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مقایسه روش های کانترایمونوالكتروفورزیس 
و واکنش زنجیره ای پلی مراز در تشخیص 

هیداتیدوزیس گوسفند

چکید ه
گوس�فند به عنوان یکی از مناس�ب ترین میزبان های هیداتیدوزیس در ایران اس�ت و ایران به عنوان یکی از نواحی هیپراندمیک در 
دنیا مطرح می باش�د. در این تحقیق، ارزیابی واکنش پادگنی در مجاورت با آنتی س�رم تهیه ش�ده از گوسفند در مقایسه با یافته های 
کش�تارگاهی و مولکولی انجام ش�د. در مطالعه حاضر برای تهیه پادگن محلول از مایع کیست هیداتید استفاده گردید. خون مورد نیاز 
برای تهیه س�رم از100 راس گوس�فند در حین کشتار تهیه شد. یافته های کش�تارگاهی در گوسفندان خونگیری شده آلوده به کیست 
هیداتید ثبت گردید. س�پس آزمون کانترایمنو الکتروفورزیس در حضور س�رم های شاهد منفی و مثبت انجام شد. استخراج DNA از 
پرتواسکولکس انجام شد و قطعه  bp 1213 از ژن co1 تکثیر گردید. در مشاهدات کشتارگاهی، 33 درصد گوسفندان آلوده به کیست 
هیداتی�د در کبد و ری�ه بودند. در صورتی که موارد مثبت آلودگ�ی در روش کانترایمنوالکتروفورزی�س 29 درصد و در روش مولکولی 
28 درصد بود. در مقایس�ه با یافته های کش�تارگاهی، حساس�یت و ویژگی آزمون کانترایمنوالکتروفورزیس به ترتیب 31/79درصد و 
2/92درصد بود. ارزش تشخیصی روش مولکولی با حساسیت 19.85 درصد و ویژگی8 .94 درصد بود. مقایسه یافته های آزمون سرمی 
به روش کانترایمنوالکتروفورزیس با روش تش�خیص مولکولی نش�ان داد که حساسیت و ویژگی آزمون کانترایمنوالکتروفورزیس کمتر 
بود ولی اختلاف آماری، معنی داری نداش�ت )P>0/05(. باتوجه به نتایج بدس�ت آمده در این مطالعه، آزمون کانترایمنوالکتروفورزیس 

می تواند روش غربالگری مناسبی برای هیداتیدوزیس  گوسفندان باشد.

.PCR ،کلمات کلید ی: کیست هیداتید، گوسفند، کانترایمنوالکتروفورزیس
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Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 94 pp: 25-30

Comparison of the validity of CIE and PCR diagnostic methods in determining hydatidosis in sheep.
By: Yakhchali, M, Associate Professor, Department of Pathobiology, Parasitology Division, Faculty of Veterinary 
Medicine, Urmia University, Urmia, Iran (Corresponding Author; Tel: +989144463959).Morshedi, A Associate 
Professor, Immunology Division, Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Urmia University, 
Urmia, Iran. Shirashian, M. General Practitioner of Veterinary Medicine, Urmia, Iran.
Sheep is one of the important hosts for hydatidosis in Iran as a hyperendemic region worldwide. In the present study, the 
efficacy of counter immuno-electerophoresis (CIE) and PCR tests to detect sheep hydatid cyst infection was carried out. 
For this, soluble antigen was provided using hydatid cyst fluids (HCFs). Blood sera were taken from a total number of 100 
slaughtered sheep. CIE analysis was undertaken using negative and positive controls. DNA was extracted from protoscolices 
and a 1213bp fragment length of co1 gene amplified. Necropsy findings indicated that lung and liver of slaughtered sheep 
(33%) was infected with hydatid cyst. While it was 29% in CIE and 28% in PCR test. According to the necropsy findings 
as a gold standard test, sensitivity and specificity of CIE was 79.31% and 92.2%, respectively. Sensitivity and specifity of 
PCR test were determined 85.19% and 94.8%, as well. Data analysis showed that there is no significant difference between 
these two techniques (P<0.05). Based on these results, CIE technique can be considered as a useful method to screen sheep 
hydatid cyst infection. 

Key words: Hydatid cyst, Sheep, CIE, PCR.

مقد مه
بیماري هاي انگلي یکي از مش��کلات عمده بهداش��تي و اقتصادي اغلب 
کش��ورهاي جهان به ویژه کش��ورهاي در حال توس��عه به حس��اب مي آیند. 
بنابرای��ن تش��خیص و مب��ارزه ب��ا آنها یکي از بخ��ش هاي مه��م برنامه هاي 
توس��عه ملي این کشورها اس��ت. هیداتیدوزیس یکي از 400 بیماري مشترك 
 ش��ناخته ش��ده بین انس��ان و دام مي باش��د که به واسطه رش��د متاسستود

Echinococcus granulosus در کبد، ریه و سایر اندام هاي بدن میزبان 
های واس��ط )گاو، گاومیش، گوسفند، بز، خوك، ش��تر، انسان( بروز می کند. 
میزبان نهایی Echinococcus granulosus گوشتخواران اهلی و وحشی 
می باشند که در ایران از سگ های گله و سگ های ولگرد، روباه قرمز، شغال 

طلایی و گرگ از استان های مختلف گزارش شده است )23(. 
در مناطق��ی از دنی��ا که پرورش گوس��فند و بز رایج اس��ت این انگل نیز 
وجود دارد. لذا گوس��فند به عنوان یك عامل مهم در بقاء و انتش��ار انگل نقش 
 دارد )3(. از س��وی دیگر هیداتیدوزیس هم از نظر بهداش��ت عمومی به دلیل 
هزینه هاي س��نگین تش��خیص و درم��ان و عوارض جانب��ي آن و هم از نظر 
اقتصادي به دلیل ضبط احش��اء آلوده، کاهش تولید شیر، پشم و گوشت حائز 

اهمیت می باشد )1(. 
با توجه به اینکه تهیه نمونه مس��تقیم از بافت های آلوده میزبان زنده به 
متاسس��تود Echinococcus granulosus به سادگی میسر نمی باشد و 
نیز روش تشخیصی مطمئنی برای تشخیص آلودگی به کیست هیداتید وجود 
ندارد، از روش های سرم شناسی مختلفی به واسطه بروز پاسخ ایمنی مناسب 
در میزبان و حساس��یت بالایی که دارند، اس��تفاده می ش��ود )4(. روش کانتر 
ایمنوالکتروفورزیس شبیه ژل دیفیوژن است ولی حساسیت بیشتري نسبت به 

ایمنوالکتروفورزیس دارد )11(.
روش ه��ای تش��خیص ملکول��ي ام��کان تش��خیص کیس��ت هیداتید را 

ب��ه طور غیرمس��تقیم فراهم نموده اند )14(. از محاس��ن ای��ن روش ها عدم 
اش��تباه در تش��خیص بر اثر تغییرپذیري میزبان و محیط مي باشد. زیرا روش 
ه��ای ملکول��ي با حساس��یت بالایی که دارند ق��ادر به تکثیر می��زان کمی از 
 PCR ژن ه��ای انگل می باش��ند )21(. به عنوان مثال، با اس��تفاده از روش
م��ی ت��وان به جس��تجوی DNA تخ��م ان��گل، پروتواس��کولکس و لایه زایا 
کیس��ت هیداتید و نیز کرم بال��غ اکینوکوکوس گرانول��وزوس نمود )12(. در 
 ای��ن ارتباط تن��وع ژنتیکي ژنوم میتوکندریای��ی )co1 و nad1( و ریبوزومی

)ITS( Echinococcus granulosus( بررس��ي ش��ده اس��ت. به طوری 
که تعیین توالی نوکلئوتیدی بخش��ی از ژن ه��ای ریبوزومی و میتوکندریایی 
ب��ه روش PCR کارآیی قابل توجهی داش��ته اس��ت )9(. در ای��ران مطالعات 
کمی در خصوص آنالیز ملکولی DNA هسته ای، ریبوزومی و میتوکندریایی 
کیست هیداتید صورت گرفته است )18(. از جمله در مطالعات ملکولی کیست 
 nad1 و  co1 ریبوزومی و DNA  مربوط به ژنوم ITS1 هیداتی��د از ناحیه
مربوط به ژنوم DNA میتوکندریایی اس��تفاده گردیده است )13،6،4(. هدف 
از این مطالعه ارزیابی و مقایسه روش های کانتر ایمنو الکتروفورزیس و واکنش 
زنجیره ای پلی مراز  در مقایس��ه با یافته های کش��تارگاهی برای تش��خیص 
کیست هیداتید گوسفند بود تا بتوان با استفاده از آن روش تشخیصی مناسبی 

را پیشنهاد کرد.

مواد و روش کار
جمع آوری کیست هیداتید 

برای تهیه نمونه های کیس��ت هیداتید کبد و ریه گوس��فند به کشتارگاه 
شهرستان ارومیه مراجعه گردید. پس از مشاهده و ملامسه، اندام های آلوده به 
کیست هیداتید جمع آوری و به آزمایشگاه انگل شناسی دانشکده دامپزشکی 

دانشگاه ارومیه منتقل شدند. 

مقایسه روش های کانترایمونوالکتروفورزیس ...
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 DNA آماده کردن نمونه برای تهیه پادگن محلول و استخراج
پس از ضد عفوني س��طح عضو آلوده به کیس��ت هیداتید، مایع کیس��ت 
هیداتی��د جمع آوري و س��انتریفوژ )8000 دور به مدت 8 دقیقه( انجام ش��د 

.)4(
مایع رو به عنوان پادگن جمع آوری ش��د و به هر نمونه از مایع کیس��ت 
هیداتید ماده آنتی پروتئاز فنیل متیل س��ولفونیل فلوراید به میزان 0/5میلی 
 م��ول اضاف��ه گردید ت��ا از هضم آنزیم��ی محتوی��ات پروتین��ی آن از جمله 
پادگن ها جلوگیری به عمل آید )4(. به رس��وب حاوی پروتواس��کولکس انگل 
اتان��ول 75درص��د اضافه گردید و ب��رای هضم و آزمای��ش مولکولی نگهداری 

شدند.
  

استاندارد کردن غلضت پادگن 
برای اس��تاندارد کردن غلظت پادگن از روش غلظت لوله شماره سه مك 
فارلان اس��تفاده شد. در 400 نانومتر، غلظت معادل غلظت لوله شماره 3 مك 
فارلان، ا جذب نوری معادل 188-186 گردید و  مقدار نرمال پروتئین پادگن 

برای این آزمایش 2/5 میلی گرم در میلی لیتر بود )16،15(. 

تهیه سرم
100 نمونه خون از گوسفندان قبل از کشتار تهیه و علامت گذاری شدند. 
هر نمونه خون در 2500 دور به مدت 5 دقیقه س��انتریفیوژ و س��رم جدا شده 

در دمای 20- درجه سانتی گراد نگهداری گردید. 

کانترایمنوالکتروفورزیس 
ب��ر اس��اس روش Deka و همکاران )1990( از بافر باربیتال تهیه ش��ده 
 به روش گراندبوك اس��تفاده گردید )pH 8/9-9/2( )11(. برای هر س��ری از 
سرم های نمونه که در یك نوبت آزمایش شدند، یك سرم شاهد منفی و یك 
س��رم شاهد مثبت )تهیه ش��ده از بخش انگل شناسی موسسه رازی حصارك( 

برای کنترل پادگن در نظر گرفته شد. 

روش مولکولی
 DNA استخراج

هضم اولیه نمونه های حاوی پروتواسکولکس که از کبد و ریه گوسفندان 
تحت مطالعه تهیه ش��ده بودند، با اس��تفاده از بافر هضم کننده انجام گردید. 
س��پس اس��تخراج DNA از آنها با اس��تفاده از کیت DNG )ساخت شرکت 

سیناژن( صورت پذیرفت. 

co1 روش تکثیر ژن
تکثیر ژن co1 با اس��تفاده از کیت PCR Master Kit )ساخت شرکت 
س��یناژن( در حجم کلی واکنش 25 میکرولیتر و در حضور کنترل انجام شد. 
پرایمره��ا ب��ا اس��تفاده از توال��ی ژن E.granulosus co1 در بانك ژن و با 

استفاده از نرم افزارAmplifX 5. طراحی گردیدند:
 'HC-F: 5'- GCG-TTT-GAA-TGC-TTT-GAG-TG-3
  'HC-R: 5'- ACA-AGC-CAC-AGG-ACT-CAT-C -3
   محص��ول  PCRدر ژل آگاروز 5/1 درص��د الکتروف��ورز گردید. پس از 
رنگ آمیزی ژل با اتیدیوم بروماید، اندازه قطعه تکثیر یافته در مقایسه با مارکر 

مشخص شد.   

ارزیابی آماری
برای مقایس��ه روش ه��ای کانترایمنوالکتروفورزیس و واکنش زنجیره ای 
پل��ی م��راز  با یافته ه��ای کش��تارگاهی از آزمون آماری t با س��طح اطمینان 
95درصد اس��تفاده گردید )نرم افزار SPSS(. حد معنی داری برای این آزمون 

P>0/05 بود.  

نتایج
ب��ه روش  نمون��ه س��رم گوس��فندی، 29 درص��د س��رم ه��ا  از 100 
کانترایمنوالکتروفورزیس مثبت بودند. از 71  گوسفند فاقد کیست هیداتید، 3 
مورد سرم مثبت )22/4 درصد( بودند )جدول 2(. به طوری که چهارده نمونه 
با رقت 1/2، ده نمونه با رقت 1/4، چهار نمونه با رقت 1/8 و یك نمونه با رقت 
1/16 بودند )جدول 1(. چنانچه س��ه مورد س��رم مثبت و فاقد کیست، مثبت 
کاذب در نظر گرفته ش��وند، از این رو حساس��یت و ویژگ��ی آزمون به ترتیب 

31/79 درصد و 2/92 درصد است. 
در مطالعه مولکولی، برای ژن co1 در هر نوع دام مبتلا به هیداتیدوزیس 
باند مش��ترك bp  1213 بدس��ت آمد )ش��کل 1( به طوری که موارد مثبت 
آلودگی 27 درصد بود )جدول 2(. ارزش تشخیصی روش مولکولی با حساسیت 

19/85 درصد و ویژگی 8/94 درصد بود.
 

بحث
روش های مختلفی برای تش��خیص کیست هیداتید بر اساس جستجوی 
پادتن ابداع ش��ده اس��ت. در این ارتباط می توان به تست ثبوت عامل مکمل، 
هماگلوتیناسیون غیرمس��تقیم، لاتکس آگلوتیناسیون و الیزا اشاره نمود )4(. 
در این مطالعه، یافته های کشتارگاهی به عنوان آزمون استاندارد برای مقایسه 
واکن��ش زنجیره ای پلی مراز و آزمون کانترایمنوالکتروفورزیس در تش��خیص 
 کیس��ت هیداتید گوس��فند ب��ود. البته از یافت��ه های مولکولی در تش��خیص 
س��ویه های E.granulosus نیز استفاده می ش��ود که از 10 سویه گزارش 
ش��ده در جهان، 3 س��ویه گوسفندی )س��ویه غالب(، گاومیش و شتر براساس 
مطالعه توالی نوکلئوتیدی ژن های میتوکندریایی و ریبوزومی از ایران گزارش 
ش��ده است )21،20،18،7،6(. به طوری که با توجه به یافته های کشتارگاهی 
در آزمون کانترایمنوالکتروفورزیس 6 درصد گوس��فندان و در آزمون مولکولی 
4 درصد گوس��فندان به اشتباه آلوده به کیست هیداتید گزارش شدند )مثبت 
 کاذب(. ع��لاوه براین، نمونه های س��رمی آزمایش ش��ده گوس��فندان که در 
یافته های کش��تارگاهی از نظر وجود کیست هیداتید مثبت بودند، همگی در 
آزمون کانترایمنوالکتروفورزیس واکنش س��رمی مثبت داشتند و نمونه منفی 
کاذب مش��اهده نگردید. علاوه براین، ویژگی آزمون کانترایمنوالکتروفورزیس 
ب��رای هیداتیدوزی��س که توس��ط س��ایر محققی��ن 80 درصد گزارش ش��ده 
بود، مش��ابهت داش��ت )3، 22(. در بررس��ی گرامی نیا )1( حساسیت آزمون 
کانترایمنوالکتروفورزی��س روی هیداتی��دوز گوس��فند 80 درصد و ویژگی آن 
66 درص��د بود. Vevategui و همکاران )22( حساس��یت آزم��ون الیزا را با 
پادگ��ن مایع کیس��ت هیداتی��د 100 درصد و ویژگ��ی آن را 80 درصد اعلام 
کردند. در تمامی گزارش��ات مذکور حساس��یت آزمون در تشخیص به مراتب 
بیش��تر از ویژگی آنها می باش��د. در صورتی که در این مطالعه ویژگی هر دو 
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آزمون در مقایس��ه با این گزارشات در تشخیص هیداتیدوزیس بیشتر بود. در 
مطالعه حاضر موارد س��رم مثبت گوسفندان به روش کانترایمنوالکتروفورزیس 
تا حدودی با گزارش Shapire و همکاران )19( که موارد سرمی مثبت را به 
روش کانترایمنوالکتروفورزیس برای مایع کیس��ت هیداتید 27درصد گزارش 

کردند، هم خوانی دارد. 
 یافت��ه ها در م��ورد کارای��ی آزم��ون کانترایمنوالکتروفورزیس در س��ایر 
بیم��اری ها قابل توجه اس��ت. یخچال��ی و همکاران )5( حساس���یت آزمون 
کانترایمنو الکتروفورزیس را در تشخیص سرمی سارکوسیستوزیس گوسفندان 
100درصد و ویژگ��ی 83 درصد گزارش کردن��د. Pathak و همکاران )15( 
از آزمون کانترایمنوالکتروفورزیس برای تش��خیص سیستي سرکوزیس خوکي 
به عنوان یك روش غربالگری س��ریع، آس��ان، حس��اس و بدون پاس��خ منفی 
کاذب اس��تفاده نمودند. آنان نش��ان دادند که بین سرم های جمع آوری شده 
خوك های آلوده به کیس��ت هیداتید و سیستی سرکوس تنیوکولیس واکنش 
متقاط��ع وجود نداش��ت. Aboazakham و Romia )8( در مطالعه ای بر 
روی موش هایی که به طور تجربی آلوده به ترش��ینلا شده بودند از بین روش 

های الیزا و ایمنوفلورسانس غیرمس��تقیم و کانترایمونوالکتروفورزیس، آزمون 
کانترایمونوالکتروفورزیس را حس��اس ترین روش تشخیصی معرفی کردند. لذا 
در تحقیق حاضر، مشاهده موارد مثبت کاذب می تواند مربوط به واکنش های 
متقاطع با برخی از عفونت های غیرسس��تودی و یا پادگن های توموری باشد 
)17(. Chamekh و هم��کاران )10( بیش��ترین میزان پروتئین یافت ش��ده 
ب��ه روش کانترایمونوالکتروفورزیس مایع کیس��ت هیداتید را پادگن Arc5 با 
وزن مولکولی 60 کیلو دالتون گزارش کرده اند. درمطالعه دیگری که توس��ط 
Deka و Gaur )11( ب��ا اس��تفاده از روش کانترایمونوالکتروفورزی��س برای 
تشخیص سیستی س��رکوزیس تنیا هیداتیژنا در بزهایی که به صورت طبیعی 
و تجربي آلوده ش��ده بودند صورت گرفت نتایج نش��ان داد که در یك سیستم 
مش��ابه وقتی پادگن های خالص تهیه ش��ده از مایع سیس��تی س��رکوس تنیا 
هیداتیژنا و غش��ا سیستی سرکوس به طور مشابه با سرم های هیپرایمن خود 
م��ورد آزمای��ش قرار می گیرن��د از نظر مدت زمان آزمایش و ش��دت واکنش 
ب��ا هم اختلاف دارن��د.    در این تحقیق، مقایس��ه یافته های آزمون س��رمی 
به روش کانترایمنوالکتروفورزیس با روش تش��خیص مولکولی نش��ان داد که 
گرچه حساس��یت و ویژگی آزم��ون کانترایمنوالکتروفورزی��س کمتر از روش 

جدول 1- رقت های مختلف سرمی گوسفندهای آلوده به کیست هیداتید در آزمون کانترایمونوالکتروفورزیس.

جدول 2- موارد مثبت گوسفندان آلوده به کیست هیداتید در آزمون های کانترایمونو الکتروفورزیس و مولکولی در مقایسه با یافته های کشتارگاهی.

1/21/41/81/16رقت های سرم

141041موارد سرم مثبت آلوده به کیست )درصد(

--21موارد سرم مثبت  بدون آلودگی به کیست )درصد(

نوع نمونهتعداد  نمونهآزمون

غیر آلوده به کیست هیداتید )درصد(آلوده به کیست هیداتید )درصد(

100104 کانترایمونوالکتروفورزیس

PCR1001-

100یافته کشتارگاهی
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مولکولی بود ولی در آنالیز آماری داده ها اختلاف معنی داری وجود نداش��ت 
)P>0/05(. البت��ه عل��ی رغم دقت روش های مولکول��ی، هنوز هم این روش 
تش��خیصی به دلیل مش��کلات تهیه نمونه های بافت��ی از دام زنده به ویژه به 
تع��داد زیاد، نی��از به تجهیزات و هزینه های آن؛ به عن��وان یك روش میدانی 
در تش��خیص کیس��ت هیداتید کار بردی نش��ده اس��ت )20(. علاوه بر آن در 
مقایسه با روش تشخیص مولکولی، روش کانترایمنوالکتروفورزیس از محاسن 
تکنیکی مختلفی برخوردار اس��ت. ازجمله قابلیت اجرا در دام زنده، ماندگاری 
طولانی تر پادگن، سادگی روش، ارزانی و قابلیت انجام تعداد بیشتری واکنش 
در مدت زمان کوتاه اس��ت. همچنی��ن کانترایمنوالکتروفورزیس به دلیل قابل 
 اج��را بودن در دمای محیط، در آزمون های میدانی روش کاراتری نس��بت به 
روش های مولکولی می باشد )22(. بنابراین با توجه به یافته های این مطالعه، 
م��ی ت��وان روش کانترایمنوالکتروفورزیس را برای تش��خیص موارد س��رمی 
مشکوك و یا آشکار کردن پادتن ضد هیداتیدوزیس در گوسفند به عنوان یك 

روش غربالگری مناسب توصیه کرد. 

شکل 1- محصول PCR حاصل از تکثیر ژن  co1 متاسستود اکینوکوکوس گرانولوزوس از 
.)M( 100 bp و مارکر )Nc( کنترل منفی ،)کبد )1و2( و ریه گوسفند )3  و 4

تشکر و قدردانی
بدین وس��یله از همکاری آقای آرمن بدلی کارشناس بخش انگل شناسی 
و آقای فرهاد فرهنگ پژوه کارش��ناس آزمایشگاه مرکزی دانشکده دامپزشکی 

دانشگاه ارومیه مراتب قدردانی و تشکر را داریم.
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