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ارزش روش های مختلف تشخیص 
هیداتیدوزیس در نشخوارکنندگان بزرگ

چکيد‌ه
بیماري هيداتيدوز ناش�ي از رشد متاسستود Echinococcus granulosus در اندام هاي مختلف بدن ميزبان هاي واسط است 
ک�ه انتش�ار جهاني دارد. اي�ران در گروه مناطق هيپراندميك هیداتیدوزیس مي با ش�د. براین اس�اس ارزیاب�ی واکنش آنتی ژنی در 
مجاورت با آنتی س�رم تهیه ش�ده از گاو )256راس( و گاومیش )132راس( در مقایسه با یافته های کشتارگاهی و مولکولی انجام شد. 
آنتی ژن محلول از تغلیظ مایع یکست هیداتید و سونيكه كردن پروتواسکولکس ها تهیه شد. سرم ضدمایع یکست و پروتواسکولکس 
از ایمن س�ازی خرگوش تهیه گردید. اس�تخراج DNA از پرتواس�کولکس انجام ش�د و قطعه  bp688 از ژن nda1 تکثیر گردید. در 
مشاهدات کشتارگاهی، 18/4درصد گاوها و 8/3درصد گاومیش ها آلوده به یکست هیداتید در کبد و ریه بودند. در صورتی که موارد 
مثب�ت آلودگی در روش مولکولی برای گاو 26/1درصد و ب�رای گاومیش 14/3درصد بود. در روش دات الیزا موارد مثبت آلودگی برای 
گاو 22/7درصد و گاومیش 11/8درصد بود. در مقایسه با یافته های کشتارگاهی، حساسیت و ویژگی آزمون دات الیزا برای نمونه سرم 
های گاوی، به ترتیب، 81/01درصد و 95درصد بود. در حالی که حساسیت و ویژگی آزمون برای نمونه سرم های گاومیش 77/12درصد 
و 96/32درصد تعیین گردید. در گاومیش، ارزش تشخیصی روش مولکولی با حساسیت 91/2درصد و ویژگی 99درصد بود. در حالیکه 
حساسیت و ویژگی تشخیص مولکولی یکست هیداتید گاو به ترتیب 97/4درصد و 99/4 درصد بود. مقایسه یافته های آزمون سرمی 
به روش دات الیزا با روش تش�خیص مولکولی نش�ان داد که حساس�یت و ویژگی آزمون دات الیزا کمتر می باش�د ولی اختلاف آماری 
معن�ی داری وجود نداش�ت )P>0/05(. با توجه به نتایج بدس�ت آمده در این مطالعه، تکنی�ک دات الیزا می تواند به عنوان کی روش 

غربالگری یکست هیداتید برای نمونه های سرمی گاو و گاومیش توصیه گردد. 

.PCR ،کلمات کليد‌ي: یکست هیداتید، نشخوارکنندگان، کشتارگاه، دات الیزا
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مقد‌مه
 بیم��اري هيداتي��دوز ناش��ي از رش��د مرحله قب��ل از بلوغ= ش��كل 
عفونت زا= متاسس��تود E.granulosus در کبد، ريه و س��اير اندام هاي 
بدن انس��ان، گاو، گوسفند، خوک، شتر و س��اير ميزبان هاي واسط است. 
اين انگل با مش��خصات بيولوژيکي خاص خود، توانايي بقاء و گسترش در 
 تم��ام مناطق دني��ا را دارد و از اين جهت کي بيماري جهاني محس��وب 
 م��ي ش��ود )2(. ايران نیز در گ��روه مناطق هيپراندمي��ك هیداتیدوزیس 
مي با ش��د )17(. بيماري در انس��ان از نظر جغرافياي��ي اکثرا محدود به 
مناطقي است که تماس مداوم بين سگ سانان اهلي و وحشي و علفخواران 
با انس��ان وجود دارد. زندگي چادرنشيني و عشايري )به دليل پايين بودن 
سطح بهداشت(، افزايش تعداد احشام و پرورش گوسفند به روش سنتي، 
دسترس��ي س��گ ها به امعاء و احش��اء آلوده گاوها و گوس��فندان کشتار 
 ش��ده و تلف شده و ش��کار در حيات وحش چرخه زندگي انگل را مداوم 
مي سازد)1(. در بررس��ي هاي انجام گرفته در ايران متوسط آلودگي گاو 
10/84-6 درص��د و گاوميش 57/76 درصد تعیین ش��ده اس��ت )4(. در 
مطالعه دليمي اصل و همکاران )3( در كش��تارگاه سنندج، ميزان آلودگي 
و گاو به كيس��ت هيداتيد 9/49درصد گزارش گرديده اس��ت. یخچالی و 
غرقی )7( ميزان شيوع هيداتيدوزيس را در گاو 5/69 درصد در شهرستان 
بانه گزارش کردند. ميزان آلودگي گاو و گاوميش به كيس��ت هيداتيك در 

كشتارگاه اروميه، به ترتیب، 0/89درصد )6( گزارش شده است.
   ب��ا توج��ه به اینکه تهیه نمونه مس��تقیم از بافت های آلوده میزبان 

زنده به متاسس��تود E.granulosus به س��ادگی میسر نمی باشد و نیز 
روش تش��خیصی مطمئنی برای تش��خیص آلودگی به یکس��ت هیداتید 
وجود ندارد، از روش های س��رم شناس��ی مختلفی به واس��طه بروز پاسخ 
ایمنی مناس��ب در میزبان و حساسیت بالایی که دارند، استفاده می شود 
)18(. از میان روش های مختلف بکار گرفته ش��ده در تش��خیص س��رم 
شناس��ی یکست هیداتید، هنوز جس��تجوی پادتن ضد پادگن های انگل 
روش مطمئن تری محس��وب می ش��ود )22(. از جمله آنها اس��تفاده از 
روش الیزا براي شناسایی انواع پادگن های انگل در تشخيص سرولوژكيي 
 یکس��ت هیداتی��د حيوانات اس��تفاده مي ش��ود. در گوس��فندان آلوده، 
پادتن هاي ضد پادگن یکست هیداتید را به وضوح مي توان بعداز 4 تا 6 
هفته از عفونت نش��ان داد. مطالعات نشان داده است که بين پادگن ها و 
پادتن های حيوان آل��وده با پادگن همولوگوس ارتباط معنی داری وجود 
دارد. Kanwar و Vinayak )16( در مطالعاتی حساسيت و ویژگی الیزا 
را در تعیين س��طح سرمی IgG و مقایسه تریکبات مايع یکست هيداتيد 
از جمله پادگن B فرآوري ش��ده از مایع نشان داده اند. به طوری که این 

تریکبات حساسيت بالايي نسبت به الیزا داشته اند. 
   ام��روزه تكنيك های تش��خیص ملكولي امکان تش��خیص انگل ها 
از جمله یکس��ت هیداتید را به طور غیر مس��تقیم فراهم نموده اند. عمده 
مزيت این روش ها آن اس��ت که با تغييرپذيري ناشي از ميزبان و محيط 
تشخیص دچار اشتباه نمي ش��ود. زیرا تكنيك های ملكولي با حساسیت 
بالای��ی که دارن��د قادر به تکثیر میزان کمی از ژن های انگل می باش��ند 
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Comparison of the validity of different diagnostic methods in determining hydatidosis in larg ruminants
By: Yakhchali, M.  Associated Professor of Parasitology division, Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary 
Medicine, Urmia University, Urmia –Iran (Corresponding Author; Tel: +989144463939) and Morshedi, A. Associated 
Professor of Immunology Division, Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Urmia University, 
Urmia –Iran.
Hydatidosis is caused by the larval stage (metacestode) of the tapeworm Echinococcus granulosus. The disease has 
a worldwide distribution and Iran is in the hyperendemic region. In the present study, the efficacy of Dot-ELISA 
and PCR tests for detecting hydatid cysts was investigated. Blood samples and samples from liver and lung were 
collected from a number of 256 cattle and 132 water buffaloes. Soluble antigen was obtained from hydatid cyst fluids 
(HCFs) and protoscolices (Px) using concentration and sonication procedures. Anti HCFs and Px were provided from 
rabbits immunized with soluble antigens. For molecular analysis, DNA was extracted from tissue samples and a 688 bp 
fragment of nda1 gene was amplified. Necropsy findings indicated that lung and liver hydatid cyst infection was 18.4% 
for cattle and 8.3% for water buffaloes. Results of Dot-ELISA test showed that 22.7% of cattle and 11.8% of water 
buffaloes were seropositive for hydatid cysts. Infection rate using molecular detection were 26.1% in cattle and 14.3% 
in water buffaloes. Using necropsy findings as gold standard test, sensitivity and specificity of Dot-ELISA was 81.01% 
and 95% for cattle, respectively. Whereas sensitivity and specificity was 77.12% and 96.32% for water buffaloes. 
Sensitivity and specifity of PCR test was 97.4% and 99.4% for examined cattle while these indexes were 91.2% and 
99% for examined water buffaloes. Data analysis showed that there is no significant difference between these two 
technique (P<0.05).  Based on result of this study, Dot-ELISA technique can be considered as one of the useful methods 
in the screening of hydatid cyst in cattle and water buffalo. 

Keywords: Hydatid cyst, Ruminant, Necropsy, Dot-ELISA, PCR.

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


66   )پژوهش‌وسازند‌گی(

)24(. به عنوان مثال، با اس��تفاده از روش PCR می توان به جس��تجوی 
DNA تخ��م انگل، پروتواس��کولکس و لایه لامینار كيس��ت هيداتيك و 
نی��ز کرم بالغ E.granulosus نم��ود )12(. در این ارتباط تنوع ژنتيكي 
ژنوم ميتوكندریایی و ریبوزومی E.granulosus بررس��ي شده است. به 
 ITS ط��وری که تعیین توالی نوکلئوتیدی بخش��ی از ژن های ریبوزومی
و میتوکندریای��ی NADAH دهیدروژن��از تح��ت واح��د nda1( 1( و 
س��یتوکروم اکس��یداز تحت واحد cox1( 1( به روش PCR کارایی قابل 
توجهی داش��ته اس��ت )10(. در ایران مطالعات کم��ی در خصوص آنالیز 
ملکولی DNA هس��ته ای، ریبوزومی و میتوکندریایی یکس��ت هیداتید 
صورت گرفته است )23(. از جمله در مطالعات ملکولی یکست هیداتید از 
ناحیه ITS1 مربوط به ژنوم DNA ریبوزومی و cox1 و nad1 مربوط 
به ژنوم DNA میتوکندریایی استفاده گردید )13/8 درصد(. هدف از این 
مطالعه ارزیابی و مقایس��ه روش های دات الیزا و واکنش زنجیره ای پلی 
مراز  در مقایسه با یافته های کشتارگاهی برای تشخیص یکست هیداتید 
گاو و گاومیش بود تا بتوان با اس��تفاده از آن روش تش��خیصی مناسبی را 

پیشنهاد نمود.

مواد و روش کار
نمونه برداری

رای تهیه پادگن و آنتی س��رم از 256راس گاو و 132راس گاومیش 
قبل از کش��تار نمونه برداری شد. پس از کشتار ضمن مشاهده و ملامسه 
دقیق اعضا مشکوک به آلودگی با یکست هیداتید )کبد، ریه، قلب، طحال 
 و کلی��ه( موارد مثبت ثبت ش��دند. از گاو و گاومیش های کش��تار ش��ده 
نمونه های مورد نیاز برای تشخیص مولکولی نیز همزمان تهیه گردیدند.

 
تهیه سرم

پس از علامت گذاری دام، 5 میلی لیتر خون از ورید وداج دام گرفته 
 و بلافاصل��ه در لوله آزمایش ریخته ش��د تا به آزمایش��گاه منتقل ش��ود. 
نمونه های خون تهیه ش��ده سانتریفیوژ )5000 دور به مدت 10 دقیقه( 

گردیدند و سرم ها در دمای 70- درجه سانتی گراد نگهداری شدند. 

تهیه پادگن محلول
پس از ضدعفوني س��طح كبد و ریه، محتویات یکس��ت های هیداتید 
جداگانه جمع آوري و س��انتريفوژ )8000 دور به مدت 8 دقیقه( ش��دند. 
کيست های بارور و استريل با استفاده از روش ائوزین 1درصد و مشاهده 
فعالیت سلول های ش��عله از همدیگر متمایز گردیدند )يخچالي و غرقي، 
1385(. س��پس به هر نمونه از مایع یکس��ت هیداتید ماده آنتی پروتئاز 
فنیل متیل س��ولفونیل فلوراید1 به ميزان 5 میلی مول اضافه ش��د )27( 
و در 20- درجه س��انتي گراد نگهداری ش��دند. برای تهيه پادگن محلول، 
ابتدا مايع كيس��ت هيداتيد سانتریفوژ شده )8000 دور10 دقیقه( و مایع 
یکست هیداتید از رسوب حاوی پروتواسکولکس جدا گردید. مایع یکست 
هیداتید با اس��تفاده از یکس��ه دیالیز و جریان هوا در هود استریل تغلیظ 
و در4+ سانتی گراد نگهداری ش��د. برای تهيه پادگن از پروتواسکولکس، 
15 بار منجمد-ذوب شدند. سپس مخلوط توسط دستگاه سونیکاتور170 
وات )Hielscher, Germany( ب��ه مدت 20 دقیقه با فاصله 10 ثانیه 

روش��ن 5 ثانیه خاموش سونیکه شدند و با استفاده از میکروسکوپ نوری 
همگن ش��دن نمونه های کنترل گردید )20(. برای اندازه گیری پروتئین 

تام نمونه ها، از روش بیوره استفاده شد )29( )جدول 1(.

تهيه آنتی سرم مایع یکست و پروتواسکولکس در خرگوش  
به این منظور 6 عدد خرگوش آزمایش��گاهی ج��وان نژاد نیوزیلندی 
س��فید انتخاب و درقفس��ه های��ی جداگانه به مدت یک ماه ب��ا تغذیه به 
میزان کافی از س��بزیجات و مواد کنس��انتره نگهداری شدند. پنج عدد از 
ای��ن خرگ��وش ها برای تزری��ق 5 نمونه پادگن و خرگوش شش��م نیز به 
عنوان کنترل منفی که پادگن دریافت نکرده است، انتخاب شدند. در روز 
 )0/22 µm( صفر، به روش زیر جلدی و با اس��تفاده از سرسوزن فیلتردار
 ب��ه تفککی به خرگوش ه��ا 5/. میلی لیتر از پادگن اس��تریل حاوی یک 
میلی گرم پروتئین در هر میلی لیتر )تهیه ش��ده از مایع یکست هیداتید 
بارور و عقیم و پروتواس��کولکس کبد و ری��ه گاو و گاومیش( و 0/5 میلی 
لیتر ادجوانت فروند کامل تزریق گردید. به هر خرگوش نیز آنتی بیوتکی 
های پنی س��یلین استرپتومایسین برای جلوگیری از عفونت های ثانویه و 
احتمالی و نیز ویتامین  ب12 و ب کمپلکس به منظور تقویت آنها تزریق 
گردی��د. تزریق دوم در روز دهم با اس��تفاده از 0/5 میل��ی لیتر از پادگن 
اس��تریل و 0/5 میل��ی لیتر ادجوانت فروند ناکام��ل صورت گرفت. تزریق 
سوم در روز 30 با استفاده از 0/5 میلی لیتر از پادگن استریل و 0/5 میلی 
لیت��ر ادجوانت فروند ناکامل نجام گردید. در روز 40 از هر خرگوش خون 

در شرایط استریل تهیه گردید )27( )جدول2(.

دات الیزا با سرم خرگوش
20میکرولیتر ار پادگن محلول مایع یکست هیداتید و پروتواسکولکس 
 ب��ه تفکی��ک هر نمونه )5 نمون��ه پادگن( هر نمونه بر روی دیس��ک های 
ورقه ای نیتروس��لولوز لکه گذاری گردیدند تا به طور کامل خشک شوند. 
برای حذف باندهای غیراختصاصی، 100 میکرولیتر بافر تریس حاوی 0/5 
درصد توین 20 را به دیسک ها افزوده و با 10 دقیقه تکان دادن شستشو 
داده ش��دند. به هر دیس��ک 10 میکرولیتر از س��رم یک درصد خرگوشی 
 ض��د 5 نمونه پادگن به تفککی اضافه ش��د. پس از س��ه بار شستنش��و، 
 نمون��ه ه��ا به م��دت یک س��اعت در دمای آزمایش��گاه باق��ی ماندند. به 
دیسک ها 10 میکرولیتر کونژوگه پراکسیداز ضد خرگوش )ساخت شرکت 
Sigma( رقیق شده در بافر رقیق کننده تجارتی به هر دیسک افزوده شد 

و به مدت یک ساعت در دمای آزمایشگاه قرار داده شدند.
س��پس مجددا با بافر توین 20 هر نمونه س��ه بار شستش��و می شد. 
10 میکرولیتر از سوبس��تراOPD 2 )س��اخت ش��رکت Sigma( در هر 
دیس��ک ریخته ش��د و به مدت 15 دقیقه در دمای آزمایش��گاه گذاشته 
شدند. بعد از 15 دقیقه برای پایان دادن به واکنش بین سوبسترا و آنزیم 
کونژوگه، اسید سولفوریک 0/3مولار به دیسک ها افزوده شد. نمونه های 
 مثبت در مقایس��ه با س��رم کنترل منفی، ارزیابی ش��ده و ثبت گردیدند 

.)15 ،14 ،11(

دات الیزا با سرم گاو و گاومیش 
 س��رم ه��ای تهی��ه ش��ده از 256 راس گاو و 132 راس گاومیش با 
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پادگن های محلول تایید شده )روش4( و کونژوگه پراکسیداز ضد گاو، به 
روش دات الیزا ارزیابی شدند.  

روش مولکولی
DNA استخراج

از کب��د وریه دام ها تح��ت مطالعه نمونه برئاری ش��د و  هضم اولیه 
انجام ش��د. استخراج DNA با اس��تفاده از یکت DNG )ساخت شرکت 

سیناژن( انجام شد. 

nda1 روش تکثیر ژن
تکثیر ژن nda1 با اس��تفاده از كيت PCR Master Kit )ساخت 
ش��ركت سيناژن( درحجم کلی واکنش 25 میکرولیتر و در حضور كنترل 
 E.granulosus  nda1 انجام ش��د. پرایمرها با اس��تفاده از توال��ی ژن
 در بان��ک ژن و با اس��تفاده از نرم اف��زارAmplifX 5. طراحی گردیدند
 '3-GTT-TTA-GGG-GAG-CGT-AAG-G-'5 :F-P1(
  .):R-P2'3-CCA-ACA-TAC-CGA-TAA-AAC-CG-'5و
الگوی دمایی مورد استفاده در دناتوراسیون اولیه 94 درجه سانتی گراد به 
مدت 2دقیقه، دناتوراس��یون 95 درجه سانتی گراد در 45 ثانیه، آنیلینگ 
در 53 درجه س��انتی گراد به مدت 45 ثانیه، امتداد 72 دناتوراس��یون در 
مدت 50 ثانیه و امتداد نهایی در 72 دناتوراسیون به مدت2 دقیقه انجام 
ش��د. محصول PCR در ژل آگاروز 1/5درص��د الكتروفورز گردید. پس از 
رنگ آمیزی ژل با اتیدیوم بروماید، اندازه قطعه تكثير يافته در مقایس��ه با 

مارکر مشخص شد.   

ارزیابی آماری
    از آزم��ون آم��اری t با س��طح اطمین��ان 95درصد برای مقایس��ه 
نس��بت ها میان روش های تش��خیص دات الیزا و واکنش زنجیره ای پلی 
مراز  با یافته های کش��تارگاهی  اس��تفاده گردید )نرم افزار SPSS(. حد 

معنی داری برای این آزمون P >0/05 در نظر گرفته شد.  

نتایج
   از 256 راس گاو و 132 راس گاومی��ش 18/4درص��د از گاوه��ا و 
8/3درصد از گاومیش ها پس از کش��تار آلوده به یکس��ت هیداتید بودند 
)جدول3(. نتایج دات الیزا پادگن های مایع هیداتید و پروتواس��کولکس با 
س��رم خرگوشی ضد هیداتید در رقت های 1 به 50 و 1  به 100  سرمی  
واکنش سرمی مثبت به همراه داشت که نتایج در مورد هر دو رقت کاملًا 
یکسان بودند. موارد مثبت سرمی به روش دات الیزا برای گاو 22/7درصد 
و گاومی��ش 11/8درصد بود. ب��ا توجه به موارد مثب��ت کاذب 4/3درصد 
در نمون��ه های س��رمی گاو و 3/5درصد در نمونه های س��رمی گاومیش، 
ارزش تش��خیصی روش دات الی��زا با حساس��یت 81/01درصد و ویژگی 
 95درصد برای نمونه های سرمی گاو بود. ارزش این روش تشخیصی برای 
نمون��ه ه��ای س��رمی گاومیش ب��ا حساس��یت 77/12درص��د و ویژگی 
96/32درص��د تعیین گردید)ج��دول 4(. در مطالع��ه مولکولی، برای ژن 
 688 bpدر ه��ر ن��وع دام مبتلا ب��ه هیداتیدوزیس باند مش��ترک nda1
بدست آمد )تصویر 1(. تعداد موارد مثبت آلودگی برای گاو 26/1 درصد و 

برای گاومیش 14/3درصد بود )جدول 4(. در گاومیش، ارزش تشخیصی 
روش مولکولی با حساسیت 91/2درصد و ویژگی 99درصد بود. در حالیکه 
حساس��یت و ویژگی تش��خیص مولکولی یکس��ت هیداتید گاو به ترتیب 

97/4درصد و 99/4 درصد بود.

بحث
روش های مختلفی برای تشخیص یکست هیداتید بر اساس جستجوی 
پادتن ابداع شده است. در این ارتباط می توان به تست ثبوت عامل مکمل، 
هماگلوتیناسیون غیرمس��تقیم، لاتکس آگلوتیناسیون و الیزا اشاره نمود. 
از میان روش های س��رم شناسی، روش الیزا دارای حساسیت بالایی بوده 
و برای جس��تجوی پادتن ضد یکس��ت هیداتید روش غربالگری مناسبی 
گزارش ش��ده اس��ت )25  ،19  ،14(. Rafiei و همکاران )22( نیز روش 
الیزا را یکی از روش های مناسب برای تشخیص هیداتیدوزیس در مناطق 
اندمی��ک عنوان کردند. در این مطالعه، یافته های کش��تارگاهی به عنوان 
آزمون استاندارد برای مقایسه واکنش زنجیره ای پلی مراز و آزمون سرمی 
دات الیزا در تشخیص یکست هیداتید گاو و گاومیش بود. به طوری که با 
توجه به یافته های کش��تارگاهی در تکنکی مولکولی 0/8درصد گاومیش 
ها و 0/5درصدگاوها به اش��تباه آلوده به یکس��ت هیداتید گزارش ش��دند 
 )مثبت کاذب( )جدول3(. این میزان برای آزمون دات الیزا در مقایس��ه با 
یافت��ه های کش��تارگاهی، 4/3 درص��د گاو ها و 3/5درص��د گاومیش ها 
آلوده ثبت ش��دند. حساس��یت و ویژگی این روش ها تا حدودی با موارد 
گزارش ش��ده همخوانی دارد. به طوری ک��ه Sibihi و همکاران )26( با 
اس��تفاده از ای��ن نوع پادگن ها حساس��یت و ویژگی آزم��ون را به ترتیب 
95 درص��د و 100 درص��د گزارش کرده ان��د. Baba و همکاران )9( نیز 
 گزارش کرده اند که دات الیزا با حساس��یت 82/95درصد نسبت به سایر 
 Hadighi روش های تشخیص یکست هیداتید حساس تر است. در گزارش
و هم��کاران )14( حساس��یت و ویژگی ب��ه ترتیب 97 درص��د و97/33 
 درصد بود. Dalimi-asl  و همکاران )11( نیز در بررس��ی مقایس��ه ای 
تکنکی های تش��خیص یکس��ت هیداتید میزان حساس��یت الیزا را 100 
درص��د و ویژگ��ی آن را 99/5درصد گزارش کردن��د.Rafiei  و همکاران 
)22( حساس��یت 90/2درصد را برای تش��خیص پادت��ن ضد پادگن B به 
روش الیزا گزارش نمودند. تفاوت 4/3درصد سرم مثبت در گاو و گاومیش 
به روش دات الیزا نس��بت به موارد یکس��ت هیداتید مثبت کش��تارگاهی 
ثبت گردی��د )مثبت کاذب(. موارد مثب��ت کاذب عمدتا به دلیل آلودگی 
 کرم��ی زیاد در بین جمعیت های دام��ی )21( و  واکنش های متقاطع با 
پادگ��ن های س��ایر انگل ها به ویژه تنیاها می باش��د ک��ه از عمده ترین 
مش��کلات تشخیص سرم شناس��ی یکست هیداتید اس��ت )28(. در این 
مطالع��ه نیز واکنش های متقاطع به صورت واکنش رنگی ضعیف تری در 
دات الیزا مش��اهده گردید. موسوي و همكاران )5( در مطالعه سرولوژیک 
عفونت تجربی هیداتیدوزیس گوس��فند، روش الیزا را با اس��تفاده از مایع 
یکست هیداتید گاو نیز یک روش آزمایشگاهی سریع و حساس غربالگری 
گزارش نموده اند. البته حساس��یت و ویژگی روش دات الیزا به تریکب و 
غلظت پادگن جمع آوری ش��ده بس��تگی دارد )15(. یافته های دات الیزا 
در آزمایش��گاه های مختلف تا حدودی متفاوت بوده است. هر قدر پادگن 
مورد استفاده در دات الیزا خالص تر باشد، نتایج نیز اختصاصی تر خواهد 
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نوع دام )mg/ml( پروتئین تام عضوآلوده نمونه

گاو 14/5 ریه پروتواسکولکس

گاومیش 15/3 ریه مایع هیداتید بارور

گاومیش 13/2 ریه مایع هیداتید عقیم

گاو 12/8 کبد مایع هیداتید بارور

گاو 14/4 کبد مایع هیداتید عقیم

دام عضو پادگن شماره خرگوش زمان تزریق )روز(

گاو ریه پروتواسکولکس 1 330 210 صفر1

گاومیش ریه مایع هیداتید بارور 3 30 10 صفر

گاو کبد مایع هیداتید بارور 4 30 10 صفر

گاومیش ریه مایع هیداتید عقیم 5 30 10 صفر

گاو کبد مایع هیداتید عقیم 6 30 10 صفر

آلودگی توام )درصد(
عضو  آلوده )درصد(

تعداد دام آلوده )راس( تعداد دام )راس( نوع دام
ریه کبد

19 14 31 47 256 گاو

5 4 7 11 132 گاومیش

24 18 38 58 388 جمع کل

ج�دول 1- مقادی�ر پروتئین تام مایع یکس�ت هیداتی�د و پروتواس�کولکس نمونه های مورد 
آزمایش

جدول 2-تزریق پادگن های مایع یکست هیداتید گاو و گاومیش به خرگوش آزمایشگاهی برای  تهیه آنتی سرم

جدول 3- یافته های کشتارگاهی گاو و گاومیش های خونگیری شده

  1ادجوانت فروند کامل          2 ادجوانت فروند ناکامل       

ب��ود )11(. روش تهیه پادگن، اختلافات س��ویه ای انگل، محل تش��کیل 
یکس��ت، وضعیت بالینی میزبان و نوع یکس��ت م��ی توانند در یافته های 
تش��خیصی هیداتیدوزیس موثر باش��ند )30(. در مطالعه حاضر، مقایسه 
یافته های آزمون س��رمی به روش دات الیزا با روش تش��خیص مولکولی 
نش��ان داد که حساس��یت و ویژگی آزمون دات الیزا کمتر می باش��د ولی 
اختلاف آماری معنی داری وجود نداشت )P>0/05(. البته علی رغم دقت 
بس��یار بالای روش های مولکولی هنوز هم این روش تش��خیصی به دلیل 
مشکلات تهیه نمونه های بافتی از دام زنده به ویژه به تعداد زیاد، نیاز به 
تجهیزات پیش��رفته و هزینه زیاد به صورت بالینی چندان کار بردی نمی 
باش��د. علاوه بر آن در مقایسه با روش تشخیص مولکولی، روش دات الیزا 
از محاس��ن تکنیکی مختلفی برخوردار است. از جمله قابلیت اجرا در دام 
زنده، ماندگاری پادگن به مدت طولانی، آسانی روش و قابلیت انجام تعداد 
بیش��تری واکنش در مدت زمان کوتاه اس��ت. همچنین دات الیزا به دلیل 
قاب��ل اجرا بودن در دمای محیط، در آزم��ون های میدانی روش کاراتری 
نس��بت به روش های مولکولی می باش��د ) 14(. بنابراین با توجه به یافته 
های این مطالعه، می توان روش دات الیزا را برای تش��خیص موارد سرمی 
مشکوک و یا آشکار کردن پادتن ضد هیداتیدوزیس در گاو و گاومیش در 

درمانگاه و یا مزرعه به عنوان یک روش غربالگری توصیه نمود. 
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کشتارگاه )درصد( مولکولی)درصد( دات الیزا)درصد(
نوع دام )راس(

منفی مثبت منفی مثبت منفی مثبت

81/6 18/4 81/1 18/9 77/3 22/7 گاو )256(

91/7 8/3 90/9 9/1 88/2 11/8 گاومیش )132(

جدول 4- نتایج دات الیزا و تشخیص مولکولی در مقایسه با یافته های کشتارگاهی یکست هیداتید در   گاو و گاومیش 

تصویر 1- محصول PCR با تکثیر ژن nda1ا E.granulosus : گاو)1 و 2( و گاومیش)3 و4(، 
.)M( 100 plus bpو مارکر )Nc( کنترل منفی
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تشکر و قدردانی
این تحقیق با حمایت مالی حوزه معاونت پژوهش��ی دانشگاه ارومیه با 
کد 85/د/001 اج��را گردید. از همکاری آقای آقاپور و آقای فرهنگ پژوه 
کارشناسان گروه پاتوبیولوژی و آزمایش��گاه مرکزی دانشکده دامپزشکی 

دانشگاه ارومیه مراتب قدردانی و تشکر را داریم.

پاورقی ها
1- Phenylmeltyl sulforyl fluoride (PMSF)
2- O-Phenylendiamine dihydrocholovide
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