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

چکيد‌ه 
روش ه�ای تش�خیصی مختلفی برای کیس�ت هیداتیک در دس�ترس اس�ت. ب�رای طراحی کیت های س�رولوژیکی بر مبن�ای ردیابی 
 پادکنی، وجود پادتن مناس�ب و کافی بر علیه کیس�ت هيداتيد مورد نیاز می باش�د. در دو گروه مس�تقل، پادگن های مایع کیس�ت و 
پروتواس�کولکس ها از نمونه های گوس�فندی جهت تولید پادتن پلی کلونال در خرگوش ها استفاده گردید. تزریقات در پنج مرحله به 
صورت داخل و زیر جلدی انجام گرفت و جهت مقایس�ه خاصیت آنتی ژنیس�یتی در دو گروه و تعیین تیتر، تست دوبل ایمینو دیفیوژن 
طراحی گردید. حداقل پادتن بدس�ت آمده در هر دو گروه، مربوط به نمونه بعد از تزریق اول )رقت 1/1( و بیش�ترین آن پس از تزریق 
چهارم بدس�ت آمد )رقت 1/16(. میانگین تیتر در همه آزمون های گروه اول، 11/20 و در گروه دوم 9/20 بدس�ت آمد. با توجه به نتایج 
مبنی بر بالا بودن قدرت آنتی ژنیس�یته پروتواس�کولکس از مایع کیست، می توان در تحقیقاتی نظیر مطالعات مولکولی، از پادتن علیه 
پروتواسکولکس های انگلی بهره جست و یا پس از خالص سازی و کونژوگاسیون آن با آنزیم مناسب، در جهت طراحی کیت های الایزای 

تشخیصی سریع، 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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مقد‌مه
یکس��ت هیداتیک )Hydatid Cyst( کی��ی از بیماری های انگلی 
مش��ترک بین انس��ان و حیوانات محس��وب می گردد )5، 6(. آلودگی به 
یکس��ت هیداتی��ک دارای انتش��ار جهانی بوده )1( و س��الیانه خس��ارات 
 اقتصادی فراوانی از نظر آلودگی دام ها به کش��ورهای مختلف جهان وارد 
می سازد و از سوی دیگر، ابتلای انسانی آن مخاطرات جدی برای سلامتی 
انس��انها ایجاد نموده و در مواردی خطر م��رگ نیز به دنبال دارد )7(. در 
ارزیابی تشخیصی این بیماری از روش های سرولوژکیی استفاده می شود. 
اساس تست های سرولوژکیی بر مبنای ردیابی پادتن های تولید شده در 
ب��دن میزبان بوده و تحت تاثی��ر عوامل مختلفی از جمله: محل آناتومیک 
 یکس��ت، بارور بودن آن، س��ن بیمار و وجود پادتن های در گردش خون 
 می باشند که بطور طبيعي در افراد دارای نقص ایمنی، حساسیت و ویژگی 

پایین تری خواهد داشت)2(. 
امروزه از روش های جدیدتر مانند ردیابی پادگن یکس��ت در تش��خیص 
بیماری اس��تفاده می کنند)2( که برای این منظور نیاز به پادتن مناس��ب 
 و کاف��ی بر علیه یکس��ت می باش��د تا بت��وان اولین ق��دم را در طراحی 
یکت های سرولوژکیی با قدرت تشخیص پادگنی بالا برداشت. لذا در این 
مطالعه بر آن شدیم تا پادتن پلی کلونال بر علیه مایع یکست و همچنین 
پروتواسکولکس های انگلی را تولید نموده، خاصیت آنتی ژنیسیته و تیتر 
پادت��ن تولیدی را با اس��تفاده از طراحی تس��ت ایمنودیفیوژن دو بعدی 

مقایسه نماییم.

مواد و روش‌ها
تهیه پادگن

در ای��ن مطالعه بنیادی کاربردی، ابتدا تعدادی نمونه های کبد گوس��فند 
آلوده به یکس��ت هیداتیک از کشتارگاه ارومیه جمع آوری و به آزمایشگاه 
تحقیقاتی انگل شناس��ی دانشکده پزشکی منتقل ش��ده و از نظر بارور و 

غیربارور بودن مورد آزمایش قرار گرفت. 
مای��ع یکس��ت های بارور جم��ع آوری و به مدت 5 دقیق��ه با دور 2500 
چرخش در دقيقه س��انتریفیوژ، و مایع صاف شده رویی برداشت گردید و 
جذب آن در طوج موج 450 نانومتر قرائت و میزان پروتئین آن محاس��به 

شد. 
رس��وب حاصل��ه ب��ه همراه لای��ه زایای یکس��ت ه��ا چندین ب��ار با دور 
2500 چرخ��ش در دقيقه به مدت 5 دقیقه شستش��و داده ش��د تا عاری 
از پادگ��ن مایع یکس��ت گردد. س��پس در یک هاون چین��ی خرد و برای 
چندی��ن روز پیاپی پ��س از انجماد و آب كردن، این عم��ل تکرار گردید. 
در نهای��ت در ی��ک ارل��ن حاوی دان��ه هاي شیش��ه ای کام�اًل مخلوط 
گردی��د تا پادگ��ن ها آزاد ش��وند. محل��ول حاصل��ه س��انتریفوژ و مایع 
 رویی به عنوان پادگن پروتواس��کولکس برداش��ت و می��زان پروتئین آن 

اندازه گیری شد. 
برای استاندارد سازی غلظت پادگن ها و برابر نمودن میزان پروتئین شان، 
از س��رم فیزیولوژی فنکیه جهت کاهش و یکس��ه سلوفان جهت افزایش 

غلظت پروتئین استفاده گردید.
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ایمونیزاسیون خرگوش
در دو گروه مس��تقل از هم )هر گروه متش��کل از س��ه خرگوش( مبادرت 
ب��ه تولید پادتن پل��ی کلونال علیه مایع یکس��ت هیداتی��ک )گروه 1( و 
پروتواس��کولکس ها )گروه 2( گردید. تزریق��ات در 5 مرحله به فواصل 2 
هفته از هم به صورت داخل و زیر جلدی انجام شد تا ایمونیزاسیون کامل 
صورت گیرد. تزریق اول به میزان 0/2 میلی لیتر با اس��تفاده از ادجوانت 
کام��ل فروند و تزری��ق های یادآور بعدی به مق��دار 0/5 میلی لیتر بدون 

استفاده از ادجوانت انجام شد.

مقایسه خاصیت آنتی ژنیسیته دو گروه آنتی ژن
قبل از شروع ایمونیزاس��یون و حدود 15 روز پس از هر تزریق )بلافاصله 
قب��ل از تزریق بعدی(، از هر کدام از خرگ��وش ها خونگیری بعمل آمد و 
تولی��د پادتن و تعیین تیتر آن و مقایس��ه ایمنی زایی دو نوع پادگن بکار 
رفته در دو گروه مطالعه مورد بررس��ی قرار گرفت. برای این منظور تست 

دوبل ایمنودیفیوژن طراحی گردید. 
در حفره مرکزی محلول پادگن و در حفره های کناری نمونه های سرمی 
ب��ا رقت های مختل��ف اضافه گردی��د. در انتها نمونه ها با رنگ کوماس��ي 

بریلیانت بلو رنگ آمیزی شدند.

نتایج
در این تحقیق جمعاً 36 نمونه س��رمی ک��ه 18 نمونه آن مربوط به گروه 
اول )3 نمونه کنترل منفی، 15 نمونه آنتی س��رم خرگوش بر ضد پادگن 
مایع یکست( و 18 نمونه هم مربوط به گروه دوم )3 نمونه کنترل منفی، 
15 نمونه آنتی س��رم خرگوش بر ضد پادگن پروتواسکولکس( بود، توسط 
تست دوبل ایمنودیفیوژن تعیین تیتر گردید، حداقل رقت بدست آمده در 
هر دو گروه مربوط به نمونه بعد از تزریق اول بود و بیشترین تولید پادتن 

پس از تزریق چهارم بدست آمد )جداول 2و1(.
ش��كل يك، تصويري از تس��ت دوبل ایمنودیفیوژن 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 
يك 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
یکس��ت هیداتیک یک بیماری س��کیلوزئونوز می باشد و قادر است انسان 
را به ش��دت مبتلا ساخته و همچنین سبب آلودگی چهارپایان اهلی شود 

 .)8(
بر اس��اس مطالعات انجام ش��ده در ایران، آلودگی به یکست هیداتیک به 
میزان 11/2 درصد هزار نفر در س��ال می باش��د )3(. امروزه با اس��تفاده 
 از روش های مختلف تش��خیصی نظیر رادیوگرافی س��اده، س��ونوگرافی، 
سي تي اسكن و ام آر آي در اغلب موارد می توان بیماری را تشخیص داد، 
ولی با توجه به محدودیت در استفاده از این روش ها، و از سوی دیگر عدم 
قدرت تش��خیصی یکس��ت های چند حفره ای و یا ضایعات توپر، کماکان 

آزمایش های س��رولوژیک در تشخیص یکس��ت هیداتیک اهمیت داشته 
و مورد اس��تفاده قرار می گیرند )2، 5(. اغلب آزمایش های س��رولوژکیی 
 مرسوم بر اساس جستجوی پادتن در بدن بوده و بخصوص حساسیت این 
 روش های س��رولوژیک در تش��خیص یکس��ت های خارج کبدی، کمتر 

می باشد )10،9(. 
ب��ا اس��تفاده از روش های بر مبن��ای ردیابی پادگن، میزان حساس��یت و 
اختصاصی بودن تس��ت های س��رولوژیک افزایش می یابد )13،12،11(، 
زی��را که س��طح پادگن فرد ی��ا نمونه مورد نظ��ر با تعداد ان��گل موجود 
در آن مطابق��ت دارد. پ��س سیس��تم ه��ای پادگ��ن ی��ک جایگزی��ن 
مطلوب��ی ب��رای سیس��تم های تش��خیص پادتن م��ی باش��ند. مخصوصاً 
در بیماران��ی ک��ه دارای نق��ص ایمنی بوده و سیس��تم پاس��خ دهی بدن 
 آنها س��رکوب شده اس��ت. الایزا بعنوان یک ابزار تش��خیصی سرولوژکیی 
بالق��وه ای برای اغلب بیماری های عفونی مورد اس��تفاده قرار می گیرد و 
دارای حساس��یت بالایی می باشد و اولین قدم در این راستا، تولید پادتن 

مناسب در یک حیوان بر علیه پادگن های انگلی می باشد.
 جهت ایمن س��ازی حی��وان از مای��ع و همچنین پروتواس��کولکس های 
یکس��ت های بارور کبد گوس��فندان آلوده بعنوان پادگن استفاده گردید 
که کاملًا در ش��رایط اس��تریل و بدور از هر گونه آلودگی مبادرت به انجام 
این عمل گردید و جهت تحریک هر چه بیش��تر سیس��تم ایمنی حیوان و 
افزایش تیتر پادتتن تولیدی، تزریق اول با استفاده از ادجوانت کامل فروند 

و تزریق های بعدی بدون ادجوانت انجام گرفت )14، 15(.
ب��رای اثب��ات تولید پادتن از روش س��رولوژکیی ایمنودیفی��وژن دوبعدی 
اس��تفاده شد، که روش��ی بسیار س��اده و کامل در ایمنی شناسی است و 
کی��ی از مزایای مهم آن حرکت کردن پادگ��ن و پادتن بطور طبیعی و با 
مکانیس��م نفوذ بسوی هم می باشد که موجب سادگی و کم هزینه بودن 

آن گشته است )16(. 
در تمامی آزمون ها برای سرم های کنترل منفی، نتایج منفی بدست آمد 
که نش��انگر صحت و دقت در آزمایش می باش��د. برای مشاهده بهتر خط 
رسوبی و تایید واکنش، تمامی نمونه ها با رنگ کوماسی بریلیانت بلو رنگ 

آمیزی شدند.
با مقایس��ه نتایج بدس��ت آمده در دو گروه مطالعه، می توان چنین نتیجه 
گرفت که قدرت آنتی ژنیس��یته پروتواسکولکس به مراتب بیشتر از مایع 
یکس��ت هیداتیک می باش��د. نتیجه بدس��ت آمده تحت شرایط فوق و با 
روش ایمنودیفیوژن دو بعدی حائز اهمیت می باشد چون برخی مطالعاتی 
که در این زمینه انجام گرفته نش��انگر بالا بودن خاصیت آنتی ژنیس��یته 

مایع یکست بوده است)17(. 
لذا با دقت و تامل در شیوه کاری محققین مختلف می توان چنین تفسیر 
ک��رد که عوامل مختلفی نظیر جنس و گون��ه حیوان و نوع بافت آلوده به 
یکست که پادگن از آن تهیه می شود، سویه انگل، جنس و گونه حیوانی 
که پادتن در آن تولید می ش��ود، تکنیک مورد اس��تفاده و میزان دقت و 
رعایت اصول کار می توانند در نتیجه تحقیق موثر باش��ند. در گوسفندان 
علی رغم گاوها، اکثر یکس��ت ها بارور بوده و از نظر آنتی ژنیس��یته قوی 
هس��تند )18( ک��ه این اختلاف در قدرت آنتی ژنیس��یته م��ی تواند بین 
مایع یکس��ت هیداتیک و پروتواسکولکس دو گونه نیز صادق باشد )19(. 
 یکست های موجود در بافت کبد قدرت آنتی ژنیسیته بیشتری نسبت به 

ارزیابی آنتی ژنیسیته ...
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جدول 1- مقادیر تعیین تیتر پادتن تولیدی در گروه 1 )خرگوش های ایمن شده با پادگن مایع کیست هیداتیک(، با استفاده از طراحی تست دوبل ایمنودیفیوژن

جدول 2- مقادیر تعیین تیتر پادتن تولیدی در گروه 2 )خرگوش های ایمن شده با پادگن پروتواسکولکس(، با استفاده از طراحی تست دوبل ایمنودیفیوژن

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

جدول 3- مقایسه میانگین تیتر پادتن تولیدی در گروه اول و دوم مطالعه

قبل از تزریقتزریق اولتزریق دومتزریق سومتزریق چهارمتزریق پنجممیانگین کل
شماره تزریقات

تیتر آنتی بادی 	

گروه اول )پادگن مایع یکست(11/202/31/35/122/32/30

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

ارزیابی آنتی ژنیسیته ...
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یکس��ت های موجود در ریه دارند )18(. و از طرفی طبیعی اس��ت که هر 
سویه از انگل، یکست هایی با خواص پادگن منحصر به آن سویه را تولید 
خواه��د کرد. وجود ارتب��اط فیلوژنی بین حیوانی ک��ه پادگن از آن تهیه 
شده با حیوانی که پادتن در آن تولید شده است، ممکن است باعث عدم 

تحریک و یا کاهش تحریک سیستم ایمنی شود )16(.
 در تکنی��ک ایمنوالکتروف��ورز ک��ه بر اس��اس ایج��اد می��دان الکترکیی 
 می باش��د، ذرات کوچکتر با بار بیش��تر، س��ریع تر حرکت می کنند و لذا 
 پادگن های موجود در مایع یکست هیداتیک که محلول تر و کوچکتر هستند، 
س��ریع تر حرکت کرده و قدرت آنتی ژنیس��یته آن را بالاتر نشان خواهند 

داد )4(. 
 EITB (Enzyme-linked immunoelectrotransfer روش 
blotting( که بر اس��اس واکنش آنزیمی صورت می گیرد، روشی بسیار 
دقیق و با حساس��یت و ویژگی بالا می باشد )20(. مکانیسم تکنیک های 
رسوبی نظیر ایمنودیفیوژن، بر مبنای نفوذ پادگن و پادتن در ژل و واکنش 
آنها با هم می باشد لذا این فرصت را برای تمامی پادگن ها و پادتن های 
موجود در نمونه ها فراهم می کند که بس��وی هم حرکت کرده و واکنش 

دهند)20(.
پ��س ب��ا در نظر گرفتن موارد فوق و تحت ش��رایط این تحقیق، می توان 
چنین نتیجه گیری کرد که قدرت آنتی ژنیس��یته پروتواسکولکس از مایع 
یکست هیداتید بیش��تر بوده لذا پیشنهاد می شود در کارهای تحقیقاتی 
که حساسیت و ویژگی بالایی را می طلبد، نظیر واکسیناسیون و مطالعات 
مولکولی، از پروتواس��کولکس های انگلی به عنوان پادگن اس��تفاده گردد 
و پادتن بدس��ت آمده می تواند پس از تخلیص و کونژوگاس��یون با آنزیم 
مناس��ب، در جه��ت طراحی یکت های الایزای تش��خیصی س��ریع مورد 

استفاده قرار گیرد. 
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