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

چكيد ه 
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 همه گيري 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 نمونه هاي خون جدا ش�ده و توسط روش الايزا آزمايش شدند. آنتي ژن مورد نياز در تست اليزا را نيز، از مايع كيست 
هيداتيد بارور گاوميش هاي كش�تار شده در كشتارگاه شهرس�تان اروميه، جداسازي و تخليص شد. بر اساس نتايج بدست 
آمده، 25% نمونه ها 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 وي ژگي 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
کیست هیداتید جزء بیماریهاي مشترك بین انسان و دام است. عامل ان 
 Echinococcus سس��تودي از خانواده  تني ایده و جنس اکینوکوکوس به نام
granulosus مي باشد. میزبان نهایي این انگل از گروه سگ سانان مي باشدکه 
در صورت آلوده ب��ودن میزبان نهایي بندهاي حاوي تخم یا تخم هاي انگل را 
توسط مدفوع به خارج دفع مي کند.در صورت بلع این تخم توسط میزبان هاي 
واسط )کلیه پس��تانداران، منهاي گوش��تخواران از جمله انسان،گوسفند، بز، 
گاو( به متاسستود کیس��ت هیداتید در اندام هاي مختلف  آنها تبدیل خواهد 

شد )1(.
 شناسایي و تشخیص این انگل از نظر بهداشت عمومي  در جوامع انساني 
و همچینین خسارات اقتصادي وارده به جمعیت دامي اهمیت دارد. با توجه به 
اینكه انگل این بیماري در میزبان واس��ط رشد کند و  علائم مشخصي ندارد، 
در س��ال هاي اخیر ب��ا پیشرفت هاي روز افزون و کش��ف واکنش هاي مختلف 
دفاعي بدن در مقابل عوامل خارجي، روش هاي س��رم شنا سي در تشخیص و 
در نتیجه درمان بیماري هاي انگلي کاربرد وس��یع تري پیدا کرد )13 و 14( 
از روش هاي مختلف سرم شناسي به منظور تشخیص این  بیماري ها استفاده 
مي شود نظیر آزمایش داخل پوس��تي کازوني –IHA–IFA ایمنو الكتروفورز 
و الای��زا. تكنی��ک الایزا بعلت حساس��یت و ویژگي بالائي که دارد در آش��كار 
س��ازي پادگن هاي اختصاصي این بیماري روش مناس��ب براي بررس��ي هاي 
اپیدمیولوژیک مي باشد )1(. بررسي هاي سرواپیدمیولوژیک مختلفي در کنیا، 
ایتالی��ا، آرژانتین، اس��پانیا و تونس به روش الایزا به عنوان تس��ت تشخیصي 
انج��ام گرفته اس��ت )17 ،27 و 28(.  آنتي ژن  را مي ت��وان از منابع مختلف 
آنتي ژنتیک تهیه کرد )پروتواس��كولكس، غشاء کیست، آنتي ژن هاي موجود. 
در مایع کیس��ت هیداتید(. مایع کیست هیداتید براحتي در دسترس است و 
حاوي ترکیبات پروتئیني مختلفي مي باشد. مایع کیست هیداتید در تست ها 
نتای��ج متغی��ري از مثبت کاذب تا منفي کاذب ایج��اد مي کند. براي رفع این 
مشكل محققین مواد زائد را از آنتي ژن هاي مایع کیست هیداتید جدا کردند 
تا  ویژگي ارزیابي سرم شناسي آن اصلاح شود )5 و 9(. از تصفیه مایع کیست 
هیداتید دو ترکیب لیپوپروتئیني ش��امل آنتي ژن هاي گروه 5 و گروه ب جدا 

ش��دند. آنتي ژن گ��روه 5 داراي موارد مثبت کاذب با س��ایر گونه هاي اکینو 
کوکوس و سیس��تي س��رکوس مي باش��د. بنابر این آنتي ژن ب مایع کیست 
هیداتید، به عنوان آنتي ژن در تست الایزا در تشخیص کیست هیداتید مورد 

استفاده قرار مي گیرد )13، 15، 21 و 23(.

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

آنتي ژن ب مورد نیاز در این آزمایش بر اس��اس روش Oriol و همكاران 
)23(  Rogan و همكاران )25( از مایع کیس��ت هیداتید بارور گاومیش تهیه 
گردید. بر طبق این روش میزان پروتئین تام مایع کیس��ت هیداتید)1/1000 

رقیق شده( میكرو گرم درهر میلي لیتر 10 محاسبه شد.

2-طراحي تست الايزا
جهت طراحي تس��ت الایزا،بعد از جداس��ازي آنتي ژن ب از مایع کیست 
هیداتید، ابت��دا صلاحیت )تعیین صحت، صحه گ��ذاري،  کونژوگه – غلظت 
اولیه آنتي ژن، رقت مناس��ب کونژوگه و سرم تعیین شد. سپس جهت بدست 
آوردن غلظ��ت دقیق س��رم و آنتي ژن و کونژوگه، ج��دول کنترل و مشاهده 
) چك��ر ب��ورد(  تهیه گردید. )رقت هاي مختلف آنت��ي ژن در مقابل رقت هاي 
مختلف مخلوط)پولد ( سرم هاي مثبت و مخلوط )پولد( سرمهاي منفي مورد 
آزمای��ش قرار گرفت(. جهت تعیین cut off نیز از فرمول میانگین  نمونه هاي 
منفي به اضافه س��ه انحراف معیار اس��تفاده ش��د. بر اس��اس این فرمول 0/7 

محاسبه گردید. 
)از 50 نمون��ه پانل منف��ي 49 نمونه منفي و از 20 نمونه پانل مثبت 19 
نمونه مثبت تشخیص داده ش��د( حساسیت و ویژگي تست، به ترتیب 95% و 

98% تعیین گردید.

3-  تعيين اندازه نمونه و روش مطالعه
ب��ا توجه به اینكه درصد ش��یوع بیماري در ای��ن جمعیت مشخص نبود.  
درصد م��ورد انتظار بیماري 50% در نظر گرفته ش��د و تعداد نمونه موردنیاز 
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جهت این بررسي توسط فرمول کكران با ضریب اطمینان 95%، 354 نمونه 
محاس��به گردید. در این مطالعه تعداد 384 نمونه  اخذ گردید. طبق روش 
آماري تهیه نمونه در این طرح )نمونه برداري ساده طبقه بندي شده(،حومه 
شهرس��تان ارومی��ه را به چهار منطقه تقس��یم گردید. )1-منطقه س��یلوانا 
2-منطقه نازلو 3-منطقه دیزج دول 4-منطقه انزل( سپس اسامي روستاهاي 
هر منطقه را بر روي کاغذ نوش��ته و داخل کیسه ریخته، از هر منطقه چهار 
روستا، و از هر روستا 24 راس گاومیش  به صورت تصادفي انتخاب گردید..و 
در کشتارگ��اه از گاومیش هاي مربوط به روس��تاهاي مشخص ش��ده در بالا  
خون گیري به عمل  آمد.در مجموع 384 نمونه خون از گاومیش ها با دامنه 
سني 1 تا 2 سال تهیه و بعد از خون گیري و جداسازي سرم، توسط تست 

الایزا مورد آزمایش قرار گرفتند.

4- مطالعه نمونه ها
جهت مطالعه نمونه ها، ابتدا غلظت 1/2000 آنتي ژن توسط بافر کربنات 
تهی��ه گردید. 100 میكرو لیتر از این غلظت به همه چاهک هاي پلیت الایزا 
اضافه شد و 24 ساعت در 4 درجه سانتي گراد نگهداري گردیدند.      سپس 
پلیت را سه مرتبه با محلول )wash buffer( شستشو داده و100 میكرولیتر 
محلول 5% ش��یر خشک به چاهک ها اضافه ش��د. پلی��ت در داخل انكوباتور 
37 درجه س��انتي گراد به مدت یک س��اعت قرار داده شد. بعد از این مدت 
س��ه بار پلیت را با محلول W.B شس��تشه و 100 میكرولیتر س��رم  با رقت 
1/400  به  چاهک ها اضافه گردید. بعد به مدت یک ساعت داخل انكوباتور 

37 درجه س��انتي گراد قرار میدهیم.دوباره س��ه مرتبه شستشو داده، 100 
میكرو لیتر سرم کونژوگه با غلظت 1/30000)توسط PBS تهیه شده است(

به چاهكها اضافه میكنیم.یک ساعت در 37 درجه سانتي گراد انكوبه کرده، 
بعد از سه مرتبه شستشو بلافاصله 100 میكرولیتر محلول TMB به حفره ها 
اضاف��ه مي کنیم. 15 دقیقه در دماي ات��اق و محیط تاریک نگهداري کرده، 
بع��د از این مدت محلول Stop Solution بمقدار 100 میكرولیتر به حفره ها 
اضافه میكنیم.در این مرحله دستگاه الایزا را بر روي طول موج 450 نانومتر 
تنظیم کرده پلیتها را قرائت میكنیم.نتایج بدس��ت آمده در جدول شماره 1 

نشان داده شده است.

بحث
بیماري هیداتیدوز انتشار جهاني دارد و س��الانه خس��ارتهاي اقتصادي 
و بهداش��تي فراوان��ي در کشوره��اي مختلف جهان ایج��اد مي کند. معمولاً 
آلودگي دامها ب��ه هیداتیدوز منجربه کاهش قابل ملاحظه اي در محصولات 
دامي)گوش��ت، ش��یر، پشم( مي ش��ود. علاوه بر این اندام هاي آلوده دام هاي 
مبتلا در کشتارگاه ها ضبط و معدوم مي شود. میزان خسارت ناشي از ضبط 
و معدوم ساختن اندام هاي آلوده در جهان بالغ بر میلیون ها دلار مي باشد. 

گزارش اداره کل دامپزش��كي اس��تان آذربایجان غربي در شهرس��تان 
ارومیه طي 9 ماهه س��ال 1383 از 5889 گاومیش کشتار شده 145 مورد 

)4%(  کبد مبتلا به کیست هیداتید ضبط شده است.
 در م��درس هن��د از 906 راس گاومی��ش ن��ر کشتارش��ده 319 راس 

روستاهاي انتخابيمناطق
تعداد نمونه ها

درصدنمونه هاي منفيدرصدنمونه هاي 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 کندي
75%2518%12126عمرآباد
79/2%20/819%12125ممكان
70/9%29/117%12127گنچین

ديزج دول

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

79/2%20/819%12125عیسي لو
70/9%29/117%12127دیزج

انزل

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

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

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

بررسي آلودگي به كيست هيداتيد...
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)35/2%( و از 593 راس گاومی��ش ماده کشتار ش��ده 198 راس )%33/4( 
به کیس��ت هیداتیت آلوده بودند)3(. در بنگ��لادش از مجموع 3752 راس 
گاومی��ش کشتار ش��ده، )45/2%( دام ه��ا مبتلا به کیس��ت هیداتید بودند 
)3(. از مجم��وع 1379راس گاومی��ش بال��غ و 201 راس گوس��اله آزمایش 
ش��ده در کشتارگاه فیصل آباد پاکس��تان به ترتیب 49% و 5/5% به کیست 
هیداتید آلوده بودند)3(. از 2451 راس گاومیش کشتار شده در هندوستان  
584 )22/4%( کبد از کبدهاي الوده حذف ش��دند. بررس��ي میزان آلودگي 
گاومیش ه��اي کشتاري، به کیس��ت هیداتید در گاومیشهاي ذبح ش��ده در 
کشتارگ��اه صنعتي تبریز، از 722 راس گاومیش 60 راس )8/3%( به  عنوان 

دام آلوده شناسائي شد )3(.
       روش هاي آزمایشگاهي مختلفي براي تشخیص کیس��ت هیداتید 
وجود دارد. ولي در جمعیت هاي دامي مناسب ترین راه تشخیص، استفاده از 
روش هاي سرم شناسي به خصوص تست الایزا مي باشد. روش الایزا   داراي 
حساس��یت و ویژگي بالائي اس��ت. و معمولا در اکثر نقاط دنیا براي انسان و 
دام مورد اس��تفاده قرار مي گیرد. بر اس��اس نتایج مطالعات  غفاري فر تست 
الایزا در میان س��ایر تست هاي س��رولوژیكي کاربردي تر مي باشد. بر اساس 
مطالع��ات Njeruh و همكاران ) 1986 (، Rogan و همكاران )1991( آنتي 
ژن ب موج��ود در مایع کیس��ت هیداتید، بهتری��ن انتخاب جهت تحقیقات 

اپیدمیولوژیک مي باشد.
  Oriel در مطالعه حاضر نیز آنتي ژن ب، طبق روش ارائه ش��ده توس��ط
Rogan، سلامي  و شهاب از مایع خام کیست هیداتید بارور استخراج گردید 

و در تست الایزا مورد استفاده قرار گرفت. 
نتایج حاصل از تس��ت الایزا، توس��ط کامپیوتر با اس��تفاده از نرم افزار 

آماري Spss با روش GLM، مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.
در  مطالعه حاضر، مقایس��ه درصد آلودگ��ي در دام هاي 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 گاومیشها مي تواند به دلیل بالا بودن میانگین 
س��ني  گاومیش هاي ماده  نس��بت به گاومیش هاي  نر و در نتیجه افزایش 
خطر ابتلاء گاومیش هاي ماده  به بیماري باش��د. ) در منطقه تحت مطالعه 
گاومیش هاي نر در س��ن کمتر از 2 سال کشتار مي شوند (. بنابر این نتیجه 
مي گیریم، با وجود داشتن اختلاف معني دار، شیوع این آلودگي ارتباطي با 

جنس حیوان ندارد.
       در بررس��ي ارتب��اط مناط��ق مختلف با ش��یوع بیماري)میانگین 
درصد مثبت در س��یلوانا 21/87 در نازل��و 26/04 در دیزج دول 28/12 در 
 .)P<0/05( از نظر آماري اختلاف معني داري وجود نداشت  ) انزل23/95
بنابر این مطالعه  براي کاهش درصد آلودگي به کیس��ت هیداتید، یک 
بررس��ي منظم از وضعیت ش��یوع بیماري در جمعی��ت دامي منطقه، جهت 

برنامه ریزي پیشگیرانه لازم و ضروري مي باشد.
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