
 
درماني  -مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

 شهيد صدوقي يزد
 ٥٠، ص١٣٨٣وازدهم، شماره چهارم ، زمستان سال د

  
  

و رنگ آميزي اسيد  ENZYME IMMUNOASSAY (EIA)ارزيابي و مقايسه 
هاي  بادي جهت تشخيص گونه يد به روش ايمنو فلورسنت آنتيايفاست با ت

  كريپتوسپوريديوم
  
  2،مهدي اعظمي1 دكتر داود درستكار مقدم                          •

  
  چكيده
باشد و موجب انواعي از مشكلات از جمله اسهال حاد خـود   ر جهان مياي شايع د كريپتوسپوريديوزيس بيماري انگلي تك ياخته:مقدمه

تشخيص كريپتوسپوريديوم با نشـان  . دگرد مي) AIDS(محدود شونده تا موارد مرگ در افراد با نقص ايمني خصوصاً در مبتلايان به ايدز 
كـه از  ) Acid fast staining(يـزي اسـيد فاسـت    آم در نمونه مدفوع مبتلايـان كـه اساسـاً بـا رنـگ     ) Oocysts(هاي انگل  دادن اووسيست

  . شود يني برخوردار است انجام مييحساسيت و ويژگي پا
را به منظور تعيين آنتي ژن اختصاصـي  ) EIA(در مطالعه حاضر مزايا و فوايد كاربرد تشخيصي يك سنجش ايمني آنزيمي  :روش بررسي

دست ه ب) بدون ماده نگهدارنده(نمونه مدفوع فرآوري نشده  204در  Cryptosporidium-Specific Antigen) CSA(كريپتوسپوريديوم 
هـا بـا    نشان دادن اووسيسـت (كار رفته است هآمده از بيماران كمتر از سه سال را ارزشيابي و با روش تشخيصي روتين كه در اين مطالعه ب

% 98 ويژگـي يسـه و مشـخص شـد كـه از حساسـيت و      مقا) IFAيد نتايج مثبت بـا  يرنگ آميزي اسيد فاست و بررسي ميكروسكوپي و تا
  . باشد برخوردار مي

مـورد از ايـن تعـداد نيـز بـا روش       11مثبـت بودنـد و    EIAبـا روش  %) 3/9(مـورد   13نمونه منفي با بررسي ميكروسكوپي،  139از  :نتايج
يـد  يتا) Cryptosporidium Specific Antigen Inhibition Test(ژن اختصاصـي كريپتوسـپوريديوم    كـر در برابـر آنتـي    ممانعت با آنتي

  .شدند
هاي مدفوع است زيرا حساس و  روش مهمي در تشخيص كريپتوسپوريديوم در نمونه EIAنتايج به دست آمده نشان داد كه  :نتيجه گيري

  . گيرد اختصاصي بوده، كاربرد آن آسان است و تحت تأثير حضور مواد نگهدارنده قرار نمي

  بادي، سنجش ايمني آنزيم، كريپتوسپوريديوم ژن اختصاصي كريپتوسپوريديوم، ايمنوفلورسنت آنتي يآنت :هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
و يكـي   Zoonosisكريپتوسپوريديوم به عنوان يك عامـل  

ــاً     ــراد خصوص ــزد اف ــتروآنتريت در ن ــاد گاس ــم ايج ــل مه از عوام
ي ـانواع ـ اين انگل انتشار جهاني دارد و موجـب . باشد مي كودكان

ــا  ـــلات از جــكز مش ــاد خ ــهال ح ـــمله اس ـــونــدود شـود مح   ده ـ
 
  استاديار گروه انگل شناسي و قارچ شناسي -1
  كارشناس ارشد انگل شناسي  -2

  اصفهانرماني د -وخدمات بهداشتيپزشكي علوم ه گادانش

)Self-limiting Diarrhea ( تا موارد مرگ در افراد با نقص ايمني
  . )3،2،1(مي باشد) AIDS( خصوصاً در مبتلايان به ايدز

درصـد و در   10تا  5شيوع اين انگل در كشورهاي در حال توسعه 
ــه   ــعه يافتـ ــورهاي توسـ ــا  1كشـ ــي  3تـ ــد مـ ــد درصـ . )5،4،2(باشـ

كريپتوسپوريديوم به وضوح با اسهال همراه است زيرا عفونـت بـه   
كـه   اي در بيماران مبتلا به اسهال بيشتر از افرادي طور قابل ملاحظه

  انكـودكــ، علاوه بر اين در )6،4(به اسهال نيستند بروز ميكندمبتلا 
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 درماني شهيد صدوقي يزد -مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي      

  . تر است تغذيه شايع وءمبتلا به س
اهميــت كريپتوســپوريديوم بــا مشــخص شــدن اينكــه، ايــن عامــل  

تغذيـه   ءاي در تداوم اسهال خصوصاً در كودكان مبتلا به سو روده
دز كـه  و اسهال شديد و طولاني و يا كشنده در بيماران مبتلا به اي ـ

هـاي ديگـري غيـر از دسـتگاه      در آنها ممكن است انگل بـه بافـت  
  .)7(گوارش نيز تهاجم يابد همراه است، افزايش يافته است

هـاي انگـل در    تشخيص كريپتوسپوريديوم با نشان دادن اووسيست
نمونه مدفوع مبتلايان كه غالباً با روش رنگ آميـزي اسـيد فاسـت    

 .)8(شـود  خوردار است انجام مييني بريكه از حساسيت و ويژگي پا
ــر و اختصاصــي  روش حســاس ــگ  ت ــر، روش رن ــزي آت ) IFA(مي

گيـر بـوده و ممكـن اسـت بـا       ولي اين روش نيـز وقـت   )9(باشد مي
برد آن براي غربالگري تعـداد  رمشكلات تكنيكي روبرو شود و كا

. )10،9(العاده پر هزينه اسـت  ها در مطالعات فيلد فوق زيادي از نمونه
ن آزمايشاتي كه سريع، ساده و ارزان و در عين حال حساس بنابراي

  . باشند مورد نياز است و اختصاصي مي
دست آمده از سـنجش  ه هدف اصلي در اين مطالعه مقايسه نتايج ب

كه آنتـي ژن اختصاصـي كريپتوسـپوريديوم    ) EIA(ايمني آنزيمي 
)CSA (    را در مدفوع غير فرآوري شده مشخص ميكنـد، بـا نتـايج
آميزي شـده بـه روش    هاي رنگ ت آمده از غربالگري نمونهدسه ب

  . باشد مي IFAيد شده با ياسيد فاست و تأ
  

  روش بررسي
از كودكان كمتر از  مدفوع نمونه 204در اين مطالعه تعداد 

هـا بـه دو گـروه     نمونـه . آوري شد سه سال ساكن در اصفهان جمع
ــود كــه   180شــامل  Aگــروه . تقســيم شــدند ــه ب ــه نم 128نمون ون

ــ جمــع ــده از  ه آوري شــده ب ــازه و بــدون مــاده نگهدارن صــورت ت
آوري شده از  نمونه مدفوع جمع 52كودكان مبتلا به اسهال حاد و 

  . باشد مي كودكان كمتر از سه سال با و يا بدون اسهال 
) صورت تـازه ه ب(آوري شده  نمونه مدفوع جمع 24شامل  Bگروه 

م در آنها ثابـت شـده و تـا    از بيماراني كه عفونت كريپتوسپوريديو
  . روز پس از تشخيص پيگيري شده بودند 14

به صورت زير انجام  Aمراحل انجام آزمايش در نمونه هاي گروه 
  :شد

 وپي پس از رنگ آميـزي بـا اسـيد فاسـت طبـق     كـمطالعه ميكروس
  :و با تغييرات زير انجام شد)Soave)11و  Maروش 

  .استفاده شد Sigmaدرصد شركت  So4H2 6براي تغليظ از  -
ــا  - درصــد  brilliant green Counter 5رنــگ آميــزي متقابــل ب

  .جاي يك دقيقه انجام شده دقيقه ب 5به مدت  Sigmaشركت 
. يـد شـدند  يتأ IFAكه اسيد فاست مثبت بودند با روش  يهاي نمونه

  :با استفاده از كيت  IFAآزمايش 
Merifluor Cryptosporidium/Giardia kit ــت ور مطـــابق دسـ

) Meridian Diagnostics inc. cinncinati. OH(شركت سازنده 
به طور خلاصه با استفاده از يك قطره از نمونـه مـدفوع   . انجام شد

به موازات يك نمونه كنترل مثبت و يك نمونه كنترل منفـي روي  
پـس از خشـك شـدن    . هـا گسـترش تهيـه شـد     هر يك از چاهك

قطـره معـرف تشـخيص    يـك  ) دقيقـه  30تـا   15در مدت (ها  نمونه
بـه هـر چاهـك اضـافه     ) آنتي بادي منوكلونال كريپتوسـپوريديوم (

،  Counter stainيــك قطــره از محلــول رنــگ آميــزي . گرديــد
)LOCH, BEC26008; Meridian Diagnostic inc. (  نيز اضـافه

  ايـن نمونـه بـه مـدت     . شد و ايـن دو قطـره بـا هـم مخلـوط شـدند      
ر دماي اتاق انكوباسيون شد قيقه در يك محفظه مرطوب و دد 30

و سپس با بافر فسفات سالين شسته شد و پس از مونتـه كـردن و بـا    
يـد شـده بـا    ايهـاي ت  استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت فقط نمونه

IFA مثبت تلقي شدند .  
ها بلافاصله پس از ورود به آزمايشگاه انگل شناسـي بـه    تمام نمونه

يك قسمت براي ) قسمت هر نمونه به دو(دو قسمت تقسيم شدند 
بررسي ميكروسكوپي آماده شد در حاليكه قسـمت دوم بلافاصـله   

ــاي  ــد  -ºC70در دم ــمنجم ــراي  گردي ــدي ب ــرآوري بع ــا در ف د ت
  . آماده شود EIAآزمايش 

طور كامل امولسيون شدند تمام ه پس از اينكه نمونه هاي مدفوع ب
ــه نســبت  نمونــه ــافر  1:10هــا ب  درصــد 02/0حــاوي (در محلــول ب

بـه هـر ميكروتيتركـه بـا     . رقيـق شـدند  ) تيمروسال و سرم خرگوش
خــوبي ه پلــي والان خرگــوش كــه بــ CSAهــاي ضــد  بــادي آنتــي

ــد  ــر  200پوشــانده شــده بودن از كنتــرل منفــي، ) µl200(ميكروليت
پـس از  . هاي رقيق شده بيماران اضـافه شـد   كنترل مثبت و يا نمونه

  سه بار) د تيمروسالدرص 01/0حاوي (ها با بافر  دقيقه چاهك 60
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يد به روش ايمنو ايو رنگ آميزی اسيد فاست با ت ENZYME IMMUNOASSAY (EIA)ارزيابی و مقايسه      

 فلورسنت 

      Tp         
   Tp+FN     

  :ميكروليتر از آنزيم كنژوگه 200شسته شدند و به هر چاهك 
 )Peroxidase- labeled rabit anti CSF in a  protein matrix 

containg bovin serum and 0.01% thimerosal ( ســاخت
  پــس از . اضــافه شـد  Alexon inc. sunnyvale CA)  (شـركت 

ميكـرو ليتـر از    200شدند و سـپس   دقيقه چاهكها مجدداً شسته 30
ــد   ــافه شـــ ــر چاهـــــك اضـــ ــه هـــ ــتراي رنگـــــي بـــ   . سوبســـ

)3,3', 5,5' Tetra methyl benzidine in buffer ( ًو پليت مجددا
  دقيقـه در دمـاي اتـاق انكوبـه شـد كـه در ايـن مـدت          10به مدت 

ــده    50 ــول متوقــف كنن ــر از محل ــي ليت ــدروكلريك (ميل   اســيد هي
دقيقـه پـس از    10نتـايج  . زوده شـد بـه هـر چاهـك اف ـ   ) نرمال 5/0

 450(كـه واكـنش متوقـف شـد بـا اسـتفاده از اسـپكتروفتومتر         اين
صـورت مسـتقيم در   ه نتـايج مشـاهده شـده ب ـ   . خوانده شد) نانومتر

صورت وجود رنگ، مثبت و در صورت عدم رنگ، منفـي تلقـي   
و  EIAهـاي مثبـت بـه دسـت آمـده بـا روش        تمام نمونه. شدند مي

اسيد فاسـت بـا روش    يآميز ي حاصل از روش رنگهاي منف نمونه
Cryptosporidium-Specific Antigen Inhibition Test   مـورد

  .آزمايش قرار گرفته تا نتايج مثبت معتبر شود
هاي مدفوع  نمونه: طور خلاصه آزمايش به صورت زير اجرا شده ب

درصد  02/0محلول بافر حاوي (در بافر رقيق شدند  1:10به نسبت 
thimerosal يك ميلي ليتر از نمونه رقيق شده بـه دو ويـال   ). است

   CSAميكـرو گـرم آنتـي بـادي ضـد       100به ويال اولـي  . وارد شد
نرمـال   IgGميكـرو گـرم    100پليكلونال خرگوش و به ويال ديگر 

  بــه مــدت  ºC37خرگوشــي اضــافه شــد و هــر دو ويــال در دمــاي 
بـه مـدت    g13000ويالها سپس بـا سـرعت   . ساعت انكوبه شدند 1

  :)15(ممانعت به صورت زير محاسبه شد. دقيقه سانتريفوژ شدند 15
  
  

 (OD)شـد كـه ممانعـت در مقايسـه بـا       نتيجه وقتي مثبت تلقي مي

Optical Density  بدونAnti-CSA 50طور همزمان بيش از ه ب %
  . باشد

  نتايج
  آميزي رنگ اب هنمون 55نمونه آزمايش شده، 204عواز مجم

 149. يـد شـدند  يتأ IFAست مثبت بودنـد كـه بـا آزمـايش     اسيد فا
نمونه بـا رنـگ آميـزي اسـيد فاسـت منفـي بودنـد كـه بـراي آنهـا           

 130مثبـت و   EIAنمونـه بـا روش    74. انجـام نشـد   IFAآزمـايش  
مـورد بـا    A ،41نمونه گروه  180از . نمونه منفي تشخيص داده شد

بـت شـد و   رنگ آميزي به روش اسيد فاست كريپتوسپوريديوم مث
ــط  ــداد  يتأ IFAتوس ــدند و تع ــد ش ــي در   139ي ــه منف ــه نتيج نمون
يك نمونه بعنوان منفـي كـاذب تلقـي شـد      EIAبا روش . برداشت

  ) .IFAيد شده با آزمايش يبا رنگ آميزي اسيد فاست مثبت و تأ(
نمونه با روش رنگ آميـزي اسـيد فاسـت     139از % 4/9(نمونه  13

مثبـت   EIAهاي  بنابراين نمونه. ودندمثبت ب EIAو به روش ) منفي
 CSAاسيد فاست منفي متعاقبـاً بـا اسـتفاده از آزمـايش ممانعـت      / 

نمونـه ممانعـت بيشـتر از     13نمونه از  11. مورد بررسي قرارگرفتند
درصـد   80هـا بـالاي    در حقيقـت تمـام نمونـه   (درصد داشـتتند   50

. ي شـدند هاي مثبت حقيقـي تلق ـ  عنوان نمونهه و ب) ممانعت داشتند
 17صـفر درصـد و   (يني بودنـد  يدو نمونه از آنها داراي ممانعت پـا 

در نظـر   EIAهـاي مثبـت كـاذب بـراي      عنـوان نمونـه  ه و ب) درصد
  داراي حساسـيت   EIAنتـايج تحليلـي نشـان داد كـه     . گرفته شدند

ــاري (  اســت% 98و اختصاصــيت % 98 ــاي آم ــر اســاس فرموله    ب
                                                                      (Specificity=      

هـاي بـا مـواد نگهدارنـده و      نسبت تشخيص و رديـابي ميـان نمونـه   
  . كرد بدون مواد نگهدارنده تفاوتي نمي

نمونـه از   EIA ،24جهت آزمايش بيشـتر در مـورد كـاربرد بـالقوه     
ديوم به دست آمده از بيماراني كه ابـتلا بـه كريپتوسـپوري    Bگروه 

نمونه  19از %) 53(نمونه  10. آنها ثابت شده بود را بررسي نموديم
دنبـال تشـخيص اوليـه در    ه ب ـ) بزرگتـر يـا مسـاوي   (دست آمـده  ه ب

آميزي اسيد فاست مثبت بودند و بنابراين رديابي را به ميـزان   رنگ
بــــين % 100همــــاهنگي بــــه ميــــزان   . بهبــــود بخشــــيد % 41

ت آمـده پديـد آمـد يعنـي     دس ـه اسپكتروفتومتريك و مشاهدات ب
اي نيز مثبـت بودنـد و    هاي مثبت با نتيجه خواني مشاهده تمام نمونه

دســت آمــده از طريــق مشــاهده بــراي ه هــاي منفــي بــ تمــام نمونــه
   .اسپكتروفتومتريك نيز منفي بودند

    OD without anti CSA - OD with anti CSA)  
Precent inhibition=  

    OD without CSA 

  Fp                 
Fp+TN             Sensitivity = 
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 درماني شهيد صدوقي يزد -مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي      

  بحث
بـه وضـوح نسـبت     EIAنتايج مطالعات حاضر نشان داد كه 

 يير اين مطالعـه از آنجـا  د. آميزي اسيد فاست برتري دارد به رنگ
يـد شـده بودنـد    يتأ IFAهاي اسـيد فاسـت مثبـت بـا      كه تمام نمونه

هـاي اسـيد    توان گفت كه هيچ نمونه مثبت كاذبي در بين نمونه مي
  . فاست مثبت نبوده است

و منفي با اسـيد فاسـت    EIAهاي مثبت شده با  درصد از نمونه 4/9
حـال ممانعـت و    يـن بـا ا . تواند مرتبط و صـحيح باشـد   تا حدي مي

نمونـه باعـث    13نمونـه از   11در  Anti-CSAبازداري مشخص بـا  
  اطمينان بيشتر بوده و به احتمال قـوي نشـان دهنـده ايـن اسـت كـه       

هـاي   در حقيقت معرف نمونه Anti-CSAنمونه مثبت كاذب با  11
مثبت حقيقي است كه با روش اسيد فاست رديابي شده بودند كـه  

محاسـبه  % 98و حساسـيت بـه دسـت آمـده     به ترتيب اختصاصـيت  
  . گرديد

توان ثابت  را با اين حقيقت مي EIAدلالت بيشتر اختصاصي بودن 
، در Aهاي اسيد فاست منفي در گروه  از نمونه% 4/9نمود كه فقط 

، Bمثبت بودند كه در مقايسه اين تعداد براي گروه  EIAآزمايش 
آوري  بيماراني جمـع  از Bهاي گروه  كه نمونه يياز آنجا. بود% 70

شده بود كه عفونت كريپتوسپوريديوم در آنها اثبات شده بودند و 
تـوان انتظـار    طور متناوب دفع ميكردند ميه اووسيستهاي انگل را ب

تـوان بـا    هـا را نمـي   حتـي مـوقعي كـه اووسيسـت     CSAداشت كه 
 IFAاگرچــه آزمــايش . ميكروســكوپ ديــد، وجــود داشــته باشــد

ــاس ــاير رو حسـ ــر از سـ ــابي   شتـ ــزي در ارزيـ ــاي رنـــگ آميـ هـ
باشــد، هزينــه و زمــان لازم بــراي انجــام چنــين  ميكروســكوپي مــي

هاي مورد آزمايش مـانع از انجـام آن    آزمايشي با تعداد زياد نمونه
ممكـن اسـت موجـب بـروز      IFAشود، علاوه بر اين آزمـايش   مي

مشــكلات اتفــاقي در تشــخيص افتراقــي اووسيســت هــا در نمونــه  
  . اختصاصي شودفلورسنت غير 

منتشر شده است  EIAهاي متفاوتي از  هايي در مورد نمونه گزارش
در مطالعات خود نشـان داد كـه بـا     1990در سال  Ungarاز جمله 

ــتفاده از يــك  در  (Double poly clonal antibody EIA)اس
ــايش      ــت و آزم ــيد فاس ــزي اس ــگ آمي ــا روش رن ــه ب  IFAمقايس

رده است كه با اين حـال ايـن   را به دست آو% 82حساسيتي معادل 
هاي مدفوع عرضـه شـده در مـاده     توان براي نمونه آزمايش را نمي

  . )5(نگهدارنده به كار برد 
Anusz       و همكاران با اسـتفاده از آنتـي بـادي منوكلونـال آن را بـا
تر  حساس EIAهاي مدفوع گاوي آزمايش كردند اين روش  نمونه

از  IFAبت بـه آزمـايش   از رنگ آميزي اسيد فاست بـود ولـي نس ـ  
  . )12( حساسيت كمتري برخوردار بود

قابل دسترس  EIAگزارش كردند كه  Sloanو  Rosenblattاخيراً 
% IFA 93تجارتي در مقايسه با رنگ آميزي اسـيد فاسـت و روش   

تجــاري  EIAكيــت . )13(اختصاصــي بــوده اســت % 99حســاس و 
كـه ايـن   ديگري نيز اخيراً ارزشيابي شـده اسـت و مشـخص شـده     

ويـژه بـراي مطالعـات    ه كيت اختصاصي است ولي حساسيت آن ب
  . )10(رسد  اپيدميولوژيكي محدود به نظر مي

حسـاس و اختصاصـي اسـت     EIAبنابراين، اگرچه در بررسـي مـا   
مقايسه شود تا حساسيت  EIAهاي  ولي بايد در آينده با ساير كيت

  .نسبي آن مورد ارزشيابي قرار گيرد
هـاي كريپتوسـپوريديوم از    نتي ژنيك بـين ايزولـه  گرچه تغييرات آ

هـايي را بـين    هاي انساني بزرگ نيستند ولي هنوز بايد تفاوت نمونه
هـا   با ايـن حـال بعضـي از آنتـي ژن    . هاي زيادي رديابي كرد ايزوله

رسـند   هاي جدا شده انساني مشترك به نظرمـي  براي اكثريت نمونه
  .)14،4(شوند هر چند كه تمام آنها را شامل نمي

توان به عنوان ابـزار مهمـي در    طور خلاصه، مطالعه حاضر را ميه ب
. هـاي مـدفوع در نظـر گرفـت     ارزيابي كريپتوسپوريديوم در نمونه

اين آزمايش به نظر حساس، اختصاصي و آسان براي اجرا بـوده و  
گيـرد ولـي مطالعـات     تحت تأثير حضور مواد نگهدارنده قرار نمي

يــابي بيشــتر توانــايي بــالقوه ســاير بيمــاران بيشــتري بايــد بــراي ارز
در نقـاط مختلـف و تحـت شـرايط     ) بيمارن دچار ضـعف ايمنـي  (

  . باليني مختلف صورت گيرد
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