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Abstract 

Background: Reports on microsporidia infections are increasing and some species, such as 
Enterocytozoon bieneusi and Encephalitozoon intestinalis, have become important causes of chronic 
malabsorptive diarrhea, especially in HIV infected patients. In this study, Modified Trichrome-Blue 
(MTS) and Acid-Fast Trichrome (AFT) staining methods as well as PCR technique were used for 
detecting microsporidia in stool specimens. 

Materials and Methods: In this experimental study, a total of 71 stool specimens from AIDS 
patients with chronic diarrhea were collected and sent to laboratory. Two slides were prepared for each 
stool specimen. The slides were fixed with methanol, stained with MTS and AFT stain, and read by at 
least three individuals. In addition, PCR with primers directed to a conserved region of the 16s rRNA 
of intestinal microsporidian spores was used. 

Results: Totally of 71 patients, 13 patients (18.30%) were positive for microsporidia by MTS 
and AFT stain methods. In addition, 9 patients (12.67%) were positive for cryptosporidium by AFT 
stain and 4 (5.63%) of them were positive for microsporidia. Furthermore, 16 patients (22.53%) were 
positive for intestinal microsporidiosis by PCR technique. Notably, all cases that were positive for 
microsporidia by staining methods were also positive for PCR technique as well 

Conclusion: PCR technique was more sensitive than staining methods. Also, MTS and AFT 
stain methods were equally useful in the diagnosis of microsporidiosis.  
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اي در افراد مبتلا به  تشخیص کریپتوسپوریدیوم و میکروسپوریدیاهاي روده
HIV/AIDSآمیزي و  هاي رنگ  با روشPCR16 ژن  بر رويsrRNA 

  میکروسپوریدیا
  

  3، حمید عمادي کوچک*2، جاوید صدرایی1زادهبهزاد قربان

  

  دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران  گروه انگل شناسی پزشکی،، کارشناسی ارشد انگل شناسیدانش آموخته -1
 دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران دانشیار، گروه انگل شناسی پزشکی، -2

  ، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران و گرمسیريعفونی هاي بیماري گروه استادیار، -3
  

 13/2/91:  تاریخ پذیرش6/7/90: تاریخ دریافت
 

  چکیده
ها مانند  شود و بعضی از جنس هاي میکروسپوریدیایی افزوده می  روز به روز بر گزارش عفونت:زمینه و هدف

 HIVویژه در بیماران  اینتستینالیس از عوامل مهم ایجاد کننده اسهال مزمن بهانتروسیتوزون بینئوسی و انسفالیتوزون 
) AFT(، اسید فست تریکروم )MTS(آبی اصلاح شده - آمیزي تریکروم هاي رنگ در این مطالعه از روش. باشند مثبت می

  .کار گرفته شده هاي مدفوع ب  جهت شناسایی میکروسپوریدیا در نمونهPCRو 
 جمع  نمونه مدفوع از بیماران مبتلا به ایدز با اسهال مزمن71در این مطالعه تجربی آزمایشگاهی تعداد  :ها مواد و روش

 و MTSهاي   با متانول فیکس شد و با روش و عدد لام تهیه شده2از هر نمونه مدفوع .  به آزمایشگاه انتقال یافتآوري و
AFTچنین از روش  هم.  شدمشاهدهآمیزي صورت گرفت و توسط سه نفر   رنگPCR با پرایمرهاي اختصاصی ناحیه 

  .اي استفاده شد  روده میکروسپوریدیاهاي16srRNAحفاظت شده 
آمیزي ذکر شده از نظر میکروسپوریدیا مثبت   بیمار، با استفاده از دو روش رنگ71از ) درصد 30/18( بیمار13 :ها یافته
  مورد4 از نظر کریپتوسپوریدیوم مثبت گزارش شدند که AFTروش با استفاده از ) درصد 67/12( بیمار9چنین  هم. شدند

 53/22(  بیمارPCR ،16در تکنیک . زمان از نظر میکروسپوریدیا مثبت شناخته شده بودند از این افراد هم) درصد 63/5(
ظر میکروسپوریدیا لازم به ذکر است تمامی مواردي که از ن. اي مثبت شناخته شدند از نظر میکروسپوریدیاهاي روده) درصد

  . نیز مثبت شناخته شدندPCRآمیزي مثبت گزارش شده بودند در تکنیک  هاي رنگ با استفاده از روش
چنین مشاهده  هم. آمیزي دارد هاي رنگ  حساسیت بالاتري نسبت به روشPCRتکنیک که  مشاهده شد :گیري نتیجه

  . باشند وریدیا مفید میآمیزي به یک میزان در تشخیص میکروسپ شد که هر دو روش رنگ
  آمیزي ، رنگPCR میکروسپوریدیا،  ایدز، کریپتوسپوریدیوم،:واژگان کلیدي
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  مقدمه
از جمله ) Microsporidia(میکروسپوریدیا 

هاي یوکاریوتیک داخل سلولی اجباري است که قادر  انگل
ها  مهره داران و بی به تولید اسپور بوده و طیف وسیعی از مهره

بر اساس توالی زیر واحد کوچک و . سازد را آلوده می
 کدکننده پروتئین در این DNA و توالی rRNAبزرگ 

 گونه وجود دارد که از این 1200 جنس و 140شاخه بیش از 
  .)2، 1(باشند زا می ها عفونت  جنس در انسان6داد تنها تع

طلب در  میکروسپوریدیازیس یک عفونت فرصت
میان افراد مبتلا به سندرم نقص سیستم ایمنی است و روز به 

یابد که به دلیل  روز تعداد موارد شناسایی شده افزایش می
اي ه در دهه. باشد هاي تشخیصی مناسب می گسترش روش

ونه جدید میکروسپوریدیایی از جمله چند گاخیر 
، 1985در سال ) E.bieneusi(انتروسیتوزون بینئوسی 

 و سپتاتا 1991در ) E.hellem(انسفالیتوزون هلم 
 در بیماران ایدزي 1993در ) S.intestinalis(اینتستینالیس 
  .)2(شناسایی شد

میکروسپوریدیازیس  هاي عفونت از بسیاري احتمالاً
نوز داشته و از طریق آب آلوده به فضولات انسانی منشا زئو

 با این وجود انتقال انسان به انسان نیز ،شوند حیوانی منتقل می
این عوامل اگر چه در میزبانان با  .)3(توصیف شده است

باشند ولی در  ایمنی سالم به صورت خود محدود شونده می
افراد مبتلا به سندرم نقص سیستم ایمنی به خصوص بیماران 

  .)3، 1(تواند تهدید کننده حیات باشد زي میاید
 مورد میکروسپوریدیازیس در 1000بیش از 

 ناشی از به طور عمده مثبت گزارش شده که HIVبیماران 
 درصد 50 الی 2بین . انتروسیتوزون بینئوسی بوده است

 بیماران، ضعف سیستم ایمنی شدیدي داشته و شمارش
د در هر میکرولیتر  عد100 آنها کمتر از  TCD4 هاي سلول

هاي  آلودگی با سایر گونه. و دچار اسهال شدید نیز بودند
باشد ولی بیش  میکروسپوریدیایی داراي فراوانی کمتري می

هاي انسفالیتوزون   مورد آلودگی انسانی با گونه100از 
اي با  هاي روده عفونت. )5، 4، 1(گزارش شده است

 مثبت HIVمبتلا به میکروسپوریدیا به طور عمده در بیماران 

شود و اغلب موارد بیماري در اثر انتروسیتوزون  مشاهده می
ها بیشتر در بیماران با ضعف  این عفونت. باشد بینئوسی می

 آنها کمتر CD4سیستم ایمنی شدید و افرادي که شمارش 
اسهال . )6( عدد در هر میکرولیتر باشد معمول است100از 

نی و غیر موکوئیدي بوده و ناشی از این انگل شدید، غیر خو
 بار یا بیشتر دفع داریم، کاهش کند ولی پیشرونده 10روزانه 

 مشاهده B12گزیلوز و ویتامین -Dجذب چربی،  وزن، سوء
 در TNF-αها نشان داده وجود سایتوکاین  بررسی. شود می

اي  مدفوع بیماران ایدزي مبتلا به میکروسپوریدیازیس روده
دن آب بدن و کاهش وزن در ارتباط تواند با از دست دا می

 همراه با کمبود لاکتوز اي معمولاً عفونت روده. )7-9، 1(باشد
-و آلفا) ALP(و کاهش فعالیت آلکالن فسفاتاز

چنین شاهد کاهش و آتروفی  باشد و هم گلوکوزیداز می
اسهال به طور ناگهانی رخ داده و ممکن است . ها هستیم ویلی

هایی که باعث عوارض  گونه. بدبراي چندین ماه ادامه یا
 انتروسیتوزون بینئوسی، :شوند عبارتند از اي می روده

انسفالیتوزون اینتستینالیس، انسفالیتوزون کونیکولی 
)E.cuniculi ( و انسفالیتوزون هلم که موارد اول و دوم

هدف از این مطالعه . دنباش میهاي دیگر  تر از گونه شایع
 میکروسپوریدیازیس هایی جهت تشخیص کاربرد روش

باشد که ساده و قابل اعتماد باشد و در عین حال  اي می روده
اي از  هاي فرصت طلب روده قادر به شناسایی سایر عفونت

چنین ارتباط بین تعداد  هم. جمله کریپتوسپوریدیوم نیز باشد
 در بیماران مبتلا به ایدز با حضور این T CD4هاي  لنفوسیت

  .یابی قرار گرفته استعوامل انگلی مورد ارز
  

  ها  مواد و روش
 نمونه 71در این مطالعه تجربی آزمایشگاهی تعداد 

مدفوع از بیماران مبتلا به ایدز بیمارستان امام خمینی تهران 
. که مبتلا به اسهال مزمن نیز بودند، به آزمایشگاه انتقال یافت

هاي   عدد لام تهیه شده و با روش2از هر نمونه مدفوع 
 Modified Trichrome( آبی اصلاح شده-ومتریکر

Stain-MTS ( و اسید فست تریکروم)Acid-Fast 

Trichrome-AFT (چنین   هم.آمیزي صورت گرفت رنگ
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مرهاي اختصاصی ناحیه حفاظت شده  با پرایPCRاز روش 
srRNA16جهت . اي استفاده شد  میکروسپوریدیاهاي روده

فیکس شده در هاي  آزمایش میکروسکوپی در ابتدا نمونه
 دقیقه در مجاورت پتاس 10-5دي کرومات پتاسیم به مدت 

جهت از بین (قرار گرفت)  درصدKOH 10( درصد 10
 دقیقه 10و سپس به مدت ) رفتن موکوس موجود در نمونه

بعد اسمیر نازکی از .  سانتریفیوژ گردید6000در دور 
ها تهیه شد و پس از خشک شدن در مجاورت هوا با  نمونه

نول فیکس شد و با روش تریکروم آبی اصلاح شده و متا
هر لام حداقل . )10-12(آمیزي شد اسید فست تریکروم رنگ

 دقیقه و با بزرگنمایی بالا بررسی گردید و موارد 15به مدت 
آمیزي تریکروم اصلاح شده  مراحل رنگ. مثبت ثبت گردید

  .  آمده است1در جدول 
  

  آبی اصلاح شده-آمیزي تریکروممراحل رنگ.  1جدول 
  زمان  مرحله  ردیف

   دقیقه210  رنگ تریکروم  1
   ثانیه10کمتر از   اسید الکل  2
  )چند بار( ثانیه10کمتر از    درصد95الکل   3
  ) بار2( دقیقه 5   درصد95الکل   4
   دقیقه10   درصد100الکل   5
   دقیقه10  گزیلول  6

  
آمیزي اسید فست تریکروم ابتدا  جهت رنگ

 دقیقه روي لام ریخته و 10فوشین را براي محلول کربول 
بري صورت گرفته و در ادامه  سپس با اسید الکل رنگ

 آبی اصلاح شده را انجام -آمیزي تریکروم مراحل رنگ
توان در این  براي سرعت بخشیدن به فرایند می. دهیم می

با .  درجه انجام داد37آمیزي را در دماي  مرحله، رنگ
آمیزي، اسپورهاي  هاي رنگ استفاده از این تکنیک

. آیند  قرمز در می-میکروسپوریدیایی به رنگ صورتی
گیرد و در بعضی از  دیواره اسپور، رنگ قرمز به خود می

شود که وجه  اسپورها نوار کمربند مانند مشخصی دیده می
  .تشخیصی دارد

، K از روش پروتئیناز DNAجهت استخراج 
SDS ،CTABهاي   شناسایی گونهبراي. )14، 13( استفاده شد
انتروسیتوزون بینئوسی، (اي میکروسپوریدیایی روده

انسفالیتوزون اینتستینالیس، انسفالیتوزون کونیکولی و 
از یک جفت پرایمر طراحی شده بر ) انسفالیتوزون هلم

که در پایین  )16، 15، 3( استفاده شدsrRNA16اساس ژن 
  . توضیح داده شده است

 
Forward(PMP1):5'-
CACCAGGTTGATTCTGCCTGAC-3' 
Reverse(PMP2):5'-
CCTCTCCGGAACCAAACCCTG-3' 
طول قطعه تکثیر یافته با این پرایمر در چهار گونه 

  : باشدمیکروسپوریدیاي ذکر شده به شرح زیر می
 bp 250: انتروسیتوزون بینئومی

  bp 268: انسفالیتوزون کونیکولی
 bp 270: انسفالیتوزون اینتستینالیس

 bp 279: توزون هلمانسفالی
 

لازم به ذکر است که دماي اتصال براي این 
گراد در نظر گرفته شد و محصول   درجه سانتی62پرایمرها، 

PCR درصد الکتروفورز گردید5/1 بر روي ژل آگارز  .
زمان   و برنامهPCRمقادیر مورد نیاز جهت انجام واکنش 

  .ه است آمد3 و 2اي پلیمراز در جداول  بندي واکنش زنجیره
 

اي مقادیر مورد نیاز جهت انجام واکنش زنجیره. 2جدول 
  پلیمراز

غلظت معمول در   ترکیبات
  هامحلول

نسبت لازم در 
 هر واکنش

حجم مورد نیاز در 
  هر واکنش

  میکرولیترx  2/1 x 0/3  10  بافر واکنش

 پیکومول بر میکرو 20  پرایمر اول
 لیتر

  میکرولیتر0/1  پیکومول20

 پیکومول بر میکرو 20  مپرایمر دو
  میکرولیتر0/1  پیکومول20  لیتر

مخلوط 
  میکرولیتر0/1  میلی مول2/1  میلی مول10  نوکلئوتیدها

  میکرولیتر5/1  میلی مول0/3  میلی مول50  کلرور منیزیم
Taqمیکرولیتر0/1  واحد5   واحد بر میکرولیتر5   پلیمراز  

 Fit تا 25  .....  .....  آب خالص
 رمیکرولیت

DNA1 پیکوگرم تا 1   الگو 
 میکروگرم بر میکرولیتر

  میکرولیتر10 تا 1  .....

 
  اي پلیمرازبرنامه زمان بندي واکنش زنجیره. 3جدول 

 مرحله
- درجه سانتی(دما 

 )گراد
 زمان

  دقیقه10 94 واسرشت اولیه
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  سیکل انجام پذیرفت35 مرحله اول از مراحل زیر براي 3
  ثانیه30 94 واسرشت

  ثانیه30 62 اتصال پرایمرها
  ثانیه30 72 بازآرایی

  دقیقه10 72 بازآرایی نهایی
Soaking 4 0000 

  
 SPSSجهت تجزیه و تحلیل آماري از نرم افزار 

هاي مختلف از نظر تعداد   و جهت مقایسه بین گروه14نسخه 
و آزمون تعقیبی آنووا  از آزمون T CD4هاي  لنفوسیت

LSDدر نظر 05/0ي کمتر از دار معنیح سط.  استفاده شد 
  .گرفته شد

  
  ها یافته

ها پس از انتقال به آزمایشگاه از نظر  تمامی نمونه
بدین . وجود اسپورهاي میکروسپوریدیایی بررسی شدند

هاي  منظور براي بالا بردن احتمال مشاهده اسپورها از روش
شود ولی به دلیل کوچک و سبک بودن  تخلیص استفاده می

هاي تخلیص باعث از  ا و به دلایل تکنیکی، روشاسپوره
دست دادن اسپورها و در نتیجه ایجاد نتایج منفی کاذب 

ها را از صافی فلزي عبور داده و  بنابراین، فقط نمونه. شود می
  . سانتریفیوژ کردیم

آمیزي تریکروم آبی اصلاح نتایج مربوط به رنگ
  شده

هاي  سازي این تکنیک از نمونه جهت بهینه
میکروسپوریدیایی نوزما استفاده گردیدکه از گروه انگل 
شناسی دانشگاه تربیت مدرس و آقاي دکتر دلیمی دریافت 

بهترین زمان رنگ گرفتن اسپورهاي ). 1شکل (شد
  .  دقیقه بود210میکروسپوریدیایی در نمونه مدفوع 

آمیزي  ها رنگ با استفاده از این تکنیک تمام نمونه
هاي  تعداد نمونه). 2شکل (ت گردیدشد و نتایج مثبت ثب

 13مثبت از نظر اسپورهاي میکروسپوریدیایی با این روش 
  . گزارش شد) درصد30/18(مورد

  

  
  آمیزيسازي زمان رنگتصویر مربوط به جنس نوزما جهت بهینه. آمیزي تریکروم آبی اصلاح شدهرنگ. 1شکل 
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  اي از نمونه بیماریر مربوط به میکروسپوریدیاي رودهتصو. آمیزي تریکروم آبی اصلاح شدهرنگ. 2شکل

  
  آمیزي اسید فست تریکرومنتایج مربوط به رنگ

 این تکنیک روش مناسبی براي بررسی تک
میکروسپوریدیا، کریپتوسپوریدیوم، (طلب  هاي فرصت یاخته

  .باشد می) ایزوسپورا و سیکلوسپورا
ها  با استفاده از این تکنیک نیز تمام نمونه

تمامی . آمیزي شد و موارد مثبت ثبت گردید رنگ
آمیزي تریکروم آبی  هایی که با استفاده از روش رنگ نمونه

اصلاح شده، از نظر اسپورهاي میکروسپوریدیایی مثبت 

نیز مثبت ) Acid-Fast Trichrome(بودند با این تکنیک 
نمونه بالینی ) درصد67/12 (9چنین تعداد  هم. گزارش شدند

آمیزي از نظر  ده از این تکنیک رنگبا استفا
لازم به ). 3شکل (کریپتوسپوریدیوم مثبت گزارش گردید

مورد از این موارد ذکر شده ) درصد 63/5 (4ذکر است که 
زمان از نظر میکروسپوریدیا و  داراي عفونت هم

  . کریپتوسپوریدیوم بودند

  

  
  یاخته کریپتوسپوریدیوم کتصویر مربوط به ت. آمیزي اسید فست تریکرومرنگ.3شکل 
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  ها نمونهPCR نتایج مربوط به 
دست آمده از گرادیان دمایی و  بر اساس نتایج به

 انجام شد و نتایج PCRها،  غلظتی، بر روي تمامی نمونه
اي ثبت  مثبت از نظر حضور میکروسپوریدیاهاي روده

) درصد53/22 (16 تعداد ، نمونه بالینی71از تعداد . گردید
 باندهاي . اي مثبت بود از نظر میکروسپوریدیاهاي رودهمورد 

bp250 و bp270هاي   نشان دهنده عفونت با گونه
  ).4شکل (باشد انتروسیتوزون و انسفالیتوزون می

لازم به ذکر است تمام موارد مثبت ثبت شده از 
آمیزي، در  هاي رنگ نظر میکروسپوریدیا در تکنیک

  ). 4جدول ( دادند نیز نتایج مثبت نشانPCRآزمایش 

  

  
  .ها بر روي تعدادي از نمونهPCRالکتروفورز محصول  . 4شکل 

نمونه : 12 و 7،11، 4کنترل مثبت، باند هاي : کنترل منفی، باند سوم:  جفت بازي، باند دوم100مارکر :  و نهمباند اول: از چپ به راست
  هاي مثبت شده از نظر میکروسپوریدیاها

  
 رد مثبت میکروسپوریدیا به تفکیک تعداد موا. 4جدول 
  هاي مورد استفادهتکنیک

تعداد موارد   تکنیک مورد استفاده
  مثبت

  درصد موارد مثبت
آمیزي تریکروم آبی رنگ

  اصلاح شده
  درصد30/18  13

آمیزي اسید فست رنگ
  تریکروم

   درصد30/18  13

PCR  16  53/22درصد  

  
ــپوریدیازیس و  ــاط میکروســـــــــ ارتبـــــــــ

ــا تعــداد لنفوســیتکریپتوســپوریدی هــاي وزیس ب
T.CD4   

که عفونت میکروسپوریدیازیس و  با توجه به این
 طلب به هاي فرصت کریپتوسپوریدیوزیس از جمله انگل

ها بیشتر در  رود این میکروارگانیسم روند، انتظار می شمار می
افراد با ضعف سیستم ایمنی بروز یابند و پایداري بیشتري 

 T.CD4هاي   میانگین تعداد لنفوسیترو از این. داشته باشند

این چهار . چهار گروه از بیماران به تفکیک با هم مقایسه شد
  :گروه عبارتند از

  
 مثبتی که تنها از نظر میکروسپوریدیا مثبت HIVبیماران  -

 .باشند

 مثبتی که تنها از نظر کریپتوسپوریدیوم مثبت HIVبیماران  -
 .باشند

راي عفونت همزمان  مثبتی که داHIVبیماران  -
 .میکروسپوریدیا و کریپتوسپوریدیوم بودند

 . مثبتی که فاقد این دو عفونت باشندHIVبیماران  -

 T.CD4 بر اساس این آزمون، برابري میانگین
) LSD(آزمون تعقیبی ). p=038/0(چهار گروه رد شد

 T.CD4هاي  دار بین میانگین حاکی از وجود اختلاف معنی
ریپتوسپوریدیوم و افراد مبتلا به عفونت افراد مبتلا به ک
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ه  بp(هاي فوق  زمان با افراد مبتلا به ایدز بدون عفونت هم
که  لازم به ذکر است، با این. بود) 027/0 و 045/0ترتیب 

 بیمارانی که تنها از نظر T.CD4هاي  میانگین تعداد لنفوسیت

ولی از ) 33/182( میکروسپوریدیا مثبت بودند، پایین بود
هاي ذکر شده اختلاف  حاظ آماري با هیچ کدام از گروهل

  ). 6و  5جدول (داري وجود نداشت معنی
 

   براي چهار گروه توصیف شدهT.CD4هاي هاي توصیفی لنفوسیتآماره. 5جدول 
 درصد براي 95فاصله اطمینان 

  میانگین
تعداد   هاي بیمارانگروه

  بیماران
میانگین 
CD4 

انحراف 
  معیار

  محدوده بالا   پایینمحدوده
مبتلا به 

  میکروسپوریدیا
12  33/182  67/93  81/122  84/241  

مبتلا به 
  کریپتوسپوریدیوم

5  113  95/45  93/55  06/170  

مبتلا به عفونت 
  همزمان

4  89  67/36  63/30  36/147  

  35/254  28/185  52/121  82/219  50  فاقد عفونت
  06/226  11/171  07/116  59/198  71  کل بیماران

  
 بـین  T.CD4هـاي   اي لنفوسیت هاي چندگانه مقایسه. 6جدول

   )CD4: متغیر وابسته( توصیف شده چهار گروه
میـــــــانگین   )ب(گروه  )الف(گروه

 CD4اختلاف  
ــف و  ( ــروه ال گ

  )ب

p  

مبـــــتلا بـــــه 
  کریپتوسپوریدیوم

33/69  247/0  

مبتلا به عفونـت    
  همزمان

33/93  152/0  

ــه   ــتلا بــ مبــ
  میکروسپوریدیا

  299/0  -48/37  فونت  فاقد ع
مبتلا به 

  میکروسپوریدیا
33/69-  247/0  

مبتلا به عفونت 
  همزمان

24  749/0  

ــه   ــتلا بــ مبــ
  کریپتوسپوریدیوم

  *045/0  -82/106  فاقد عفونت
مبتلا به 

  میکروسپوریدیا
33/93-  152/0  

مبتلا به 
  کریپتوسپوریدیوم

24-  749/0  

مبتلا به عفونت   
  همزمان

  *027/0  -82/130  فاقد عفونت
مبتلا به 

  میکروسپوریدیا
48/37  299/0  

مبتلا به 
  کریپتوسپوریدیوم

82/106  045/0*  

  فاقد عفونت

مبتلا به عفونت 
  همزمان

82/130  027/0*  

 در نظر 05/0 برابر   T.CD4ي براي اختلاف میانگیندار معنیسطح * 
  گرفته شد

  بحث
طلب یکی از عوامل عمده در       هاي فرصت  عفونت

و میـر بیمـاران مبـتلا بـه سـندرم نقـص سیـستم ایمنـی         مرگ  
ــی ــد م ــن. باش ــت  از ای ــه عفون ــوط ب ــات مرب ــاي  رو گزارش ه

میکروسپوریدیایی در بیماران مبتلا بـه اسـهال مـزمن روز بـه             
ــیوع آن از     ــوده و ش ــزایش ب ــال اف  درصــد در 22روز در ح

از . )12، 3( درصـد نیـز رسـیده اسـت      32کشورهاي پیشرفته تا    
ــایر علا  ــی س ــت،   طرف ــت، میوزی ــه کراتی ــالینی از جمل ــم ب ئ

تواند در  سینوزیت، نفریت و غیره در بیماران مبتلا به ایدز می  
در کـشورهاي در حـال      . ارتباط با میکروسپوریدیازیس باشد   

هــــاي تــــوام میکروســــپوریدیایی و    توســــعه عفونــــت 
شوند  کریپتوسپوریدیوم در اغلب موارد در کنار هم دیده می        

ه در ایجـاد اسـهال و کـاهش وزن در    و یکی از عوامـل عمـد   
بنـابراین سـعی مـا      . )12(روند شمار می  بیماران مبتلا به ایدز به    

ــت     ــشخیص عفونـ ــار تـ ــه در کنـ ــود کـ ــن بـ ــر ایـ ــاي  بـ هـ
 هــاي فرصــت یاختــه اي ســایر تــک میکروسـپوریدیایی روده 

در . ویژه کریپتوسپوریدیوم را نیـز شناسـایی کنـیم         طلب و به  
اي نوین، مقرون به صرفه و قابـل   ه این راستا ما به دنبال روش     

هـاي میکروسـپوریدیازیس     اعتماد بودیم تـا بتـوانیم عفونـت       
  .اي را همراه با سایر عوامل شناسایی کنیم روده
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ــگ  ــت رن ــدین حال ــت   چن ــروم جه ــزي تریک آمی
تــشخیص میکروســپوریدیاها طراحــی شــده کــه اولــین آنهــا 

بود که اولـین   Stain   Modified Trichromeآمیزي رنگ
سـپس ایـن روش   . کار برده شـد ه ر توسط وبر و همکاران ب    با

گـرین   توسط رایان اصلاح شد که از آنیلین بلو به جاي فست  
پـس از آن اصـلاحات بیـشتر       . جهت رنگ زمینه استفاده شد    

آمیـزي   و همکاران ایجاد شد که از رنگ   توسط کوکوسکین 
Modified Trichrome-Blue ــتفاده ــالا اسـ ــاي بـ  در دمـ

  .)17(کرد
 Modifiedآمیــزي   ایــن مطالعــه مــا از رنــگدر

Trichrome-Blue          بر اساس تحقیقیـات رایـان و همکـاران 
استفاده کردیم زیرا رنگ زمینـه آنیلـین بلـو داراي پایـداري            
زیادي بوده و کانتراست بهتري با سـایر عوامـل باکتریـایی و             

از طرف دیگر میـزان فسفوتنگـستیک       . کند قارچی ایجاد می  
 آورده شده اسـت کـه تـاثیر بـسزایی در بهتـر              اسید آن پایین  

در این مطالعه تغییر جزئی در این    . )10(شدن رنگ زمینه دارد   
ــگ ــان    روش رنـ ــی آن زمـ ــم و طـ ــورت دادیـ ــزي صـ آمیـ

 دقیقه افـزایش دادیـم کـه    210 دقیقه به    90آمیزي را از     رنگ
در بهتر رنـگ گـرفتن اسـپورهاي میکروسـپوریدیایی نقـش            

 بـه عنـوان یـک عامــل    KOHز چنـین ا  هـم . بـسزایی داشـت  
موکولیتیک استفاده کردیم تا موکوس و سایر عوامل مزاحم    

  .از بین برود
ــه    ــن مطالع ــم مــا در ای یکــی دیگــر از اهــداف مه

ــک  ــه شناســایی ســایر ت ــاي فرصــت یاخت ــه ه ــب ب ــژه  طل وی
. اي بود کریپتوسپوریدیوم در کنار میکروسپوریدیازیس روده   

شورها ایـن ارگانیـسم   کـه در بـسیاري از ک ـ   با توجـه بـه ایـن     
ــپوریدیوم( ــاد  ) کریپتوس ــپوریدیاها در ایج ــار میکروس در کن

اسهال و کاهش وزن بیماران داراي نقص سیستم ایمنی نقش         
کنـد، بنـابراین اسـتفاده از روشـی کـه هـر دو              مهمی ایفا مـی   

 از ایـن . رسـد  ارگانیسم را شناسایی کند، ضروري به نظر مـی      
 Acid-Fast Trichromeآمیـزي   رو در این مطالعه از رنگ

استفاده گردید که با استفاده از این روش توانستیم علاوه بـر           
ــا 9اســــپورهاي میکروســــپوریدیایی،   مــــورد عفونــــت بــ

 9از ایـن  . کریپتوسپوریدیوم را در این بیماران شناسایی کنیم    

 مـورد در همراهـی   4مورد عفونت کریپتوسپوریدیومی تعداد  
نتـایج حاصـل از ایـن       . دبا عفونـت میکروسـپوریدیایی بودن ـ     

 مطابقـت  )12(آمیزي با مطالعات ایگناتیوس و همکـاران   رنگ
 Modifiedآمیـزي   هـایی کـه در رنـگ    داشت و تمام نمونـه 

Trichrome-Blue  آمیــزي نیــز  مثبـت بودنــد در ایــن رنــگ
چنین مطالعه ما با تحقیقات ریـسنر و   هم. مثبت گزارش شدند 

 روشـی   AFTروش  همکاران مطابقت داشت و نشان داد که        
هـاي   مناسب در تشخیص میکروسـپوریریدیا و سـایر عفونـت    

  .)11(باشد اي می فرصت طلب روده
اي که توسط دیدر و همکـاران     چنین در مطالعه   هم

هـاي مبتنـی بـر     آمیـزي  صورت گرفت مشاهده شد که رنـگ      
آمیـزي نتـایج قابـل       هاي رنـگ   تریکروم نسبت به سایر روش    

ها  ت تشخیص میکروسپوریديتري جه اعتمادتر و اختصاصی
بـا نتـایج مطالعـه مـا نیـز      مطالعـه   ایـن   . )18(دهنـد  دست مـی  ه  ب

هـاي مثبـت    خوانی داشت و مشاهده کردیم که اکثر نمونه  هم
آمیـزي نیـز    هـاي رنـگ   شده در روش مولکولی با ایـن روش       

. کنـد  شـود و نتـایج مثبـت کـاذب نیـز ایجـاد نمـی        مثبت مـی  
ــایج قابـ ـ    ــه نت ــه ب ــا توج ــابراین ب ــصاصی  بن ــاد و اخت ل اعتم

 و کـم هزینـه بـودن آنهــا    MTS و AETهـاي   آمیـزي  رنـگ 
هـاي مولکـولی جهـت       ها به جاي روش    توان از این روش    می

هاي  یاخته تشخیص اختصاصی میکروسپوریدیاها و سایر تک
هـاي تشخیــصی طبــی   اي در آزمایــشگاه فرصـت طلــب روده 

  .استفاده کرد
 با روش موفقی است که PCRتکنیک مولکولی 

توان عفونت میکروسپوریدیایی با تعداد کم   آن میاستفاده از
طبق . هاي بالینی و محیطی را شناسایی کرد اسپور در نمونه

تحقیقات مختلف آستانه تشخیص میکروسپوریدیاها در 
 و میکروسکوپ نوري به PCRهاي مدفوع به روش  نمونه

 اسپور در هر گرم مدفوع 1000000-10000 و 100ترتیب 
باشد که این نشان دهنده حساسیت بالاي این تکنیک در  می

 با توجه به این. )19، 4(آمیزي است هاي رنگ مقایسه با روش
 مورد 16 قادر به شناسایی PCRکه در مطالعه ما نیز با روش 

 مورد مثبت 13مثبت از نظر میکروسپوریدیا در مقابل 
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ه محققان آمیزي بودیم بنابراین مطالعات ما نیز این یافت رنگ
  .کند را تایید می

 
  گیري نتیجه

اي  بـا توجـه بـه نتـایج حاصـل از واکـنش زنجیــره      
آمیزي  نتایج قابل قبولی را       هاي رنگ  که روش  پلیمراز و این  

هاي تغییر  آمیزي گرن(ها  توان از این روش دهند، می ارائه می
ــه ــشگاه) یافتـ ــشخیص     در آزمایـ ــت تـ ــین جهـ ــاي روتـ هـ

 چنین با توجه به بـه زمـان        هم.  کرد میکروسپوریدیاها استفاده 
بر نبودن و مقرون به صرفه بودن روش اسید فست تریکروم و 

طلـب   که قـادر بـه تـشخیص چنـدین ارگانیـسم فرصـت             این
هـاي روتـین جهـت       تـوان از آن در آزمایـشگاه       باشـد مـی    می

ــپوریدیوزیس،   ــپوریدیازیس، کریپتوسـ ــشخیص میکروسـ تـ
  .ایزوسپوریوزیس و غیره استفاده کرد

  
  تشکر و قدردانی

بهزاد پژوهش حاضر نتیجه پایان نامه دانشجویی 
 تشخیص میکروسپوریدیاهاي "تحت عنوان قربان زاده 

هاي   با روشHIV/AIDSاي در افراد مبتلا به  روده
وسیله از معاونت   که بدینباشد می " PCRآمیزي و  رنگ

پژوهشی دانشگاه تربیت مدرس تهران و کارکنان بخش 
مارستان امام خمینی تهران و تمامی کسانی که در عفونی بی

اند تشکر و قدردانی به عمل  این تحقیق ما را یاري نموده
  .آید می
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