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زیسسریع کریپتوکوکوتشخیصآمیزي جهت روش جدید رنگ 

1اعظم فتاحی، 3سهیلا محمودپور، 2، نوشین عبدالملکی1صادق خداویسی

تهران، دانشگاه علوم پزشکی پزشکیقارچ شناسیدانشجوي دکتري تخصصی1
کردستان، دانشگاه علوم پزشکی علوم آزمایشگاهیکارشناس2

آزمایشگاه پاستور، سنندجدکتري علوم آزمایشگاهی، 3

: خلاصه
به صورت فرصت طلـب در بیمـاران بـا    اي است که معمولاًریپتوکوکوزیس بیماري قارچی کشندهک

در .باشـد مـی آناصلیوس نئوفورمنس پاتوژن کریپتوکوکوشودمیمشاهدهسیستم ایمنی ضعیف 
آمیـزي رنـگ نیـز وجـوهر هنـدي  فاده ازــــ ـبا استمیزي منفی آروش رنگازآزمایشگاه معمولاً

ولـی از  ،شـود اسـتفاده مـی  )نئوفورمنسبه طور انتخابی براي شناسائی کریپتوکوکوس(بلون ییسلآ
براي مقابله با چنـین محـدودیتی  استضروريبراي درمان عوامل بیماري تشخیص سریع آنجا که 

د کریپتوکوکـوس را  توان ـکـه بـه سـرعت مـی    شده اسـت  ابداعشناسائی و روش جدید رنگ آمیزي
که کندرنگ آمیزي ايبه گونهراس کریپتوکوکواست قادرن روش منحصر به فرد ای. شناسائی نماید

مقایسـه  در. شـمارش باشـد  شناسـائی و  قابل با استفاده از میکروسکوپ نوريومستقیم صورتبه 
برتـري و مزیـت   دارايبلو، ایـن روش ن ییسلآهاي قدیمی نظیر جوهر هندي وروش جدید با روش

بـا  واختصاصی بـوده و، قاطع پایدارروش این .باشدمیخاصی براي شناسائی سریع کریپتوکوکوس
.باشدمیاستفادهقابلدر اکثر نقاط دنیا توجه به کم هزینه بودن

:مقدمه
.)2،1(باشــد مــیضــعف سیســتم ایمنــی بیمــاري قــارچی کشــنده در افــراد بــا، کریپتوکوکــوزیس

هاي این جنس ترین پاتوژنمهمبه میزان کمتري کریپتوکوکوس گاتی وس نئوفورمنس وکریپتوکوک
.)3(باشـند مـی تهدیدي براي حیات انسـان  مننژیت وويریهايعفونتبا ایجاد هستند که قارچی 

لارنتی س وتولاوتوگیونیس،لومیکووه،وسرواتوکس،وآلبیدکریپتوکوکوس از جملههاي گونهسایر 
.نقش دارندهاي فرصت طلب عفونتجادایدرنیز

بنابراین ،)4ـ9(باشدسریع میآزمایشگاهی فرصت طلب نیازمند تشخیص هاي عفونتدرمان سریع 
هاي با دقت جهت شناسایی کریپتوکوکوس در آزمایشگاههاي سریع وهاي اخیر نیاز به تستدر سال

اسـمیر  ،سزیص کریپتوکوکـو تشـخی هـاي رایـج  از روش. رسـد به نظـر مـی  تشخیص طبی ضروري
از بعـد سـریعاً درمان بیمـاري ). 1،2،10ـ12(باشدسرولوژي میکشت و، هیستوپاتولوژي،مستقیم

شـود آغـاز مـی  خـون  از کشـت ارگانیسـم جداسـازي ومایع مغزي نخـاعی تشخیص میکروسکوپی
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در حالیست کـه  و اینشوداز جوهر هندي استفاده میبراي تهیه اسمیر مستقیم معمولاً.)13ـ16(
.)17(دهدرا نشان میباشد میمثبتها نیز آنکشت که درصد موارد مثبت60جوهر هندي تنها 

میکروسکوپیآزمایش
کپسـول  که بوسـیله بودهمترمیلی10تا 5به قطر تا بیضی شکل هاي کریپتوکوکوس کرويسلول

ژن کریپتوکوکوسنتیآبعنوان که استترکیباتی حاوي کپسول .)18(انداحاطه شدهساکاریدي پلی
کـه ایـن   آیـد گاهی در مواردي از بیمـاري پـیش مـی   البته.)13(کندعمل میو فاکتور بیماریزایی 

هاي کـروي و سلول.)2(شودحاصل مینتایج منفی کاذب آمد عمل کرده وکارژن به صورت ناآنتی
هـایی  البتـه در نمونـه  . شمارش کردکانتر سلتوان بوسیلهمیراکریپتوکوکوس بزرگ شبه مخمري 

رنـگ  .ها کمی مشکل خواهـد بـود  و آلودگیWBCتشخیص کریپتوکوکوس از ذرات CSFمانند 
منتشـره  بـه فـرم   که يایدزبیمارانبلو همچنین براي تشخیص کریپتوکوکوزیس در نیسیلآمیزي آ

.)19(شوداستفاده میزیس مبتلا هستند، کریپتوکوکو
بلو براي شناسـایی کریپتوکوکـوس   اي با استفاده از اوانسسادهآمیزي مستقیم وروش رنگازاخیراً

ی آسـان در این روش کریپتوکوکوس بـه  نام دارد) Wan(ون که روش رنگ آمیزي شوداستفاده می
.باشدمیمشاهدهزیر میکروسکوپ قابل رنگ شده و

:هاروشمواد و
هاي رنگ آمیزيمحلول

سـی اسـید   بلو در محلولی حاوي یـک سـی  اوانساز حل کردن یک گرمن ورنگ آمیزي حلولم-1
.آیدسی آب مقطر به دست میسی99استیک غلیظ و 

سی اسید اسـتیک و ر یک سیدبلونیبلو از حل کردن یک گرم آلیسنیرنگ آمیزي آلیسمحلول -2
.آیدسی آب مقطر به دست میسی99

هامحیطهاي قارچی واسترین
ا بعنـوان نمونـه   زروگـو کاندیـدا ولوزیتانیاا کاندیدتی،نلارکریپتوکوکوسآلبیدوس،سکریپتوکوکو

لارنتـی  پتوکوکـوس یکرو)ATCC32609(نئوفـورمنس  پتوکوکـوس یکروکنترل کیفی خارجی
)ATCC18803 (آگـار ومحـیط سـابور  در هـا  تمـام ایزولـه  .کنترل کیفی استفاده شـد به منظور

گـراد  درجـه سـانتی  35در حـرارت  ساعت 48تا24به مدت آزمایش،قبل از هروندشدنگهداري
.ندکشت داده شد

:مورد آزمایشهاينمونه
کریپتوکوکوس وهاي چقارانسانی همراه با WBCهاي سلولسوسپانسیون یکنواختی از :Aنمونه

.شودسی سرم فیزیولوژي تهیه میسی2کاندیدا در 
.کنیمحلول فوق اضافه میمکریپتوکوکوس را به:Bنمونه
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و40بـا عدسـی   مخلـوط کـرده و  از رنگ ونلاندا50بافوق راهايحلولمهر کدام از ازلاندا50
. کنیمبررسی میزیر میکروسکوپ 100

نمونـه  11گرفته شده از بیمـاران آنسـفالیت مغـزي و   CSFنمونه73مجموعاً:هاي بالینینمونه
نمونـه کشـت خـون در ایـن     3وتحتانیتنفسیدستگاه هايعفونتلا بهمبتبیماران ازمایع لاواژ

.مطالعه مورد بررسی قرار گرفتند
ون رنـگ آمیـزي   هـاي جـوهر هنـدي و   رنگبراي شناسایی کریپتوکوکوس ازي بالینیهانمونهدر 

هـاي دسـتی   کانتربا کمک سلهاي قارچی سلول،کریپتوکوکوسدر صورت جدا شدن.استفاده شد
از )سـلول بـر میکرولیتـر    1000-2000و 100-10،200-20(هـاي  رقـت .شـدند ارش مـی شـم 

، جـوهر  ن بلویهاي آلیسهر نمونه سه بار با رنگ آمیزي. تهیه شدCSFکریپتوکوکوس جدا شده از 
.ندکانتر شمارش شدهم توسط سلهر بارآزمایش ورنگ آمیزي ونهندي و

:نتایج
و کاندیدا س کوکریپتوکوهاي رایج گونهترکیبی از و همچنینکوس کویپتوکرشایع بالینیهايگونه

و بـالینی  هاينمونهجدا شده از لارنتی C.ولبیدوسآC..ندهمزمان به روش ون رنگ آمیزي شد
بـی یـا   رنگ آبه استفاده شده بودندکنترل کیفیتجهتلارنتی که.Cنئوفورمنس و .Cهمچنین

رنـگ  و تروپیکـالیس گلابراتـا  کاندیـداهاي وهاي سفید خـون  بولالیکه گل، در حنددمآربی تیره دآ
رنگ پـذیري داشـته   یک درصدکمتر ازنیزاوزروگکاندیداکه استبه ذکر لازم همچنین .نگرفتند

قابـل  کاندیـدا هـاي شـایع  نمونهازکاملاًرنگ آمیزي شده وسهاي کریپتوکوکبنابراین سلولاست،
.باشدمیوسکریپتوکوکدرتشخیصروش ونان دهنده دقت و توانائیاین نش. هستندتشخیص 

هاي شایع با روش ونقارچنتایج رنگ آمیزي .1تصویر 
A (گردددر رنگ آمیزي ون آبی رنگ مشاهده میلبیدوسکریپتوکوکوس آ .
B (پتوکوکوس نئوفورمنس یکر)ATCC 32609 (یـدا  هـاي کاند به رنگ آبی در آمده در حالیکه سلول

.گلابراتا رنگ نگرفتند
C (کرپتوکوکوس لارنتی(ATCC 18803)     به رنگ آبی درآمده امـا کاندیـدا تروپیکـالیس و کاندیـدا

.گلابراتا رنگ نگرفتند
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آمیزي ونگدر روش رنآمیزيرنگثبات
در فواصل زمـانی متفـاوت   کاندیداراي ترکیبی از کریپتوکوکوس وون برنگ آمیزي استمرار و دوام 

دقیقه رنگ گرفت 1مدت زمانکریپتوکوکوس در.)دقیقه60و 30، 5، 1(قرار گرفتمورد مقایسه
و پایـدار  روش رنـگ آمیـزي ون یـک روش    . زمـانی رنـگ نگرفـت   در این فاصلهکاندیدادر حالیکه

،همزمـان رنـگ آمیـزي   در .باشـد مـی وسهـاي کریپتوکوک ـ آمیـزي سـلول  گبـراي رن ـ صیاختصا
. اسـت یکسال قابل نگهـداري در دماي اتاق تابوده وقابل تشخیص از کاندیدا لاًکریپتوکوکوس کام

کریپتوکوکـوس در نمونـه   بـالینی روش آزمایشـگاهی ون بـراي شناسـائی سـریع     اسـتفاده احتمال
نیـز روش  نمونه بالینی را با روش جدید معرفی شده ووگرفته استشگاهی مورد بررسی قرار آزمای

.قرار دادندمقایسهرد بررسی و مورایج جوهر هندي 
دو روش ون و جـوهر  اب ـکشـت خـون   مایع لاواژ و ،CSFهاي نمونهبراي شناسائی کریپتوکوکوس 

هـاي نمونـه 3/3و CSFهـاي نمونـه 3/73در وسهاي کریپتوکوکسلولآمیزي شدند؛گهندي رن
مشـاهده ریپتوکوکـوس  کنمونه مـایع لاواژ 11هیچکدام از دردرحالیکه . شدندتشخیص دادهخون
در .باشـد مـی کریپتوکوکـوس  رنـگ آمیـزي  همانند روش رنگ آمیزي ون قادر بهن بلوییسلآ. نشد

هـا  توکوکوسپین جهت جلوگیري از چسبندگی کریسن بلو مهارت تکنیهنگام استفاده از رنگ آلیس
.مهم است

منفـی پاسـخ د منجر بهتوانمیگ آمیزي جوهر هندي نسبت به نمونهدر رنزمینهحجم بالاي رنگ
رنگ آبی بهکریپتوکوکوسهايسلولون روش رنگ آمیزيدرحالیکهدر .در این روش شودکاذب

. باشندقابل مشاهده میسلولیتجمعفاقد شفاف وزمینه در درخشانهاي همراه با کپسول
نتـایج منفـی   د تعداشد که مشاهدهکاذبمنفیپاسخ هاي انجام شده، رنگ آمیزيدر بررسی نتایج

نمونـه تسـت انجـام    10از .باشـد میبسیار کمتر درمقایسه با روش جوهر هنديبا روش ون کاذب
مربوط به روش بدست آمدهاز نتایج منفی کاذبکمیبسیار درصد،شده در مقایسه با جوهر هندي

سـلول  20تا 10(وسهاي کریپتوکوکسلولپایینهايرقتدرصرفاًاین امر ، که )%3(.باشدون می
. استرخ داده)در میکرولیتر 

تري از روش وندرصـد بـالا  رنگ آمیـزي جـوهر هنـدي،    روشبه دست آمده در نتایج منفی کاذب
و ) در میکرولیترسلول20تا 10(هاي کریپتوکوکوسدر رقت پایین سلولآن % 8که )%10(داشته 

.باشدمی)در میکرولیترسلول200تا 100(قت متوسط ردر % 2
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.آمیزي ونرنگ پایداري-2تصویر
با یکـدیگر  هاي متفاوت زماندرکاندیداودر ترکیبی از کریپتوکوکوسروش ون به رنگ آمیزيپایداري

.مقایسه گردید
A (1دقیقه،B (5دقیقه،C (30و دقیقهD (60دقیقه.

هـاي ، در حالیکه سلولقابل مشاهده بودندیک دقیقه بعد از آمیزي ون رنگباکریپتوکوکوس هاي سلول
.رنگ نگرفتنددقیقه60بعد از حتیکاندیدا

رنگ آمیزي شده با روش ونوسهاي کریپتوکوکسلولشمارش
قابـل تشـخیص از   شده بـه روش ون کـاملاً  آمیزيرنگوسهاي کریپتوکوکشد سلولچنانچه ذکر 

WBC ایـن امـر   کـه  اسـت روشـن زمینه کاملاًرنگ آمیزي ون در روش رنگ . باشندیمکاندیداو
.)5تصویر (شودمیکانتر سلهاي کریپتوکوکال در سلولواضحو آسان شمارش موجب 

دقـت  تـر بـوده و  مشـکل رنـگ  ها بدلیل تجمعشمارش سلولدر رنگ آمیزي آلیسین بلو در مقابل، 
ن بلـو یآلیس ـدقت شمارش در روش ون بهتر از روش رنگ آمیـزي  اینبنابرباشد،شمارش کمتر می

.بررسی شد)cells/μl10×102،2×103،2×2(بوسیله سه رقتکه صحت آن باشدمی
مربوط به منفی کاذب بیشترنتایج (استاندك ن بلویآلیسرنگ آمیزيدر یسلولشمارشمیانگین 

). ه استتوضیح داده شدقبلاًکه باشداین روش می
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40با عدسی رنگ آمیزي ونروشپایداري.3تصویر شماره 
مختلـف و فواصـل زمـانی  ي اتاق در دما،به طور همزمان با روش ونکاندیداکوس و ترکیبی از کریپتوکو

:گرفتندمورد آزمایش قرار 
 ـ   )Dماه، و C (1ماه، B(6، یک سال)Aبه ترتیب،  در همـان روز  (ک روز در فاصـله زمـانی کمتـر از ی

)آزمایش
بـرخلاف  هـاي کریپتوکوکـوس   سـلول مشـاهده شـد  که همیزي ون داراي ثبات بالائی بودآروش رنگ 

).A(کنندتا یکسال رنگ را حفظ میکاندیداهاي سلول

مقایسه روش رنگ آمیزي کریپتوکوکوس با سه روش مختلف.4تصویر شماره
(Aافتدکه اغلب اتفاق میهاي کریپتوکوکوسع سلولتجم: ن بلویروش آلیس.
B (هـاي شـفاف در   به صورت آبی با کپسـول رنگ آمیزي ونوس در هاي کریپتوکوکسلول: روش ون

.شوندواضح بدون تجمع سلولی مشاهده میايزمینه
C (به خود اختصاص داده استآمیزي را رنگرنگ زمینه قسمت اعظم : روش جوهر هندي.
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آنهاشمارش به روش ون وهاي کریپتوکوکوکوسرنگ آمیزي سلول. 5تصویر شماره
هـاي  سـلول وهـاي سـفید کاندیـدا   از سلولبه راحتی درآمده وآبیبه رنگ هاي کریپتوکوکوسسلول

WBC)باشندقابل تشخیص می)بزرگترنسبتاًاي هاندازهبا.

نمـائی  بـا بزرگ جوهر هنديو روش رنگ آمیزي ون و هاي کریپتوکوکوس در دضوح سلولمقایسه و
حتـی .باشدمیبه جوهر هندينسبت رنگ آمیزي ون وضوح بیشترنشان دهنده ) 100عدسی (بالا

داخـل  هايساختار). 6Bو 6Aمقایسه تصویر شماره (شده است بزرگ خیلیکه تصویر در مواقعی
واضـح اي زمینـه در شـفاف کپسـول ده وبـو واضح کاملاًون رنگ آمیزي درکریپتوکوکوس سلولی

). 6Bتصویر (دشومیمشاهده
در مخصوصـاً (هـاي کریپتوکوکـوس   بر روي سلولماننديروکشحالتجوهر هندي رنگ آمیزي

این در حـالی اسـت کـه    . دشومنفی کاذب میپاسخ منجر بهکه کندایجاد می)هاي کوچکترسلول
قابـل مشـاهده  و بـه وضـوح   شـته نداسلول در رنگ پذیريثیريتأ،ونرنگ آمیزي اندازه سلول در 

). 6Dو 6Cمقایسه تصویر شماره (باشدمی
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کوسهاي کریپتوکوزي هندي بر روي سلولرنگ آمیمقایسه روش رنگ آمیزي ون و :6تصویر شماره 
A (هاي شفاف در رنگ آمیزي جوهر هندي کپسولهاي کریپتوکوکوس باسلول)100عدسی (
B (شـفاف  ه به روش ون که همراه بـا کپسـول  ساختارهاي داخل سلولی کریپتوکوکوس رنگ آمیزي شد

.باشندبوضوح قابل مشاهده می
C (ـ هاي شـفاف و  جوهر هندي با کپسولهاي کریپتوکوکوس رنگ آمیزي شده باسلول  لول چنـدین س

).40عدسی (باشند هندي میقارچی پوشیده از جوهر
D (قـارچی بـا   هیچگونه سلول. رنگ آمیزي شده با روش ون در زمنیه شفافکریپتوکوکوسهاي سلول

.این روش پوشیده نشده است

:نتیجه گیري
هـاي  مسـتقیم سـلول  شـمارش قادر به بوسیله آنآزمایشگاه که استجدید یوشررنگ آمیزي ون
در ایـن  .باشـد مـی و جایگزینی براي روش جوهر هنـدي ده نوري بومیکروسکوپباکریپتوکوکوس 

در زیر میکروسکوپ بی روشن آسلول به رنگ کوس به رنگ آبی تیره و کریپتوکوغشاء سلولی روش 
شـبه هـاي به طوریکه قـارچ داشتهکریپتوکوکوس براياختصاصیت بالایی این روش .شوددیده می

.شـوند میا رنگ وزهاي کوچک کاندیدا روگینپروتئفقطوگیرندن رنگ نمیآبا WBCمخمري و
روش رنگ آمیزي ون داراي ثبات بالائی .توان از این تداخل جلوگیري نمودمی،رنگPHافزایش با

هاي رنگ آمیزي شده به روش ون به خوبی رنگ خود را بعـد از یـک سـال حفـظ     سلولباشد ومی
وهر ج ـرنـگ آمیـزي  ن بسیار خوبی براي یاین روش جایگزبر اساس شواهد بدست آمده،.نداینممی

. باشدشناسائی کریپتوکوکوس میدرن بلویآلیسهندي و 
در مواقعی که پرسنلمخصوصاً، همثبت را افزایش دادمواردتشخیصمیزان ،ونرنگ آمیزيروش 

این روش بسیار سریع بوده و.را ندارند این روش بسیار کمک کننده استکافیتجربه آزمایشگاهی 
تشخیصسرعت تواند می، این مزیت.شودشمارش انجام میدر مدت زمان اندکی رنگ آمیزي و

روش در این همچنین به جهت بالا بودن وضوح . را افزایش دهدیوسوکوکتهاي کریپبالینی عفونت
توانمیراروش این ، هنديجوهر روش رنگ آمیزي بر خلافداخلی سلول، هاياختارسمشاهده 

.فاده قرار دادمورد استکوسمورفولوژي کریپتوکودر مطالعه 
منافذ ممکن استباشد، کهمی) هاي سیاهدانه(ن ملانیدانهوس حاوي رنگکریپتوکوکیسلولدیواره

ون به داخل رنگهاي کوچکمولکولموجب نفوذ وجود منافذ زیاد. ثیر قرار دهددیواره را تحت تأ
آنکانیسم دقیقمتشخیصبرايهر چند که مطالعات بیشتري،شودمیکریپتوکوکوس هايسلول

.باشدمورد نیاز می
اختصاصیتکه با سرعت وساختقادر خواهد را هاآزمایشگاهرنگ آمیزي جدیدروش این بنابراین

ناسائی ش.دنهاي خونی شمارش کنسلولباهمراه راکریپتوکوکوسيهاسلولاًمستقیم،بالا
کید بر اینکه بکارگیري أگردد، با تتکمیلتواند از نظر کمی و کیفیکریپتوکوکوس به روش ون می

بالینیهاينمونههاي کریپتوکوکوس در تواند باعث سرعت شناسائی و تشخیص عفونتاین روش می
ل یاي از قبهاي بسیار سادههمچنین این روش سریع رنگ آمیزي تنها به دستگاه. گردد
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و بودهمناسب بالینی ادهي استفبرا،این روش رنگ آمیزي ونبنابر،هاي نوري نیاز داردمیکروسکوپ
استفاده از آن امکان پذیرهاي کوچک کشورهاي در حال توسعه نیز در آزمایشگاهیدر اکثر نقاط حت
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