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است که اولین بار در سال 1907 در موش شناسایی شد اما 

 
 
 

چکیده  
ــانی و یـک از هـار عـامل     در حال حاضر کریپتوسپوریدیوم پاروم بعنوان یک عامل بیماریزای reaspeased انس
بیماریزای رودهای مهم مولد اسهالهای مرگبار در افراد مبتلا به نارساییهای ایمنی در سطح جهان مطــرح اسـت. در
این راستا تشخیص آزمایشگاهی دقیق و سریع عامل بیماریزا میتواند در جلوگیری از پیشرفت بیماری نقش مهمی
داشته باشد. از اینرو در مطالعه اخیر ایمونوفلورسنت مستقیم با استفاده از آنتیبادی مونوکلونال کونژوگه بعنــوان
یک روش تشخیص دقیق، سریع و آسان با روش رنگآمیزی اسیدفاست کاینیون ـ که یک روش رنگآمــیزی رایـج
آزمایشگاهی است ـ مورد بررسی و ارزیابی همه جانبه قرار گرفت. بهمین منظور بمــدت 6 مـاه نمونـه مدفـوع 340
ــخیص فرد سالم، 185 بیماران تحت شیمی درمانی و 170 کودکان زیر 10 سال مبتلا به اسهالهای طولانی برای تش
اووسیستهای کریپتوسپوریدیوم با دو روش ایمونوفلورسانس و رنگآمیزی فوقالذکر مورد مطالعه قـرار گرفـت و

نتایج حاصله بشرح زیر خلاصه شد:  
    1- حساسیت، ویژگی، دقت و سهولت در کار با روش ایمونوفلورسانس در مقایسه با روش رنگآمیزی کاینیون
100% بـود. 2- برتـری حداقـل قـدرت تشـخیص بوسـیله کارشـناس بـا روش ایمونوفلورســـانس 8 برابــر روش
رنگآمیزی بود. بعبارت دیگر حداقل تعداد اووسیستهای انگل در هر میلیلیتر مدفوع مایع برای تشــخیص بـا روش
ایمونوفلورسانس مستقیم 7500 عدد بود در حالیکه این رقم با روش رنگآمــیزی بـه 60000 عـدد میرسـید. مـدت
ــود. 3- بـا روش یـک سـوکور زمان لازم برای تشخیص با روش اول در حدود یک دقیقه و با روش دوم 5 دقیقه ب
(Single Blind) برتـری چشـمگیر مـهارت یـک کارشـناس آزمایشـگاه بـا تجربـــه در تشــخیص اووسیســتهای
کریپتوسپوریدیوم ـ که بسیار کــوچـک و بسـادگـی بـا اجـرام مشـابه قـابل اشـتباه هسـتند ـ بـا اسـتفاده از روش
ایمونوفلورسانس نسبت بروش رنگآمیزی نشان داده شد. 4- در این مطالعه اووسیست از نمونههای مدفــوع %0/7
ــد. در از افراد سالم، 0/5% از افراد تحت شیمی درمانی و 4/1% از کودکان مبتلا به اسهالهای طولانی مدت جدا گردی

مواردیکه با تجویز مترونیدازول مسیر بیماریی متوقف گردید، تقویت سیستم ایمنی بیمار حائز اهمیت بود. 
         

کلید واژهها:     1 – فلورسنت آنتیبادی مستقیم      2 – رنگآمیزی کاینیون اسیدفاست 
                        3 – کریپتوسپوریدیوزیس  

ــاوره دکـتر هرمـزد این مقاله خلاصهایست از پایان نامه دکتر احمد قمچیلی جهت دریافت درجه دکترای علوم آزمایشگاهی به راهنمایی دکتر مهدی شکرآبی و تحت مش
اورمزدی و دکتر محسن رضوی، خرداد 1378؛ همچنین در کنگره سراسری آسیبشناسی تهران، آبان 1378 ارائه شده است. 

استادیار گروه ایمیونولوژی، دانشکده پزشکی، مرکز علوم پایه، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران، تهران(*مولف مسؤول) 
II) اسستاد گروه انگل و قارچ شناسی، دانشکده پزشکی، مرکز علوم پایه، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران، تهران. 

III) دکترای علوم آزمایشگاهی  
ــتارخان، خیابـان نیـایش، دانشـگاه علـوم پزشـکی و خدمـات IV) استادیار و فوق تخصص بیماریهای خون و سرطان، بیمارستان حضرت رسول اکرم(ص)، خیابان س

بهداشتی ـ درمانی ایران، تهران.    
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ــپرده  از آن تـاریخ بمـدت تقریبـاً 50 سـال بـه فراموشـی س
شد(1). در سال 1955 بسبب گاستروآنترییتهای خطرناک در 
جوجه بوقلمونها و از آن ببعــد تـا سـال 1971 بسـبب یجـاد 
اسهالهای طولانی مــدت و غیرقـابل کنـترل در گوسـالهها از 

اهمیت ویژه در دامپزشکی برخوردار گردید.  
ــورد کریپتوسـپوریدیوزیس انسـانی      در سال 1976 دو م
مـورد توجـه واقـع شـد(2، 3و 12). در دهـه 1980 بـا اشــاعه 
رسمی بیماری ایدز، کریپتوسپوریدیوزیس بعنوان یــک تـک 

یاخته پاتوژن بازپدید اهمیت جهانی پیدا نمود.  
    این انگل ناقله از آبهای آشامیدنی در سال 1993 موجب 
بروز اپیدمی چشــمگیری در میلواکـی ویسکانسـین آمریکـا 
شـد و جمعیـت کثـیری را گرفتـار نمـود(4). بـا ایـن ترتیــب 
ــتی  کریپتوسپوریدیوم بعنوان یکی از مهمترین عوامل بهداش

در جوامع مختلف دنیا اهمیت یافت.  
ــا عـامل بیـش از 10000 مـرگ و      این عامل تنها در آمریک
میر در سال است و بدلیل آنکه داروی مناسب برای درمــان 
این عامل در دسترس نبود بعد از عوامل شایعه ویروســی و 
باکتریـائی از مـهمترین تـک یاختـههای بیمــاریزای رودهای، 

زئونوز و فرصت در انسان است.  
ــت      از مهمترین تک یاختگان آنتروپاتوژن، زئونوز و فرص
ــهای  طلب در انسان است. همچنین اهمیت آن در ایجاد عفونت
ـــورد مجــاری صفــراوی،  خـارج رودهای بخصـوص در م

لوزالمعده و ریه نیز نباید از نظر دور بماند(5و 6).  
    از نظـر تاکسـونومی جنـس کریپتوسـپوریدیوم از زیـــر 
ـــت و براسـاس مطالعـــات انجـــام  کلاس کوکسیدیاها اسـ
ـــا پلاسمودیومهــــا قرابـــــت  شــده بـرروی RNA آن، ب

دارد(7).  
ــــا کنـــون بیـــش از 20 نـــوع از جنـــس      اگــر چــه ت
کریپتوسپوریدیوم را شناسایی کردهاند، آنــها را بـدو گـروه 
ــه  عمـده یعنـی جنـس کریپتوسـپوریدیومهای غـیر پـاروم ک
مـهرهداران (ماهیـها، خزنـدگـان، پرنـدگـان، جونـــدگــان و 
پستانداران) را آلوده میکند و جنــس کریپتوسـپوریدیوم بـا 
ژنوتییپ پاروم کــه در انسـان و مـهرهداران (بخصـوص در 
ــه اختـلالات ایمنـی، تحـت درمـان بـا داروهـای  افراد مبتلا ب

سرکوبگر ایمنی و گیرندگان پیوند عضو) موجــب اسـهالهای 
ــی، طولانـی مـدت و مـرگبـار میشـود(8). مـیزان  حاد، عفون
آلودگی آب به اووسیستهای کریپتوسپوریدیوم از 6 تـا 100 
درصد متغیر است و تراکم اووسیستها در مناطق آلــوده بـه 
5800 عدد در هر لیتر آب آشامیدنی تخمین زده شده است.  
ــیزان آلـودگـی در هنگـام بـارندگـی، جـاری شـدن      این م
ــن و نفـوذ ایـن آبـها بـه  سیلابها، ششسته شدن سطوح زمی
ـــش  منـابع و مخـازن آبـهای کشـاورزی و آشـامیدنی افزای
ــپوریدیوم بسـبب داشـتن  مییابد(9). اووسیستهای کریپتوس
ــم خـارجی نسـبت بـه عوامـل نامسـاعد محیـط  غشاء ضخی
ــاطق گـرم و مرطـوب  زیست بسیار مقاوم میباشند و در من

برای ماهها زنده و فعال باقی میمانند.  
    انسان علاوه بر آلودگی از طریق آب، از طریق دیگر چون 
تماس مستقیم با منابع آلوده انسانی و حیوانی و همچنین از 
طریق (همجنس بازی) به آسانی آلوده میشود. در مبتلایان 
به اختلالات ایمنی بسبب سیکل درونی و عفونت زایی داخلی 
ــب  تک یاخته، بلع حتی 30-10 عدد اووسیست میتواند موج

بیماری شود(10).  
    از آنجائیکـه تـک یاختـه درون سـلولی و خـارج ســـلولی 
سیتوپلاسمی محسوب شــده و در فضـای پـارازیتوفوروس 
سلولی زندگی میکند لذا تاثیر داروها بر آن بســیار نـاچـیز 
است و تاکنون درمان دارویی و کنترل این بیماری بصورت 
یک مشکل عمده باقی مانده با توجه به مطالب ذکر شــده، در 
ایـن مطالعـه تشـخیص تـک یاختـه در کودکـان اســـهالی و 
بیمـاران تحـت شـیمی درمـانی بـــروش ایمونوفلورســانس 
ــال کونـژوگـه بـا  مستقیم با استفاده از آنتیبادی ممونوکلون
روش رنگآمـیزی اسـید فاسـت مقایســـه گردیــد و نکــات 

تشخیصی قابل توجه مورد بحث قرار گرفت. 
 

روش بررسی 
    مراحلی که در این قسمت از نظر میگذرد شامل چگونگی 
انتخاب بیمــاران، روشـهای انجـام آزمـایش، تعییـن حداقـل 
ـــها و ارزشــیابی مــهارت  قـدرت تشـخیص، مقایسـه روش

کارشناس در تشخیص عامل بیماریزا است.  
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ــه      انتخـاب بیمـاران ـ جـهت بررسـی مـیزان آلـودگـی ب
کریپتوسپوریدیوم پــاروم سـه گـروه افـراد بیمـار و سـالم 
ــه آنـان بـه بخـش آزمایشـگاه  بشرح زیر و براساس مراجع
ــهران و بمـدت  بیمارستانهای تابعه دانشگاه در سطح شهر ت
شش ماه در نظر گرفته شد و از آنان نمونه مدفــوع دریـافت 

گردید که شامل موارد زیر بودند:  
    الف ـ گروه اول مراجعین سرپــایی بظـاهر سـالم بتعـداد 

340 نفر.  
    ب ـ گروه دوم مراجعین مبتلا بــه بدخیمیـهای خونـی کـه 
ــتخوان و یـا پیونـد قـرار  تحت شیمی درمانی، پیوند مغز اس

داشتند؛ بتعداد 185 نفر.  
    ج ـ گروه سوم کودکان زیر ده سال مبتــلا بـه اسـهالهای 
ــول جمعـاً بـه تعـداد  طولانی مدت و مقاوم به درمانهای معم

170 نفر.  
    نمونه مدفوع افــراد مـورد بررسـی در ظـرف پلاسـتیکی 
دربدار که حاوی 10 میلیایتر فرمالین 10% بود قرار گرفت 
و بــه آزمایشــگاه انگلشناســی مرکــز تحقیقــات علـــوم 

آزمایشگاهی دانشگاه منتقل شد.  
ــرای      روشهـای انجـام آزمـایش ـ در انجـام آزمـایش ب
تشــخیص اووسیســتها در نمونــههای مدفــــوع، دو روش 
ــتقیم  رنگآمـیزی کـاینیون اسـید فاسـت و فلورسسـنت مس

بشرح زیر مورد استفاده قرار گرفت:  
ـــاینیون اســید فاســت: 2-3      الـف ـ روش رنگآمـیزی ک
میلیلیتر از هر نمونه مدفوع به لولههای سانتریفوژ تــه گـرد 
انتقال یافت و بطریق فرمالین ـ اثر تغلیــظ گردیـد. سـپس بـا 
استفاده از 50 میکرولیــتر از رسـوب حـاصل یـک گسـترش 
نازک بر روی تیغه شیشهای کــه قبـلاً بـا الکـل چربیزدایـی 
ــها بـه اینصـورت  شده بود تهیه گردید. کنترل کیفی گسترش
بود که خطوط روزنامه در زیر لامها قابل رویت باشد و لـذا 
لامهای ضخیمتر و نازکتر، کنار گذارده شدند.  چون سرعت 
رســوب بلاستوسیســتیس هومینیــس و اووسیســـتهای 
کریپتوسپوریدیوم پاروم یکسان است لــذا در تمـام مراحـل 
ـــه کــه حــاوی  تغلیـظ بـا فرمـل ـ اتـر، یـک نمونـه جـداگان
بلاستوسیستیس هومینیس بود جهت تاثیر کیفیت کار مـورد 

استفاده قرار گرفت. ایــن روش کنـترل کیفـی تنـها براسـاس 
تجربه شخصی و در حین کار کسب گردید.  

    جهت یافتن اووسیستها گسترشهای نازک پس از تثبیت با 
الکـل، رنگآمـیزی اسـید فاسـت (کـاینیون اسـید فاســـت) و 
شستشو با بــزرگنمـایی 1000 و بـا میکروسـکوپ نـوری ـ 

مورد کاوش قرار میگرفتند.  
ــر مرحلـه از کـار ـ کـه از      بمنظور کنترل دقیق کیفی در ه
ــت  ویژگیهای این مطالعه بود ـ تا زمان یافتن اولین اووسیس
ــک گسـترش تـائید شـده حـاوی  در نمونه مدفوع بیمار، از ی
اووسیسـتهای کریپتوسـپوریدیوم پـــاروم بعنــوان کنــترل 

خارجی استفاده شد.  
ــه پـس از یـافتن اووسیسـتهای مطمئـن در      بدینصورت ک
ــور همزمـان در سـریهای بعـدی یـک  نمونههای مرضی، بط
نمونه مثبت از یافتههای از پیش تــایید شـده بعنـوان نمونـه 
ــان بـه جوابـها  کنترل مورد استفاده قرار گرفت. شرط اطمین
ــن رنگآمـیزی  رنگ گرفتن کامل نمونههای کنترل بود. در ای
اووسیستها برنگ قرمز در زمینه آبی دیده میشدند. اگر چه 
ـــاد نمونــهها بســیار  روش رنگآمـیزی آنـهم در تعـداد زی
ــا جـهت حصـول اطمینـان، تنـها  پرمشقت و وقتگیر بود، ام
نمونههایی که دارای بیش از یک اووسیست رنگ شده بودند 
بعنوان نمونه مثبت محســوب شـده و ثبـت گردیدنـد. از هـر 

نمونه مدفوع بیمار دو گسترش تهیه و رنگآمیزی میگردید.  
ــــن روش      ب ـ روش ایمونوفلورســانس مســتقیم: در ای
بررسی با استفاده از یک کیت ســاخت آمریکـا ـ مخصـوص 

تشخیص توام کریپتوسپوریدیوم و ژیاردیا ـ انجام شد.  
ــــخیص      1- اســـتفاده کیـــت بصـــورت تـــوام در تش
ــد  کریپتوریدیوم و ژیاردیا اختلال تشخیصی را باعث نخواه

شد زیرا:  
    الـف ـ اووسیسـت کریپتوســـپوریدیوم دارای قطــر 2-6 
میکرون است، اندکی نیز بیضی شکل میباشد و حاوی یــک 
ـــت  شـیار میـانی (suture line) میباشـد، در حالیکـه کیس
ژیاردیـا 12-8 میکـرون (دو برابـر) و دارای دیـوار کیســتی 
کاملاً مشخص است کــه کلیـه ایـن مشـخصات توسـط یـک 

تکنسین مجرب قابل تفکیک است.  
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ــه کنترلـهای      ب ـ در اجرای تست بصورت موازی از نمون
ــوان  مدفوع که حاوی ژیاردیا و کریپتوسپوریدیوم بودند بعن

کنترل مثبت استفاده گردید.  
    در ایـن کـار از کلیـه نمونـههای مرضـــی کــه در روش 
ــه بودنـد اسـتفاده شـد.  رنگآمیزی مورد استفاده قرار گرفت
برابر دستور کارخانه سازنده، یــک قطـره از هـر نمونـه کـه 
بطریق تغلیظ فرمل ـ اتر تهیه شــده بـود در میکـروپلیتـهای 
مربوط قرار گرفت، همزمان با توزیع نمونههای کنترل مثبت 
و منفی و قرار دادن نمونهها در دمای اطاق بمدت نیم ساعت 
ـ بمنظور تثبیت شدن و یکسان شدن دمای نمونهها با دمای 
ــره  اطاق ـ آزمایشها ادامه یافت. پس از اضافه نمودن یک قط
ــــپوریدیوم پـــاروم (آنتیبـــادی  آنتیبــادی ضدکریپتوس
مونوکلونال) به حفره میکروپلیتهای حــاوی نمونـه مدفـوع، 
یک قطره از معرف رنگی جهت رنگ زمینه اضافه شد و پس 
از نیمساعت انکوباسیون در یک جار (microplate) مرطوب 
آزمایشـگاهی، پلیتهـا بـا محلـول بـافر (PH=7) بـه آرامــی 
شســــته شــــدند و بــــا اســــتفاده از میکروســـــکوپ 
ــا  ایمونوفلورسانس، همه نمونههای مثبت (11 مورد) همراه ب
ــی (22 مـورد) مجـدداً شـمارگـذاری شـدند و  نمونههای منف
ـــانس  بصـورت یکسـو کـور و بـا اسـتفاده از ایمونوفلورس

بررسی گردیدند.  
    ج ـ تعیین حداقل قدرت تشخیص کارشناس: این پدیده که 
یکی دیگر از نوآوریهای مجریان طرح بود باین طریق انجــام 

شد که ابتدا نمونههایــی از مدفوع که حاوی تعداد بیشتـری  
 
 
 
 
 
 
 

    از 11 مورد مثبت، یک کودک شش ساله مبتلا بــه اسـهال 
مزمن بود که مدت آن به بیش از یکســال میرسـید. در طـی 

این مدت پاسخ آزمایشهای مدفوع از نظر کریپتوسپوریدیوم   

اووسیست بودند با افزودن پتاس 10% رقیق شدند و ســپس 
با سانتریفیوژ متوالی و شستشو تغلیظ گردیدند. استفاده از 
لام نئوبــار مخصــوص شــمارش گویچــههای ســــفید و 
ــا بـزرگنمـایی 400، اقدامبـه شـمارش  میکروسکوپ نوری ب

اووسیستها گردید.  
ـــاس موجــب محــو باکتریــها شــد و      در ایـن طریـق پت
اووسیستها برابر 107 در هر میلیلیتر تنظیم گردیدند. سپس 
ــی بـا تعـداد 500000،  از این سوسپانسیون نمونههای متوال
ــه شـد و از هـر  250000، 125000 و 60000 اووسیست تهی
ــــــیزی و  محلــــول دو نمونــــه و بــــا دو روش رنگآم
ـــاده  ایمونوفلورسـانس جـهت تشـخیص میکروسـکوپـی آم
ــر اووسیسـت بوسـیله  گردید. در روش رنگآمیزی رویت ه
کارشـناس در مـدت کمـتر از 5 دقیقـه مثبـت تلقـی و ثبـــت 
ــــخیص بطریـــق  مــیگردیــد. زمــان حداقــل قــدرت تش
ایمونوفلورسانس 1 دقیقــه تعییـن شـد. ایـن روش تـا پایـان 

شمارش اووسیستها ادامه داشت. 
 

نتایج 
ــه از نظـر آلـودگـی بـه      از مجموعه سه گروه تحت مطالع
کریپتوسپوریدیوم پاروم 11 مورد مثبت تشخیص داده شــد 
و از مدفوع آنان اووسیست جدا گردید(جدول شماره 1). از این 
ــا لامبلیـا بـود کـه  تعداد یک نفر نیز همزمان آلوده به ژیاردی
کیستهای ایــن تکیاختـه تنـها بـا روش ایمونوفلورسـانس 

مشخص گردید.            
 
 
 
 
 
 
 

ــهای مختلـف بـهبودی حـاصل  منفی بود. ولی علیرغم درمان
نمیگردید، در سه مورد دیگــر از کودکـان آلـوده همـراه بـا 
علائـم گاسـتروآنتریت حـاد، اســـهال، شــکم درد، تــهوع و 

جدول شماره 1- میزان آلودگی سه گروه تحت مطالعه به کریپتوسپوریدیوم پاروم 
درصد آلودگی تعدا نفرات آلوده تعداد افراد مراجعه کننده گروه 

0/7 3 340 گروه مراجعه کننده سرپایی سالم 
0/5 1 185 گروه بیماران تحت شیمی درمانی 

4/1 7 170 گروه اطفال مبتلا به اسهالهای طولانی مدت 
- 11 695 جمع 
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استفراغ تســتهای کبـدی بعمـل آمـده نشـان داد کـه مقـادیر 
ترانس آمیناز و بیلیروبین (تام و مستقیم) بالا بود. از بین 4 
ــها یـک نفـر  کودک مذکور همراه با علائم بالینی مشخص، تن
حـدود یکمـاه پـس از آغـاز بیمـاری جـهت آزمـایش مجــدد 
ـــی علیرغــم بــهبودی ظــاهری هنــوز  مراجعـه نمـود. ول
ــید فاسـت پـس از  اووسیست دفع مینمود ولی در روش اس
ــاهده  سه بار تغلیظ و رنگآمیزی و تهیه لام اووسیستها مش
شد در حالیکه با روش ایمونوفلورســانس، در اولیـن لحظـه 
تشخیص داده شد. سایر بیماران طی این مدت خود بخـود و 
ــای کمکـی سـلامت خـود را بازیافتـه  یا با استفاده از داروه
ــایش مدفـوع آنـان منفـی بـود. در گـروه  بودند و نتیجه آزم
بیماران تحت شیمی درمــانی بـه پیونـد، یـک مـرد 32 سـاله 

گیرنده پیوند کلیه دچار آلودگی بود.  
    آزمایش کشــت مدفـوع بیمـار منفـی بـود. ولـی علیرغـم 
ــود. بیمـار دچـار اسـهال،  درمانهای مختلف بهبودی نیافته ب
شکم درد، بیاشتهایی و 4 مورد از 11 بیمار فوق فاقد علائم 
بالینی مشخص بودند و فقط اووسیســتهای انگـل در مدفـوع 
آنـان مشـاهده مـیگردیـد. هـر 11 نمونـهای کـــه بــا روش 
اسیدفاســـت مثبـــت تشـــخیص داده شـــدند بـــــا روش 
ایمونوفلورسـانس نـیز مثبـت شـدند. لیکـن راحتـی عمـــل و 
ــابل مقایسـه بـا  تشخیص سریع اووسیستها با روش اخیر ق
روش رنگآمیزی نبود. زمینه فلورسانس نیز در هیچ یــک از 
موارد منفی مشاهده نگردید. هیچ مورد جواب کاذب (اعــم از 
مثبت، منفی و مشکوک) در روش ایمونوفلورسانس مشاهده 
ــانی  نشد. پاسخهای مثبت در روش ایمونوفلورسانس در زم
ــی حـاصل شـدند(شـکل شـماره 1). در  کمتر از 30 ثانیه براحت
ــــایی 100  روش اسیدفاســـت، اووسیســـتها در بـــزرگنم
ــا روش  میکروسکوپ اصلاً قابل مشاهده نبودند در حالیکه ب
ـــد. بــا افزایــش  فلورسـانس براحتـی قـابل تشـخیص بودن
ــــایی میکروســـکوپ بـــه X 1000 بســـیاری از  بــزرگنم
ــابل تشـخیص بـود.  خصوصیات مرفولوژیکی اووسیستها ق
وجود شــیار سراسـری بـر روی اووسیسـتها یکـی از ایـن 
ویژگیهای مورفولوژیــک آن اسـت. در ایـن روش تشـخیص 

کیست ژیاردیا نیز بسیار آسان بود(شکل شماره 2و 3).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

شکل 1- اووسیست کریپتوسپوریدیوم: رنگآمیزی فلورسانس 
 X 1000 بزرگنمائی

 
 
 
 
 
 
 
 
 

شکل 2- تشخیص همزمان کریپتوسپوریدیوم و ژیاردیا. رنگآمیزی 
 X 1000 فلورسانس بزرگنمائی

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
شکل 3- وجود شیار بر روی اووسیست کریپتوسپوریدیوم. 

  X 1000 بزرگنمائی
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ــیت و ویـژگـی بـا      در این مطالعه مشخص شد که حساس
روش ایمونوفلورسانس در تمــام نمونـههای آزمـایش شـده 

صددرصد است(نمودارهای شماره 1و 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 1- زمان لازم جهت یافتن اووسیت 
کریپتوسپوریدیوم با استفاده از ایمنوفلورسانس مستقیم 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

نمودار شماره 2- زمان لازم جهت یافتن اووسیت 
کریپتوسپوریدیوم با استفاده از روش اسید فاست  

 
    مقایسـه کمـی در تعییـن حداقـل قـدرت تشـخیص ـ نظــر 
باینکـه طولانیـترین زمـان بـرای دیـدن اووسیســـتهای 4-6 

میکرونی کریپتوسپوریدیوم پاروم 5 دقیقه تعیین شــده بـود 
ــدور  لذا این زمان در روش رنگی اسیدفاست در صورتی مق
بود که تعــداد اووسیسـتها در هـر میلیلیـتر سوسپانسـیون 
مدفوع از 60 هزار عدد کمتر نباشد در غیر اینصورت زمانی 
بیش از 5 دقیقه برای تشخیص مورد نیاز بود؛ امــا ایـن امـر 
در روش ایمونوفلورسانس تــا سـقف 7500 اووسیسـت در 
ــانی کمـتر از 1 دقیقـه براحتـی  واحد حجم یاد شده و در زم
مقدور است. بررسیهای آماری نشان داد که اختلاف حداقل 
قدرت تشخیص با روش ایمونوفلورسانس بطور چشمگیری 
ــیابی مـهارت  از روش رنگی بیشتر است(P=0/0005). ارزش
کارشناس در تشخیص ـ نظر باینکــه کـوچکـی بیـش از حـد 
کریپتوسـپوریدیوم تشـخیص آن را در نمونـههای مرضـــی 
ــادگـی بـا اجـرام شـبه  مشکل میسازد و حین تشخیص بس
ــه  کریپتوسپوریدیایی اشتباه میشود، برای اولین بار اقدام ب
ارزشیابی مهارت کارشناس در تشخیص این تک یاخته شد. 
از ایــنرو 6 لام رنگآمــیزی شــده حــاوی اجســام شـــبه 
کریپتوسـپوریدیوم کـه طـی کاوشـهای عملـــی و از طریــق 
ــده بـود بصـورت یـک سـوکور در بیـن  رنگآمیزی تهیه ش
نمونههای مثبت و منفی حقیقی قرار داده شد و از دو نفــر از 
کارشناسان آزمایشگاه که در تشــخیص کریپتوسـپوریدیوم 
مطلع بودند خواسته شد تا لامــهای مـورد نظـر را بصـورت 
مثبت و یا منفی گزارش کنند. در این مطالعه 4 مورد را یکــی 
ــت گـزارش  از کارشناسان و 2 مورد دیگر را هر دو نفر مثب
نمودند؛ یعنی در مواردی نتوانستند آنها را از اووسیســتهای 
ــای چشـمگیر در روش  حقیقی تمیز دهند، در حالیکه این خط
ــد و کارشناسـان براحتـی  ایمیونوفلورسانس مشاهده نگردی

پاسخهای صحیح ارائه دادند.  
 

بحث 
    اگر چه مطالعات اپیدمیولوژیکی کریپتوسپوریدیوزیس از 
اهداف اصلی این طرح نبود لیکن اطلاعاتی کــه در حیـن ایـن 
پژوهش و در این رابطه کسب بسیار با ارزش بود. در وهله 
ــهگـیری اسـت کـه راهـهای انتقـال و  اول بسادگی قابل نتیج
گسترش این بیماری تا حد زیادی به چگونگــی قـرار گرفتـن 
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در معـرض عـامل پـاتوژن بسـتگی دارد. حتـی تعـــداد کــم 
اووسیستهای کریپتوسپوریدیوم پاروم بلافاصله پس از رفع 
بسیار آلوده کننده و بیماریزا هستند، همچنین نسبت به مواد 

گندزدا و داروها نیز مقاوم هستند(12).  
    انتشار این عامل جهانی اســت و همـه گروهـهای سـنی و 
جنسی را آلوده مینماید(11). از مهمترین عواملی که در ابتلا 
به این بیماری موثرند همجواری منابع مورد استفاده انســان 
بخصوص آب آشامیدنی با انــواع حیوانـات ـ مخـازن عمـده 

آلودگیها در طبیعت ـ میباشد(9).  
    میزان آلودگی در این مطالعه در کودکان 4/1% بود که بــا 
ـــدود 11-4 درصــد بــود  نتـایج سـایر مطالعـات کـه در ح
همخوانی دارد(13). با تنها موردی که با نتایج حاصله از ایــن 
مطالعه اختلاف چشمگیر دارد مربوط به تحقیقی است که در 
اصفهان انجام شد و میزان آلودگــی را در کودکـان اسـهالی 

18/5% گزارش نمود(14).  
    بطور تجربی علــت ایـن اختـلاف را احتمـالاً میتـوان بـه 
ــبه کریپتوسـپوریدیایی، اشـکالات تکنیکـی  مشاهده اجرام ش
ــایج  نمونهگیری در یک اپیدمی و یا اشکالات تهیه و تفسیر نت
ــیمی  دانست. در گروه دوم مورد مطالعه که بیماران تحت ش
ــی را  درمـانی بودنـد، علـت چشـمگیر نبـودن مـیزان آلـودگ
ــه احتمـالاً بسـبب عـدم تمـاس  میتوان چنین تفسییر نمود ک
ــی و دقـت بسـیار زیـاد کارشناسـان  بیماران با منابع آلودگ
ــا مخـازن  مسئول از دور نگهداشتن بیماران خود از تماس ب

کریپتوسپوریدیوم میزان بروز پایین بود.  
    در این مطالعه یکی از کودکان که پس از کودکان که پــس 
از 34 روز به آزمایشگاه مراجعه نموده بود و دارای علائــم 
مشخص بیماری بود تحت مشــاوره پزشـک معـالج بـا یـک 
ــن  دوره درمـان 21 روزه مـترونیدازول بـهبود یـافت و چنی
ــد کـه بـا ارتقـاء سیسـتم ایمنـی بیمـار و بـهبود  استنباط ش
ــع گردیـد زیـرا بـا مـروری بـر  عملکرد آن، درمان موثر واق
پژوهشـهای انجـام شـده، مـترونیدازول بـه تنـــهایی داروی 
ــرف شـدن اختـلالات  انتخابی نیست و در نتیجه احتمالاً برط
ــهبودی  ایمنی زمینهای و قطع عوامل مهارکننده ایمنی سبب ب
بیمـار گردیـد(12و 13). در بررسـیهای بعمـل امـــده در ایــن 

تتحقیق روش تشخیص بطریــق فلورسـنت مسـتقیم بـروش 
رنگآمـیزی اسیدفاسـت ارحجیـت چیـمگـیر داشـــت زیــرا 
آنتیبادی مونوکلونال نشاندار مورد استفاده در روش اخیر 
بــر علیــه آنتــیژن اختصــاصی 40 کیلودالتونــی غشـــاء 
اووسیست کریپتوســپوریدیوم پـاروم سـنتز شـده اسـت و 
علاوه بر تسهیل ویژه در تشــخیص آزمایشـگاهی بـا سـایر 

عوامل انگلی واکنش متقاطع ندارد(12).  
ــابل      علیرغم قدرت تشخیص خوب، حساسیت و ویژگی ق
ــتم،  اعتمـاد سـرعت تشـخیص روش ایمیوفلورسـانس سیس
ــیزی اسیدفاسـت  هزینه بیشتر آن ر مقایسه با روش رنگآم

مورد تائید باشد(12).  
ـــهت تشــخیص      در روش ایمیونوفلورسـانس مسـتقیم ج
کریپتوسـپوریدیوم ـ برخـلاف اکـــثر روشــهای تشــخیص 
ـــی ـ امکــان تشــخیص خصوصیــات ویــژه  ایمونولـوژیک
مرفولـوژیکـی تـک یاختـه نـیز میسـر اســـت. از آنجائیکــه 
تشخیص خصوصیات مرفولوژیکی انگل در تشخیص نـهایی 
بسیار حائز اهمیت است لذا روش ایمونوفلورسانس مستقیم 
را میتـوان بعنـوان یـک روش تشـخیصی مرجـع در مــورد 

کریپتوسپوریدیوم پاروم بکار برد.  
    مدعای این گفتار یافتههایی است که نشــان داد تـا سـقف 
ـــتر از 1  7500 اووسیسـت در واحـد حجـم و در زمـانی کم
ــه  دقیقه تشخیص اووسیست بسیار آسان میباشد در حالیک
با روش رنگآمیزی تعداد اووسیستها در واحد حجم باید از 
تعداد 60000 بیشتر باشد تا بتواند در زمانی حدود 5 دقیقــه 
تشخیص قــرار گـیرد. بعبـارت دیگـر برتـری حداقـل قـدرت 
ــــا روش ایمونوفلورســـانس 8 برابـــر روش  تشــخیص ب

رنگآمیزی بود.  
    در مطالعه ارزشــیابی مـهارت کارشـناس آزمایشـگاه در 
ــه بـرای اولیـن بـار در ایـن  تشخیص کریپتوسپوریدیوم ـ ک
پژوهش ابداع گردیــد ـ نشـان داده شـد کـه خطـا در مـورد 
ــاهر صددرصـد میباشـد و بـدون  تکنسین معمولی و غیر م
مهارت قادر به تشــخیص اووسیسـتهای کریپتوسـپوریدیوم 
ــا روش ایمونوفلورسـانس هیـچ گونـه  نمیباشد در حالیکه ب
ــس از  خطـایی مشـاهده نگردیـد و کارشـناس آزمایشـگاه پ
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کسب مهارتهای لازم ـ که نسبتاً ساده اســت ـ قـادر خواهـد 
بود بخوبی اووسیستهای حقیقی را شناسایی کند. نتایج ایــن 
ـــی در  مطالعـه نشـان داد اگـر چـه روشهـای میکروسـکوپ
ــتند،  آزمایش مدفوع قابل اعتماد، ساده و مقرون بصرفه هس
ــارآیی آنـها در  نیاز به مواد و تجهیزات گرانقیمت ندارند و ک
اـ  کشورهای جهان سوم و غیرصنعتی بسیار بیشتر است، ام
جهت تشخیص آزمایشگاهی پارازیتهای بسیار کوچک مانند 
کریپتوسپوریدیوم پاروم ـ که بĤسانی با بســیاری از اجـرام 
مشابه در مدفوع قابل اشتباه هستند ـ نیاز است تا تشخیص 

بروش ایمونوفلورسانس مستقیم انجام شود.  
    توصیـــه میگــردد جـهت رفـع شـکل هزینـه ایـن روش 
برخـی از آزمایشگاهیهــــای رفرانـس دولتـی مسئولیـــــت 
چنیـن کارهایــــی را عـهدهدار شونــــد تـا بـا پاســـخدهی 
مطمئـــن، پزشـکان و در نتیجــه بیمـاران دچـــار گمراهــی 

نگردند.  
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