهت شتریبتست الایزا به دلیل حساسیت  چند
هاي اختصاصی در انسان بیشتر استفاده  تشخیص آنتی بادي

کارایی هر تست سرولوژیک بستگی به  حال نیا باد؛ شو می
مایع . هاي به کار رفته در آن دارد اختصاصیت آنتی ژن
ي ها تستدر  Bتهیه آنتی ژن  کیست هیداتید منبع

هاي  مشکلاتی همچون واکنشولی  )18(دباش میسرولوژیک 
تنیاها و سایر  با در سرم بیمارانآنتی بادي موجود  متقاطع

 ها همچنان اختصاصی بودن و حساسیت پائین این آنتی ژن
در رفع این ب مناسژن  آنتی ده ازاستفا لذا ؛)3( وجود دارد

اطلاعات به دست آمده از بررسی  .مشکل بسیار مهم است
یی ها تستکاربرد و استاندارد کردن  تنوع ژنتیکی در طراحی،

هاي اختصاصی  براي تشخیص آنتی بادي Bکه از آنتی ژن 
  .است کاربرديکنند  انسانی استفاده می
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 و سپاسگزاري تشکر
هاي عفونی و عه با حمایت مرکز تحقیقات بیماريمطالاین 

گرمسیري دانشگاه علوم پزشکی تبریز و به عنوان طرح 
و این مقاله منتج آن مرکز اجرا گردیده است  91 - 03شماره 
مقطع کارشناسی ارشد خانم ناهیده مظهري با نامه از پایان

 بدین نویسندگان. باشدمی 2/90 – 5/1شماره پایان نامه 
 و مرکز این همکاران از را خود تشکر و تقدیر مراتب وسیله
 و مطالعه این انجام در همکاري جهت بازمانی احد آقاي

ها اعلام ز جهت جمع آوري نمونهتبری کشتارگاه مدیریت
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