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ارزيابي آنتي ژنيسيته مايع کيست هيداتيک و 
پروتواسکولکس به روش ايمنوديفيوژن دوبعدي

چکيد ه 
روش ه�ای تش�خيصی مختلفی برای کيس�ت هيداتيک در دس�ترس اس�ت. ب�رای طراحی کيت های س�رولوژيکی بر مبن�ای رديابی 
 پادکنی، وجود پادتن مناس�ب و کافی بر عليه کيس�ت هيداتيد مورد نياز می باش�د. در دو گروه مس�تقل، پادگن های مايع کيس�ت و 
پروتواس�کولکس ها از نمونه های گوس�فندی جهت توليد پادتن پلی کلونال در خرگوش ها استفاده گرديد. تزريقات در پنج مرحله به 
صورت داخل و زير جلدی انجام گرفت و جهت مقايس�ه خاصيت آنتی ژنيس�يتی در دو گروه و تعيين تيتر، تست دوبل ايمينو ديفيوژن 
طراحی گرديد. حداقل پادتن بدس�ت آمده در هر دو گروه، مربوط به نمونه بعد از تزريق اول )رقت 1/1) و بيش�ترين آن پس از تزريق 
چهارم بدس�ت آمد )رقت 1/16). ميانگين تيتر در همه آزمون های گروه اول، 11/20 و در گروه دوم 9/20 بدس�ت آمد. با توجه به نتايج 
مبنی بر بالا بودن قدرت آنتی ژنيس�يته پروتواس�کولکس از مايع کيست، می توان در تحقيقاتی نظير مطالعات مولکولی، از پادتن عليه 
پروتواسکولکس های انگلی بهره جست و يا پس از خالص سازی و کونژوگاسيون آن با آنزيم مناسب، در جهت طراحی کيت های الايزای 

تشخيصی سريع، گام برداشت.
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Evaluation of antigenicity of hydatic cyst and its protoscolexes by designing a new double immunodiffusion 
test
By: KH Hazrati tape, Ph.D, Associate Professor of Parasitology & Mycology Dept, Uramia University of Medical 
Sciences, (Corresponding Author; Tel: +989143433134) A Mohammadi, DVM, Expert of Veterinary Office of West 
Azerbaijan, A Barazesh, M.Sc, of Parasitology & Mycology Dept, Bushehr University of Medical Sciences. 
There are various methods to diagnosis of hydatic cyst. Serological methods based on tracing special antigens have high 
sensitivity, but the first need to design the kits based on serological methods is having enough amount of appropriate antibody 
against hydatic cyst antigens. Hydatic cyst antigens and parasite protoscolexes prepared from sheep liver samples were in-
jected to rabbits to obtain polyclonal antibodies. Injections were done five times both subcutaneously and intracutanously. We 
designed a double immunodiffusion test to compare antigenicity of two antigen groups as well as measurement of generated 
antibody levels. The least level obtained in both groups was from the first (dilution 1/1), and the highest level was from the 
last prepared sample after injection (dilution 1/16). Furthermore, mean generated antibody level in all examinations obtained 
11/20 for the first group and 9/20 for the second group. By comparing the results of the studied groups, it could be concluded 
that antigenicity of protoscolexes are more than hydatic cyst fluid. So the antibodies against parasite protoscolexes could be 
used in investigations including molecular studies, and after purification and conjugation with appropriate enzyme, it also 
could be used to design rapid diagnostic ELISA kits 
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مقد مه
كيس��ت هيداتيک )Hydatid Cyst( يك��ی از بيماری های انگلی 
مش��ترك بين انس��ان و حيوانات محس��وب می گردد )5، 6(. آلودگی به 
كيس��ت هيداتي��ک دارای انتش��ار جهانی بوده )1( و س��اليانه خس��ارات 
 اقتصادی فراوانی از نظر آلودگی دام ها به كش��ورهای مختلف جهان وارد 
می سازد و از سوی ديگر، ابتلای انسانی آن مخاطرات جدی برای سلامتی 
انس��انها ايجاد نموده و در مواردی خطر م��رگ نيز به دنبال دارد )7(. در 
ارزيابی تشخيصی اين بيماری از روش های سرولوژيكی استفاده می شود. 
اساس تست های سرولوژيكی بر مبنای رديابی پادتن های توليد شده در 
ب��دن ميزبان بوده و تحت تاثي��ر عوامل مختلفی از جمله: محل آناتوميک 
 كيس��ت، بارور بودن آن، س��ن بيمار و وجود پادتن های در گردش خون 
 می باشند كه بطور طبيعي در افراد دارای نقص ايمنی، حساسيت و ويژگی 

پايين تری خواهد داشت)2(. 
امروزه از روش های جديدتر مانند رديابی پادگن كيس��ت در تش��خيص 
بيماری اس��تفاده می كنند)2( كه برای اين منظور نياز به پادتن مناس��ب 
 و كاف��ی بر عليه كيس��ت می باش��د تا بت��وان اولين ق��دم را در طراحی 
كيت های سرولوژيكی با قدرت تشخيص پادگنی بالا برداشت. لذا در اين 
مطالعه بر آن شديم تا پادتن پلی كلونال بر عليه مايع كيست و همچنين 
پروتواسكولكس های انگلی را توليد نموده، خاصيت آنتی ژنيسيته و تيتر 
پادت��ن توليدی را با اس��تفاده از طراحی تس��ت ايمنوديفيوژن دو بعدی 

مقايسه نماييم.

مواد و روش ها
تهيه پادگن

در اي��ن مطالعه بنيادی كاربردی، ابتدا تعدادی نمونه های كبد گوس��فند 
آلوده به كيس��ت هيداتيک از كشتارگاه اروميه جمع آوری و به آزمايشگاه 
تحقيقاتی انگل شناس��ی دانشكده پزشكی منتقل ش��ده و از نظر بارور و 

غيربارور بودن مورد آزمايش قرار گرفت. 
ماي��ع كيس��ت های بارور جم��ع آوری و به مدت 5 دقيق��ه با دور 2500 
چرخش در دقيقه س��انتريفيوژ، و مايع صاف شده رويی برداشت گرديد و 
جذب آن در طوج موج 450 نانومتر قرائت و ميزان پروتئين آن محاس��به 

شد. 
رس��وب حاصل��ه ب��ه همراه لاي��ه زايای كيس��ت ه��ا چندين ب��ار با دور 
2500 چرخ��ش در دقيقه به مدت 5 دقيقه شستش��و داده ش��د تا عاری 
از پادگ��ن مايع كيس��ت گردد. س��پس در يک هاون چين��ی خرد و برای 
چندي��ن روز پياپی پ��س از انجماد و آب كردن، اين عم��ل تكرار گرديد. 
در نهاي��ت در ي��ک ارل��ن حاوی دان��ه هاي شيش��ه ای كام��لًا مخلوط 
گردي��د تا پادگ��ن ها آزاد ش��وند. محل��ول حاصل��ه س��انتريفوژ و مايع 
 رويی به عنوان پادگن پروتواس��كولكس برداش��ت و مي��زان پروتئين آن 

اندازه گيری شد. 
برای استاندارد سازی غلظت پادگن ها و برابر نمودن ميزان پروتئين شان، 
از س��رم فيزيولوژی فنيكه جهت كاهش و كيس��ه سلوفان جهت افزايش 

غلظت پروتئين استفاده گرديد.

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


18   )پژوهش وسازند گی(

ايمونيزاسيون خرگوش
در دو گروه مس��تقل از هم )هر گروه متش��كل از س��ه خرگوش( مبادرت 
ب��ه توليد پادتن پل��ی كلونال عليه مايع كيس��ت هيداتي��ک )گروه 1( و 
پروتواس��كولكس ها )گروه 2( گرديد. تزريق��ات در 5 مرحله به فواصل 2 
هفته از هم به صورت داخل و زير جلدی انجام شد تا ايمونيزاسيون كامل 
صورت گيرد. تزريق اول به ميزان 0/2 ميلی ليتر با اس��تفاده از ادجوانت 
كام��ل فروند و تزري��ق های يادآور بعدی به مق��دار 0/5 ميلی ليتر بدون 

استفاده از ادجوانت انجام شد.

مقايسه خاصيت آنتی ژنيسيته دو گروه آنتی ژن
قبل از شروع ايمونيزاس��يون و حدود 15 روز پس از هر تزريق )بلافاصله 
قب��ل از تزريق بعدی(، از هر كدام از خرگ��وش ها خونگيری بعمل آمد و 
تولي��د پادتن و تعيين تيتر آن و مقايس��ه ايمنی زايی دو نوع پادگن بكار 
رفته در دو گروه مطالعه مورد بررس��ی قرار گرفت. برای اين منظور تست 

دوبل ايمنوديفيوژن طراحی گرديد. 
در حفره مركزی محلول پادگن و در حفره های كناری نمونه های سرمی 
ب��ا رقت های مختل��ف اضافه گردي��د. در انتها نمونه ها با رنگ كوماس��ي 

بريليانت بلو رنگ آميزی شدند.

نتايج
در اين تحقيق جمعاً 36 نمونه س��رمی ك��ه 18 نمونه آن مربوط به گروه 
اول )3 نمونه كنترل منفی، 15 نمونه آنتی س��رم خرگوش بر ضد پادگن 
مايع كيست( و 18 نمونه هم مربوط به گروه دوم )3 نمونه كنترل منفی، 
15 نمونه آنتی س��رم خرگوش بر ضد پادگن پروتواسكولكس( بود، توسط 
تست دوبل ايمنوديفيوژن تعيين تيتر گرديد، حداقل رقت بدست آمده در 
هر دو گروه مربوط به نمونه بعد از تزريق اول بود و بيشترين توليد پادتن 

پس از تزريق چهارم بدست آمد )جداول 2و1(.
ش��كل يک، تصويري از تس��ت دوبل ايمنوديفيوژن طراحي شده را نشان 
م��ي دهد كه در حفره مركزي آن پادگ��ن مورد نظر و در حفرات كناري، 
نمونه سرمي بعد از چهارمين تزريق خرگوش سوم از گروه دو با رقت های 
مختلف كوت گرديده اند. حفره A مربوط به نمونه س��رمي با ضريب رقت 
يک و حفرات B، C، D و E، بترتيب به نمونه هاي سرمي با ضريب رقت 
1/2، 1/4، 1/8 و 1/16، و بالاخره حفره F مربوط به نمونه با ضريب رقت 

1/32  بوده كه در تمامي تست هاي انجام شده منفي گزارش گرديد.

بحث
كيس��ت هيداتيک يک بيماری س��يكلوزئونوز می باشد و قادر است انسان 
را به ش��دت مبتلا ساخته و همچنين سبب آلودگی چهارپايان اهلی شود 

 .)8(
بر اس��اس مطالعات انجام ش��ده در ايران، آلودگی به كيست هيداتيک به 
ميزان 11/2 درصد هزار نفر در س��ال می باش��د )3(. امروزه با اس��تفاده 
 از روش های مختلف تش��خيصی نظير راديوگرافی س��اده، س��ونوگرافی، 
سي تي اسكن و ام آر آي در اغلب موارد می توان بيماری را تشخيص داد، 
ولی با توجه به محدوديت در استفاده از اين روش ها، و از سوی ديگر عدم 
قدرت تش��خيصی كيس��ت های چند حفره ای و يا ضايعات توپر، كماكان 

آزمايش های س��رولوژيک در تشخيص كيس��ت هيداتيک اهميت داشته 
و مورد اس��تفاده قرار می گيرند )2، 5(. اغلب آزمايش های س��رولوژيكی 
 مرسوم بر اساس جستجوی پادتن در بدن بوده و بخصوص حساسيت اين 
 روش های س��رولوژيک در تش��خيص كيس��ت های خارج كبدی، كمتر 

می باشد )10،9(. 
ب��ا اس��تفاده از روش های بر مبن��ای رديابی پادگن، ميزان حساس��يت و 
اختصاصی بودن تس��ت های س��رولوژيک افزايش می يابد )13،12،11(، 
زي��را كه س��طح پادگن فرد ي��ا نمونه مورد نظ��ر با تعداد ان��گل موجود 
در آن مطابق��ت دارد. پ��س سيس��تم ه��ای پادگ��ن ي��ک جايگزي��ن 
مطلوب��ی ب��رای سيس��تم های تش��خيص پادتن م��ی باش��ند. مخصوصاً 
در بيماران��ی ك��ه دارای نق��ص ايمنی بوده و سيس��تم پاس��خ دهی بدن 
 آنها س��ركوب شده اس��ت. الايزا بعنوان يک ابزار تش��خيصی سرولوژيكی 
بالق��وه ای برای اغلب بيماری های عفونی مورد اس��تفاده قرار می گيرد و 
دارای حساس��يت بالايی می باشد و اولين قدم در اين راستا، توليد پادتن 

مناسب در يک حيوان بر عليه پادگن های انگلی می باشد.
 جهت ايمن س��ازی حي��وان از ماي��ع و همچنين پروتواس��كولكس های 
كيس��ت های بارور كبد گوس��فندان آلوده بعنوان پادگن استفاده گرديد 
كه كاملًا در ش��رايط اس��تريل و بدور از هر گونه آلودگی مبادرت به انجام 
اين عمل گرديد و جهت تحريک هر چه بيش��تر سيس��تم ايمنی حيوان و 
افزايش تيتر پادتتن توليدی، تزريق اول با استفاده از ادجوانت كامل فروند 

و تزريق های بعدی بدون ادجوانت انجام گرفت )14، 15(.
ب��رای اثب��ات توليد پادتن از روش س��رولوژيكی ايمنوديفي��وژن دوبعدی 
اس��تفاده شد، كه روش��ی بسيار س��اده و كامل در ايمنی شناسی است و 
يك��ی از مزايای مهم آن حركت كردن پادگ��ن و پادتن بطور طبيعی و با 
مكانيس��م نفوذ بسوی هم می باشد كه موجب سادگی و كم هزينه بودن 

آن گشته است )16(. 
در تمامی آزمون ها برای سرم های كنترل منفی، نتايج منفی بدست آمد 
كه نش��انگر صحت و دقت در آزمايش می باش��د. برای مشاهده بهتر خط 
رسوبی و تاييد واكنش، تمامی نمونه ها با رنگ كوماسی بريليانت بلو رنگ 

آميزی شدند.
با مقايس��ه نتايج بدس��ت آمده در دو گروه مطالعه، می توان چنين نتيجه 
گرفت كه قدرت آنتی ژنيس��يته پروتواسكولكس به مراتب بيشتر از مايع 
كيس��ت هيداتيک می باش��د. نتيجه بدس��ت آمده تحت شرايط فوق و با 
روش ايمنوديفيوژن دو بعدی حائز اهميت می باشد چون برخی مطالعاتی 
كه در اين زمينه انجام گرفته نش��انگر بالا بودن خاصيت آنتی ژنيس��يته 

مايع كيست بوده است)17(. 
لذا با دقت و تامل در شيوه كاری محققين مختلف می توان چنين تفسير 
ك��رد كه عوامل مختلفی نظير جنس و گون��ه حيوان و نوع بافت آلوده به 
كيست كه پادگن از آن تهيه می شود، سويه انگل، جنس و گونه حيوانی 
كه پادتن در آن توليد می ش��ود، تكنيک مورد اس��تفاده و ميزان دقت و 
رعايت اصول كار می توانند در نتيجه تحقيق موثر باش��ند. در گوسفندان 
علی رغم گاوها، اكثر كيس��ت ها بارور بوده و از نظر آنتی ژنيس��يته قوی 
هس��تند )18( ك��ه اين اختلاف در قدرت آنتی ژنيس��يته م��ی تواند بين 
مايع كيس��ت هيداتيک و پروتواسكولكس دو گونه نيز صادق باشد )19(. 
 كيست های موجود در بافت كبد قدرت آنتی ژنيسيته بيشتری نسبت به 

ارزيابی آنتی ژنيسيته ...
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جدول 1- مقادير تعيين تيتر پادتن توليدی در گروه 1 )خرگوش های ايمن شده با پادگن مايع کيست هيداتيک)، با استفاده از طراحی تست دوبل ايمنوديفيوژن

جدول 2- مقادير تعيين تيتر پادتن توليدی در گروه 2 )خرگوش های ايمن شده با پادگن پروتواسکولکس)، با استفاده از طراحی تست دوبل ايمنوديفيوژن

نمونه سرمیخرگوش اولخرگوش دومخرگوش سوم
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شکل 1- تست دوبل ايمنوديفيوژن براي نمونه سرمي بعد از چهارمين تزريق خرگوش سوم از گروه دو با رقت های مختلف

جدول 3- مقايسه ميانگين تيتر پادتن توليدی در گروه اول و دوم مطالعه

قبل از تزريقتزريق اولتزريق دومتزريق سومتزريق چهارمتزريق پنجمميانگين کل
شماره تزريقات

تيتر آنتی بادی  

گروه اول )پادگن مايع كيست(11/202/31/35/122/32/30

گروه دوم )پادگن پروتواسكولكس(9/201/61/121/32/310

ارزيابی آنتی ژنيسيته ...
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كيس��ت های موجود در ريه دارند )18(. و از طرفی طبيعی اس��ت كه هر 
سويه از انگل، كيست هايی با خواص پادگن منحصر به آن سويه را توليد 
خواه��د كرد. وجود ارتب��اط فيلوژنی بين حيوانی ك��ه پادگن از آن تهيه 
شده با حيوانی كه پادتن در آن توليد شده است، ممكن است باعث عدم 

تحريک و يا كاهش تحريک سيستم ايمنی شود )16(.
 در تكني��ک ايمنوالكتروف��ورز ك��ه بر اس��اس ايج��اد مي��دان الكتريكی 
 می باش��د، ذرات كوچكتر با بار بيش��تر، س��ريع تر حركت می كنند و لذا 
 پادگن های موجود در مايع كيست هيداتيک كه محلول تر و كوچكتر هستند، 
س��ريع تر حركت كرده و قدرت آنتی ژنيس��يته آن را بالاتر نشان خواهند 

داد )4(. 
 EITB )Enzyme-linked immunoelectrotransfer روش 
blotting( كه بر اس��اس واكنش آنزيمی صورت می گيرد، روشی بسيار 
دقيق و با حساس��يت و ويژگی بالا می باشد )20(. مكانيسم تكنيک های 
رسوبی نظير ايمنوديفيوژن، بر مبنای نفوذ پادگن و پادتن در ژل و واكنش 
آنها با هم می باشد لذا اين فرصت را برای تمامی پادگن ها و پادتن های 
موجود در نمونه ها فراهم می كند كه بس��وی هم حركت كرده و واكنش 

دهند)20(.
پ��س ب��ا در نظر گرفتن موارد فوق و تحت ش��رايط اين تحقيق، می توان 
چنين نتيجه گيری كرد كه قدرت آنتی ژنيس��يته پروتواسكولكس از مايع 
كيست هيداتيد بيش��تر بوده لذا پيشنهاد می شود در كارهای تحقيقاتی 
كه حساسيت و ويژگی بالايی را می طلبد، نظير واكسيناسيون و مطالعات 
مولكولی، از پروتواس��كولكس های انگلی به عنوان پادگن اس��تفاده گردد 
و پادتن بدس��ت آمده می تواند پس از تخليص و كونژوگاس��يون با آنزيم 
مناس��ب، در جه��ت طراحی كيت های الايزای تش��خيصی س��ريع مورد 

استفاده قرار گيرد. 
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