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 بررسي آلودگي به كيست هيداتيد به روش الايزا 
در گاوميش‌هاي كشتار شده در كشتارگاه شهرستان اروميه

چكيد‌ه 
كيس�ت هيداتيد يك بيماري انگلي مش�ترك بين انس�ان و حيوان است. سگ س�انان ميزبان اصلي و گوسفند، بز و انسان 
ميزبان واس�ط هس�تند. در ميان ميزبانان واسط گوسفند مناس�ب ترين ميزبان بوده و در انتشار انگل نقش مهمتري دارد. 
جهت كنترل اين بيماري داشتن اطلاعات درست از همه‌گيري شناسي بيماري لازم و ضروري است. اين مهم بدون داشتن 
روش تش�خيص مناس�ب امكان پذير نيست. لذا در بررس�ي اخير جهت تشخيص كيس�ت هيداتيد همانند ساير نقاط دنيا 
تس�ت الايزا مورد اس�تفاده قرار گرفت.  ابتدا از 384 راس گاوميش�هاي شهرس�تان اروميه خون گيري بعمل آمد. س�پس 
س�رم نمونه‌هاي خون جدا ش�ده و توسط روش الايزا آزمايش شدند. آنتي ژن مورد نياز در تست اليزا را نيز، از مايع كيست 
هيداتيد بارور گاوميش‌هاي كش�تار شده در كشتارگاه شهرس�تان اروميه، جداسازي و تخليص شد. بر اساس نتايج بدست 
آمده، 25% نمونه‌ها س�رم مثبت تش�خيص داده شد. تست الايزا در مقايس�ه با ساير تستها ي تشخيص، علاوه بر مقرون به 

صرفه بودن، داراي حساسيت و وي‍ژگي بالايي است.

كلمات كليدي: سرواپيدميولوژي، كيست هيداتيد، الايزا، گاوميش، شهرستان اروميه
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Hydatid cyst  is a world wide and zoonotic disease between human and animal. In this study 384 buffalos were 
used for blood sampling according to cocran formula. In compliance with ELISA kit to study the samples, the 
needed antigen was removed from the fertile hydatid cysts and purified according to Oriol and Rogan method.
Then reliability of the conjugate (Biodesign company) required density of antigen and blood serum were 
checked. Finally the blood sera from the buffallos chosen were tested with prepared  Elisa Test. The  results were %25 
positive. This study indicated that,Elisa in the level of 1/400 serum dilution showed 95% sensitivity and 98%  specific-
ity. So the ELISA test can be suitable method in the  diagnosis of Hydatid Cysts infection. 
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مقدمه
يكست هيداتيد جزء بيماريهاي مشترك بين انسان و دام است. عامل ان 
 Echinococcus سس��تودي از خانواده  تني ايده و جنس ايكنوكوكوس به نام
granulosus مي‌باشد. ميزبان نهايي اين انگل از گروه سگ سانان مي‌باشدكه 
در صورت آلوده ب��ودن ميزبان نهايي بندهاي حاوي تخم يا تخم‌هاي انگل را 
توسط مدفوع به خارج دفع ميك‌ند.در صورت بلع اين تخم توسط ميزبان‌هاي 
واسط )كليه پس��تانداران، منهاي گوش��تخواران از جمله انسان،گوسفند، بز، 
گاو( به متاسستود يكس��ت هيداتيد در اندام‌هاي مختلف  آنها تبديل خواهد 

شد )1(.
 شناسايي و تشخيص اين انگل از نظر بهداشت عمومي‌ در جوامع انساني 
و همچينين خسارات اقتصادي وارده به جمعيت دامي‌اهميت دارد. با توجه به 
اينكه انگل اين بيماري در ميزبان واس��ط رشد كند و  علائم مشخصي ندارد، 
در س��ال‌هاي اخير ب��ا پيشرفت‌هاي روز افزون و كش��ف واكنش‌هاي مختلف 
دفاعي بدن در مقابل عوامل خارجي، روش‌هاي س��رم شنا سي در تشخيص و 
در نتيجه درمان بيماري‌هاي انگلي كاربرد وس��يع تري پيدا كرد )13 و 14( 
از روش‌هاي مختلف سرم شناسي به منظور تشخيص اين  بيماري‌ها استفاده 
مي‌شود نظير آزمايش داخل پوس��تي كازوني –IHA–IFA ايمنو الكتروفورز 
و الاي��زا. تكني��ك الايزا بعلت حساس��يت و ويژگي بالائي كه دارد در آش��كار 
س��ازي پادگن‌هاي اختصاصي اين بيماري روش مناس��ب براي بررس��ي‌هاي 
اپيدميولوژكي مي‌باشد )1(. بررسي‌هاي سرواپيدميولوژكي مختلفي در كنيا، 
ايتالي��ا، آرژانتين، اس��پانيا و تونس به روش الايزا به عنوان تس��ت تشخيصي 
انج��ام گرفته اس��ت )17 ،27 و 28(.  آنتي ژن  را مي‌ت��وان از منابع مختلف 
آنتي ژنتكي تهيه كرد )پروتواس��كولكس، غشاء يكست، آنتي ژن‌هاي موجود. 
در مايع يكس��ت هيداتيد(. مايع يكست هيداتيد براحتي در دسترس است و 
حاوي تريكبات پروتئيني مختلفي مي‌باشد. مايع يكست هيداتيد در تست‌ها 
نتاي��ج متغي��ري از مثبت كاذب تا منفي كاذب ايج��اد ميك‌ند. براي رفع اين 
مشكل محققين مواد زائد را از آنتي ژن‌هاي مايع يكست هيداتيد جدا كردند 
تا  ويژگي ارزيابي سرم‌شناسي آن اصلاح شود )5 و 9(. از تصفيه مايع يكست 
هيداتيد دو تريكب ليپوپروتئيني ش��امل آنتي ژن‌هاي گروه 5 و گروه ب جدا 

ش��دند. آنتي ژن گ��روه 5 داراي موارد مثبت كاذب با س��اير گونه‌هاي ايكنو 
كوكوس و سيس��تي س��ركوس مي‌باش��د. بنابر اين آنتي ژن ب مايع يكست 
هيداتيد، به عنوان آنتي ژن در تست الايزا در تشخيص يكست هيداتيد مورد 

استفاده قرار مي‌گيرد )13، 15، 21 و 23(.

روش كار
1-تهيه آنتي ژن ب از مايع كيست هيداتيد

آنتي ژن ب مورد نياز در اين آزمايش بر اس��اس روش Oriol و همكاران 
)23(  Rogan و همكاران )25( از مايع يكس��ت هيداتيد بارور گاوميش تهيه 
گرديد. بر طبق اين روش ميزان پروتئين تام مايع يكس��ت هيداتيد)1/1000 

رقيق شده( ميكرو گرم درهر ميلي ليتر 10 محاسبه شد.

2-طراحي تست الايزا
جهت طراحي تس��ت الايزا،بعد از جداس��ازي آنتي ژن ب از مايع يكست 
هيداتيد، ابت��دا صلاحيت )تعيين صحت، صحه گ��ذاري،  كونژوگه – غلظت 
اوليه آنتي ژن، رقت مناس��ب كونژوگه و سرم تعيين شد. سپس جهت بدست 
آوردن غلظ��ت دقيق س��رم و آنتي ژن و كونژوگه، ج��دول كنترل و مشاهده 
) چك��ر ب��ورد(  تهيه گرديد. )رقت‌هاي مختلف آنت��ي ژن در مقابل رقت‌هاي 
مختلف مخلوط)پولد ( سرم‌هاي مثبت و مخلوط )پولد( سرمهاي منفي مورد 
آزماي��ش قرار گرفت(. جهت تعيين cut off نيز از فرمول ميانگين  نمونه‌هاي 
منفي به اضافه س��ه انحراف معيار اس��تفاده ش��د. بر اس��اس اين فرمول 0/7 

محاسبه گرديد. 
)از 50 نمون��ه پانل منف��ي 49 نمونه منفي و از 20 نمونه پانل مثبت 19 
نمونه مثبت تشخيص داده ش��د( حساسيت و ويژگي تست، به ترتيب 95% و 

98% تعيين گرديد.

3-  تعيين اندازه نمونه و روش مطالعه
ب��ا توجه به اينكه درصد ش��يوع بيماري در اي��ن جمعيت مشخص نبود.  
درصد م��ورد انتظار بيماري 50% در نظر گرفته ش��د و تعداد نمونه موردنياز 



62   )پژوهش‌وسازند‌گی(

جهت اين بررسي توسط فرمول ككران با ضريب اطمينان 95%، 354 نمونه 
محاس��به گرديد. در اين مطالعه تعداد 384 نمونه  اخذ گرديد. طبق روش 
آماري تهيه نمونه در اين طرح )نمونه برداري ساده طبقه بندي شده(،حومه 
شهرس��تان ارومي��ه را به چهار منطقه تقس��يم گرديد. )1-منطقه س��يلوانا 
2-منطقه نازلو 3-منطقه ديزج دول 4-منطقه انزل( سپس اسامي‌روستاهاي 
هر منطقه را بر روي كاغذ نوش��ته و داخل يكسه ريخته، از هر منطقه چهار 
روستا، و از هر روستا 24 راس گاوميش  به صورت تصادفي انتخاب گرديد..و 
در كشتارگ��اه از گاوميش‌هاي مربوط به روس��تاهاي مشخص ش��ده در بالا  
خون گيري به عمل  آمد.در مجموع 384 نمونه خون از گاوميش‌ها با دامنه 
سني 1 تا 2 سال تهيه و بعد از خون گيري و جداسازي سرم، توسط تست 

الايزا مورد آزمايش قرار گرفتند.

4- مطالعه نمونه‌ها
جهت مطالعه نمونه‌ها، ابتدا غلظت 1/2000 آنتي ژن توسط بافر كربنات 
تهي��ه گرديد. 100 ميكرو ليتر از اين غلظت به همه چاه‌كهاي پليت الايزا 
اضافه شد و 24 ساعت در 4 درجه سانتي گراد نگهداري گرديدند.      سپس 
پليت را سه مرتبه با محلول )wash buffer( شستشو داده و100 ميكروليتر 
محلول 5% ش��ير خشك به چاه‌كها اضافه ش��د. پلي��ت در داخل انكوباتور 
37 درجه س��انتي گراد به مدت كي س��اعت قرار داده شد. بعد از اين مدت 
س��ه بار پليت را با محلول W.B شس��تشه و 100 ميكروليتر س��رم  با رقت 
1/400  به  چاه‌كها اضافه گرديد. بعد به مدت كي ساعت داخل انكوباتور 

37 درجه س��انتي گراد قرار ميدهيم.دوباره س��ه مرتبه شستشو داده، 100 
ميكرو ليتر سرم كونژوگه با غلظت 1/30000)توسط PBS تهيه شده است(

به چاهكها اضافه ميكنيم.كي ساعت در 37 درجه سانتي گراد انكوبه كرده، 
بعد از سه مرتبه شستشو بلافاصله 100 ميكروليتر محلول TMB به حفره‌ها 
اضاف��ه ميك‌نيم. 15 دقيقه در دماي ات��اق و محيط تاركي نگهداري كرده، 
بع��د از اين مدت محلول Stop Solution بمقدار 100 ميكروليتر به حفره‌ها 
اضافه ميكنيم.در اين مرحله دستگاه الايزا را بر روي طول موج 450 نانومتر 
تنظيم كرده پليتها را قرائت ميكنيم.نتايج بدس��ت آمده در جدول شماره 1 

نشان داده شده است.

بحث
بيماري هيداتيدوز انتشار جهاني دارد و س��الانه خس��ارتهاي اقتصادي 
و بهداش��تي فراوان��ي در كشوره��اي مختلف جهان ايج��اد ميك‌ند. معمولاً 
آلودگي دامها ب��ه هيداتيدوز منجربه كاهش قابل ملاحظه‌اي در محصولات 
دامي)گوش��ت، ش��ير، پشم( مي‌ش��ود. علاوه بر اين اندام‌هاي آلوده دام‌هاي 
مبتلا در كشتارگاه‌ها ضبط و معدوم مي‌شود. ميزان خسارت ناشي از ضبط 
و معدوم ساختن اندام‌هاي آلوده در جهان بالغ بر ميليون‌ها دلار مي‌باشد. 

گزارش اداره كل دامپزش��كي اس��تان آذربايجان غربي در شهرس��تان 
اروميه طي 9 ماهه س��ال 1383 از 5889 گاوميش كشتار شده 145 مورد 

)4%(  كبد مبتلا به يكست هيداتيد ضبط شده است.
 در م��درس هن��د از 906 راس گاومي��ش ن��ر كشتارش��ده 319 راس 

روستاهاي انتخابيمناطق
تعداد نمونه‌ها

درصدنمونه‌هاي منفيدرصدنمونه‌هاي مثبت
مادهنر

سيلوانا

75%2518%12126راژان
79/2%20/819%12125موانا

79/2%20/819%12125گردوان
79/2%20/819%12125امبه

نازلو

70/9%29/117%12127امام كندي
75%2518%12126عمرآباد
79/2%20/819%12125ممكان
70/9%29/117%12127گنچين

ديزج دول

62/5%37/515%12129جبل جيران
75%2518%12126دولاما

79/2%20/819%12125عيسي لو
70/9%29/117%12127ديزج

انزل

83/4%16/620%12124قوشچي
75%2518%12126قولنجي
75%2518%12126باري

70/9%29/117%12127جبل كندي
75%25288%19219296جمع

جدول 1: نتا يج آزمون الايزا در گاوميش‌هاي مناطق چهارگانه در اطراف شهرستان اروميه

بررسي آلودگي به كيست هيداتيد...
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)35/2%( و از 593 راس گاومي��ش ماده كشتار ش��ده 198 راس )%33/4( 
به يكس��ت هيداتيت آلوده بودند)3(. در بنگ�الدش از مجموع 3752 راس 
گاومي��ش كشتار ش��ده، )45/2%( دام‌ه��ا مبتلا به يكس��ت هيداتيد بودند 
)3(. از مجم��وع 1379راس گاومي��ش بال��غ و 201 راس گوس��اله آزمايش 
ش��ده در كشتارگاه فيصل آباد پاكس��تان به ترتيب 49% و 5/5% به يكست 
هيداتيد آلوده بودند)3(. از 2451 راس گاوميش كشتار شده در هندوستان  
584 )22/4%( كبد از كبدهاي الوده حذف ش��دند. بررس��ي ميزان آلودگي 
گاوميش‌ه��اي كشتاري، به يكس��ت هيداتيد در گاوميشهاي ذبح ش��ده در 
كشتارگ��اه صنعتي تبريز، از 722 راس گاوميش 60 راس )8/3%( به  عنوان 

دام آلوده شناسائي شد )3(.
       روش‌هاي آزمايشگاهي مختلفي براي تشخيص يكس��ت هيداتيد 
وجود دارد. ولي در جمعيت‌هاي دامي‌مناسب ترين راه تشخيص، استفاده از 
روش‌هاي سرم شناسي به خصوص تست الايزا مي‌باشد. روش الايزا   داراي 
حساس��يت و ويژگي بالائي اس��ت. و معمولا در اكثر نقاط دنيا براي انسان و 
دام مورد اس��تفاده قرار مي‌گيرد. بر اس��اس نتايج مطالعات  غفاري‌فر تست 
الايزا در ميان س��اير تست‌هاي س��رولوژيكي كاربردي‌تر مي‌باشد. بر اساس 
مطالع��ات Njeruh و همكاران ) 1986 (، Rogan و همكاران )1991( آنتي 
ژن ب موج��ود در مايع يكس��ت هيداتيد، بهتري��ن انتخاب جهت تحقيقات 

اپيدميولوژكي مي‌باشد.
  Oriel در مطالعه حاضر نيز آنتي ژن ب، طبق روش ارائه ش��ده توس��ط
Rogan، سلامي ‌و شهاب از مايع خام يكست هيداتيد بارور استخراج گرديد 

و در تست الايزا مورد استفاده قرار گرفت. 
نتايج حاصل از تس��ت الايزا، توس��ط كامپيوتر با اس��تفاده از نرم افزار 

آماري Spss با روش GLM، مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت.
در  مطالعه حاضر، مقايس��ه درصد آلودگ��ي در دام‌هاي نر )21/35( با 
دامه��اي ماده  )28/65( اختلاف معن��ي داري وجود دارد.)P>0/01(.  علت 
درص��د بالاي آلودگي در ماده گاوميشها مي‌تواند به دليل بالا بودن ميانگين 
س��ني  گاوميش‌هاي ماده  نس��بت به گاوميش‌هاي  نر و در نتيجه افزايش 
خطر ابتلاء گاوميش‌هاي ماده  به بيماري باش��د. ) در منطقه تحت مطالعه 
گاوميش‌هاي نر در س��ن كمتر از 2 سال كشتار مي‌شوند (. بنابر اين نتيجه 
مي‌گيريم، با وجود داشتن اختلاف معني دار، شيوع اين آلودگي ارتباطي با 

جنس حيوان ندارد.
       در بررس��ي ارتب��اط مناط��ق مختلف با ش��يوع بيماري)ميانگين 
درصد مثبت در س��يلوانا 21/87 در نازل��و 26/04 در ديزج دول 28/12 در 
 .)P<0/05( از نظر آماري اختلاف معني داري وجود نداشت  ) انزل23/95
بنابر اين مطالعه  براي كاهش درصد آلودگي به يكس��ت هيداتيد، كي 
بررس��ي منظم از وضعيت ش��يوع بيماري در جمعي��ت دامي‌منطقه، جهت 

برنامه ريزي پيشگيرانه لازم و ضروري مي‌باشد.
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