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و (Modified  Knott  test)دو روش نات اصلاح شده مقايسه

ديروفيلاريا در تشخيص  (ELISA antigen  test)شناسيسرم

 ايميتيس

م.،2.ع، ملماسي،*1.ح.س، حسيني .3آرامون،

 8/10/1389پذيرش:19/7/1389 دريافت:

 خلاصه:
اين بيماري انتشار.استانسانوسگدر عامل بيماري فيلاريوز قلبي عروقي)Dirofilaria immitis( ديروفيلاريا ايميتيس

و نيمه گرمسيري به صورت بومي ديده مي ميجهاني دارد ولي آلودگي در نواحي معتدل، گرمسيري توان شود. آلودگي به كرم قلب را
و نشان دادن ميكروفيلرها و يا پادگنيبا آزمايش خون بدر گردش هاي الغ تشخيص داد. به منظور ارزيابي كارايي روشهاي كرم

به 350اين مطالعه وضعيت آلودگي متداول در تشخيص ديروفيلاريوز، در در نواحي مورد مطالعه ديروفيلاريا ايميتيسقلاده سگ
و نات اصلاح شده مورد آزمايش با دو روش سرم ن8/14(52نمونه، 350گرفت. از مجموع قرار شناسي و درصد) مونه در روش اليزا

شده نات منفي در روش اصلاحولي شناسي مثبت نمونه در روش سرم12درصد) نمونه در روش نات مثبت بودند. تعداد12(42تعداد 
كه در دو نمونه مثبت با روش نات، در روش سرولوژي واكنشي مشاهده نشد. در بررسي آماري درجة همخواني، درحاليندبود

د (تشخيص دو روش و منفي با استفاده از ضريب كاپا دهنده كه نشان،  (P=/0005) /. به دست آمدkappa (83ر موارد مثبت
 همبستگي خوب دو روش است.

 روش اصلاح يافته نات، روش اليزا تشخيص،،ديروفيلاريا ايميتيس: كليدي هايواژه

، تهران، ايران.14155- 6453ي شناسي دانشكده دامپزشكي، دانشگاه تهران، صندوق پستگروه انگل.1

، تهران، ايران.14155- 6453گروه علوم درمانگاهي دانشكده دامپزشكي، دانشگاه تهران، صندوق پستي.2

، تهران. ايران.آموخته دانشكده دامپزشكي، دانشگاه تهراندانش.3
مس* hhoseini@ut.ac.irؤول: نويسنده
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:مقدمه
سگ،آلودگي گوشتخواران  ديروفيلاريا ايميتيسبه،بويژه

هاي موجود بر اساس گزارشو داراي انتشار جهاني است
 انتشار جغرافيايي انگل در حال گسترش استةدامن

)Genchi ،؛2009و 2005و همكارانSimon و
2000 Ghenchi .(گزارش اولين مورد آلودگيةسابق

بر40ان به حدود در اير بهمي سال پيش و مربوط گردد
 يك قلاده سگي است كه از آمريكا وارد ايران شده است

)Sanjar آلودگييدر مطالعات بعد). 1969،و همكاران 
آلودگي دامنةو از بسياري از مناطق ديگر گزارش گرديد

تا درصد14/1از حداقل  در4/51در استان تهران درصد
و همكاران، بودمتفاوت استان گيلان ؛1377(بكايي

و همكاران، و هاشم زاده،؛1389حسيني ؛ 1375جمالي
و 1378؛ رزمي، 1388راضي جلالي، ؛ رنجبر بهادري

و همكاران، 1386اسلامي، مشگي؛1384؛ رنجبر بهادري
و اسلامي 1380 و همكاران، 1379؛ مشگي ؛ مشگي
و همكاران،؛ 1381 و همكاران، Jafari؛1369موبدي
، Eslami،2007و  Rnjbar- Bahadori؛1996

Hekmatkhah 2007و Ranjbar-
Bahadoriيك بيماري مشترك بعنوان ). ديروفيلاريوز
در نيز به آن ميزان موارد آلودگي انسانيو مطرح است

 هاي. آلودگي انسان به گونهرو به افزايش استدنيا 
 رش شده استدي گزادر ايران به صورت مور ديروفيلاريا

و همكاران، وJamshidi؛1379(صلاحي مقدم
و Ashrafi؛2008همكاران

.)Masoud 1995و Siavashi؛2009همكاران،
مناطق آندميك باتوجه به اطلاعات موجود، ايران يكي از

و همكاران، آلودگي در جهان است روش.)1389(حسيني
فيلر در تشخيص كرم قلب بر اساس مشاهدة ميكرو

شناسي، مولكولي، هاي سرمروش،هاي خون نمونه
و ، 1385،(اسلامي است الكتروكارديوگرافي تصويربرداري

Ettinjer وFeldman 2005 ،McCal و
هاي متداول در تشخيص يكي از راه.)2008همكاران،

آ  هاي خون براي نشان دادن زمايش نمونه آلودگي،

به صورت تهية گسترش،ها ميكروفيلر است. اين آزمايش

صاف كردن،تهية گسترش ضخيم،مستقيم از خون
توكريت هاي صافي، استفاده از لوله ميكروهما خون از غشا

و روش اصلاح شدة نات انجام مي ( -(مشاهده بافي كوت
هاي ياد شده، روش اصلاح شدة نات از ميان روش گيرد.

شناسي براي جستجوي هاي مناسب انگلاز روش
در خون است؛ زيرا با تغليظ ديروفيلاريايكروفيلرم

و ميكروفيلر مي توان حتي تعداد كم آنها را جستجو كرد
هاي آنها را از هم تشخيص داد. براي شناسايي اين گونه

و تشخيص تفريقي آن از ساير ميكروفيلرها،  ميكروفيلر
شناسي نوزاد را به دست آورد بايد مشخصات دقيق ريخت

ها مهم است، زيرا اگر تشخيص تفريقي نوزاد.)1(جدول 
 ديروفيلاريا( كيلونما ركونديتومآكانتوميكروفيلر مربوط به 

 قيمت مبتلايان نياز نيستركونديتوم) باشد، به درمان گران
)Ettinjer وFeldman ،2005(.

سگ ديروفيلارياهاي شناسي گونه: مقايسه مشخصات ريخت1جدول )Feldman ،2005و Ettinjer( در

 مشخصات(µ) عرض(µ)طول نام گونه

بدون غلاف، انتهاي قدامي تيز، دم مستقيم در انتها تيز5-7 290-330 تيسميديروفيلاريا اي

 است.

 بدون غلاف، انتهاي قدامي گرد6-8 300-360 ديروفيلاريا رپنس

و نخ مانند، غالباً انتهاي آن مانند دسته چتر دم تيز

خميده است.

و4 260-183 كيلونما ركونديتومكانتوآ بدون غلاف انتهاي قدامي گرد انتهاي دم قلاب مانند

خميده است.
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هايگن هاي خون براي رديابي پاد در حال حاضر آزمايش
و در گردش بر مبناي روش هاي الايزا
هايي اختصاصي كه با ايمونوكروماتوگرافي به عنوان آزمون

(ساير گونه كيلونما آكانتوو رپنس ديروفيلارياها
د توجه قرار گرفته ) واكنش متقاطع ندارد مورركونديتوم

و همچنين در و به طور منظم براي غربالگري است
كرم قلب هستند هايي كه مشكوك به عفونت سگ

؛2005و همكاران، Nelson( شونداستفاده مي
Longhofer 1998؛2005،و همكاران Ellen(.

و ويژگي اين روش هاي هاي تشخيصي به علت حساسيت
و انجام آسان رايج  و Ettinjer( اندشدهبالا

Feldman ،2005 ؛McCal 2008،و همكاران(.
و دقيقي براي تفريق روش هاي مولكولي نيز ابزار حساس

سگ ديروفيلاريا ايميتيسميكروفيلر  هاي آلوده است. در
ها بيشتر در مواردي كه آلودگي مختلط وجود اين روش

و يا مواردي كه ميكروفيلرها از  شناسي نظر ريختدارد
روش PCR شود. همچنين غير طبيعي باشند توصيه مي

هاي ناقل در بدن پشه مناسبي براي رديابي عفونت
و Mar؛2006، همكارانو Casiraghi( آلودگي است

؛2007،همكارانو Sang-Eun؛2002، همكاران
Watts 1999،و همكاران(.

ي نشان دادن راديوگرافي قفسة سينه نيز روش مناسبي برا
هاي ريوي قلبي از جمله بزرگ شدن شريان ناهنجاري

و  و بزرگ شدن بطن راست است. اكو كارديوگرافي ريوي
الكترو كارديوگرافي نيز براي تشخيص بيماري كرم قلب 

) ؛1386، اسلاميمورد استفاده قرار گرفته است.
Ettinjer وFeldman ،2005؛McCal و
 ). 2008همكاران،

سگدر من ها اطقي كه آلودگي به صورت بومي وجود دارد
در ايران معمولاً بايد به صورت ساليانه آزمايش شوند.

هاي فيلاريوزيس به جز در بررسيتشخيص ديرو
باشد. باتوجه به تحقيقاتي، مورد توجه دامپزشكان نمي

و  اهميت ديروفيلاريوز در برخي از مناطق كشور، بررسي
در اين انگل ضروري است. هاي تشخيص معرفي روش

و سرولوژي در تشخيص  مطالعه نتايج دو روش نات
 ها به كرم قلب ارزيابي شده است. آلودگي سگ

و روش كار  مواد

 گيرينمونه
سگ 350بدين منظور تعداد و نمونه خون از هاي گله

) و استان150خانگي از استان تهران هاي نمونه)
(گيلان  و مازندران نمونه70شمالي كشور و گلستان

گيري بعد از نمونه) اخذ گرديد. براي خون65هركدام
و كشيده نگه  مقيد نمودن حيوان، دست حيوان را بلند
داشته، سپس تورنيكت در بالاي آرنج بسته شد. محل 
و با استفاده از ونوجكت  مورد نظر با الكل ضد عفوني شد

. در مواردي گيري به عمل آمدحاوي ماده ضد انعقاد خون
-/. ميلي2از آسه پرومازين به عنوان آرام بخش به ميزان 

گرم به كيلوگرم به صورت تزريق عضلاني استفاده شد.
- هاي گرفته شده در كنار يخ به آزمايشگاه انگلنمونه

 شناسي ارسال گرديد.

 سرم شناسي
به منظور بررسي حضور پادگن انگل از كيت پادگني

 RAPID(لاريا ايميتيس ديروفيتشخيص سريع 
Canine   D. immitis AG   test  ساخت (

استفاده شد. (Anigen  company)شركت آنيژن 
يك جهت آزمايش نمونه به وسيله يك پي پت پاستور

و،قطره از خون سيتراته در گودي تعبيه شده ريخته شد
و بمدتقطره از مايع رقيق4به آن  5 كننده اضافه گشت

بيدقي10 تا حركت نگه داشته شد. روي كيت دو نقطه قه
Cو (تست)T(كنترل) به منظور ارزيابي سالم بودن كيت

به منظور بررسي نمونه آزمايش قرار داشت. در صورتي كه
ميCدر مقابل حرف  و در مقابل خط ارغواني تشكيل شد

و خطي تشكيل نميTحرف  گرديد، كيت سالم بوده
در ديروفيلاريا ايميتيسگن نمونه از نظر وجود پاد و منفي

-صورتي كه جلوي هر دو حرف خط ارغواني تشكيل مي
.)1(تصوير مثبت بوده استگرديد نمونه
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.نمونه مثبت  الف

ب. نمونه منفي

ب) نمونه منفي-1تصوير  كيت ايمونوكرامانوگرافي. الف) نمونه مثبت؛

سي انگل شنا
راي مادة ضد انعقاد را به لوله يك ميلي ليتر از خون دا

و  درصد2متر مكعب فرمالين سانتي9سانتريوفوژ ريخته

بمدت،به آن اضافه شد. بعد از مخلوط كردن كامل نمونه
 دور سانتريوفوژ گرديد. محلول 1500دقيقه با سرعت5

 بالاي لوله به آرامي خالي شد. به رسوب، يك تا دو قطره

ش پيبلودومتيلن اضافه و با يك لامد پت آن را به روي
منتقل كرده، در زير ميكروسكوپ براي مشاهده ميكروفيلر 

-ريخت هايمورد آزمايش قرار گرفت. بر اساس شاخص
 ها از هم تفريق گرديدند. شناسي ميكروفيلر
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(روش اصلاح شده نات)ديروفيلاريا ايميتيس : نمونه خون آلوده به ميكروفيلر2تصوير

( درجة همخواني دو روش  ) محاسبه گرديد.kappaدر تشخيص موارد مثبت ومنفي با استفاده ار ضريب كاپا

 نتايج
نمونه خون با هر دو روش 350در اين بررسي تعداد

و نات اصلاح شده بررسي شده است. مقايسة  سرولوژي
كه همانطور نشان داده شد.2نتايج دو روش در جدول 

ن  350شان داده شده است، از مجموع تعداد در جدول
و تعداد8/14(52نمونه، 42درصد) نمونه در روش اليزا

درصد) نمونه در روش نات مثبت تشخيص داده شد.12(
شناسي مثبت بودند در نمونه كه در روش سرم12 تعداد 

2 در مورد روش اصلاح شده نات منفي بود، درحالي كه
در روش،ح شده ناتنمونه مثبت در روش اصلا

درصد1/74 مشاهده نشد. در مجموعيسرولوژي واكنش
موارد آلوده توسط هر دو روش قابل تشخيص هستند. 

و  درجة همخواني تشخيص دو روش در موارد مثبت
) /. به دستkappa (83منفي با استفاده از ضريب كاپا

ها با روش نات در بررسي نمونه.  (P=/0005) آمد
(16شده در اصلاح   دييپتالونمادرصد) ميكروفيلر8/4نمونه

(آكانتو  مشاهده شد. كيلونما ركونديتوم) ركونديتوم
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(درصد)آل تعداد نمونه هاي آلوده

Ag+Mic+Ag+Mic-Ag-+Mic 

-3%)100(-1503تهران

)66/16(30%)33/83(7036گيلان %6-

)20(-4%)80(655مازندران %1

1%)10(3%)30(6%)60(6510گلستان

2%)7/3(12%)2/22(40%)1/74(35054جمع كل

و نات اصلاح شده در تشخيص2جدول :،: ميكروفيلرMic: آنتي ژن،Ag(يس ديروفيلاريا ايميت: مقايسه نتايج روش سرولوژي +
 : منفي)-مثبت،

 بحث
در ديروفيلاريابه آلودگيبر اساس اطلاعات موجود،

از.نواحي اندميك در حال گسترش است ايران يكي
و  (حسيني مناطق آندميك آلودگي در جهان است.

 ديروفيلاريا ايميتيساز طرف ديگر.)1389،همكاران
و حيوان است. باتوجه به اهميت انگل مشترك بي ن انسان

اي كه آلودگي شديد است بايد در نواحي،اين انگل
و براي تشخيص، آزمايش ساليانه سگ ها به اجرا درآيد

و كنترل آلودگي برنامه ( ريزي لازم صورت گيرددرمان
Ettinjer وFeldman2005؛McCal ،و همكاران

در اين.)Ghenchi 2000و Simon؛2008
و سرم شناسي در تشخيص بررسي نتايج دو روش نات

ها به كرم قلب ارزيابي شده است. مقايسة آلودگي سگ
دهد كه از نتايج تشخيص آلودگي در دو روش نشان مي

و تعداد52نمونه، 350مجموع تعداد  نمونه در روش اليزا
12نمونه در روش نات مثبت تشخيص داده شد. تعداد 42

در نمونه كه در روش سرولوژي مثبت تشخيص داده شد،
روش نات منفي بودند. اگرچه مشاهده ميكروفيلر در 

درصد ارزش 100آزمايش خون از نظر ويژگي تا 

تشخيصي دارد ولي در مواقعي كه تعداد ميكروفيلر خون 
و يا  و يا مقدار خون آزمايش شده كافي نباشد كم باشد

هاي موجود از كرم( مواردي كه آلودگي مخفي وجود دارد
يك جنس باشند) امكان مشاهده ميكروفيلر در خون، 
ضعيف يا غير ممكن است. همچنين ممكن است به علت 

و يا كرمها در دورة پيشسن كرم هاي ماده مسن آشكاري
و يا به دليل پاسخ هاي كه باروري آنها كاهش يافته است

ب،ايمني ميزبان عليه كرمها اشد. از نتايج آزمايش منفي
توانند حضور ميكروفيلر را در خون عوامل ديگري كه مي
كشنتحت تأثير قرار ده د، تجويز داروهاي ميكروفيلر

(ماكروسيكليك لاكتونز) است. بنابراين حساسيت اين 
تست براي نشان دادن موارد منفي كافي نيست. همچنين
تعداد ميكروفيلرهاي موجود در خون محيطي رابطه 

سگ مستقيمي با و معمولاً در هايي تعداد كرم بالغ ندارد
شود به تعداد كمي كرم آلوده كه ميكروفيلر زياد ديده مي

دهندة شدت عفونت هستند. بنابراين تعداد ميكروفيلر نشان
وEttinjer؛2008و همكاران، McCal( باشديمن

Feldman ،2005 .( نمونه خون2در اين بررسي تعداد
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در روش ديروفيلاريا ايميتيس ود ميكروفيلر كه از نظر وج
در روش سرولوژي منفي مثبت تشخيص داده شد،نات 
 كيت سازندة شركت اعلام اساسبر بودند.

(Anigen Co) درصد96حساسيت اين كيت ميزان
درصد محاسبه شده است. درجة 100و ميزان ويژگي آن 

و منفي  ب/83همخواني دو روش در موارد مثبت ازود. كه
ض يب خوبي براي روش اصلاح شده ناترنظر آماري

شناسي به دليل هاي سرمروش.  (P=/0005)است 
و ويژگي بالا، باارزشتر از روش شناسي هاي انگلحساسيت
شناسي در هاي سرمهستند. باتوجه به ويژگي بالاي روش

با ساير فيلرها واكنش،ديروفيلاريا ايميتيستشخيص 
هايي شود. در اين بررسي نيز تمام نمونهمتقاطع ديده نمي

آلوده بودند، آكانتو كيلونما ركونديتومكه در روش نات به 
اند. با اين با روش سرولوژي منفي تشخيص داده شده

ميوجود اين كيت اي اي كرم مادههتوانند پادگن ها تنها
(ماه سن دارند را رديابي كند6كه بالاتر از 
Courtney وZeng ،2001؛Ellen 1998 ؛

Ettinjer وFeldman،2005 ؛Longhhofe  و
.)2005،و همكارانNelson؛ 2005،همكاران

4هايي كه تعداد كرم ماده كمتر از همچنين در آلودگي
يجه آزمون سرمي ممكننت،عدد باشد با وجود حضور كرم
اي كه اخيراً بر روي حساسيت است منفي باشد. در مطالعه

كيت تجاري الايزا در تشخيص3و اختصاصي بودن 
سگ پادگن از هاي كرم قلب در عدد4هاي آلوده به كمتر

ها حدود كرم قلب انجام شده است، حساسيت اين تست
و ويژگي آنها 79 . درصد تعيين شده است97درصد

ماده بالغ متغير ها بر اساس تعداد كرم حساسيت اين تست

يك است بطوري كه حساسيت در سگ ،دو،هايي كه به
و يا چهار عدد كرم قلب ماده آلوده بودند به ترتيب 64سه

و88،درصد85،درصد ( درصد است89درصد
Ettinjer وFeldman ،2005 .(بالغ در بدن اگر كرم

در3-1ها در حدود ميكروفيلر،بين برودميزبان از  سال
و در اين مدت علينگردش خون باقي خواه رغمد ماند

نتيجه بررسي سرمي،مثبت بودن آلودگي در روش نات
؛Feldman ،2005و Ettinjer( شود منفي مي

McCal ،رغم حساسيت ). بنابراين علي2008و همكاران

-كاذب در دورة پيشموارد منفي،هابالاي اين تست

و يا زماني كه تنها،آشكاري آلودگي كم به كرم ماده
شود. آلودگي به كرم نر وجود دارد، ديده مي

روش اليزا به عنوان يك روش كمي بر اساس ميزان
و شدت واكنش مي ر غلظت پادگن ا تواند، تعداد كرم بالغ

( پيش اين.) 2008و همكاران، McCalبيني كند
شناسي از اهميت زيادي برخوردار است. كاربرد روش سرم

و و دهندة بار كنش ضعيف معمولاً نشاناغلظت كم پادگن

هاي بالاي پادگني با اين وجود غلظت،كرمي كم است
ممكن است مربوط به زماني باشد كه تمام كرم يا غالب 

اليزا همچنين اثربخشي داروها عليه ند. روش آنها مرده باش
از12تا8 كند. معمولاًكرم بالغ را تعيين مي هفته بعد

توسط روش اليزا پادگن،آميز كرم بالغموفقيت درمان

هفته12بنابراين مثبت بودن اليزا،باشدقابل جستجو نمي

دهندة وجود عفونت است. با اين وجود نشان،درمانبعد از 
تر مثبتش پادگن ممكن است براي دوره طولانيآزماي

و نمي ،تواند عدم موفقيت درماني محسوب شود باشد

ماه بعد از درمان همچنان مثبت6مگر آن كه آزمايش
و McCal؛ Feldman ،2005و Ettinjer(باشد 

هاي ذكر شده به طور هيچكدام از روش). 2008همكاران،
ك قطعي نمي رم قلب را تأييد يا رد كنند. توانند آلودگي به

-به همين دليل در حال حاضر استفاده همزمان روش سرم
و روش اصلاح شده نات توصيه مي شود شناسي

)Ettinjer وFeldman2005 (.
و با روش تغيير يافتة نات روش ارزان و نسبتاً سريع است

مي استفاده ديروفيلاريا توان ميكروفيلر از اين روش
را از ساير ميكروفيلرها تفكيك نمود. اجراي اين ايميتيس

و تجهيزات پيشرفته ندارد.  افزون بر روش نياز به امكانات
هايي كه از نظر پادگني مثبت هستند، براي آن حتي سگ

تعيين وضعيت حضور ميكروفيلر بايد با روش اصلاح شده 
 همين دليل روش اصلاح شدة نات نات آزمايش شوند. به

يهمچنان به مناسب موردك روش تشخيصيعنوان
مي استفاده  گيرد. قرار
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Comparison of two diagnostic  methods for Dirofilaria 
immitis: modified Knott  test and ELISA 
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Abstract: 

Heartworm disease caused by Dirofilaria immitis, affect canine and human population. 
Distribution of the diseases is worldwide, however endemic in temperate, tropical and sub 
tropical zones. Adult heartworm infection can be diagnosed with blood tests that detect 
circulating microfilariae or adult antigens. To evaluate the efficacy of  common diagnostic 
tests of Dirofilariosis, in this study the rate of infection to Dirofilaria immitis were evaluated 
In 350 dogs in studied area, using a commercial ELISA kit (Anigen co.) for detecting 
circulating antigen and modified Knott test for detecting microfilariae.  
Out of 350 blood samples, 52 (14.8%) samples with ELISA kit and 42(12%) samples with 
modified Knott tests were positive. In this study, 12 samples were positive when ELISA 
applied but they were negative with Knott test, while 2 positive samples in Knott test had not 
reaction in other test. In statistical analysis, the Kappa value between these two test were 
calculated as 0.83 (p=0.0005) showing good consistency of these two tests.  
 
Key words: Dirofilaria immitis, diagnosis, modified Knott test, ELISA antigen test 
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