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با  C57bl/6و   Balb/cياخته كريپتوسپوريديوم در موشهاي  بررسي تكثير تك
  در نقص ايمني يسسازي كريپتوسپوريديوز سركوب شده به منظور مدل ايمني

  ، 5، دكتر سهيلا اژدري4فر ، دكتر علي اسلامي3قاسمي...، دكتر كرم ا2زاده  ، ليلا عابدين1*دكتر حسين نهروانيان
  6يهاشم، مرضيه عزتي مير7، دكتر صادق رهبري6دكتر بهزاد اسفندياري

  
  انستيتو پاستور ايران ،شناسي انگل گروه ،دانشيار. 1
  دانشگاه محقق اردبيلي ،شناسي ارشد زيست كارشناس. 2
  دانشگاه محقق اردبيلي ،دانشكده علوم ،استاديار .3
  انستيتو پاستور ايران ،بخش تحقيقات باليني ،استاديار .4
  انستيتو پاستور ايران ،ايمونولوژي گروه ،استاديار .5
  انستيتو پاستور ايران ،محقق .6
  ، دانشگاه تهراندانشكده دامپزشكي ،شناسي گروه انگل ،استاد .7

  چكيده
بـا  . شـود  مـي سلولي اجباري است كه باعث بيماري كريپتوسپوريديوزيس  كريپتوسپوريديوم يك انگل كوكسيديايي تك: سابقه و هدف

يت اين انگل بيش از پيش آشـكار  در ايران، اهمتوجه به وفور اين بيماري در مبتلايان به نقص ايمني و شيوع آن در مبتلايان به اسهال 
  .تواند ما را در شناخت و كنترل آن ياري كند اي حيواني با ايمني سركوب شده ميهسي اين بيماري در مدلبرر .شود مي

ي سوكروز هاي آن جداسازي و با روش شناورساز سپس ااسيست .آوري شد و دام جمع از انسانآلوده هاي مدفوع  نمونه :ها مواد و روش
دگزامتـازون بعنـوان داروي سـركوب كننـده ايمنـي      . براي اين مطالعه در نظر گرفته شدند C57bl/6و  Balb/cموشهاي . تغليظ شدند

هـاي كريپتوسـپوريديوم بصـورت     ، ااسيسـت بـا روش كشـت لنفوسـيتي    پس از تاييد سركوب ايمني و شد تزريقبصورت داخل صفاقي 
جداسازي و  )كبد، طحال، ريه و روده(ات آلودگي، حيوانات را با روشهاي انساني كشته و اندامهاي هدف پس از اثب. نددخوراكي تلقيح ش

  . ميزي بافتي به روش هماتوكسيلين ائوزين جهت مطالعات هيستوپاتولوژيك مورد بررسي قرار گرفتندآ پس از تهيه برش و رنگ
سركوب   Balb/c هايبه ميزان بيشتري نسبت به موش C57bl/6 موشهاي ايمني درها نشان داد بررسي كشت لنفوسيتي موش: ها يافته

آنها پس از تلقـيح انگـل   % 40پس از سركوب سيستم ايمني و تلقيح انگل، آلوده شده و  C57bl/6موشهاي % 80كه  ريشده است، بطو
چنـين هيچگونـه تغييـرات    هم. ماندنـد  آلوده شدند و همه آنها تا پايـان آزمـايش زنـده    Balb/cموشهاي % 20كه فقط  در حالي. مردند

  .و سالم مشاهده نشد شاهد هايگروهنسبت به در گروه آزمون هيستوپاتولوژيك در گسترشهاي مربوط به اندامهاي هدف 
سازي كريپتوسپوريديوزيس در نقص  اين مطالعه نخستين گزارش از آلودگي تجربي كريپتوسپوريديوم، تكثير انگل و شبيه :گيري نتيجه

درآلودگي به كريپتوسپوريديوزيس حساسيت  Balb/cنسبت به  C57bl/6موشهاي . استي در مدل حيوانات آزمايشگاهي در ايران ايمن
  .ندنشان دادبيشتري 

  .، سركوب ايمنيBalb/c ،C57bl/6كريپتوسپوريديوم، دگزامتازون، لنفوسيت،  :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
 1895كلارك در سال توسط  كريپتوسپوريديوم ابتداياخته  تك

و ) 1(تليـالي معـده مـوش جـدا سـازي شـد        هاي اپي از سلول
                                                 

پاستور ايران،  انستيتوتهران،  ؛دكتر حسين نهروانيان :نويسنده مسئول مكاتبات*
  ؛ 13164انگل شناسي، كد پستي  گروه

 mobcghn@pasteur.ac.ir :پست الكترونيك

از  گذاري شـد كـه  نام يسكريپتوسپوريديوزبيماري ايجاد شده 
نتريت حـاد يـا مـزمن را    اگاسـترو و انگلي بوده  مهم بيماريهاي
اولين مورد كريپتوسـپوريديوزيس انسـاني   ). 2(آورد  بوجود مي

سـاله دچارگاسـتروانتريت    در يك كـودك سـه   1976سال  در
 چرخـه كريپتوسـپوريديوم شـامل دو   ). 3(شديد مشاهده شـد  
هـا   كـه بـا بلعيـدن ااسيسـت     استجنسي مرحله جنسي و غير
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هـا   طي رونـد خـروج از كيسـت، اسـپوروزوئيت    . شود شروع مي
تليـالي، مرحلـه    هـاي اپـي   خارج شده و پس از حمله به سـلول 

و هـا   ها، مروزوئيت وزوئيتكه با توليد تروف شيزوگوني آغاز شده
تمـايز يافتـه و   هـا   بعضي از مروزوئيـت . همراه استها  شيزونت

ها را ايجاد كرده و مرحله جنسي  با لقـاح   ميكرو و ماكروگامت
). 4،5( هـا همـراه اسـت    يابد كه با دفع ااسيست تكامل ميآنها 

تواند از طريق آب و غـذا و يـا از    يعفونت كريپتوسپوريديايي م
امكان آلـودگي  . ماس انسان با حيوان آلوده منتقل شودطريق ت

كـه بلعيـدن تعـداد     در اثر تماس با انگل بسيار بالا بوده بطوري
  ).6(شود  باعث ابتلا به اين بيماري ميمعدودي ااسيست 

تليوم روده ساكن شده  يهاي اپ اين انگل در حاشيه ميكروويلي
اسـهال حـاد   گـردد كـه از يـك     و موجب بروز علائم باليني مي

كـه   (immunocompetent)آبكي در افراد بـا ايمنـي كامـل    
نتريت شديد مزمن او تا گاسترو است شروع وندهخود محدود ش

ــي    ــتم ايمنــــ ــعف سيســــ ــار ضــــ ــراد دچــــ در افــــ
(immunocompromised) مرگ شوده تواند منجر ب كه مي، 

در افراد با ايمني كامل، بيماري خود محـدود  . )7(است  متغير
كشـد و علائـم آن شـامل     ، تا دو هفتـه طـول مـي   شونده است

امـا  . ه استپيچ دلاسهال آبكي، تهوع و استفراغ، تب خفيف و 
كند كه شامل  بروز مي يترعلائم شديددر افراد با ايمني ناقص 

اشـتهايي، كـاهش    قراري، تب خفيـف، بـي   ، بي، ناتوانيهپيچ دل
هد د گزارشات مختلف نشان مي. استوزن و اسهال شبه وبايي 

كه موارد كريپتوسپوريديوز خارج گوارشي مربوط بـه افـراد بـا    
كه از كريپتوسپوريديوزيس مـزمن   استسيستم ايمني ضعيف 

  ).6(شود  ديده مي رنج برده و انگل در نقاط غيرمعمول بدن
كريپتوسپوريديوزيس در با اينكه مطالعات زيادي جهت درمان 

نجام شـده اسـت،   افراد مبتلا بخصوص بيماران با نقص ايمني ا
هـاي كريپتوسـپوريديايي    نتريـت ادرمان كامل و موثري جهت 

در درمـان افـراد بـا ايمنـي كامـل، عوامـل       . ارائه نشـده اسـت  
ــه نيتازوكســانيد،  ــادي از جمل پارومايســين و  ضــدميكروبي زي

انـد كـه تـاثيرات درمـاني      مورد آزمايش قرار گرفتهاسپيراسين 
بـا توجـه بـه تـاثير كـم      ). 8(انـد   هنسبي در برابر بيماري داشت

درماني در بيماران با ضعف ايمني، ايمونوتراپي با بكارگيري دارو
كه  شود تركيبات مختلف چون كلستروم ايمن گاوي توصيه مي

تواند علائم باليني را محدود كرده و اوضاع عمومي بيمـار را   مي
  ).9( بخشدبهبود 

بـه نقـص   در مبتلايـان   يسكريپتوسپوريديوز شيوعا توجه به ب
ايـن انگـل آشـكار    مطالعـه  اهميـت   ،اسـهال  مبتلا به وايمني 

در زمينه شناسايي انگل و  يهنوز اطلاعات كامل .)10( شود مي
كننده، مكانيزم ايمني، درمـان و واكسـن    هاي محافظت ژن آنتي

 in vitroسيستم  به علت فقدان يك .)11(در دسترس نيست 
هاي حيواني مناسـب   لبراي تكثيركريپتوسپوريديوم، مد واقعي

ها  مطالعه اين مدل .)12(اند  شده معرفي in vivoهت كشت ج
براي دستيابي به كريپتوسپوريديوزيس مزمن كه بتوان انگل را 

هـا،  خوكتـوان از   كه از آن جمله مـي  تكثير نمود ضروري است
هاي بـا  موشـهاي فاقـد تيمـوس و موش ـ   هاي بالغ وحشي، موش

هـاي   ، رت)12(هاي نـوزاد   برهها و گوساله، )SCID )13جهش 
Sprague-Dawley )14( ،نــوزاد  هايموشــBalb/c  )15 ( و

نام برد  CBA و C57BL/6 ،C3H/HeN ،DBA/2Nنژادهاي
كنون در مـورد كريپتوسـپوريديوم در   ررسيهايي كـه تـا  ب). 13(

با رويكرد اپيدميولوژيك بوده و توجـه   اند اكثراً ايران انجام شده
لــذا . شــده اســتمونوپارازيتولوژيــك ايكمتــري بــه مطالعــات 

ايمني در ميزبـان حيـواني    با نقص بيماري در افرادسازي  مشابه
تواند در شناخت بيشتر انگل و تعامل آن با ميزبـان كمـك    مي

سـازي   مـدل  هدف ايـن پـژوهش   اين،بنابر. شاياني داشته باشد
بيماري در حيوانات با نقص ايمني، تلقيح انگلهاي بومي به اين 

تغييـرات هيسـتوپاتولوژيك در    بررسـي  نات، تكثير انگل وحيوا
زمايشگاهي و مقايسه تكثيـر آنهـا در دو ميزبـان    آاين حيوانات 

  .استمختلف 
  

  ها مواد و روش
هاي انساني و  از نمونه كريپتوسپوريديومبراي تهيه ااسيست 

هاي مناطق مختلف  نمونه مدفوع از گوساله 80حيواني 
نمونه مدفوع از بخش كودكان  20شهرستان آمل و همچنين 

سپس اين . آوري شد آمل جمع) ع(بيمارستان امام رضا 
شناسي پژوهشكده شمال كشور  ها به آزمايشگاه انگل نمونه

همچنين تعدادي نمونه از دانشكده دامپزشكي . منتقل گرديد
از پس . دانشگاه تهران نيز جهت تخليص ااسيست تهيه گرديد

  (concentration)ده از روش تغليظآزمايش مستقيم و استفا
بر روي قسمتي از نمونه، با روشهاي مختلف تشخيص 

  ).10(گرفت كريپتوسپوريديوم مورد آزمايش قرار 
پس از ملاحظه  ها، تغليظ و تهيه گسترش تثبيت نمونهبراي 

را  از آن گرم 5وضعيت فيزيكي مدفوع حجمي به اندازه 
- بافر- فرمل( برداشته و در بافر مخصوص فيكساسيون

بصورت محلول درآورده تا آماده عمل تغليظ شود ) گليسيرين
پس از انكوباسيون در بافر فوق كه براي غير فعال شدن  ).16(

 به، سوسپانسيون حاصله فتهاي پاتوژن صورت گر ارگانيزم
و  گرفتمورد آزمايش قرار   Paraseb (Dis. Sys. Co.)لهسيو
مايع رويي را  .شدنتريفيوژ سا 2000مدت دو دقيقه با دور ه ب

دور ريخته و از رسوب حاصله جهت تهيه گسترشهاي لازمه 
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گسترش تهيه نموده و  يك نمونهبراي هر . كرديماستفاده 
سپس در حرارت آزمايشگاه خشك كرده و بوسيله متانول آنها 

با روش اسيد فاست ها  گسترشاين . نموديمرا فيكس 
و پس از اثبات آلودگي ي آميزي شده و وجود انگل بررس رنگ

پس ) بدون فيكساتور(نمونه اوليه  در ،يسبه كريپتوسپوريديوز
  ).10(شدند جداسازي و شمارش  هاي آن ااسيست از شستشو،
فيكس شده  هاي گسترش بتدااآميزي اسيد فاست  جهت رنگ

دقيقه  2- 5آميزي نموده و به مدت  را با كربول فوشين رنگ
 گ اضافي بخار شود، سپس با آب وآنها را حرارت داده تا رن

 .شستشو داده تا رنگ فوشين ناپديد شود% 3اسيد الكل 
هاي كريپتوسپوريديوم رنگ فوشين را به خود گرفته و  ااسيست

دقيقه آن  5به مدت % 5/0شيت گرين بعدي با مالا در مرحله
شستشو با آب و خشك كردن لام در هواي . را رنگ نموديم

 100سپس با ميكروسكوپ نوري لنز آزمايشگاه انجام شد 
هاي آلوده به  به اين ترتيب نمونهمشاهده انگل انجام شد و 

  ). 9،10( كريپتوسپوريديوم شناسايي شدند
بعد از اينكه نمونه  تغليظ آنها ها و براي استخراج ااسيست

 g1000دقيقه در  30مثبت شناسايي شد آن را به مدت 
  K2CR2Oدر محلول تازه  C�•4 سانتريفيوژ نموده و در دماي

در محلول  ها دو بار ااسيست قبل از استفاده،. نگهداري كرديم
سرم فيزيولوژي شسته شده و با روش فلوتاسيون سوكروز 

نقطع ساكارز براي جداسازي تكنيك گراديانت م. تغليظ شدند
سازي نمونه در ي كريپتوسپوريديوم بر اساس شناورها ااسيست

محلول  cc320با مخلوط نمودن  .تمحلول قندي بنا شده اس
گرم ساكارز محلول شيترز  500با   PBSسرم فيزيولوژي يا 

 K2CR2O از نمونه مدفوع صاف شده كه در cc5. تهيه شد

دقيقه با  30تركيب فوق ريخته و به مدت  شد در نگهداري مي
ساعته،  24سپس با انكوباسيون  .سانتريفيوژ شد g1500دور 

تر شده به سطح  سبك حلول هيپرتونيك،ها در اين م ااسيست
سپس به وسيله پيپت آنها را از سطح  اين مخلوط آمده و

براي دو هفته  C�•4در دماي  وPBS جداكرده و در محلول 
  ). 9،10( نگهداري نموديم

ايجاد يك مدل حيواني مناسب براي كشت براي 
بررسي فيزيوپاتولوژي اين انگل، دو گروه  كريپتوسپوريديوم و

تهيه شده از (C57bl/6  و Balb/c شامل Inbredشهاي مو
بخش پرورش حيوانات آزمايشگاهي، انستيتو پاستور ايران، 

سر  15. را انتخاب كرديم) مجتمع توليدي تحقيقاتي كرج
C57bl/6 سر  15 و Balb/c تا  15هفته و با وزن  6تا  4ماده

 هر گروه از. گرم براي اين مطالعه در نظر گرفته شدند 20
كه به ) Naive(گروه سالم : موشها به سه دسته تقسيم شدند

گروه شاهد كه به آنها . آنها فقط سرم فيزيولوژي تزريق شد
دگزامتازون تزريق شد و گروه آزمون كه به آنها علاوه بر تزريق 

دگزامتازون . دگزامتازون، ااسيست كريپتوسپوريديوم تلقيح شد
(Sigma, Chemical Co. UK) شيميايي  با فرمول

)C22H29FO5 (دوز  وكننده ايمني  اروي سركوببعنوان د
روز  14مدت  و بهبصورت داخل صفاقي  µg/day 125تزريقي
  .شدتزريق 

براي حصول اطمينان از ايجاد نقص ايمني و تاييد آن، 
هاي طحال موشهاي گروه سالم و آزمون را جدا  لنفوسيت

ز پس از سه رو. كشت داديم Con-Aنموده و با سيتوژن 
 18 ازها، تايميدين نشاندار اضافه نموده پس  تحريك به سلول

ها را جدا نموده و با استفاده از مايع سنتيلاسيون  ساعت سلول
و بتاكانتر ميزان تكثير سلولي را در دو رده بررسي نموده و 
براي اثبات نقص ايمني، گروه آزمون با گروه سالم مقايسه 

  .شدند
يمني با روشهاي اختصاصي، پس از تاييد سركوب ا

به  گاواژهاي كريپتوسپوريديوم بصورت خوراكي توسط  ااسيست
پس از ايجاد آلودگي تجربي،  .شدندتلقيح  3×104تعداد 
روز از نظر وجود هر هاي مدفوع حيوانات آزمايشگاهي  نمونه
پس از انجام پاساژهاي . گرفتت انگل مورد آزمايش قرار سااسي

ي در حيوانات مورد نظر، آنها را با روشهاي مكرر و اثبات آلودگ
و اندامهاي هدف انساني كشته و كليه اجزاء دستگاه گوارش 

بصورت سوسپانسيون  PBSدر  Lumenمحتويات و  شدهجدا 
 .نظر تكثير انگل مورد بررسي قرار گرفتنددرآمده و از 

هاي بافتي از نظر  لازم تهيه شده و نمونههاي  گسترش
  .سي قرار گرفتندرو هيستوپاتولوژيك مورد برپارازيتولوژيك 
 در مدفوع حيوانات يزبانتكثير انگل در مبراي بررسي 

با استفاده از بصورت سوسپانسيون درآمده و  فيكساتور
Paraseb  دقيقه در  5و پس ازg3000 رسوب  و سانتريفيوژ

مورد استفاده قرار گرفت ها  ااسيست آنها براي شمارش
با متانول فيكس كرده را  ، آنهاگسترشيه كه پس از ته بطوري

و بر روي آنها انجام شد روش اسيد فاست  با آميزي سپس رنگ
در حرارت  شد، ها با آب شير شستشو داده در مرحله بعدي، لام

با ميكروسكوپ نوري  خشك نموده و در پايانآنها را آزمايشگاه 
  . داديممورد بررسي قرار 

اينكه  بعد از انگل گوارشيبراي بررسي وجود اشكال خارج 
ها بررسي شدند و وجود انگل در آن تاييد شد مدفوع موش

جهت بررسي كريپتوسپوريديوزيس خارج گوارشي، حيوانات 
مورد آزمايش پس از بيهوشي مورد عمل تشريح قرار گرفتند، 
سپس روده را كاملاً بيرون آورده و بخشي از آن را جهت 
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با قيچي  بقيه آنرا كاملاً بررسي بافت شناسي جدا نموده و
ريخته تا از نظر وجود  PBSتكه كرده و داخل محلول  تكه

اندامهاي هدف چون كبد، . دگيرااسيست مورد بررسي قرار 
را جهت  بافتهاي حاصله ،طحال و شش را نيز بيرون آورده

هاي  قرار داده و گسترش% 10شناسي در فرمالين  مطالعه بافت
  . ق تهيه و مورد آزمايش قرار داديمفشاري را از بافتهاي فو

اي از بافت مورد نظر را جدا  جهت تهيه گسترش فشاري تكه
 لبه لام ديگر .دهيم لبه لام قرار مي يك سانتيمتري كرده و در

ر لام را كاملاً به هم فشا 2دهيم سپس  را روي اين تكه قرار مي
بافت مورد نظر به  .كشيم داده و در جهت خلاف آنها را مي

سپس اين . شود ها پخش مي روي لام صورت يك لايه سلولي
كرده و سپس به روش ها را با چند قطره متانول فيكس  لام

آميزي نموده تا وجود ااسيست را در آن  ذيل نلسون رنگ
  ). 9،10( بررسي كنيم

هاي جدا شده از روده، شش، كبد و طحال نگهداري شده بافت
لوژيك به آزمايشگاه در فرمالين جهت مطالعات هيستوپاتو

تحقيقات باليني انستيتو پاستور ايران منتقل و مورد بررسي 
 48مدت  هب% 10بعد از قرار دادن بافت در فرمالين. قرار گرفتند

پاس داديم و به   Tissue processorساعت، آن را در دستگاه
ها كه محتوي بندي در اين ظرف طبق زمانطور اتوماتيك 

، گزيلول و در نهايت %100، %96، %80، الكلهاي%10فرمالين
ها توسط  نمونهسپس . قرار گرفتند ،پارافين مذاب بودند

گيري شدند و قالبي مكعبي شكل از  دستگاه ذوب پارافين قالب
پس از . پارافين كه محتوي بافت مورد نظر است به دست آمد

ون تنظيم نموديم و از ميكر 3آن دستگاه ميكروتوم را روي 
گيري نموده، آنها را روي لام قرار داده و  هاي پارافيني برشقالب

درجه منتقل كرده و بعد با  30سپس به ظرف محتوي  الكل 
با چسب آب ولرم پارافين آن را ذوب كرده و بر روي لام 

 80دقيقه در  30مرغ و گليسرين منتقل نموده و  سفيده تخم
ذوب  ارافين داخل بافت مورد نظركاملاًتا پدرجه قرار داده 

ائوزين، ابتدا بافت را در - آميزي هماتوكسيلين جهت رنگ. شود
گزيلول قرار داده تا پارافين اضافي آن ذوب شود سپس در 

دقيقه  5به مدت  درجه در هر يك 70و 80، 90، 100الكلهاي 
ها را با آب مقطر شستشو داده و  ، نمونهدر نهايت .قرار داديم

دقيقه قرار  10ن را در ظرف حاوي هماتوكسيلين به مدت آ
داده و با آب جاري شستشو و در اسيد الكل پاساژ داده، مجدداً 

 .بعد در كربنات ليتيم قرار داديم با آب جاري شستشو نموده و
شستشو  داده و سپسسپس لام را تميز كرده در ائوزين قرار 

در هر يك درجه  100و 90 ،80 ،70با آب جاري و در الكلهاي 
ها را در گزيلول قرار  نمونهسپس  .دقيقه قرار داديم 5به مدت 

آميزي شده  جهت حفظ و تثبيت برش رنگ داده و سرانجام
  ).12(لامل را روي لام با چسب كانادا بالزام چسبانديم 

 Graph Padافزار آمارينتايج به دست آمده با استفاه از نرم

Prism و آزمون آماري Student’s t-Test  تجزيه و تحليل
  . قرار داده شد >05/0p داري سطح معني. شد
  
  ها افتهي

هاي حيواني و  يس در نمونهدر بررسي كريپتوسپوريديوز
سطح پايين آلودگي را در دامداريهاي  ، نتايج حاصلهانساني

مراكز بهداشتي  منطقه مورد بررسي در حومه شهر آمل و در
كه ميزان آلودگي در  وريدهد به ط داخل شهر نشان مي

. هاي انساني صفر بوده است و در نمونه% 5/2هاي حيواني  نمونه
محتويات  در مشخص شد در بررسي محتويات دستگاه گوارش

هاي موشاز % 80 و Balb/cهاي از موش% 20گوارشي 
C57bl/6 1شكل ( وجود داردهاي كريپتوسپوريديوم  ااسيست ،

001/0p< .(هاي موش C57bl/6بالايي از آلودگي را  درصد
 كه ، در صورتيآلودگي مردند پس ازآنها % 40. نشان دادند

مقاومت بيشتري نشان دادند و همه آنها تا  Balb/cهاي موش
  ).>05/0p(پايان آزمايش زنده ماندند 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

در گروههاي  ريه هاي كبد، طحال، روده وبرشهاي بافتي اندام
كه به شيوه هماتوكسيلين ) د، سالمآزمون، شاه(مورد مطالعه 

اين بافتها كاملاً سالم نشان داد بود آميزي شده  ائوزين رنگ - 
كه  گونه آلودگي در آنها ديده نشد، بطوريبوده و هيچ

هاي آزمايش  يس خارج گوارشي در نمونهكريپتوسپوريديوز
  .شده مورد تاييد قرار نگرفت

  
هاي طحال در دو  نتايج حاصل از كشت لنفوسيت -1شكل 

 مقايسه تكثير: Balb/c و  C57bl/6گروه از موشهاي همخون 
مون در مقايسه با گروه سالم هاي طحال در گروه آز لنفوسيت

در روز هشتم پس از سركوب ايمني با دگزامتازون در دو گروه 
، *>Balb/c. ) 05/0p و  C57bl/6از موشهاي همخون 

001/0p<**(  
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ون تضعيف شد تزريق دگزامتازها بر اثر سيستم ايمني موش
  Balb/cهاي حساستر از موش C57bl/6هاي كه موش بطوري

بررسي كشت لنفوسيتي موشها در . در تقابل با آلودگي بودند
 هاي انگر آن بود كه سطح ايمني در موشگروه شاهد نيز نش

C57bl/6 هايبه ميزان بيشتري نسبت به موش Balb/c 

بررسي  بنابر اين موشها جهت تكثير و .كاهش يافته است
  .ندهستكريپتوسپوريديوم مناسبتر 

  
  بحث

 ـ  يسبا توجه به اينكـه كريپتوسـپوريديوز   ا ايمنـي  در ميزبـان ب
محدود شونده است و حتي در مواردي بدون علائـم  كامل خود

با توجه به . گيرد فتن ااسيست انگل براحتي صورت نمي، يااست
راد گيرد در اف ها به طور تصادفي صورت مي اينكه دفع ااسيست

بدون علائم و با نقص ايمني نيز يافتن ااسيسـت انگـل مشـكل    
از طرفـي چـون حجـم كمـي از نمونـه مـدفوع در        .)12( است

ي شود، ممكـن اسـت ايـن امـر بـه خطـا       بررسي ميآزمايشات 
هاي آلوده منجر شود كـه   آزمايشگاهي در عدم تشخيص نمونه

ي نتريت، ميـزان آلـودگ  اهاي مبـتلا بـه گاسـترو    حتي در نمونه
  ).17(پاييني گزارش شده است 

هاي گـروه آزمـون نشـان داد    بررسي ميـزان آلـودگي در موش ـ  
سيستم ايمني آنها كه پس از تزريـق دارو تضـعيف شـده بـود     

ها شد در اين موشموجب تسهيل آلودگي به كريپتوسپوريديوم 
. بوده است Balb/cبيشتر از  C57bl/6و اين آلودگي در گروه 

انگر آن موشها در گروه شاهد نيـز نش ـ بررسي كشت لنفوسيتي 
ميزان بيشتري به C57bl/6 هاي است كه سطح ايمني در موش

كـاهش يافتـه اسـت، بنـابراين،      Balb/c هاينسـبت بـه موش ـ  
جهت تكثيـر و بررسـي كريپتوسـپوريديوم    C57bl/6 موشهاي 
هاي كشت لنفوسـيتي نشـانگر   گرچه بررسي .باشند مي مناسبتر

ي عـواملي همچـون مـزمن شـدن     افت سيستم ايمني است، ول
شـرفت بيمـاري و   بيماري در يك بازه زماني طولاني جهـت پي 

  . هاي خارج گوارشي از ضروريات استنفوذ آن به بافت
اثرات سركوب كنندگي دگزامتازون در مطالعات متعددي مورد 

و همكاران ايمني   Petryكه اثبات قرار گرفته است، بطوري
گزامتازون سركوب كردند و با را با د C57bl/6موشهاي بالغ 

تلقيح ااسيست انگل آنها به كريپتوسپورديوزيس مبتلا شدند 
)12 .(Rasmussen  دوزهاي مختلف دگزامتازون  ،همكارانو

ها بررسي كردند و مشخص شد جهت سركوب ايمني در موشرا 
بهترين دوز براي سركوب ايمني جهت µg/l/d125كه دوز

در اين بررسي ). 18(است  وزيس مزمندايجاد كريپتوسپوري
در تحقيقي . اين دوز جهت سركوب ايمني به كار گرفته شد

ايمونوساپرس شده به  هاي انجام داد به رت  Brasseurكه
ااسيست كريپتوسپوريديوم  105كورتيزون استات، وسيله هيدرو

ها چند روز بعد علائم بيماري را بروز  خورانده شد و اين رت
هاي به موشو همكاران   Petryدر تحقيق). 14(دادند 

. )12(ااسيست كريپتوسپوريديوم تلقيح شد  106ايمونوساپرس 
ج خار يسيكي از دلايل عدم مشاهده كريپتوسپوريديوز شايد

هاي تلقيح شده  تعداد كم ااسيست گوارشي در مطالعه حاضر
ن بودن سطح آلودگي و عدم نفوذ پايي) وشم/ااسيست 3×104(

  . استها افتياخته مذكور به ب تك
آميزي  ي رنگهابرشهاي فشاري و  وي گسترشدر بررسي بر ر

سويه انگل به كار رفته در اين . شده هيچ انگلي يافت نشد
هاي انجام شده توسط بررسي .گاوي بود C. parvumتحقيق 

Baishanbo كورهاي با ايمني  روي موشكه بر  و همكاران
م شد، عفونت گاوي انجا C. parvumسركوب شده و مبتلا به 

هاي انجام شده بررسي ).19(د شصفراوي در آنها مشخص 
تازه  Balb/cهاي روي موشبر  و همكاران  Novakتوسط

  نشان داد ه بودمتولد شده كه ايمني آنها سركوب شد
C. parvum سه صفراي آنها نفوذ هاي پانكراس و كيدر بافت

ي هاافتانگل به كار رفته نه تنها ب براين سويهبنا. كرده است
). 15(كند  گوارشي بلكه بافتهاي خارج گوارشي را نيز آلوده مي

رسد طول دوره عفونت در اين بررسي كوتاه بوده  به نظر مي
اي محدودي داشته  به طوري كه انگل حتي تكثير روده است

خارج گوارشي، آلودگي  يساست و لزوم ايجاد كريپتوسپريديوز
  ). 20،21(است مزمن غير درمان شده 

مطالعه حاضر مويد تكثير انگل كريپتوسپوريديوم در حيوانات 
ولي ميزان تكثير آن  استآزمايشگاهي با ايمني سركوب شده 

به گونه موش، ميزان نقص ايمني و تعداد انگل تلقيح شده 
اگر بخواهيم به طور اساسي روي كشت و تكثير، . بستگي دارد

آن كار كنيم شناخت ساختار و عملكرد انگل و راههاي درمان 
 در ابتدا لازم است تا جهت تكثير فراوان انگل اقدام نماييم و

. هاي حيواني مناسب را شناسايي كنيم محيطهاي كشت و مدل
 زيرا يكي از مشكلاتي كه ما در اين مسير داشتيم تهيه

در گام . ها بوده استااسيست كافي جهت آلوده كردن موش
اي را ايجاد كنيم  يزولههي ابعدي لازم است كه محيط آزمايشگا

شود  باعث افت مقاومت اين حيوانات مي زيرا سركوب ايمني
حيوانات ايمونوساپرس نسبت به انواع عوامل كه  طوري به

 ند و به علت پايين بودن سطحهستبيماريزا بسيار حساس 
هاي ناشي از محيط قرار ايمني به راحتي در معرض عفونت

جاي استفاده از يك مدل  به علاوه بهتر است به. گيرند مي
. هاي مختلفي استفاده كرد حيواني ايمونوساپرس از مدل
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هايي كه با مواد بدون تيموس و موش، nudeموشهاي با جهش 
احتمالا براي اين اند  سركوب كننده ديگر مهار ايمني شده

بنابراين كوتاه ). 20- 22(ند هستهاي مناسبي  منظور گزينه
انگل فرصت كافي ه حاضر به بودن دوره آزمايش در مطالع

در ضمن بايد تلاش شود تا يك . ها نفوذ كندنداده تا به بافت
ها ايجاد شود زيرا  مزمن كريپتوسپورديايي در اين مدلعفونت 

لازمه ايجاد كريپتوسپوريديوزيس خارج گوارشي ايجاد عفونت 
  .مزمن است كه به مطالعات بيشتري نياز دارد

   

  گيري نتيجه
آلودگي به  در Balb/c نسبت به C57bl/6موشهاي 

اند اما به  وزيس حساسيت بيشتري را نشان دادهكريپتوسپوريدي

دن طول مدت آلودگي، انگل به بافتهاي خارج علت كوتاه بو
اي منتقل نگرديد و كريپتوسپوريديوزيس خارج گوارشي  روده

  .مشاهده نشد
  

  تقدير و تشكر
و پاسـتور ايـران در   از كليه كاركنان محترم پژوهشكده انسـتيت 

 ها امير بزرگي، اميني و مراديبه ويژه خانم) آمل(شمال كشور 
 انشناسي خانمها اميني و نعيمي و آقاي ـ و همكاران بخش انگل

رحمــاني و اســفندياري، پرســنل محتــرم بخشــهاي تحقيقــات 
باليني و ايمونولوژي انستيتو پاستور ايران در تهران كه ما را در 

  . كمال تشكر را داريم ،ياري فرمودندانجام اين مطالعه 
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