
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

18 84، بهار 1ماره، ش8مجله علوم پایه پزشکی ایران، جلد   

جداسازی  و تخلیص اووسیست ها و اسپروزوئیت های کریپتوسپوریدیوم با 
 ولکاستفاده از روشهای گرادیانت منقطع ساکارز و گرادیانت پر

 اعظمی مهدی **دکتر داود درستکار مقدم ،  *
 دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، استادیار گروه انگل شناسی و قارچ شناسی دانشکده پزشکی *

 دانشگاه علوم پزشکی اصفهان،  گروه انگل شناسی دانشکده پزشکی،د انگل شناسیکارشناس ارش**
 25/1/84 :  ،    تاریخ پذیرش مقاله 20/7/83:  تاریخ دریافت مقاله

 
 خلاصه

نتریت در عامل بیماری گاستروآبه عنوان یکی از انگل های داخل سلولی اجباری از شاخه اپی کمپلکسا است که در جهان کریپتوسپوریدیوم 
در مراحل اولیه بیماری، کریپتوسپوریدیوم باعث عفونت سلولهای اپی تلیال روده و معده می شود . میزبانان پستاندار از جمله انسان شناخته شده است

ماری را در اسهال حاد، اسهال های خود محدود شونده و موارد مرگ و میر و شدید بی به صورتو در نتیجه  شکل های مختلفی از بیماری را 
با توجه به اهمیت بهداشتی این انگل در جهان، . ایجاد می نماید) ایدز( مبتلایان به سندرم نقص ایمنی اکتسابی به ویژهمبتلایان به نقص سیستم ایمنی 

 . جداسازی و تخلیص این انگل جهت شناسایی خصوصیات آنتی ژنیک و تعیین سویه های مختلف آن ضروری به نظر می رسد
 و )Scheater(  نمونه مدفوع از گوساله های استان اصفهان جمع آوری و با روش شناورسازی در محلول قندی480طالعه حاضر، تعداد در م

نمونه های مدفوع آلوده .  نمونه آلوده به انگل تشخیص داده شد30رنگ آمیزی اسید فاست اصلاح شده مورد بررسی قرار گرفتند که از این تعداد، 
 . نگهداری شدند% 5/2دیانت منقطع ساکارز تخلیص شد و در دی کرومات پتاسیم با روش گرا

آمده در  به دستکار گرفته شده جهت جداسازی و تخلیص اووسیست ها و اسپروزوئیت های کریپتوسپوریدیوم از نمونه های ه بتکنیک های  
با این روش ها، اووسیست های انگل با انجام دو مرحله . رکول بوداندازه بسیار زیاد، شامل روش های گرادیانت منقطع ساکارز و گرادیانت پ

اووسیست های جدا شده عاری از هر گونه ناخالصی و باکتری . گرادیانت منقطع ساکارز و یک مرحله گرادیانت پرکول جداسازی و تخلیص شدند
 . از نمونه های جمع آوری شده اصلی را شامل می شدند%  34بودند و 

 از اسپروزوئیت های% 63. های انگل بوسیله یک مرحله گرادیانت پرکول از مخلوط اووسیست های در حال تخریب جداسازی شدنداسپروزوئیت 
اسپروزوئیت های جداسازی شده جهت . از اووسیست های دست نخورده و اووسیست های بدون دیواره همراه بودند% 2/2اصلی جدا شده با 

 DNA)(برای تجزیه اسید نوکلئیک و نیز  )Westernblot( و وسترن بلات SDS-PAGE  ن به وسیله، آنالیز آنتی ژELISA آزمایشات
 .مناسب می باشند
  .کریپتوسپوریدیوم، گرادیانت منقطع ساکارز، گرادیانت پرکول :کلمات کلیدی

 
 مقدمه

ــوژی     ــر روی بیولـ ــه بـ ــام گرفتـ ــگاهی انجـ ــات آزمایشـ مطالعـ
 ــ ــه  کریپتوســپوریدیوم و پاســخ هــای ایمن ــتلا ب ــان مب ی در میزبان

کریپتوسپوریدیوز نشان داده است که تکنیکهـای آزمایشـگاهی         
جهت جداسازی و تخلیص اووسیست و اسپروزوئیت هـای ایـن           
ــافی     ــیع ناک ــاس وس ــدفوعی در مقی ــای م ــودگی ه ــل از آل  انگ

 اخیـراً از روشـی جهـت جداسـازی اووسیسـت هـای       . می باشـند  
کسیدیاها استفاده شـده    کریپتوسپوریدیوم از اووسیست سایر کو    

 است که این روش بر اساس شناورسازی نمونه مورد بررسـی در           
 

ــدی ــول قن ــد ) Scheather’s flotation(محل ــی نمای  عمــل م
 موجـود کـه بـر پایـه روشـهای تغلیظـی             روشهایسایر  ). 10 ، 1(

عمل مـی نماینـد، اووسیسـت هـای موجـود در نمونـه را جهـت                 
ند که همگی ایـن روشـها   بررسی و تشخیص نهایی تغلیظ می کن  

اثرات کشنده بـر روی اووسیسـت هـای انگـل داشـته و مناسـب                
 . محسوب می شوند

اولین بار جهت جداسـازی اووسیسـت هـای زنـده از نمونـه              
دفوع از تکنیک شناورسازی نمونه در محلول شـیتر اسـتفاده           مهای  

 امـا اووسیسـت هـایی کـه بـا ایـن روش جداسـازی          ). 7(شده است   
 E.mail:moghaddam@med.mui.ac.ir  ،     0311-688 8597  :  نمابر،  0311-792 2491: فن تل، داوود درستکار مقدمدکتر :  نویسنده مسئول  
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 دکتر داود درستکار مقدم

19 84، بهار 1ماره، ش8مجله علوم پایه پزشکی ایران، جلد                                                                                              

صی ها از جمله ارگانیسمهایی     لحاوی باکتریها و سایر ناخا    شوند    می
ــگاهی    ــیط کشـــت آزمایشـ ــه ممکـــن اســـت در محـ ــتند کـ هسـ
. کریپتوسپوریدیوم آلودگی ایجاد نموده و مانع از رشد انگل شـوند          

 ــ  ــن، ب ــر ای ــلاوه ب ــا و    ه ع ــت ه ــازی اووسیس ــه جداس ــل اینک دلی
  DNA انگل در جهت تهیه آنتی ژن و یـا آنـالیز             اسپروزوئیت های 

انجام می گیرد، وجود آلودگی هر چند به میزان بسیار ناچیز، اثرات 
 . بسیار شدیدی را بر روی نتایج اعمال می کند

Waldman   ــالین ــفات س ــافر فس ــتفاده از ب ــا اس ــر و    ب ــ ات  ـ
ــته اســت gradient centrifugation method روش  توانس

کریپتوســپوریدیوم را از نمونــه هــای مــدفوع    اووسیســت هــای  
گزارشات دیگری نیـز مبنـی بـر جداسـازی          ). 16(اسازی نماید   جد

ــتفاده از   ــا اس ــا ب ــاکارز  روشاووسیســت ه ، )8( شــیب چگــالی س
، شـیب منقطـع برومیـد      )9(ای   ستونهای ویژه بـا گلولـه هـای شیشـه         

) 13(، استفاده از فیکـل   )2(، شناورسازی با کلرید سدیم      )4(پتاسیم  
ــولفات روی  ــود دارد) 14(و سـ ــا در. وجـ ــن امـ ــدام از ایـ  هیچکـ

گزارشات در مورد جداسازی انگل به میزان بسـیار زیـاد اشـاره ای              
همچنـین هیچکـدام از ایـن روشـها در آزمایشـگاهها             . نشده اسـت  

هدف از این بررسی، ارائه تکنیکی مناسب جهت        . ارزیابی نشده اند  
جداســازی و تخلــیص  اووسیســت و اســپروزوئیت هــای زنــده      

 . اس زیاد می باشدکریپتوسپوریدیوم در مقی
  کارمواد و روش

 نمونـه   480تعـداد    :جمع آوری و شناسایی نمونـه هـای آلـوده         
طـور مسـتقیم از رکتـوم گاوهـا و گوسـاله هـای منـاطق                ه  ب مدفوع  

نمونـه هـای جمـع آوری       . مختلف استان اصفهان جمـع آوری شـد       
 4مخلـوط  و در      % 5شده بـا حجـم مسـاوی دی کرومـات پتاسـیم             

به منظور بررسی وجود یـا عـدم        . د نگهداری شدند  گرا درجه سانتی 
وجود کریپتوسپوریدیوم، تمـامی نمونـه هـا بـا روش آزمایشـگاهی           

تغلــیظ شــدند و در نهایــت ) شــیتر(شناورســازی بــا محلــول قنــدی 
گسترشهای تهیه شده بـا روش ذیـل ـ نلسـون اصـلاح شـده رنـگ        

 . آمیزی و با میکروسکوپ مورد بررسی قرار گرفتند
بـا اسـتفاده از فیلترهـای       )  نمونـه  30(ی آلوده به انگـل      نمونه ها 

 میکـرون غربـالگری و صـاف        63مخصوص با سوراخهایی به قطـر       
تمامی . شدند و ذرات و ناخالصی های درشت نمونه ها جدا گردید   

 200نمونه های صاف شده را در یـک ظـرف ریختـه و در حـدود                 
مخصـوص بـه    میلی لیتر از آن در لوله هـای سـانتریفوژ پلاسـتیکی             

 حاصل  در   رسوب ،شده سانتریفوژ g 1500 دقیقه با دور 15مدت 
گـراد    درجه سـانتی   4سوسپانسیون  و در     % 5/2دی کرومات پتاسیم    

 .  شدنگهداری
جداسازی اووسیست ها با استفاد از روش گرادیانت منقطـع          

 گرادیانــت منقطــع ســاکارز بــرای جداســازی و تکنیــک: ســاکارز
ــه اووسی  ــیص اولی ــاس    تخل ــر اس ــپوریدیوم ب ــای کریپتوس ــت ه س

با مخلوط نمـودن    .شناورسازی نمونه در محلول قندی بنا شده است       
 میلـی لیتـر فنـل    9 گـرم سـاکارز و       500 میلی لیتـر آب مقطـر،        320

با اضافه کردن بافر فسفات     . تهیه شد ) Scheather's(محلول شیتر   
   از محلول فوق دو رقـت   Tween80% 1 مولار و 025/0سالین 

 تهیـه  064/1 با وزن مخصوص 1: 4 و103/1با وزن مخصوص    1: 2
 را در یک لولـه سـانتریفوژ        1: 2 میلی لیتر از محلول با رقت        10. شد

 میلـی لیتـر از      10 میلی لیتری ریخته و بـر روی آن          50پلی پروپیلنی   
 میلی لیتر از نمونـه مـدفوع صـاف          5. شداضافه   1: 4محلول با رقت    

ت پتاسیم نگهداری می شد  بر روی محلول         شده که در دی کروما    
 لولـه قـرار داده      16در هـر سـانتریفوژ      . شداضافه  ) 1: 4رقت  (رویی  

.  سـانتریفوژ شـدند    g 1500 دقیقـه بـا دور       30شد و لوله ها به مدت       
پس از سانتریفوژ در هر لوله چهار لایه تشـکیل شـد کـه از بـالا بـه                   

خالصـی هـای مـدفوع،      مـواد زائـد و نا     : پایین به ایـن ترتیـب بودنـد       
هر لایه با دقت    . و لایه رسوب   1: 2، محلول رقیق    1: 4محلول رقیق   

جدا و لایه رسوب نیز از نظر وجود اووسیست مـورد بررسـی قـرار               
 85/0  با بـافر فسـفات سـالین          1: 4 و   1: 2مخلوط لایه های    . گرفت

لوله های حاوی محلول رقیق شـده، سـانتریفوژ  و           . شددرصد رقیق   
با وارد کردن رسوب های جمـع آوری        . ویی دور ریخته شد   مایع ر 

یک سوسپانسـیون   % 5/2 میلی لیتر دی کرومات پتاسیم       40شده در   
 میلی لیتر از سوسپانسیون تهیه شـده را         5مانند مراحل قبل،    . تهیه شد 

 در یـک لولـه جدیـد ریختـه و     1: 4و  1: 2بر روی محلولهای رقیق  
صل که حاوی اووسیسـت هـای       در پایان رسوب حا   . شدسانتریفوژ  

 . مخلوط شد% 5/2 میلی لیتر دی کرومات پتاسیم 4می باشد با  انگل
جداسازی و تخلیص اووسیست ها با استفاده از گرادیانت 

  قسمت1 قسمت پرکول، 9با مخلوط کردن  :پرکول
 10× Alsever's  1 قسمت 9و× Alsever's محلول ،

یک میلی لیتر  .شد تهیه g/ml 09/1 پرکول با وزن مخصوص
 گرادیانت روشآمده از مرحله دوم  به دستاز اووسیست های 

 میلی لیتر محلول پرکول اضافه شد و 9منقطع ساکارز بر روی 
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 های کریپتوسپوریدیوم ها و اسپروزوئیت جداسازی و تخلیص اووسیست

20 84، بهار 1ماره، ش8مجله علوم پایه پزشکی ایران، جلد        

 

 22000 دقیقه در حرارت اتاق و با سرعت 30لوله ها به مدت 
پس از سانتریفوژ در بالای لوله باکتریهای . دور سانتریفوژ شدند
لایه .  پایین لوله اووسیست ها قرار گرفتندموجود در نمونه و در

 شسته شده و از نظر وجود PBSمربوط به اووسیست ها با بافر 
اووسیست های . اووسیست یا ناخالصی مورد بررسی قرار گرفت

و % 5/2جداسازی شده با این تکنیک در دی کرومات پتاسیم 
 .    درجه سانتیگراد نگهداری شدند4در 

های به دست  اووسیست :پروزوئیت هاجداسازی و تخلیص اس
عملیات . ه شد شستشو دادPBSآمده به کمک پرکول با 

. انجام می شد g1500 دقیقه و با دور 10شستشو سه بار، هر بار 
 20اووسیست های به دست آمده از مرحله آخر شستشو در 

که در  طوریه  به شد تعلیق درآورد به صورت PBSمیلی لیتر 
 اووسیست انگل 1ـ2 ×10 8این سوسپانسیون هر میلی لیتر از 

سپس سوسپانسیون اووسیست ها با حجم مساوی . وجود داشت
سدیم  ،%5/0ترپسین (از ماده استخراج کننده اسپروزوئیت 

مخلوط شده و به )  درصدPBS 5/1تائوروکلات محلول در 
گراد نگهداری   درجه سانتی37 دقیقه در حرارت 40ـ 60مدت 

 Alsever’s این مرحله با کمک محلول بعد از). 5(شد 
سوسپانسیون را شستشو داده و محلول استخراج موجود در آن 

با وارد نمودن رسوب اسپروزوئیت های آزاد، . گردیدحذف 
 میلی لیتر محلول 4دیواره اووسیستها و اووسیست های سالم در 

1× Alsevar’s1.  سوسپانسیون جدیدی تهیه گردید  
 میلی لیتر محلول 9پانسیون جدید  بر روی میلی لیتر از سوس

 سانتریفوژ g 22000 دقیقه و با دور 30پرکول اضافه و  به مدت 
 شسته و PBSباندهایی که پس از سانتریفوژ تشکیل شد  با . شد

های خالص، دیواره اووسیست ها و  از نظر حضور اسپروزوئیت
 . گرفتناخالصی ها مورد بررسی قرار 

 
 نتایج

کـه  را  لایه مربوط به اووسیست های نمونـه        ) A( 1در شکل   
با روش گرادیانت منقطع ساکارز تشکیل شده است   مـی تـوان              

مراحــل جداســازی و تخلــیص اووسیســت هــا و . مشــاهده نمــود
 3 و 2اسپروزوئیت هـای کریپتوسـپوریدیوم نیـز در شـکل هـای         

هر مرحله از تکنیکهای یاد شده بدون اینکـه         . نشان داده شده اند   
تعــداد .  اووسیســت هــا آســیبی وارد کننــد انجــام مــی شــوند بــه

اووسیسـت هــای موجــود در نمونــه کـه بــا روشــهای گرادیانــت   
ــوند      ــی ش ــازی م ــول جداس ــت پرک ــاکارز و گرادیان ــع س  منقط

ــکل در  ــازی    5ش ــالص س ــها در خ ــک از روش ــر ی ــازدهی ه  و ب
 .  نشان داده شده است6 در شکل اووسیست ها

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 گرادیانت منقطع روشمرحله اول ): ه سمت چپلول . (A: 1شکل 

ناخالصی های . ساکارز بر روی نمونه مدفوع صاف شده را نشان می دهد
در حد ) O(و اووسیستها  1: 4نمونه در بالای لوله و در سطح لایه رقیق 

 ):لوله سمت راست. ( قرار گرفته اند1: 4 و 1: 2 فاصل لایه های رقیق
  ساکارز بر روی اووسیست های مرحله دوم گرادیانت منقطع

 .به دست آمده از مرحله اول را نشان می دهد
 

ــه اول گرادیانــت منقطــع ســاکارز، عمــدتاً   از % 61در مرحل
 1: 2 اووسیست های بدون آلودگی در حد فاصل بین لایه هـای          

از اووسیست هـایی    % 10تقریباً  ). 1شکل  ( قرار می گیرند     1: 4و  
سازی می شـوند نیـز دارای آلـودگی         جدا1: 2که از لایه با رقت      

بقیه اووسیست ها نیز    . با مواد زائد و باکتریهای مدفوع می باشند       
یا در طی شستشو از نمونه حذف شده و یا در هنگـام سـانتریفوژ              

در مرحلـه دوم    . ته نشین شده و در لایه رسوب قرار مـی گیرنـد           
ــاکارز   ــع س ــت منقط ــازی  % 72گردایان ــا جداس  از اووسیســت ه

ند و ایـن در حـالی اسـت کـه بـا انجـام روش گرادیانـت         می شو 
 . از اووسیست ها جداسازی می شوند% 77پرکول 

بعــد از انجــام مرحلــه اول گرادیانــت منقطــع ســاکارز، جــدا 
کردن اووسیسـت هـا از ناخالصـی هـا و باکتریهـای موجـود در                

 نشـان مـی دهـد       1شـکل   . مدفوع خیلی راحت تر انجام می شود      
 1: 4و  1: 2نگل در حد فاصل لایه بـا رقـت    که اووسیست های ا   

قرار می گیرند اما ناخالصی ها و باکتریهای موجود در نمونـه در   
اووسیست هایی کـه    . واقع می شوند   1: 4 سطح و قسمتی از لایه    

از مرحله دوم گرادیانت منقطع ساکارز جـدا مـی شـوند حـاوی              
بـا  مقدار کمی از باکتریهـای موجـود در مـدفوع مـی باشـند امـا         
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طور یکدسـت از    ه   گرادیانت پرکول اووسیست ها ب      روش انجام
 ). 2شکل (باکتریها و ناخالصی ها پاکسازی می شوند 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
متد گرادیانت پرکول را بر روی اووسیست های تقریبـاً خـالص            : 2شکل  
 آمده از مرحله دوم روش گرادیانت منقطـع سـاکارز نشـان             به دست شده  
در پـایین لولـه     ) O(ا شده در بالا و اووسیست ها        باکتریهای جد . دهد می

 .مشاهده می شوند
 

آمده از مرحله گرادیانت پرکول را  به دست اووسیست های   
و سرد تمـاس داده   % 5/0 دقیقه با هیپوکلریت سدیم 10به مدت  
) TSB) Trypticase soy broth آنهـا را در محـیط   در نهایت

 هفتـه   1 به مـدت      حاوی انگل    TSBمحیط کشت   . وارد کردیم 
نکته جالب توجه ایـن اسـت کـه بـا           . شد درجه نگهداری    37در  

احتمـال  % 5/2نگهداری اووسیست ها در دی کرومـات پتاسـیم          
رشد باکتریها و سایر میکروارگانیسـمها وجـود دارد در حالیکـه            
تماس اووسیست ها بـا هیپوکلریـت سـدیم باعـث جلـوگیری از              

در .  مــی شــودTSBرشــد میکروارگانیســمها در محــیط کشــت 
 هفته از تعلیق اووسیست ها در محـیط      1بررسی حاضر نیز بعد از      

بررسـی زنـده     . هیچ میکروارگانیسمی مشاهده نشد    TSBکشت  
ــا تلقــیح     ــودن و عفونــت زایــی اووسیســت هــای جــدا شــده ب  ب

اثبـات    BALB/c اووسیست به موشـهای  10000موفقیت آمیز 
 . شد

 و دیـواره اووسیسـت هـا        لایه های مربوط به اسپروزوئیت ها     
 3 گرادیانت پرکول جدا شده انـد، در شـکل         روشکه به کمک    

ــا روش  . نشــان داده شــده اســت اووسیتســت هــای جــدا شــده ب
ــکل    ــاکارز در ش ــع س ــت منقط ــای  A3گرادیان  و اووسیســت ه

ــه کمــک روش گرادیانــت پرکــول در شــکل     تخلــیص شــده ب
)B و C( 4نشان داده شده اند  . 

 
 
 
 
 
 
 

 
  قبلاً با که گرادیانت پرکول را بر روی اووسیست هایی شرو: 3شکل 

دیواره . ماده استخراج کننده اسپروزوئیت مخلوط شده اند، نشان می دهد
در پایین لوله دیده ) SP(در بالا و اسپروزوئیت ها ) OW(اووسیست های انگل 

 گرادیانت منقطع روشاووسیست های جدا شده به کمک . A .می شوند
 .ساکارز
 

 
 
 
 
 

 آمده از مرحله گرادیانت پرکول  به دستاووسیست های ) C و B: (4شکل 
 .دهد را نشان می

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

و دوم ) 1ºS(درصد اووسیست های جدا شده از مراحل اول : 5شکل 
)2ºS (گرادیانت منقطع ساکارز و گرادیانت پرکولروش )P) .(OO : (

 .ده موجود می باشداووسیست های اصلی که در نمونه مدفوع صاف ش
 
 

، تعــداد اســپروزوئیت، اووسیســت ســالم و دیــواره  7شــکل 
اووسیست را که در مرحله گرادیانت پرکول جدا شده اند نشـان    

 گرادیانت پرکـول   روشهایمیزان بازدهی و مفید بودن    . می دهد 
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و گرادیانت منقطع ساکارز که در جداسازی هر یـک از مـوارد              
 . نشان داده شده است6یز در شکل بالا به کار برده شده اند ن

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 گرادیانت روش) 2ºS(و دوم ) 1ºS(بازدهی مراحل اول . A: 6شکل 
در جداسازی اووسیست های ) P(منقطع ساکارز و گرادیانت پرکول 

بازدهی روش گرادیانت پرکول در جداسازی . B. کریپتوسپوریدیوم
 و اسپروزوئیت ها) OW(یستها  ، دیواره اووس)IO(اووسیست های سالم 

)SP.( 
 

 
 
 
 

 
 
 

و ) OW(، دیواره اووسیست )IO(تعداد اووسیست سالم : 7شکل
تعداد ) OO. (جدا شده به کمک گرادیانت پرکول) SP(اسپروزوئیت 

 .    استexcystationاووسیست اصلی تهیه شده برای عمل  
 

 شدند خالص تهیه فرم به ی که در این بررسی یاسپروزوئیت ها
از آنها با اووسیست % 2/2فاقد دیواره اووسیست بوده و فقط 

بعد از انجام ) . 13/7× 107±  00/3×107(سالم آلوده بودند 
در )  درصد85(گرادیانت پرکول دیواره اووسیست ها روش 

در ته لوله و )  درصد63(بالای لوله و اسپروزوئیت های سالم 
. قرار گرفتند)  درصد27(چسبیده به لایه اووسیست های سالم 

تعداد کمی از اووسیست ها نیز تخریب شده و یا نسبت به ماده 
استخراج مقاومت نشان دادند که اینها در فاصله بین لایه های 

 . دیواره اووسیست ها و اسپروزوئیت ها جای گرفتند

 بحث
بعد از صاف کردن نمونه های مدفوع با استفاده از فیلترهای 

 درصد 5/2مونه را در دی کرومات پتاسیم مخصوص، می توان ن
 ماه نگهداری نمود، بدون اینکه 4گراد به مدت   درجه سانتی4و 

اثری بر روی توانایی زنده ماندن یا خاصیت عفونت زایی 
 . اووسیست ها در موش یا گوساله ها ایجاد شود

Jakson فلوتاسیون با محلول شیتر توانسته  روش با استفاده از 
 را از مدفوع بره ها Eimeria arloingiست های است اووسی

 98 درصد و 2/60بین آنها در  بررسی ). 12(جداسازی نماید 
درصد از اووسیست های جدا شده به مواد ناخالص و باکتری 

که  تجارب ما در این مطالعه نشان داد. آلوده بوده اند
سازی اووسیست های کریپتوسپوریدیوم با استفاده از  خالص
. شناورسازی با محلول شیتر اغلب رضایت بخش نمی باشد روش

اگرچه اووسیست های جدا شده با این تکنیک به میزان زیادی 
 جدا شدند اما این اووسیست ها همراه با باکتری ها و سایر 

های مدفوعی بوده و نیازمند یک مرحله خالص سازی  لصیناخا
عه از آنها  این مطالدری که یروشها و تکنیکها .اضافی بودند

 دارای مزایای ویژه ای هستند که از آن جمله می توان شداستفاده 
به انجام آسان، جداسازی و تخلیص تعداد زیادی اووسیست و 
. اسپروزوئیت انگل و ارزان قیمت بودن آنها اشاره نمود

اووسیست هایی که در پایان مرحله دوم روش گرادیانت منقطع 
برای انجام بعضی از )  تعدادکل درصد44(ساکارز جدا می شوند 

. آزمایشات مناسب و عاری از ناخالصی های مدفوعی می باشند
 درصد کل اووسیست ها نیز به شکل خالص در مرحله 34بیش از 

اووسیست های جدا شده از این . گرادیانت پرکول جدا می شوند
 . مرحله واقعاً عفونت زا و عاری از آلودگی های میکروبی هستند

Heyman یک به عنوان  و همکارانش بیان می کنند که فنل
ماده فرعی ممکن است باعث تغییر در خاصیت آنتی ژنیکی دیواره 

  حاضر در اووسیست هایسیدر برر. )9( اووسیست انگل شود
جدا شده با تکنینک گرادیانت منقطع ساکارز که فنل جزئی از 

 ،لونالترکیبات آن است و با استفاده از آنتی بادیهای منوک
هیچگونه تغییری در خاصیت آنتی ژنیسیته دیواره اووسیست های 

به عنوان آمده  به دستاووسیست های  .انگل مشاهده نگردید
منبع مهمی جهت تهیه دیواره اووسیست یا اسپروزوئیت در 
بسیاری از بررسی های بیوشیمیایی و مولکولی و نیز در مطالعات 
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 ایمنی میزبان در برابر ایمنولوژیک که به بررسی پاسخهای 
 .آنتی ژنهای انگل می پردازد، کاربرد دارند

جداسازی و تخلیص اسپروزوئیت های کریپتوسپوریدیوم ارزش 
خصوص مطالعاتی که در ه ویژه ای برای مطالعات آزمایشگاهی ب

نتایج یک بررسی .  انجام می شوند خواهد داشتIn vitroشرایط 
 تلقیح اووسیست های نشان می دهد که چند ساعت پس از

Eimeria bovis به محیط کشت سلولی، انگل باعث مرگ سلولها 
حذف ناخالصی ها و مواد زائد چسبیده به دیواره ). 6(می شود 

  باعث افزایش تعدادEimeria adenoidesاووسیست های 
  ).3(اسپروزوئیت ها در مراحل اولیه تکامل انگل می شود 

ه دیواره اووسیست انگلهای این مطالعات نشان می دهند ک
کوکسیدیا و یا ترشحات حاصل از اووسیست این انگل ها حاوی 
توکسین و یا مواد سمی است که اثرات زیان آوری را بر روی محیط 

در مجموع این مطلب به این معنا است . کشت سلولی اعمال می کنند
که تخلیص اسپروزوئیت های کریپتوسپوریدیوم از اهمیت ویژه ای 

خوردار است، زیرا تلقیح اسپروزوئیت های آلوده با تعداد زیادی بر
خصوص ه اووسیست می تواند منجر به اغتشاش و آشفتگی گردد، ب

 In vitroدر شرایط (زمانی که در حال بررسی زندگی انگل باشیم 
دیواره اووسیست ها به سلولهای فیبروبلاست می چسبند و در عفونت 

 ).  هستندایجاد شده غیر قابل تشخیص
 با Eimeriaگزارشاتی مبنی بر تخلیص اسپروزوئیت های 

و ستونهای ) 17(استفاده از ستونهای حاوی لایه های شیشه ای 
در بعضی از مقالات دیده می شود، اما ) 15(حاوی لایه های نایلون 

هیچ یک از این روشها برای جداسازی اسپروزوئیت های 
در مطالعه حاضر تکنیک . کریپتوسپوریدیوم استفاده نشده است

جداسازی های کریپتوسپوریدیوم را  گرادیانت پرکول اسپروزوئیت
نموده و باعث تفکیک دیواره اووسیست ها و اووسیست های سالم 

میزان اسپروزوئیت های جدا شده در این . از یکدیگر می شود
 درصد 2/2 درصد یا بیشتر بوده که به طور تقریبی با 63روش 

درجه آلودگی اسپروزوئیت ها به . م آلوده بودنداووسیست سال
اسپروزوئیت های  . اووسیست ها وابسته استexcystationمیزان 

، آنالیز ELISAبه دست آمده با این روش جهت انجام آزمایشات 
 و وسترن بلات و نیز جهت تجزیه SDS-PAGE توسطآنتی ژن 

DNAچنین هم. مناسب می باشندهای مولکولی بسیار   در بررسی
این اسپروزوئیت ها عفونت زا بوده و جهت مطالعات کشت 

 .   مفید می باشدIn vitroانگل در شرایط
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