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  )HCF(ژن مايع كيست هيداتيك  هاي انساني به آنتي بادي واكنش متقاطع آنتي

 انسان و موش
 

5كورش ساكي ،4، كورش سليه ميري3احمدي ، ابراهيم بابا2، مرتضي شمسي1افرا خسروي
        

  

  چكيده

يداتيدوز يكي از در تشخيص بيماري ه )Hydatid cyst fluid يا HCF( مايع كيست هيداتيكژن خام  استفاده از آنتي :مقدمه

 أژن با منش تهيه آنتي. در درمان سريع بيماري ايجاد نمود يتوان اثرات سودمند هاي سرولوژيكي به موقع مي است كه با بررسي يهاي روش

دارد يا  وجود ي مايع كيستها ژن آنتيبه واكنش متقاطع  انسان و موشاما آيا در  ،بر است نيز هزينه و از نظر مالي باشد ميانساني مشكل 

اي، كدام ايمونوگلوبولين براي اين  دهد؟ در چه محدوده بادي انساني را به خود اختصاص مي ژن بالاترين پاسخ آنتي ؟ كدام آنتيخير

 .بودتر است؟ اين سؤالات موضوع بحث مطالعه حاضر  ها ارجح پاسخ

هاي بيمار  سرم انسان. ي مورد استفاده قرار گرفتسي و سور -ژن گوسفندي براي آلودگي تجربي سه گروه موش بالب آنتي :ها روش

و  IgGهاي  بادي تام و زيركلاس آنتي. ژن مايع انساني و موشي مورد آزمايش قرار گرفتند جراحي شده براي كيست هيداتيك عليه آنتي

مورد آناليز قرار  IgGAMو  IgG ،HgG2b ،IgEهاي ايمن نيز از نظر  سرم موش. گيري شدند اندازه ELISAبه روش  IgEنيز 

 .مورد بررسي قرار گرفت POST HOCو نيز  ANOVAهاي  نتايج با استفاده از آزمون. گرفتند

واكنش . هاي خام انساني و موشي كيست هيداتيك نشان دادند ژن انساني بالاترين ميانگين پاسخ را عليه آنتي 4IgGو  IgG :ها يافته

ژن موش  ولي عليه آنتي ،ژن در سطح بالايي وجود داشت نيز در پاسخ سرم موش به هر دو آنتي ژن و متقاطع در پاسخ انسان به هر دو آنتي

هاي سوري آلودگي تجربي به كيست  موش. بودژن انساني  بادي انسان به آنتي تام به مراتب بيشتر از پاسخ آنتي  IgGشدت پاسخ انسان با

 .سي نشان دادند -هيداتيك را بيشتر و بهتر از بالب

ژن موش جايگزين مناسبي  آنتي. بادي موشي وجود دارد بادي انساني و هم آنتي ژن هم واكنش متقاطع آنتي بين دو آنتي :گيري يجهنت

هاي متقاطع نشان  ها را در اين واكنش بالاترين پاسخ 4IgGتام و   IgG.تواند باشد هاي تشخيصي كيست هيداتيك مي در طراحي كيت

  .دادند

  .واكنش متقاطع ژن مايع، يست هيداتيك، آنتيك :هاي كليدي واژه

  تحقيقي :مقالهنوع 

  23/2/90 :پذيرش مقاله  10/10/90 :مقاله دريافت
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 مقدمه

 نوكوكوس ياك ينوار كرم ينوزاد مرحله ك،هيداتي كيست

 باريك روده انگل ،يمتر يميل 3-7 كرم اين. است گرانولوزوس

 در و دفع هآلود سگ مدفوع با همراه كرم يها تخم. است سگ

 خوردن با حيوانات و انسان. شوند يم پراكنده خارج محيط

نتيجه در . شوند مي آلوده جاتيسبز و غذا آب، همراه به ها تخم

 يبالين ميعلا. شود يم تشكيل ها آن بدن در كهيداتي كيست

 و اندازه تعداد، به يبستگ حيوانات و انسان در هيداتيدوز يبيمار

 در كهيداتي كيست كه يصورت در. ددار ها كيست تشكيل محل

 از يناش خطرات شود، تشكيل قلب و مغز مثل يحيات يها اندام

  ). 1( است تر يجد يبيمار

اين بيماري در بيشتر نقاط جهان به ويژه در كشورهايي 

بيماري . باشد پروري رايج است، شايع مي ها دام كه در آن

دارد به دنبال  هاي بهداشتي و اقتصادي زيادي را ساليانه زيان

آلودگي به اين انگل ضمن گسترش جهاني، در بيشتر . )2، 3(

آلودگي در . گرم سير دنيا انتشار دارد مناطق گرم سير و نيمه

خاورميانه،  كشورهاي حوزه مديترانه، اروپا، آسياي مركزي،

 نو، آمريكا و آفريقا وجود دارد دور، روسيه، استراليا، زلاند خاور

مناطق هيپر آندميك  از كه كوكوزيس در ايراناكي نو). 4، 5(

لحاظ بهداشتي، پزشكي و دامپزشكي حايز اهميت است، از 

  جمعيت روستايي به خصوص در كشورهاي توسعه. است

نيافته كه در تماس مستقيم با حيوانات اهلي و وحشي به 

بيشتر در معرض آلودگي  ،سانان هستند خصوص سگ و سگ

يران الگوي انتشار در جمعيت عشاير و البته در ا. قرار دارند

. باشد آلوده مي جاتزنان شهري از طريق مصرف ميوه و سبزي

 هاي كشور با بالاترين ميزان آلودگي در بيماري از تمام استان

از استان خراسان و كمترين آن ) هزار صد در 45/4( انسان

براي . از استان هرمزگان گزارش شده است) در صد هزار 1/0(

هزار تعيين  در صد 2/1شور ميزان متوسط موارد جراحي كل ك

درصد موارد، فاقد  60بيماري هيداتيدوز در . )6( شده است

سال بدون علامت  20علايم باليني است و ممكن است تا 

به دليل استقرار انگل در  همچنين اين بيماري. باقي بماند

ز، هاي مختلف انسان مانند كبد، ريه، طحال، قلب، مغ ارگان

 هاي پارا و اغلب از روش استتشخيص آن دشوار ...  نخاع و

هاي سرولوژيك براي تشخيص استفاده  كلينيكي مثل روش

نظر به اين كه تنها راه درمان بيماري جراحي ). 7( شود مي

تشخيص سريع و قطعي بيماري بسيار حياتي  بنابراين ،است

 يكمايع كيست هيداتژن خام  استفاده از آنتي). 8(است 

)HCF يا Hydatid cyst fluid(  در تشخيص بيماري

هاي  است كه با بررسي يهاي هيداتيدوز يكي از روش

در درمان سريع  يتوان اثرات سودمند سرولوژيكي به موقع مي

 استانساني مشكل  أژن با منش تهيه آنتي. بيماري ايجاد نمود

). 8(بر است  نيز هزينه) كيت تشخيص خريد( و از نظر مالي

ژن حيواني در  اگر تشخيص سرولوژيكي با استفاده از آنتي

ژن انساني، قابل اتكا و از درصد اعتماد بالايي  مقايسه با آنتي

ژن  برخوردار باشد، طراحي كيت تشخيصي با اين نوع آنتي

بيشتر . تواند روشي ساده، ارزان و در دسترس باشد مي

ز از هاي سرولوژيك در تشخيص بيماري هيداتيدو آزمايش

هاي  ها، حساسيت و ويژگي مشكلات خاص، محدوديت

ها به  برخي از اين آزمايش. متفاوتي برخوردار هستند

تكنيك . تكنيكي خاص و پرسنل مجرب نياز دارند هاي قابليت

ELISA ژن  با آنتيB در مقايسه با  كمايع كيست هيداتي

آزمايش ). 9(دارد  راها بيشترين حساسيت  ژن ساير آنتي

ELISA  براي اولين بار توسط فاراگ در تشخيص

در مطالعات ). 10(سرولوژيكي كيست هيداتيك به كار رفت 

 60-90به طور متوسط  ELISAمختلف حساسيت آزمون 

مشخص شده است كه بسته به  75-90درصد و ويژگي آن 

ژن، روش تهيه آن، منطقه جغرافيايي انجام آزمايش  نوع آنتي

  ).11-13(باشد  ه متفاوت ميهاي آندميك منطق و بيماري

هاي سرولوژيكي  گاهي اوقات واكنش متقاطع در آزمايش

توان با  دهد كه مي دهد و دقت تشخيص را كاهش مي رخ مي

به عنوان يك آزمايش  بلات، با ويژگي بالاايمونوانجام آزمون 

از ). 11( ييد نمودأتشخيص را ت ELISAتكميلي همراه با 

هاي  نها داراي فراكش ژن آنتي هر كدام از ،سوي ديگر هم

 ،8هاي  داراي فراكشن Bژن  آنتي به طور مثال. مختلف هستند

ها  كيلودالتوني است كه حساسيت هر كدام از آن 38و  24 ،16
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ها نيز  اين فراكشن .تواند متفاوت باشد در تشخيص بيماري مي

از اين ). 9(هاي متفاوتي هستند  در هر حيواني داراي حساسيت

ژني كه در پاسخ به سرم حيوانات مختلف داراي  فتن آنتييا رو

فراكشني با حساسيت و ويژگي بالا باشد، پيشرفت چشمگيري 

در خصوص ابداع يك روش ارزان و تكامل يك كيت ساده 

ها و  از طرف ديگر، هر كدام از كلاس. شود محسوب مي

اي در  نقش ويژه ،ها هاي برخي از ايمونوگلوبولين زيركلاس

ژن و  ص بيماري هيداتيدوز دارند كه يافتن نوع آنتيتشخي

  . )14( باشد ميكننده  بادي نيز كمك كلاس مناسب آنتي

ي ها ژن آنتيبه واكنش متقاطع  انسان و موشاما آيا در 

ژن بالاترين پاسخ  ؟ كدام آنتيوجود دارد يا خير مايع كيست

دهد؟ در چه  بادي انساني را به خود اختصاص مي آنتي

تر  ها ارجح اي، كدام ايمونوگلوبولين براي اين پاسخ دهمحدو

  .است؟ اين سؤالات موضوع بحث مطالعه حاضر است

  
  ها روش

هاي مورد آزمايش،  نمونه .باشد اين مطالعه از نوع تحليلي مي

هاي مايع كيست هيداتيك موش و انسان است كه به  نمونه

هاي  نمونهاز . ژن مورد استفاده قرار گرفت عنوان منبع آنتي

  .دشبادي استفاده  سرمي موش و انسان نيز به عنوان آنتي

  

  ژن خام مايع كيست هيداتيك  روش تهيه آنتي)الف

هاي  آوري شده از كيست مايع كيست هيداتيك تازه جمع

 15به مدت  g 3000 ×هيداتيك بارور انسان و موش با نيروي 

اين عمل باعث رسوب . دقيقه سانتريفوژ شدند

. مايع رويي جدا شد. ها و ذرات معلق گرديد كولكسپروتواس

از مايع . دگرديهاي فالكون استريل نگهداري  سپس در لوله

آوري شده كيست هيداتيك گوسفند به خاطر استحصال  جمع

ها و ايجاد  هاي سالم جهت تزريق به موش پروتواسكولكس

ها نيز استفاده شد كه در اين مورد مايع  عفونت ثانويه در موش

سپس . سانتريفوژ شد g 1500 دقيقه با سرعت 2-3به مدت 

ها با استفاده از انجماد و ذوب مكرر در تانك  مايع رويي نمونه

سپس محلول حاصل به وسيله دستگاه . ازت مايع هموژنيزه شد

ثانيه  30سيكل بر ثانيه و ماگزيمم تن  50سونيكاتور كه روي 

در ). 15(ونيكه شد بار س 4تنظيم شده بود، در حمام يخ براي 

ها، عمل دياليز انجام شد  مرحله بعد به منظور تغليظ پروتئين

هاي سوماتيك دياليز شده در اين مرحله با  سپس عصاره). 8(

اين ). 16(روش براد فورد مورد سنجش پروتئين قرار گرفت 

ژن مايع جهت اقدامات بعدي در دماي  مايع به عنوان منبع آنتي

  .د نگهداري گرديدگرا درجه سانتي - 20

نشين شده جهت انجام آزمايش  هاي ته پروتواسكولكس

  .دشهاي استريل منتقل  به لوله) باروري(وايابليتي 

  

  :هاي دياليز  سازي كيسه  آماده  روش) ب

هاي كوچك از مايع هيداتيك،  به منظور حذف املاح و مولكول

 )Cut off( نقطه برش ابتدا قطعات مورد لزوم از تيوب دياليز با

دقيقه در آب مقطر  10سپس به مدت . كيلودالتون بريده شد 12

جوشانده شد تا حالت چسبندگي كيسه از بين برود و دو انتهاي 

سپس با اطمينان حاصل كردن از عدم پارگي . آن كاملاً باز شود

ها، بعد از ريختن مايع كيست هيداتيك به داخل تيوب و  كيسه

درجه  4ساعت در دماي  72گره زدن دو طرف آن، به مدت 

مرتبه آب  3روزي . گراد در مقابل آب مقطر دياليز گرديد سانتي

   .شد مقطر داخل ظروف تعويض 
  

ها جهت به دست آوردن مايع  آلوده كردن موش) ج

  كيست هيداتيك 

مدل آزمايشگاهي كيست هيداتيك در موش به وسيله 

ات مطالع). 13، 17، 18(محققين مختلف طراحي شده است 

) Balb/C(سي  -هاي بالب قبلي نشان دادند كه موش

حساسيت بالايي نسبت به عفونت كيست هيداتيك دارند و 

باشند  تر مي براي مطالعات ايمونولوژيك اين انگل مناسب

سي و موش سوري مورد استفاده در  -هاي بالب موش). 12(

در اين . اين تحقيق، از انستيتو پاستور ايران خريداري شدند

سي كه سن  -هاي بالب طالعه از سه گروه ده تايي از موشم

براي مقايسه . هفته و از جنس نر بودند، استفاده شد 6آنان 

دهي سيستم ايمني و مدت زمان تشكيل  وضعيت پاسخ
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  هاي  سر موش سوري نر به همراه موش 30كيست، نيز 

  .سي، مورد آزمايش قرار گرفتند -بالب

) Wulamu mamuti(روش ها بر اساس  ايمن كردن موش

  ).8(با تغييرات مختصري به شرح زير انجام شد 

خانه خارج شدند و به محل  ها از حيوان ابتدا موش

آزمايشگاه جهت انجام عمليات واكسيناسيون و تلقيح منتقل 

براي انجام عمل . ها صورت گرفت بندي آن سپس گروه. شدند

  .قرار گرفتندها در داخل رك مخصوص  تلقيح، هر كدام از موش

ها ابتدا به صورت تزريق داخل  موش :1گروه مورد 

ژن مايع كيست هيداتيك كه به  ليتر از آنتي ميكرو 100صفاقي، 

 10سازي شده بود و حاوي  آماده Lightowlers روش

سيلين و استرپتومايسين براي جلوگيري از رشد  ميكروليتر پني

روند بود، دريافت ميكروليتر ادجوانت كامل ف 100ها و  باكتري

هفته بعد تزريق مشابه ولي با ادجوانت ناكامل  4). 19(نمودند 

 200هفته پس از آخرين تزريق مقدار  2. فروند دريافت نمودند

عدد  2000ميكروليتر مايع كيست هيداتيك كه حاوي 

  .پروتواسكولكس زنده بود، دريافت نمودند

تر ميكرولي 100تزريق داخل صفاقي،  :2گروه مورد 

 100ژن سطحي گوسفندي استخراج شده به همراه  آنتي

چهار هفته بعد، . ميكروليتر ادجوانت كامل فروند دريافت كردند

ميكروليتر  100ميكروليتر ادجوانت ناكامل فروند به همراه  100

  . ژن به عنوان يادآور به صورت داخل صفاقي تزريق گرديد آنتي

 100صفاقي  گروه شاهد با تزريق داخل :گروه شاهد

ميكروليتر فسفات بافر  100ميكروليتر ادجوانت كامل فروند و 

واكسينه ) (Phosphate buffered salineيا  PBS(سالين 

ميكروليتر ادجوانت ناكامل فروند  100چهار هفته بعد نيز . شدند

به عنوان يادآور به صورت داخل  PBSميكروليتر  100با 

  . ها تزريق گرديد صفاقي به آن
  

  :هاي سرم تهيه نمونه) د

هاي سرم از بيماران مبتلا به كيست هيداتيد كه ابتلاي  نمونه

ها به بيماري توسط پزشك معالج و انجام آزمايشات  آن

. آوري شدند سرولوژيكي مربوطه قطعي شده بود، جمع

شده تهيه   هاي ايمن هاي سرم مثبت موش نيز از موش نمونه

هاي  و موش ي نيز از افراد سالمهاي سرم شاهد منف نمونه. شدند

  .تهيه و نگهداري شده بودند، تهيه شدند پيشترسالم كه 

  

 خام مايع كيست هيداتيك ژن آنتي تعيين غلظت

  انسان 

استريل و محلول كار براد فورد،  PBSابتدا با استفاده از بافر 

ژن خام مايع كيست هيداتيك انسان  هاي مختلفي از آنتي رقت

نانومتر قرائت و  595ها در طول موج  رقت OD. تهيه گرديد

ژن محاسبه شد و از طريق نمودار  سپس غلظت آنتي. ثبت شدند

ژن خام مايع كيست  غلظت آنتي. مربوطه كنترل گرديد

ليتر محاسبه  ميكروگرم براي هر ميلي 2/1هيداتيك انسان 

  .گرديد

  

   ELISA روش انجام

يكروليتر از م 100نسبت خالص، به ژن  پس از تهيه آنتي

و ) ليتر ميكروگرم در ميلي 5/7با غلظت (ژن  سوسپانسيون آنتي

به  وتهيه ) = pH 6/9مولار،  1(كننده كربنات  بافر كوت

سپس ظرف . استيريني اضافه شد هاي ظرف پلي همه چاهك

پس از . گراد انكوبه شد درجه سانتي 4به مدت يك شب در 

 TBSTبافر  ميكروليتر محلول مسدودكننده 200شستشو 

)20 tween ،Tris buffered salin ( همراه با شير خشك

سپس ظرف . ها اضافه شدند درصد به چاهك 1بدون چربي 

پس از . گراد انكوبه شد درجه سانتي 37ساعت در  1به مدت 

ميكروليتر به هر  100به ميزان  1:100شستشو، سرم با رقت 

درجه  37ساعت در  1چاهك اضافه شد و به مدت 

پس از شستشوي دوباره و اضافه . گراد نگهداري شد انتيس

 HRP هاي كنژوگه با بادي ميكروليتر آنتي 100كردن 

)Horseradish peroxidase (Invitrogen  1:1000با رقت 

دوباره . گراد انكوبه شد درجه سانتي 37ساعت در  1به مدت 

  ) ABTS(ميكروليتر سوبستراي  100پس از شستشو، 

]2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)[. 

گرم در  ميلي 3/0تهيه شده از شركت سيگما با غلظت 
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دقيقه در  20ليتر به هر چاهك اضافه شد و به مدت  ميلي

به  ABTSقبل از ريختن محلول . دماي اتاق نگهداري شد

درصد به ازاي  30ليتر آب اكسيژنه  ميكرو 5ها، مقدار  چاهك

اضافه شد و بعد ها  ، به چاهكABTSليتر از محلول  ميلي 10

از به هم زدن، سريع و با ترتيب منظم به درون هر يك از 

درجه  37درب پليت بسته و در . ريخته شد ABTSها  چاهك

دقيقه  15واكنش بعد از مدت . گراد انكوبه شد سانتي

كننده  ليتر محلول متوقف ميكرو 50انكوباسيون، با افزودن 

. نرمال به ازاي هر چاهك به پايان رسيد 2ولفوريك اسيد س

در طول موج ) Optical densityيا  OD(ميزان جذب نوري 

، ELISA )ELISA-readerمتر با دستگاه سنجش  نانو 405

  .شد گيري اندازه) Bio-Rad، 650مدل 

در اين تحقيق، از تعداد  )Cut off(براي تعيين سطح حداقل 

و موش كه قطعاً فاقد بيماري نمونه سرم براي انسان  30

ها، آزمايش  براي اين نمونه. كيست هيداتيك بودند، استفاده شد

ELISA ها،  سپس از ميزان جذب اين نمونه. گرفته شد

در آخر ميانگين به اضافه . ميانگين و انحراف معيار محاسبه شد

  .دو برابر انحراف معيار به عنوان سطح حداقل تعيين شد
  

 ها يافته

  سي  - هاي سوري و بالب ي موشآلودگ

سوري مورد تزريق با  سر موش 10از تعداد 

هاي هيداتيك  هاي تازه جدا شده از مايع كيست پروتواسكولكس

پس از گذشت ) درصد 100(سر  10كبدي و ريوي گوسفند، هر 

بهترين و بيشترين ميزان . ماه، آلوده شدند 6–9مدت زمان 

يه كبد و بعد در ناحيه آلودگي تشكيل كيست هيداتيك در ناح

سي  - هاي بالب در حالي كه براي موش. شكمي نمايان گرديد

ماه، فقط  6- 9موش تزريق شده پس از مدت زمان  10از تعداد 

بيشترين موضع آلودگي كيست . آلوده شدند) درصد 33/33(

ترين مدت زمان  طولاني .هيداتيك، كيست كبدي و شكمي بود

ماه  6ترين زمان،  ماه و كوتاه 9سي  - براي آلودگي موش بالب

  .بهترين موضع كيست ايجاد شده، كيست شكمي بود. بود
  

 هاي انساني در دو بادي پاسخ آنتي :ELISAآزمون 

ژن خام مايع كيست  و شاهد به آنتيگروه مورد 

  هيداتيك انسان 

ژن خام مايع  هاي انساني عليه آنتي بادي آنتي ODميانگين 

اد رنفره از اف 30ر يك گروه مورد كيست هيداتيك انسان د

به  ند،بيماران جراحي شد كه اينمبتلا به كيست هيداتيك 

هاي  كلاسزيردر بين . ندمورد ارزيابي قرار گرفت ELISAوش ر

IgG  بالاترين ميزان ميانگينOD زن مايع  در پاسخ به آنتي

ترين ميانگين  و پايين 4IgG كيست هيداتيك انساني مربوط به

OD 3 به مربوطIgG  ميانگين به دست  ).2و  1جداول (بود

ژن انساني بالاتر از  ها در پاسخ به آنتي بادي آمده از تمامي آنتي

همه  بنابراين .ها بود براي آن Cut offميزان محاسبه شده 

با انجام آناليز واريانس براي  .شوند ها مثبت تلقي مي نمونه سرم

كه اختلاف ميانگين هاي به دست آمده، مشاهده گرديد  داده

OD ژن مايع كيست هيداتيك  هاي انساني عليه آنتي بادي آنتي

به عبارت  ؛)P > 001/0(دار است  از نظر آماري كاملاً معني

ژن خام مايع  پاسخ ايمني هومورال انساني عليه آنتي ،ديگر

. باشد بادي كاملاً متفاوت مي آنتينوع كيست هيداتيك از نظر 

 4IgGمربوط به  IgGهاي  كلاسزيرن بهترين پاسخ در بي

هاي  هم پاسخي بالاتر از ديگر زيركلاس IgEاما  ،باشد مي

IgG 2 جدول( است دهدا(.   
  

  ژن خام مايع كيست هيداتيك گروه شاهد، كوتينگ با آنتي ELISAنتايج : 1جدول 

98/15  =F ،001/0  =P  

 

Cut off 
 

Range 
 

Number 
 

Max 
 

Min 
 

Std.Deviation Mean OD 
Ab  

08/0  1/0 24  11/0 01/0  02/0  04/0 IgG  

12/0  13/0 24  13/0 0 04/0  04/0  2IgG  

11/0  12/0 24  12/0 01/0 03/0  05/0  3IgG  

15/0  15/0 24  15/0 0 04/0  09/0  4IgG  

06/0  06/0 24  06/0 0 04/0  02/0  IgE  
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  يع كيست هيداتيك انسانژن خام ما گروه مورد، فرايند كوتينگ با آنتي ELISAنتايج : 2جدول 
 

Cut off 
 

Range 

 

Number 
 

Max 
 

Min 
 

Std.Deviation Mean 
OD 

Ab  

08/0  08/0 28 47/0 39/0 02/0 42/0 IgG  

12/0  19/0 30 41/0 22/0 04/0 34/0 2IgG  

11/0  26/0 30 38/0  12/0 04/0 16/0 3IgG  

15/0  68/0 30 99/1 31/1 18/0 58/1 4IgG  

06/0  62/0 30 76/0 15/0 17/0 49/0 IgE  

38/725  = F،001/0 < P  

  

ن خام مايع كيست ژ تام انساني به آنتيIgG در بررسي پاسخ 

هاي  در بين گروه ،ELISAهيداتيك انساني با استفاده از آزمون 

انتقال نقاط برش مورد و شاهد حساسيت آزمايش با استفاده از 

OD ،100 حاسبه گرديددرصد م 8/95گي آن برابر ژدرصد و وي.  
  

 هاي موش در دو بادي پاسخ آنتي :ELISAآزمون 

ژن خام مايع كيست  و شاهد به آنتيگروه مورد 

 هيداتيك انسان
، IgG ،IgEهاي  بادي نحوه واكنش آنتي ،در ادامه بررسي

IgGAM كلاس و زيرIgG2b و  سي -هاي بالب در موش

با  هاي خام مايع كيست هيداتيك انساني ژن به آنتي سوري

از ها  اين موش .ندمورد ارزيابي قرار گرفت ELISAآزمون 

مبتلا به  ي استحصال شده،ها طريق تزريق پروتواسكولكس

ها  عفونت ثانويه كيست هيداتيك شده بودند و وجود كيست

در اين بررسي، . ماه از طريق جراحي اثبات گرديد 6-9بعد از 

ژن  ليه آنتيبيشترين پاسخ را ع IgGAMكلونال  بادي پلي آنتي

ها  بادي خام مايع كيست هيداتيك انساني نسبت به ديگر آنتي

 ،كلونال هاي مونو بادي اما در بين آنتي. از خود نشان داد

IgG2b  بالاترين ميزانOD  با توجه به اين كه . نشان دادرا

 Cut offهاي به دست آمده بالاتر از ميزان  ODميانگين 

تشخيص ها مثبت  تمام نمونه واز اين رباشد،  محاسبه شده مي

دار  تفاوت معني ،انجام آناليز واريانس .)4و  3جداول ( دداده شدن

ژن  هاي موشي عليه آنتي بادي آنتي ODن ميانگين زابين مي

 ).P > 001/0(داد خام مايع كيست هيداتيك انساني نشان 

حساسيت و ويژگي محاسبه شده براي پاسخ  ميزان

كلاس و زير IgGAM، تام  IgE،IgGهاي  بادي آنتي

IgG2b ژن خام مايع كيست هيداتيك انسان  موش عليه آنتي

  .تعيين گرديددرصد  ELISA 100در آزمون 

  
  )گروه شاهد( مايع كيست هيداتيك انسان خام ژن عليه آنتي  Balb/Cهاي سوري و موشهاي  بادي آنتي پاسخ ODميانگين  :3جدول 

 89/1  = F،146/0  =P 
OD: Optical density 

  

 
Cut off 

 
Range 

 
Number 

 
Max 

 
Min 

 
Std.Deviation 

Mean 
OD 

Ab  

04/0 03/0 30 04/0 01/0 01/0  02/0 IgG 

05/0  04/0  30 05/0 01/0 01/0  03/0  IgG2b 

04/0  04/0 30 04/0 0 01/0  02/0  IgE 

07/0  06/0 30 07/0 0 02/0  03/0  IgGAM 
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  )گروه مورد( مايع كيست هيداتيك انسان خام ژن عليه آنتي Balb/C ي سوري وها موشهاي  بادي آنتي پاسخ ODميانگين  :4 جدول
 

Cut off 
 

Range 
 

Number 
 

Max 
 

Min 
 

Std.Deviation Mean OD 
Ab  

04/0 12/0 30 26/0 15/0 03/0 18/0 IgG 

05/0  26/0 30 67/0 42/0 06/0 46/0 IgG2b 

04/0  09/0 30 3/0 21/0 03/0 25/0 IgE 

07/0  16/0 30 91/0 75/0 05/0 84/0 IgGAM 

1/645  = F،001/0  =P 

  
  )گروه مورد(موش مايع كيست هيداتيك  خامژن  عليه آنتيانسان  هاي بادي آنتيپاسخ  ODميانگين  :5جدول 

 

Cut off 
 

Range 
 

Number 
 

Max 
 

Min 
 

Std.Deviation Mean 
OD 

Ab  

06/0  5/0 30 99/0 49/0 14/0 71/0 IgG  

12/0  05/0 30  17/0 12/0 02/0 14/0 2IgG  

16/0  01/0 30 12/0 11/0 004/0 12/0 3IgG  

04/0  9/0 30 97/0 07/0 36/0 29/0 4IgG  

11/0  04/0 30 14/0 1/0 01/0  12/0 IgE  

  

پاسخ  ODهاي مربوط به ميانگين  داده 6و  5ول اجد

ژن خام مايع كيست هيداتيك  هاي انسان عليه آنتي بادي آنتي

بيشترين مقدار . دنده نشان مي در دو گروه مورد و شاهد را موش

OD  مربوط به پاسخ IgG 4تام وIgG ژن موش  عليه آنتي

ژن خام  تام انساني به آنتيIgG در بررسي شدت پاسخ . است

به روش و سوري  سي - مايع كيست هيداتيك موش بالب

ELISA حساسيت آزمايش با  ،هاي مورد و شاهد در بين گروه

و  درصد 100برابر ، ها OD ميانگين تفاده از انتقال نقاط برشاس

 همچنين حساسيت و. محاسبه گرديد درصد 100ويژگي آن نيز 

ژن خام مايع كيست  انساني به آنتيIgG 2 ويژگي براي پاسخ

هاي  در بين گروه ELISAبا استفاده از روش  ها هيداتيك موش

. محاسبه گرديد ددرص 100و  90مورد و شاهد به ترتيب برابر 

 درصد 100به ترتيب برابر  4IgG و 3IgG ها براي اين نسبت

انسان عليه  IgEويژگي و براي پاسخ  درصد100حساسيت و 

، حساسيت و ويژگي آزمايش ها ژن خام مايع هيداتيك موش آنتي

ELISA  دشتعيين  درصد 100و  70به ترتيب برابر.  
  

  )گروه شاهد(موش مايع كيست هيداتيك  خامژن  عليه آنتيانسان  هاي يباد آنتي پاسخ ODميانگين  :6جدول 

 

Cut off 
 

Range 
 

Number 
 

Max 
 

Min 
 

Std.Deviation 
Mean 

OD 
Ab  

06/0  04/0 30 04/0 0 02/0  02/0  IgG  

12/0  09/0 30  11/0 02/0 03/0  06/0  2IgG  

16/0  13/0 30  13/0 0 04/0  04/0  3IgG  

04/0  04/0 30  04/0 0 01/0  02/0  4IgG  

11/0  08/0 30  09/0 01/0 03/0  05/0  IgE  
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تام IgG ، ارتباط بين پاسخ Post Hocبا انجام آزمون 

دار به دست آمد  ژن موش از نظر آماري معني انسان عليه آنتي

)001/0 < P .( همچنين آزمونPost Hoc  براي بررسي

وش تام مIgG ها با يكديگر در پاسخ به  ژن ارتباط بين آنتي

دار  قرار گرفت كه حاصل آن وجود رابطه معني ارزيابيمورد 

  .بود) P > 018/0(ژن موش  ژن انسان با آنتي بين آنتي
  

  بحث

  ها آلودگي موش

بررسي كيست هيداتيك در حيوانات مختلف از آن جهت مهم 

كه اين بيماري انگلي در طيف وسيعي از ميزبانان  باشد مي

يوانات قادرند سيكل اين بيماري خود اين ح. واسط انتشار دارد

مهلك را در طبيعت حفظ نمايند اما مطالعه انگل در اين 

اكثر محققان براي بررسي . حيوانات كاري بس دشوار است

رشد كيست هيداتيك در حيوانات آزمايشگاهي، از 

يكي . نمايند باشد، استفاده مي خطر مي پروتواسكولكس كه كم

العه خصوصيات فيزيولوژيكي، ها براي مط ترين راه از ساده

گيري و درماني انگل، مطالعه بر  ايمونولوژيكي و اثرات پيش

براي اين منظور آلوده . هاي آزمايشگاهي است روي موش

كردن موش آزمايشگاهي بهترين راه است اما شكلي كه فرا 

روي محقق وجود دارد طولاني بودن زمان آلودگي است كه 

ماه  3–9بين  Balb/C هاي به طور معمول براي موش

سي هم گران و هم  -از طرف ديگر موش بالب. باشد مي

اما . از اين رو نگهداري آن نيز دشوار است. حساس است

مطالعاتي كه تاكنون براي آلودگي موش صورت گرفته است، 

). 18-20(سي صورت گرفته است  -هاي بالب بيشتر در موش

حساسيت بالاي سي براي آلودگي،  -دليل انتخاب موش بالب

همچنين . باشد حيوان نسبت به عفونت كيست هيداتيك مي

). 13(باشد  براي مطالعات ايمونولوژيك انگل مناسب مي

، مشخص نمود كه Craigآزمايش انجام شده توسط رفيعي و 

سي، به صورت  -كيست هيداتيك ايجاد شده در موش بالب

تر از نوع متر و بيش ميلي 2-3هاي سفيد رنگ به اندازه  توده

ميزان آلودگي موش به كيست . باشد كيست شكمي مي

در ). 21(درصد گزارش شد  92هفته  46نيز بعد از  هيداتيك

 - هاي بالب كه در موش دهد صورتي كه مطالعه ما نشان مي

سي بالاترين ميزان آلودگي در ناحيه كبد است و تشكيل اوليه 

ي آشكار ماهگ 3ها در مدت زمان  كيست و آلوده شدن موش

ماهگي و بعد از آن  9اما استحصال مايع كيست در  .شود مي

 3/33ميزان آلودگي آنان به كيست هيداتيك . صورت گرفت

رسد  آن چه به نظر مي. باشد درصد است كه رقم بالايي نمي

در اين مطالعه امتيازي محسوب گردد، توفيق در آلودگي 

و نكته هاي سوري است كه دليل آن د بيشتر و بهتر موش

هاي زياد از  اول استحصال پروتواسكولكس. تواند باشد مي

اي كه قرار  جداره داخلي كيست هيداتيك گوسفندي در نمونه

ها كه  دوم تزريق يادآوري به موش. است به موش تزريق شود

در فاصله هفتگي صورت گرفت و باعث آلودگي بيشتر و بهتر 

و  Dempster در حالي كه محققاني همچون. ها گرديد موش

سي بهترين موش  -همكاران عنوان نمودند كه موش بالب

، تحقيق )13(براي مطالعات تحقيقاتي در هيداتيدوز است 

كه موش سوري در شرايط مساعد به مراتب  كردحاضر اثبات 

  .نمايد نتايج بهتري را ارايه مي

  
ELISA  

هاي خام مايع كيست  ژن در پاسخ سرم انسان به آنتي

 4IgGساني، بالاترين پاسخ مربوط به زيركلاس هيداتيك ان

، )22(و همكاران  Siracusano كه اين نتايج با نتايج بود

Dreweck  23(و همكاران ( وGrimm  و همكاران)24( ،

Sbihi  25(و همكاران ( وKhabiri  و همكاران)26 (

ژن موش نيز پاسخ  انساني عليه آنتي 4IgG. شتهمخواني دا

توان به  بنابراين مي. دادها نشان  يركلاسبالاتر از بقيه ز

ايجاد شده  ODراحتي در خصوص اين كه بيشترين ميانگين 

ژن متفاوت  تام عليه اين دو آنتي IgGو  4IgGمربوط به 

 Cross–reactionاين كه  مثل. نظر نمود ، اظهارباشد مي

ژن مايع كيست  هاي سرم انساني عليه هر دو آنتي پاسخ

اما نكته قابل توجه ميزان . موش وجود دارد هيداتيك انسان و

OD هاي بررسي شده به  ژن يا شدت پاسخ است كه در آنتي
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عليه هر  ODشدت واكنش برابر است با (باشد  شرح زير مي

 4IgGشدت پاسخ ). ژن آن آنتي Cut offژن تقسيم بر  آنتي

  ژن انساني و موشي با  انساني به آنتي

  ،58/1/  15/0 ≈ 5/10 :ژن انسان آنتي

  .برابر است 29/0/  04/0 ≈ 25/7: ژن موش آنتي

همان گونه كه از محاسبات فوق پيدا است، شدت پاسخ 

ژن موش  ژن انسان بالاتر از آنتي بادي انساني عليه آنتي آنتي

ژن موش را كه  است اما اين نكته به هيچ وجه ارزش آنتي

OD برابر بالاتر از  7ي انسان عليه آن باد آنتيCut off  است

مزيت اين مطالعات نيز همين است كه بر . برد را از بين نمي

ژن خام مايع كيست هيداتيك  اساس نتايج اگر نتوان از آنتي

انسان استفاده نمود، كيست هيداتيك موش نيز داراي ارزش 

بوط، مر Cut offبرابر  7در شرايط طبيعي . باشد بالايي مي

بنابراين انتخاب مناسبي براي طراحي . نمايد ايجاد پاسخ مي

هاي كوچك متناسب با نياز و  هاي تشخيص در مقياس كيت

 . باشد توانمندي منطقه مي

  .دشتام هم به شرح زير محاسبه   IgGاين شدت پاسخ براي

IgG 42/0/  08/0=  25/5: ژن انساني انساني به آنتي 

IgG 72/0/  6/0=  12: موشژن  انساني به آنتي  

انساني  IgGهمان گونه كه مشخص است شدت پاسخ 

ژن انساني است و حتي بيش از  ژن موش بيشتر از آنتي به آنتي

  .ژن انساني است دو برابر آنتي

نكته ديگر كه آن هم قابل توجه است، حساسيت و 

هاي تشخيص است كه در مطالعه حاضر  ويژگي آزمايش

تر ذكر شد، براي  ن گونه كه پيشهما. مدنظر قرار گرفت

4IgG درصد به دست  100هاي مختلف حساسيت  ژن و آنتي

به عنوان . ويژگي نيز رقم بسيار قابل قبولي به دست آمد. آمد

توان گفت كه فرضيات  يك نتيجه كلي در اين مبحث مي

هاي  ژن واكنش متقاطع بين آنتي. مطالعه ما به اثبات رسيد

توان از يك  اي كه مي به گونه. دآي مختلف به وجود مي

ژن خاص كه داراي شرايط لازم براي ايجاد پاسخ سرم  آنتي

ژن  تواند آنتي ژن كه مي آنتياين . انساني است، استفاده نمود

مايع كيست هيداتيك انسان يا موش باشد، از حساسيت و 

اگر بهترين پاسخ و . ويژگي خاص خود نيز برخوردار است

 ژن آنتي قطعبه طور گيرد، خ مد نظر قرار بالاترين شدت پاس

ژن  به عنوان انتخاب اصلي و آنتي 4IgGبا استفاده از انسان 

بادي رفرانس  تام به عنوان آنتي IgGبا استفاده از موشي 

و همكاران  Sbihiمطالعاتي كه توسط . گيرد مدنظر قرار مي

در ). 25(نمايند  تأييد مي نيز نتايج اين مطالعه را ،انجام شدند

ژن خام مايع كيست هيداتيك انساني و  اين مطالعات آنتي

 هاي تام بادي ژني است كه آنتي به عنوان منبع آنتي Bژن  آنتي

IgG  وIgE هاي مورد نظر داراي بيشترين پاسخ  ژن عليه آنتي

و  Grimmاي كه توسط  در مطالعه). 25(ايمونولوژيك هستند 

كيست هيداتيك بيماران ژن خام مايع  همكاران بر روي آنتي

مبتلا به هيداتيدوز صورت گرفت، دريافتند كه به ترتيب 

4IgG  2بيشترين پاسخ و نسبت بهIgG  3وIgG  كمترين

هاي خام و تخليص شده مايع كيست  ژن پاسخ را عليه آنتي

نتايج اين مطالعات نشان دادند ). 24(نمايد  هيداتيك، ايجاد مي

ژن  ل خطابي براي انتخاب آنتيتواند فص كه مطالعه كنوني مي

  .بادي در طراحي كيت تشخيصي باشد و آنتي

  
  گيري نتيجه

ژن مايع كيست هيداتيك انسان و موش واكنش متقاطع  آنتي

تواند در  ژن موش ارجحيت دارد و مي در مواردي آنتي. دارند

در طراحي . طراحي كيست هيداتيك مورد استفاده قرار گيرد

استفاده  4IgGتام و  IgGان از تو هاي تشخيصي مي كيت

توانند مورد مناسبي براي  هاي سوري مي موش. نمود

  .هاي تجربي باشند آلودگي
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Cross Reaction of Human Antibody to Hydatid Cyst Fluid Antigens of 
Human and Mice 

 
 

Afra Khosravi1, Mortaza Shamsi2, Ebrahim Babaahmadi3,  
Kourosh Salyemiri4, Kourosh Saki5 

Abstract 
Background: The aim of the current study was to assess the cross reaction of the crude hydatid cyst fluid 
(HCF) antigens of Echinococcus granulosus, obtained from mice experimentally infected with hydatid 
cyst and from naturally infected human using sera of infected human who had surgery at different 
hospitals in Iran. 
Methods: hydatid cysts obtained from lungs and livers of naturally infected sheep slauthered from local 
abattoirs in Ilam, Iran. HCF recovered from cysts was centrifuged at 10000 rpm for 25 minutes. The 
supernatant was dialysed against PBS, freezed- thawed and used as crude HCF. 

Findings: HCFs obtained from two different host species were highly useful for ELISA and most sera 
from CE patients equally recognized the HCF antigen of both mice and human. Mice sera showed a cross-
reaction with human sera in recognition of HCF antigens of echinococcosis. IgG4 was the highest IgG 
subclass recognizing HCF of both mice and human HCF. Human IgG was high in response to both 
antigens while the OD ratio was two times using human IgG against mice antigen compared to human 
antigen. 

Conclusion: IgG and IgG4 of human sera are reacting against both mice and human HCF with the 
greatest response from IgG total to mice HCF. Cross reaction of human IgG and IgG4 was observed for 
both mice and human HCF. Mice HCF can be relied on as an appropriate antigen in detection of human 
hydatidosis. 

Key words: Hydatid Cyst, Hydatid cyst fluid (HCF), IgG, Cross reaction. 
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