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شماره1
چنگيزى-مجلهتحقيقاتآزمايشگاهىدامپزشكى،دوره5،

ارزيابى دو آزمايش ساده براى تشخيص آلودگى مدفوع گوساله به
كريپتوسپوريديوم

ع. چنگيزى،

1392/01/04 پذيرش: 1390/12/20 دريافت:

خلاصه
53 نمونه از مستقيم، گسترش تهيه و اتر فرمل آزمايش شامل كريپتوسپوريديوم به آلوده مدفوع نمونه از گسترش تهيه روش دو مقايسه منظور به
گسترش به 2 و اتر فرمل روش به گسترش 1 سمنان، شهرستان هاى گاودارى از كريپتوسپوريديوم به مثبت هاى گوساله از شده اخذ مدفوع
روش به شده تهيه هاى نمونه در ولى شد. داده تشخيص مثبت نمونه 42 اتر، فرمل روش به شده تهيه نمونه 53 از گرديد. تهيه مستقيم صورت
نظر در نمونه يك از شده تهيه مستقيم گسترش نمونه 2 كه هنگامى ولى بودند. مثبت شده تهيه نمونه 53 از مورد 36 حداقل مستقيم، گسترش
گسترش مستقيم نمونه 2 و اتر %82/8 فرمل روش به مدفوع آزمايش حساسيت رسيد. مى نمونه 46 به و يافته افزايش مثبت موارد شد، مى گرفته
2 اپيدميولوژيك، مطالعات در كه رسد مى نظر به منطقى اتر، فرمل آزماش در مترتبه هاى هزينه و بودن بر زمان به توجه با گرديد. تعيين %88/3

گردد. تهيه مدفوع متفاوت قسمت 2 از مستقيم گسترش
اپيدميولوژيك. مطالعات اتر، فرمل مستقيم، گسترش مدفوع، كريپتوسپوريديوم، كليدى: واژههاى

ايران. سمنان، سمنان، دانشگاه دامپزشكى، دانشكده پاتوبيولوژى گروه .1
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مقدمه
گوساله ها تواند مى كه است انگلى ياخته تك پاروم، كريپتوسپوريدويم
زا كه عفونى هاى اووسيست بلع سازد. آلوده داران مهره ديگر همانند را
پارازيتوفروس هاى واكوئل در و است شده دفع آلوده حيوانات مدفوع از
كرده پيدا تكثير مبتلا حيوان گوارش دستگاه تليال اپى هاى سلول در
شود مى حيوان در گوارشى هاى ناراحتى ديگر و اسهال موجب است،
هاى گوساله در كريپتوسپوريديوزيس .( 2000 همكاران، و Fayer)
موارد اغلب در و دهد مى رخ زندگى اول هاى هفته در معمولا شيرى
ايى كه مزرعه در شده ذكر وضعيت ولى مى-شود. محدود خودبخود نيز
درمان افزايشهزينه علت به بيمارىبالااستمشكلاتىرا ميزانشيوع
همكاران، و de Graaf ) كند مى ميرايجاد و مرگ موارد بعضى در و
بودن نيز زئونوز لحاظ به ها گوساله در پاروم كريپتوسپوريديوم .(1999
خوردن يا و مبتلا حيوان با مستقيم تماس با تواند مى انسان دارد. اهميت
گردد مبتلا بيمارى به آلوده غذاى يا و آب در زا عفونى هاى اووسيست
.( 1997 همكاران و Peng 2000؛ همكاران، و McLauchlin)
قابل متعددى هاى روش با ها گوساله در پاروم كريپتوسپوريديوم به ابتلا
بافت شناسى مقاطع مطالعه با ابتلا، شده، تلف حيوان در است. تشخيص
پايه تشخيص بر تشخيصى هاى روش اغلب اما شود. مى شناخته روده
است. ميكروسكوپ با معمولى يا و شده متراكم هاى نمونه در اووسيست
را بيمارى به ابتلا كه هستند قادر و نيستند تهاجمى هايى روش چنين
ميكروسكوپ از استفاده با انگل تشخيص دهند. نشان زنده حيوان در
گيرد. مى صورت نشده رنگ يا و شده رنگ هاى گسترش روى بر
نلسون، زيل شامل پذيرد مى صورت بيشتر كه آميزى رنگ هاى روش
باشد مى اورامين-رودامين مانند فلوروسنت غيراختصاصى آميزى رنگ
.(1996 همكاران، و Quı´lez 1985؛ همكاران، Casemoreو )
متراكم هاى روش همراه به است ممكن شده ذكر هاى آميزى رنگ
گيرد. انجام مستقيم و سازى متراكم هاى روش بدون يا و سازى
در معمولا ( 1995 ،Smith و Bukhari)سازى متراكم هاى روش
از معمولا گيرند. مى قرار استفاده مورد تشخيص دقت بردن بالا جهت
شود. مى استفاده سازى متراكم براى شكر) آبى (محلول شيتر محلول
مى-گيرد. صورت آن بدون يا و سانتريفوژ از استفاده با سازى متراكم
روش از استفاده با رسوب تهيه سازى، متراكم هاى روش ديگر از
در مقايسه سازى متراكم هاى روش از استفاده اما است. اتر فرمل
اين بر علاوه باشد. مى طولانى و بر هزينه مستقيم، هاى روش با
) كنند مى دفع اووسيست زيادى مقادير معمولا شيرى هاى گوساله
ميكروسكوپى نمونه مطالعه بنابراين .( 2001 همكاران، و Nydam
برخوردار قبولى قابل حساسيت از نيز سازى متراكم هاى روش بدون ها
هستند. برخوردار قبولى قابل حساسيت از نيز سازى متراكم هستند.
براى مختلف هاى روش مقايسه و ارزيابى جهت فراوانى مطالعات

است شده انجام حيوان و انسان در كريپتوسپوريديوم تشخيص
،2000 همكاران، و Abassi ،2002 همكاران، و Bialek)
اكثر در شده چاپ مطالعات اما .(1998 همكاران، و Morgan
دارد. سازى متراكم به نياز كه دهد مى شرح را هايى تكنيك موارد،
روش بودن مفيد با رابطه در اطلاعاتى فقدان زمينه اين در بنابراين
خورد. مى چشم به تر ساده و سريعتر تشخيص جهت در تر ساده هاى
از گسترش تهيه روش 2 مقايسه و ارزيابى مطالعه اين از هدف
باشد. مى مدفوع تازه نمونه و اتر فرمل روش به شده متراكم مدفوع

كار روش و مواد
هاى گاودارى در كريپتوسپوريديوزيس شيوع ميزان بررسى جهت
هاى گوساله از مستقيم طور به مدفوع هاى نمونه سمنان، شهرستان
گرديد. اخذ 1389 تابستان در سمنان جنوب در مستقر هاى گاودارى
داده قرار فريزر كيسه در مشخصات همراه به شده اخذ هاى نمونه
به گردد،  اضافه ايى نگهدارنده ماده مدفوع به اينكه بدون و شده
سمنان منتقل دانشگاه دامپزشكى دانشكده شناسى انگل آزمايشگاه
نگهدارى آزمايش، زمان تا درجه) 5) يخچال در روز 5 تا حداكثر و
آمده ذيل در آن شرح كه اتر فرمل روش به ها نمونه از شد. مى
متانول با آن تثبيت از پس و كرده تهيه لام روى بر را گسترشى است،
با ميكروسكوپ  با و گرديد مى آميزى رنگ نلسون، زيل روش به
مثبت به هاى نمونه گرفتند. مى قرار مطالعه مورد 100× نمايى درشت
مورد سنجش آن آلودگى شدت و شده جدا كريپتوسپوريديوم اووسيست
كربول با آميزى رنگ از پس شده تهيه هاى نمونه گرفت. مى قرار
صورتى كه در گرفتند. قرار مطالعه مورد 100 بزرگنمايى با فوشين،
مى مشاهده اووسيست 1 متوسط طور به ميكروسكوپى دامنه 20 در
5 تا 2 بين كه صورتى در ،1 آلودگى شدت مربوطه نمونه به شد،
6 بين كه صورتى در ،2 آلودگى شدت شد، مى مشاهده اووسيست
ديده صورت در و 3 آلودگى شدت گرديد، مى رويت اووسيست 10 تا
) شد مى ارزيابى 4 آلودگى شدت اووسيست، 10 از بيشتر شدن
قوام طبيعى با مثبت هاى نمونه از سپس .(2002 همكاران، Joséو
فرمل روش با شده تهيه گسترش و مستقيم گسترش صورت دو به
مستقيم، گسترش روش به نمونه تهيه در گرديد. مى تهيه لام اتر
دو از را ( گرم 0/04 ) مدفوع كمى مقدار كبريت چوب از استفاده با
كرده تهيه گسترشى آزمايشگاهى لام روى بر مدفوع، متفاوت قسمت
در تهيه شد. مى تثبيت متانول بوسيله آن، شدن خشك از پس و
در يك و كرده وزن را مدفوع گرم يك اتر، فرمل روش به نمونه
سى 10 به %10 فرمالين محلول با را آن حجم مصرف، بار يك ليوان
يكنواخت، مخلوطى تهيه و كردن مخلوط از پس رسانديم. مى سى
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آزمايش منتقل لوله به و داده عبور ايى پارچه تنزيب لايه دو از را آن
و 3 سى رسانديم مى سى سى 10 به %10 فرمالين با را آن حجم و
تكان شدت به را آن ثانيه 20 مدت به و كرده اضافه آن به اتر سى
سانتريفوژ مى g 1370 نيروى با دقيقه 15 مدت به سپس و داده
مقدارى از و ريخته دور را رويى محلول سانتريفوژ، از پس نموديم.
از خشك پس و كرده نهيه گسترشى لام روى بر لوله ته رسوب از
شده تهيه هاى لام نموديم. مى تثبيت را آن متانول بوسيله شدن،
درشت با ميكروسكوپ با و شده آميزى رنگ نلسون زيل روش به
ميكروسكوپى دامنه 40 گرفتند. مى قرار مطالعه مورد 100× نمايى
شمارش هاى اووسيست تعداد و شده بررسى شده تهيه لام هر در
گرديد. يادداشت نيز شد، ديده اووسيست كه دامنه اولين و شده

نتايج
گرديد. ارزيابى 1 شده اخذ مثبت هاى نمونه تمامى در آلودگى شدت
روش به لام 53 كريپتوسپوريديوم، اووسيست به مثبت نمونه 53 از
53 از گرديد. تهيه مستقيم گسترش روش به لام 106 و اتر فرمل
داده تشخيص مثبت نمونه 42 اتر، فرمل روش به شده تهيه نمونه

حداقل مستقيم، گسترش روش به شده تهيه هاى نمونه در ولى شد.
كه 2 نمونه هنگامى ولى بودند. مثبت شده تهيه نمونه 53 از مورد 36
موارد شد، مى گرفته نظر در نمونه يك از شده تهيه مستقيم گسترش
صورت به گسترش هر در رسيد. مى نمونه 46 به و يافته افزايش مثبت
قرار بررسى مورد 100× نمايى درشت با ميكروسكوپى دامنه 40 اتفاقى،
- فرمل روش به شده تهيه گسترش هر در ميانگين طور به گرفت. مى
شمارش مورد اووسيست 8/71±11/07 ميكروسكوپى دامنه 40 در اتر
مورد اووسيست 5/02±5/54 مستقيم گسترش در ولى گرفت، مى قرار
گسترش تهيه در اووسيست اولين جستجوى گرفت. مى قرار شمارش
ميكروسكوپى دامنه 4/2 ± در3/77 ميانگين طور به اتر فرمل از شده
مشاهده (16 دامنه در حداكثر و دامنه اولين حداقل ) پذيرفت صورت
دامنه 9/9 ± در 11/2 مستقيم صورت به شده تهيه گسترش در گرديد.
و دامنه اولين حداقل ) گرديد مشاهده اووسسيت اولين ميكروسكوپى،
اتر با فرمل روش حساسيت شده انجام مطالعه در .( 38 دامنه در حداكثر
دقيقه، %82/4 5 حدود در زمانى در ميكروسكوپى دامنه 40 جستجوى
.(1 جدول ) گرديد ارزيابى شرايط %88/3 همان با مستقيم گسترش و

حساسيتتعداد نمونه مثبت تعداد نمونه آزمايش شدهروش

82/8%5342فرمل اتر

88/3%5346گسترش مستقيم

جدول1. مقايسه نتايج گسترش تهيه شده از فرمل- اتر و گسترش مستقيم

( روش محاسبه حساسيت آزمايش: تعداد مثبت حقيقى / ( تعداد مثبت حقيقى + تعداد منفى كاذب

بحث
كريپتوسپوريديوزيس  با رابطه در زيادى بسيار مطالعات اخير دهه دو در
منظور تهيه به مذكور، مطالعات از برخى در است. شده انجام ايران در
است. شده مى استفاده اتر فرمل روش از مشكوك، مدفوع از گسترش
زيل روش به و گسترش لام روى بر لوله ته رسوب از منظور بدين
دقيق چه هر ارزيابى هم عمل اين علت شود. مى آميزى رنگ نلسون
نورمحمد ،1388 همكاران و واحدى ) است شده عنوان مدفوع تر
.(1387 اردكانى فتوحى و هرندى فصيحى ، 1389 همكاران و زاده
از كريپتوسپوريديوم سازى جدا جهت ها روش بهترين از يكى
سال در ايى مطالعه در است. اتر فرمل روش از استفاده مدفوع،
انتخاب و جداسازى مختلف هاى روش مقايسه منظور به 1995

سولفات و شكر آب اتر- فرمل با سازى متراكم روش 3 روش، بهترين
منظور بدين گرفت. قرار استفاده مورد اووسيست سازى جدا جهت روى
كريپتوسپوريديوم به ابتلا لحاظ از كه ايى گوساله مدفوع نمونه به
روش كمك به و كردند اضافه اووسيست مشخصى مقدار بود، منفى
نسبت اتر  فرمل روش كردند. جدا را ها اووسيست مذكور هاى
46 توانست و بود، برخوردار بالاترى كيفيت از ها روش مابقى به
بقيه كه  است حالى در اين كند. جدا را ها اووسيست درصد 75 تا
آنها كردند. جدا را ها اووسيست درصد 64 تا 24 حدود در ها روش
به علت اتر، فرمل روش به سازى متراكم در كه كردند گيرى نتيجه
محلول پخش در ها اووسيست و گيرد مى را مدفوع چربى اتر اينكه
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.( 1995 ،Smithو Bukhari ) دارد بهترى بخشى اثر گردند، مى
جداسازى ديگرمرسوم هاى روش اتر، فرمل روش بر علاوه
هاى گسترش آميزى رنگ و سازى متراكم شامل كريپتوسپوريديوم،
Rosalesو ،1981 ،Shimizu و Garcia) باشد مى مدفوع
اووسيست تفريق جهت آميزى رنگ هاى روش .(1994 همكاران،
بلو متيلن-سافرانين  آميزى رنگ شامل كريپتوسپوريديوم هاى
1983 ،Soaveو Ma) كينيون ،( 1984 همكاران، و Baxby)
كربول و ( 1981 ،Pohlenz و Henricksen) نلسون زيل ،(
.( 1984 همكاران، و Pohjola ) باشد مى DMSO فوشين
لام زمينه و قرمز رنگ به اووسيست مذكور هاى آميزى رنگ در
بر زمان  تفريقى تشخيص اما گيرد. مى رنگ لام متضاد رنگ به
همكاران، و Moodley ) است متغير آن ويژگى و حساسيت و
.( 1984 همكاران، و Baxby 1989؛ همكاران، و Smith 1991؛
مقدار كمى از نمود، متراكم را مدفوع اينكه بدون توان مى همچنين
متانول، با آن تثبيت از پس و كرد تهيه گسترش لام روى بر مدفوع
اسلايد مطالعه صورت در روش اين حساسيت نمود. آميزى رنگ را آن
1998 همكاران، Morganو ) باشد مى دقيقه %83/7 5 مدت به
دامنه 40 جستجوى با اتر فرمل روش حساسيت حاضر مطالعه در (
ولى گرديد تعيين دقيقه، %82/8 5 حدود در زمانى در ميكروسكوپى
با و  گرديد مى اخذ نمونه يك از مستقيم گسترش 2 كه هنگامى
گرديد. ارزيابى حساسيت %88/3 شد، مى مطالعه قبلى شرايط همان
اووسيست تعداد ميانگين اتر فرمل روش به شده تهيه گسترش در
اولين شدن ديده براى شده صرف زمان و لام هر در شده يافت
گسترش روش به شده تهيه هاى لام از دارى معنى طور به اووسيست
اتر فرمل روش در كه است بديهى .(α≤ 0,01) بود بيشتر مستقيم

همين به  و گيرد مى قرار آزمايش مورد مدفوع از بيشترى مقدار
شود. مى ديده كمترى زمان در و بيشترى اووسيست تعداد هم علت
مطالعات در غايى هدف كه نمود اذعان نكته اين به بايستى
كريپتوسپوريديوزيس، در است. آلوده مثبتو تعيينموارد اپيدميولوژيك،
آزمايشگاهى اى مطالعه در است، زياد بسيار شده دفع اووسيست تعداد
ناشى اسهال به گوساله ابتلا صورت در كه است شده گزارش ژاپن در
گرم هر در شده دفع اووسيست تعداد حداقل كريپتوسپوريديوزس، از
است اكثر108×2 حد و 2×106 مختلف روزهاى در گوساله يك مدفوع
،×100 نمايى درشت با اينكه احتساب با .(2000 همكاران، و Uga )
صورتى در شود. مى ديده ميكروسكوپى دامنه 5758 لام، يك زير در
استفاده مدفوع گرم 0/04 حدود از مستقيم گسترش تهيه براى كه
،(2×106) مدفوع گرم هر در اووسيست تعداد حداقل به توجه با گردد.
خواهد ديده اووسيست ميكروسكوپى 1/4 دامنه هر در متوسط طور به
مى 1 مدفوعى چنين در آلودگى شدت تخمين معمول، معيار با كه شد
آلودگى شدت حداقل به گوساله كه صورتى در ديگر عبارت به باشد.
از دقيقى ارزيابى تواند مى مدفوع از مستقيم گسترش باشد مبتلا نيز
نمود كه توجه نيز نكته اين به بايستى ولى نمايد. بيان را آلودگى
همكاران، و Uga ) نيست يكنواخت مدفوع در اووسيست پراكندگى
دو قسمت از گسترش، 2 كه گردد مى پيشنهاد جهت همين به ،(2000
براى اتر، فرمل روش در اينكه با توجه با گردد. تهيه مدفوع متفاوت
زمان حداقل و شود مى استفاده بيشترى لوازم و مواد از گسترش تهيه
باشد، منطقى مى دقيقه 30 حدود در اتر فرمل آزمايش جهت لازم
گسترش مستقيم 2 اپيدميولوژيك، مطالعات در كه رسد مى نظر به
گيرد. قرار مطالعه و سازى آماده مورد مدفوع مختلف قسمت دو از
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Abstract
In order to compare the methods of Cryptosporidium infected fecal sample preparation, including direct

smear and formol-ether concentration method, we prepared two direct smear and one formol-ether smear

from each fecal sample. Out of 53 specimens (infected cows from different animal husbandry of Semnan)

in formol-ether smear, 42 samples were positive. But in specimens in direct smear at least 36 were posi-

tive. In performing two direct smears, 46 samples were positive. Sensitivity in direct smear was estimated

88.3% and in formol-ether was 82.8%. It seems to be logical that it's better to provide two direct smear

from different parts of the feces in epidemiological studies.

Key words: Cryptosporidium, Direct smear, formol-ether smear, Epidemiological studies
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