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تأثير غلظت هاي مختلف هيپوکلريت سديم بر رها 
شدن و عدم رها شدن اسپوروزوئيت هاي

 Cryptosporidium baileyi در آزمايشگاه 

چکيد ه
 از هيپ�و کلري�ت س�ديم ب�ه منظور ضد عفون�ي نمودن ان�گل کريپتوس�پوريديوم در برخی از محي�ط های آلوده ب�ه اين انگل و 
همي�ن ط�ور در کاره�اي تحقيقاتي به منظور پاک س�ازي و خال�ص نمودن آن از باکتري ه�ا و آماده نمودن آن براي آزاد س�ازي 
اس�پوروزوئيت ها، استفاده شده اس�ت. هدف از اجراي اين مطالعه تعيين تأثير آزمايشگاهي ماده ضدعفوني کننده هيپو کلريت 
س�ديم بر روي مرحله حياتي رها شدن اس�پوروزوئيت هاي انگل کريپتوسپوريديوم بيله اي بود. بدين منظور هيپوکلريت تجاري 
معادل هيپوکلريت س�ديم 5 درصد و در غلظت ها و دماهاي مختلف به کار رفت. اووسيس�ت هاي کريپتوس�پوريديوم بيله اي از 
بورس فابريس�يو س جوجه هاي گوش�تي 30 روزه يک مرغداري در اطراف ش�يراز جدا سازي و شناسايي گرديد. اووسيست هاي 
مذکور در جوجه هاي حساس دو روزه تکثير و با روش تعديل يافته محلول شکر شيتر خالص گرديد. اووسيست ها با غلظت هاي 
مختلف هيپوکلريت س�ديم 5 در صد در دما و زمانهاي متفاوت مجاور گرديد. پس از شستش�و، اووسيست ها در معرض مايع آزاد 
کننده اس�پوروزئيت مناس�ب قرار گرفتند و آزاد سازي و تحرک اسپوروزوئيت ها با کمک ميکروسکوپ نوري مورد مشاهده قرار 
گرفت. تأثير کامل در ممانعت از رها سازي اسپوروزوئيت ها در غفلظت 5 و2/5 در صد و در دماي 37 درجه سانتي گراد به مدت 
15 دقيقه مشاهده گرديد. و عدم تأثير کامل در غلظت 1/25 در صد و دماي 4 درجه سانتي گراد مشاهده شد. در ساير موارد هم 
درجاتي از ممانعت از آزاد س�ازي اس�پوروزوئيت ها ديده ش�د. با توجه به نتايج، مي توان از غلظت 25 درصد هيپوکلريت تجاري 
معادل 1 درصد هيپوکلريت سديم در دماي 4 درجه و مدت 15-10 دقيقه به منظور خالص سازي و استريل نمودن اووسيست ها و 

افزايش درصد باز شدن اووسيست ها در روش هاي رهاسازي اسپوروزوئيت در آزمايشگاه استفاده نمود. 

کلمات کليد ي: Cryptosporidium baileyi، اووسيست، هيپوکلريت سديم، رها شدن اسپوروزوئيت ها

شماره 96، پاییز 1391

)پژوهش و سازندگی(



2   )پژوهش وسازند گی(

Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 96 pp: 1-6

Efficacy of different concentrations of sodium hypochlorite on the in vitro excystation of sporozoites of 
Cryptosporidium baileyi 
By: Banani, M. Associate Professor of Razi Vaccine and Sorum Research Institute (Corresponding Author; Tel: 
+989123955835), Dadras H. Professor of Veterinarty Faculty, Shiraz University. Moazeni Jula Gh. Karimi Gh. 
Afkhamnia M. and Mokhber L. Scientific Members of Razi Vaccine and Serum Research Institue Karaj, Iran.
Sodium hypochlorite has been used for disinfecting of Cryptosporidium in some contaminated environments by this 
parasite and also in laboratory works it has been used for the purification of the parasite from bacteria and as a treatment 
for facilitating of releasing the sporozoites of Cryptosporidium (excystation). The excystation is a critical stage of life 
cycle of the parasite. The purpose of this study was to determine the efficacy of sodium hypochlorite on the laboratory 
excystation of sporozoites of Cryptosporidium baileyi. C. baileyi oocysts have been isolated and identified from the 
bursa of fabricus of naturally infected 30- day- old broiler chickens in Shiraz area. The oocysts were propagated in 
sensitive 2-day-old chicks and purified by modified sheater’s sugar flotation method. Oocysts were exposed to various 
concentrations of bleach and incubated at various temperatures for 15 min prior to being washed by centrifuging. Then 
the oocysts were exposed to the appropriate excystation fluid and releasing the sporozoites were observed by light 
microscopy. Complete excystation inhibition was seen by 2.5% and 5% Sodium hypochlorite at 37 º C for 15 min. 
Treatment of oocysts with 1.25% Sodium hypochlorite at 4 º C had no effect on laboratory excystation. In other cases 
there were some degree of excystation inhibition. The results indicate that 25% commercial bleach or 1.25% Sodium 
hypochlorite at 4 º C for 10-15 min may be suitable for purification and sterilization of oocysts and also this treatment 
facilitates and enhances in vitro sporozoite releasing from the oocysts. 
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مقد مه
انگ��ل کریپتوسپوریدیوم یک انگل داخ��ل ميکروویلوس سلول هاي 
مخاطي دستگ��اه تنفس، گوارش و ادراري مه��ره داران مي باشد. بيشتر 
 C.parvum عفونت ه��اي باليني در انسان و حيوانات پستاندار ناشي از
اس��ت؛ اگرچه ایجاد عفونت توسط ارگانيس��م شبيه C.baileyi در بيمار 
مبت��ا به نقص دستگ��اه ایمني هم گزارش شده اس��ت)10، 13(. انتقال 
زئونوتي��ک از حيوان به انسان از راه هاي سرایت عفونت انسان است)13(. 
آلودگ��ي کریپتوسپوریدیایي در دام و طي��ور کشور طي مقالات متعددي 
ب��ه اثبات رسيده اس��ت)1، 2، 3، 4 ،5 ، 14(. در ایران براي اولين بار در 
سال 1360 وجود انگل در یک خروس بومي توسط قراگوزلو و خداشناس 
 Current توسط C.baileyi گزارش گردید)14(. درآن سال هنوز گونه
و همک��اران )7( به عنوان ی��ک گونه جدید در طيور معرفي نشده بود. در 
گزارش نوري و همکاران )1373( گونه جدا شده از مرغداري هاي اطراف 
ته��ران C. meleagridis تشخيص داده شد)3 (. بناني و همکاران براي 
اولين بار ابتا جوجه هاي گوشتي به C.baileyi را گزارش کردند)1، 5( 
و آلودگي همزمان این انگل با چند پاتوژن طيور را اعام نمودند)1، 6(. 

روش آزمایشگاهي بررسي اثر مواد و محيط هاي مختلف بر زنده ماني 
انگل کریپتوسپوریدیوم، با کمک آزاد سازي اسپوروزوئيت ها در آزمایشگاه 
انج��ام مي شود. در این آزمون ابتدا انگل را تحت شرایط خاص مورد نظر 
و ی��ا در مجاورت ماده ضد عفوني کننده مورد آزمایش قرار داده و سپس 
در محي��ط مناسب براي ایجاد آزادسازي اسپوروزوئيت ها، ممانعت از این 

مرحل��ه کليدي در چرخه حياتي انگل بررس��ي مي شود)13،8(. هدف از 
ای��ن مطالعه این بود ک��ه غلظت و دماي مناس��ب هيپوکلریت سدیم که 
 C.baileyi هي��چ گونه تأثير منفي بر رهاش��دن اسپوروزوئيت هاي انگل
جدا شده، نداشته باشد، مشخص گردد. زیرا هيپوکلریت سدیم در خالص 
سازي و استریل نمودن سوسپانسيون اووسيست اي انگل از باکتري هاي 
موج��ود در مدف��وع به منظور کاره��اي تحقيقاتي بع��دي از جمله تلقيح 
 انگل ب��ه داخل تخم مرغ جني��ن دار کاربرد ف��راوان دارد. از طرف دیگر 
 اووسيس��ت ه��اي انگ��ل کریپتوسپوریدی��وم نسب��ت ب��ه بسي��اري از 

ضدعفوني کننده هاي رایج مقاوم هستند و استفاده از یک ماده ضدعفوني 
کننده مؤثر و ارزان جهت پاکسازي محيط هاي آلوده ضرورت دارد. هر چند 
با این روش آزمایشگاهي نمي توان از ضد عفوني شدن کامل انگل اطمينان 
حاصل نمود؛ ولي مشخص شدن غلظت و دمایي که به طور کامل مانع رها 
 شدن اسپوروزوئيت هاي C.baileyi گردد، از این نقطه نظر حائز اهميت 

مي باشد. 

مواد و روش کار
C.baileyi 

 اووسيس��ت هاي C.baileyi از بورس هاي فابریسيوس جوجه هاي 
گوشت��ي 30 روزه یک مرغداري در اطراف شي��راز جداسازي و شناسایي 
شدن��د )1، 5، 6(. اووسيست ها در محل��ول دي کرومات پتاسيم 2/5 در 

صد و در دماي 4 درجه سانتی گراد نگهداري مي شدند.

تاثير غلظت های مختلف ...
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تکثير و خالص سازي انگل 
اووسيس��ت ه��اي مذکور به جوجه ه��اي حس��اس دو روزه خورانده 
ش��د و سپ��س مدفوع جوجه ها که ح��اوي اووسيست ه��اي تکثير شده 
ب��ود، ابتدا در محلول کلرور سدیم اشب��اع مخلوط گردید و سوسپانسيون 
 1000 g حاص��ل، به م��دت 10 دقيقه در دماي 4 درجه سانتی گ��راد و با دور
سانتریف��وژ شد. مای��ع رویي که داراي غلظت بالای��ي از اووسيست ها بود 
 جم��ع آوري و ب��ه آن آب مقط��ر اضافه ش��د و سانتریف��وژ گردید. براي 
خال��ص س��ازي نهای��ي از باکتري ها و دب��ري ه��ا، از روش تعدیل یافته 

شناورسازي با شکر Sheater توسط Current )8( استفاده شد. 

رهاسازي اسپوروزوئيت هاي انگل
پس از شستشو با کمک سانتریفوژ و PBS، اووسيست ها در مجاورت 
مایع آزادکننده اسپوروزوئيت )Excystation fluid( و در گرمخانه 37 
ی��ا 39 درجه سانتي گ��راد همراه با تکان دادن ق��رار گرفتند. جستجوي 
ميکروسکوپي تعليق به منظور مشاه��ده اسپوروزوئيت هاي متحرک رها 
ش��ده در فواص��ل 15 دقيقه صورت گرفت. آزادس��ازي اسپوروزایت ها به 
عنوان شاخ��ص آزمایشگاهي براي زنده ماني اووسيست ها در نظر گرفته 
شد. بدین منظور ابتدا چندین مایع آزادکننده اسپوروزوئيت مورد آزمایش 

قرار گرفت که شامل موارد زیر بودند:
 1- ابتدا محلول 1 در صد تریپسين به مدت یک ساعت و سپس محلول 

PBS 20 در صد صفراي ماکيان در
2- 20 در صد صفراي ماکيان در PBS به تنهایي

3- نمک صفراوي سدیم توروگليکو کولات )بدست آمده از گاو( 2 در صد 
در PBS، به جاي صفراي ماکيان در ترکيبات1 و 2 )8، 13(.

بررسي تأثير غلظت هاي متفاوت هيپوکلريت سديم در پدماهاي 
مختلف بر رها شدن اسپوروزوئيت ها 

 اووسيس��ت ها با غلظت ه��اي مختلف هيپوکلری��ت سدیم در دما و 
 زم��ان ه��اي متفاوت مجاور شدن��د. در این مرحله ابت��دا اووسيست ها با 
غلظت ه��اي مختلف و هيپوکلریت سدیم 5 درصد و در دما و زمان هاي 
 متفاوت مجاور مي شد. براي رقيق کردن هيپو کلریت سدیم PBS استفاده 
م��ي شد. سپ��س اووسيست ها ک��ه تعدادشان 105×2 ع��دد بود پس از 
شستش��و در 0/5 ميل��ی ليتر مایع آزادکنن��ده اسپوروزوئيت مناسب قرار 
گرفت��ه و در دم��اي 39 درج��ه سانتي گراد نگهداری م��ی شدند. پس از 
45 دقيق��ه تعداد 100 ميدان ميکروسکوپ��ي از نظر حضور اسپوروزوئيت 
متمرک��ز مورد بررسي ق��رار مي گرفت. همزمان در ای��ن آزمون در گروه 
 اووسيس��ت هاي شاهد ب��ه جاي هيپوکلری��ت سدی��م از PBS استفاده 
مي شد . به منظور شستشوي کامل هيپوکلریت سدیم 4 مرتبه سانتریفيوژ 
ب��ا کمک PBS سرد )4 درجه سانتي گ��راد( و با دور g ×1000 به مدت 
10 دقيق��ه انجام م��ي گرفت و هر مرتبه مای��ع روي دوز ریخته مي شد. 
زن��ده ماني اووسيس��ت ها با کمک روش رها س��ازي اسپوروزوئيت ها در 
آزمایشگاه ارزیابي شده است، بدین صورت که رها شدن اسپوروزوئيت ها 
پس از طي شرایط خ��اص آزمایشگاه به معناي زنده ماندن اووسيست ها 
س��ت هر چند عدم رها شدن اسپوروزوئيت ها صد در صد به معناي عدم 

زنده ماني نمي باشد)8 ، 13(.

آزمون آماري
از نرم افزار spss-13 براي آناليز داده ها استفاده شد. از آزمون هاي 
ناپارامت��ري "کروسکال واليس" و "من ویتني" براي آناليز استفاده گردید. 
p>0/05 ب��ه عنوان سط��ح معني داري در نظر گرفت��ه شد. لازم به ذکر 
اس��ت یک ب��ار با ثابت گرفتن غلظت, تاثير دما و ی��ک بار با ثابت گرفتن 
دما، آزادسازي اسپوروزیيت ه��ا در غلظت هاي مختلف مورد آزمون قرار 

گرفت. 

نتايج
آزادسازي اسپوروزوئيت ها در محيط آزمايشگاه 

سه ترکي��ب زیر شامل 1- 20 در صد صف��راي ماکيان در تریپسين 
ورس��ن، 2- مایع آزادکننده 2 مرحله اي: ابتدا محلول 1 در صد تریپسين 
ب��ه مدت یک ساع��ت و سپس محل��ول 20 در صد صف��راي ماکيان در 
PBS و 3- 20 در ص��د صف��راي ماکيان در PBS به تنهایي در آزادسازي 
اسپوروزوئي��ت ها )شکل 1( مؤث��ر بودند، ولي استفاده از محلول 2 درصد 

سدیم توروگليکوکولات بي ثمر بوده است. 
شروع آزادس��ازي پس از 10 دقيقه نگهداري تعليق اووسيست ها در 
گرمخان��ه بود. در عرض 45 تا 60 دقيقه تع��داد قابل ماحظه اي )بالاي 
 30 در ص��د( از اووسيس��ت ه��ا باز مي شدن��د و پ��س از آن تقریباً ثابت

م��ي ماند. دماه��اي 37 یا 39 درجه سانتي گراد ه��ر دو مؤثر بودند ولي 
در دم��اي 4 درجه سانت��ي گراد رهاس��ازي در مجاور مای��ع آزاد کننده 

اسپوروزوئيت اتفاق نمي افتاد.

نتايج تأثير غلظت هاي متفاوت هيپوکلريت سديم 
در دماهاي مختلف بر رها شدن اسپوروزوئيت ها 

هيپوکلری��ت سدی��م موجب کاهش ره��ا ش��دن اسپوروزوئيت ها و 
 وقف��ه در این مرحله کليدي و حيات��ي )excystation( )شکل 1( انگل 
م��ي شود. با استف��اده از آزمون کروسکال واليس در ه��ر یک از دماها به 
تفکيک، آزادس��ازي اسپوروزوئيت ها در غلظت هاي مختلف هيپوکلریت 

سدیم با یکدیگر تفاوت معني دار نشان داد. p=0/000 جدول )1(
در غلظت ه��اي پایي��ن )1/25( آزادسازي اسپوروزوئي��ت ها بيشتر 

است. 
 ب��ا استف��اده از آزمون م��ن ویتني نشان داده شد ک��ه در هر یک از 
غلظت ها به تفکيک آزاد سازي اسپوروزئيت ها در دما هاي مختلف مورد 
بررس��ي با یکدیگر تفاوت معني دار دارد. )p > 0/05( )در دماي 4 درجه 
آزادسازي در هر یک از غلظت ها بيشتر و در دماي 37 درجه کمتر بود.( 

جدول)1(.
در گروه شاهد به جاي هيپوکلریت سدیم، اووسيست ابتدا در معرض 
PBS ق��رار گرفت��ه و سپس در مج��اورت مایع رهاکنن��ده اسپوروزوئيت 
ق��رار مي گرفتند. تنها م��وردي که از نظر رها ش��دن اسپوروزوئيت ها با 
 گ��روه شاهد تفاوتي دی��ده نمي شد، غلظت 1/25 درصد و دماي 4 درجه 

سانتي گراد بود

بحث
 در این مطالع��ه تأثير هيپوکلریت سدیم تج��اري در شرایط مختلف
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)دم��ا و غلظت( بر رهاس��ازي و عدم رهاس��ازي اسپوروزوئيت ها مطالعه 
 گردی��د و نشان داده شد ک��ه در غلظت 2/5 درص��د و بالاتر و دماي بالا 
)37 درجه سانتي گراد( ممانعت از رها سازي و در غلظت 1/25 در صد و 
پایين تر و دماي پایين )4 درجه سانتي گراد( تسهيل در رهاسازي ایجاد 
م��ي شود. غلظت 1/25 در ص��د در دماي 4 درجه سانتي گراد در مرحله 
حياتي رها سازي اسپوروزوئيت ها انگل خللي ایجاد نمي کند و حتي آن 
را تسهي��ل مي نماید و از طرف دیگر م��ي تواند باکتري هاي همراه انگل 
را از بي��ن برده و اووسيست ها را جهت تلقيح به تخم مرغ و کشت سلول 

استریل و آماده نماید.
روش آزمایشگاه��ي بررس��ي اثر مواد و محيط ه��اي مختلف بر زنده 
ماني انگ��ل کریپتوسپوریدیوم، با کمک آزاد س��ازي اسپوروزوئيت ها در 
آزمایشگاه انجام مي شود. در این آزمون ابتدا انگل را تحت شرایط خاص 
م��ورد نظر و یا در مجاورت م��اده ضد عفوني کننده م��ورد آزمایش قرار 
داده و سپ��س در محيط مناسب ب��راي ایجاد آزادسازي اسپوروزوئيت ها، 
ممانعت از این مرحله کليدي در چرخه حياتي انگل بررسي مي شود)13(. 
ب��ا وجود این بررسي زن��ده ماني انگل از طریق تلقيح ب��ه موجود زنده یا 
کشت سلول روش مطمئن ت��ري مي باشد)18،12(. مشابه نتایج مطالعه 
حاض��ر در خص��وص C.baileyi، در سایر تحقيق��ات انجام شده بر روي 
"C.parvum ه��م مشاهده شده است که ب��ا استفاده از روش رها سازي 
اسپوروزوئيت ها، هيپوکلریت 2/8 در صد در دماي 22 درجه به مدت 30 
دقيق��ه و هيپوکلریت 1 در صد در دم��اي 37 درجه به مدت 30 دقيقه، 
به ترتي��ب 89 و 69 در صد در کاهش عفون��ت زایي C.parvum مؤثر 
ب��وده اند)13(. با وجود این با آزمای��ش در بدن موجود زنده، هيپوکلریت 
در مقابل��ه با عفونت زایي انگل ناموفق ب��وده است)12، 13، 18(. بدیهي 
 اس��ت اگر ماده ضدعفوني کننده به ط��ور کامل قادر به از بين بردن همه 
اووسيست ها نشود تعداد کم اووسيست ها هم به دليل تکثير و تزاید در داخل 
 روده و سایر بافت هاي پوششي حيوان مورد آزمایش یا کشت سلول مناسب 
م��ي توانن��د باع��ث عفونت و بيم��اري شون��د. از سوي دیگ��ر رها شدن 
اسپوروزوئيت ها در بدن ميزب��ان حساس در مقایسه با آزمایشگاه ممکن 
اس��ت با سهولت و به ميزان خيل��ي بيشتري انجام شود. در بررسي حاضر 
مؤثرترین غلظت و دما در ممانعت از رها شدن اسپوروزوئيت ها، 5 و 2/5 
درصد هيپوکلریت سدیم در دماي 37 درجه سانتي گراد بود که هيچ گونه 
اسپوروزوئيتي مشاهده نگردید. به نظر مي رسد که دما نيز فاکتور مهمي 
است زیرا در غلظت 5 درصد ولي دماي 25 درجه رهاشدن اسپوروزوئيت 
ه��ر چند ب��ه نسبت کمتر مشاهده گردید. دم��اي 37 درجه به تنهایي یا 
هم��راه با برخي مواد ضدعفوني کننده رای��ج در زمان یک ساعت و کمتر 
مان��ع از رها شدن اسپوروزوئيت ها نشده اس��ت)Weir .)13 و همکاران 
تأثي��ر 9 ماده ضدعفوني کننده بر روي عفون��ت زایي انگل ک. پارووم در 
کش��ت سل��ول بررسي نمودن��د و دریافتند که هيپوکلری��ت 6 در صد در 
دم��اي اتاق مان��ع عفونت زایي انگل نمي ش��ود )18(. در تحقيق دیگري 
 C.parvum نش��ان داد که 120 دقيقه مجاورت اووسيست هاي Fayer
ب��ا هيپوکلریت 5 در صد در دماي 21 درجه سانتي گراد در عفونت زایي 
انگ��ل در موش ها بي تأثير است)12(. اووسيست هاي کریپتوسپوریدیوم 
 در مقاب��ل م��واد ضدعفون��ي کنن��ده رای��ج که ب��ه راحتي وی��روس ها، 
 باکت��ري ه��ا و ق��ارچ ها را م��ي کشن��د مقاوم��ت قابل توجه��ي نشان 

 مي دهند. در یک بررسي 9 ماده ضدعفوني کننده را به مدت 30 دقيقه در 
غلي��ظ تری��ن ميزان توصيه شده توس��ط سازنده به کار بردن��د. این مواد 
هي��چ گون��ه تأثيري بر زن��ده ماني اووسيست ه��ا نداشتند ی��ا تاثير آنها 
 ناچي��ز بود )9(. در گزارش ه��اي متعدد انجام ش��ده 18 ماده شيميایي 
 C.baileyi و 7 ماده دیگ��ر عليه C.parvum ضدعفوني کنن��ده عليه 
بي تاثير بوده اند. از جمله آنها مي توان از دتول، ساولن، کرئولين و ليزول 
نام برد )13(. از آنجا که داروي مناسب و موثري جهت پيشگيري و درمان 
انسان یا حيوان مبتا به انگل وجود ندارد تا قادر به توقف تکثير انگل در 
ميزبان آلوده گردد. بنابراین کاربرد اقدامات بهداشتي از جمله ضد عفوني 
کردن محيط آلوده موثر ترین راه مبارزه با بيماري است )9، 13(. در بين 
م��واد شيميایي موثر عليه کریپتوسپوریدیوم مي توان از ترکيبات مختلف 
هالوژن��ه، آمونياک، پر اکسي��د هيدروژن و ازون نام برد ولي سمي بودن و 
گران بودن آنها در دوز موثر از موانع کاربرد عملي آنهاست. در یک گزارش 

هم گاز فرمالين به مدت 24 ساعت بي تاثير بوده است)13(. 
اووسيست ه��اي کریپتوسپوریدیوم در مقابل عوامل فيزیکي مختلف 
ني��ز مقاومت نسب��ي دارند. با وجود این دماي 45 درج��ه سانتي گراد به 
م��دت 20 دقيقه، 60 درج��ه سانتي گراد به مدت 6 دقيقه و 72/4 درجه 
 سانت��ي گراد به مدت 1 دقيقه در کاه��ش عفونت زایي و یا نابودي کامل 
اووسيس��ت ها موثر م��ي باشند )11، 13(. اووسيست ه��اي انگل قادرند 
دماه��اي صفر درجه و زیر صفر درجه تا 20 – سانتي گراد را ساعت ها و 
روزها تحمل نمایند اما در 70 – سانتي گراد یا پایين تر از بين مي روند. 

خشکي و اشعه ماوراء بنفش نيز در نابودي اووسيست ها موثرند )13(.
نتای��ج به دس��ت آمده در ای��ن بررسي و سایر تحقيق��ات موثر بودن 
 م��اده هيپوکلری��ت سدیم در ممانع��ت از رها ش��دن اسپوروزوئيت ها در 
غلظت هاي 2/5 درصد و بالاتر را در دماهاي 25 درجه و بالاتر )جدول 1( 
نش��ان داده است ولي با تحقيقات انجام شده در ميزبان حساس مشخص 
 ش��ده است که این ماده به تنهایي ق��ادر به ضد عفوني کامل انگل نيست

)12، 13، 18(؛ بناب��ر ای��ن توصيه مي شود که در م��وارد استفاده از این 
م��اده حتماً از دماي 45 درجه وبالاتر، ب��ه صورت آب داغ یا شعله افکني 
و همي��ن طور خش��ک نگه داشتن مک��ان به مدت 1ت��ا 4 روز و تاباندن 
 اشعه ماوراي بنفش هم استفاده گردد)13(. بدیهي است که پنهان ماندن 
اووسيس��ت ها در لابه لاي مواد آل��ي ممکن است تاثير این مواد را بکاهد 
بنابراین قبل از به کاربردن این روش ها تميز بودن ظاهري سطوح الزامي 
مي باشد. با توجه به اینکه غلظت هاي کمتر از 2/5 درصد حتي در ممانعت 
از رهایي اسپوروزوئيت ها موثر نيست، در عمل کاربرد هيپوکلریت سدیم 
در ض��د عفوني مکان ها محدود به محيط هاي کوچک مي باشد. در یک 
گزارش از Hoerr در پي آلودگي و تلفات شدید در یک مزرعه نگهداري 
بلدرچي��ن، آبخوري ها و دانخوري ه��ا و سایر ظروف فلزي با هيپوکلریت 
سدی��م تميز ش��ده و سپس 3 روز در معرض خورشي��د قرار گرفتند کف 
سيمان��ي سالن ها هم تميز ش��ده و با بستر تازه پوشانده مي شدند. بدین 
ترتيب از عود بيماري جلوگيري به عمل آمد )15(. همانطور که در جدول 
)1( مشاه��ده مي ش��ود هيپوکلریت سدیم 1 درص��د موجب کاهش در 

رهایي اسپوروزوئيت هاي انگل نمي شود. 
از ای��ن غلظت ب��ه خوبي مي ت��وان در برخ��ي کاره��اي تحقيقاتي 
استف��اده نم��ود. کارنت جهت رها س��ازي بهت��ر اسپوروزوئيت ها غلظت 

تاثير غلظت های مختلف ...
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1 درص��د هيپوکلریت سدی��م را در دماي 4 درجه سانت��ي گراد و مدت 
10 دقيق��ه توصي��ه مي کن��د )8(، همين غلظت را در دم��اي 23 درجه 
و مدت چن��د ثانيه براي خالص سازي اووسيس��ت هاي C.parvum از 
باکتري ها ب��ه کاربرده است)Ortega-Mora .)17 نيز غلظت 1 درصد 
هيپوکلری��ت سدی��م را در دم��اي 4 درجه و مدت 10 دقيق��ه به منظور 
خالص سازي انگل استف��اده نموده است )Fayer .)16 از غلظت 0/525 
 در ص��د در دماي 4 درجه و به مدت 8 دقيق��ه به منظور رها سازي بهتر 
 اسپوروزوئيت ها استفاده نمود)12(. در یک تجربه دیگر؛ محققين این بررسي؛

اووسيس��ت ه��اي استریل ش��ده با کم��ک هيپوکلریت سدی��م 1 درصد 
در دم��اي 4 درج��ه و م��دت 15-10 را ب��ه تخ��م مرغ ه��اي جنين دار 
تلقي��ح نمودن��د و متعاقب آن زنده ب��ودن جنين و ع��دم تکثير هر گونه 
 باکت��ري یا قارچ نشان دهن��ده موثر بودن ای��ن روش در استریل نمودن 
اووسيست ها بود )گزارش منتشر نشده؛ بناني و همکاران(. با توجه به نتایج 
 بدست آمده در جدول )1( و تجربيات سایر محققين )8، 12، 16، 17(، بخوبي 
م��ي ت��وان از غلظت 25 درص��د هيپوکلری��ت تجاري مع��ادل 1 درصد 
هيپوکلری��ت سدی��م در دماي 4 درجه و م��دت 15-10 دقيقه به منظور 
خال��ص سازي و استریل نمودن اووسيس��ت در موارد تلقيح اسپوروزوایت 
ب��ه کشت سل��ول و یا تخم مرغ جنين دار و همچني��ن افزایش درصد باز 
شدن اووسيست ها در روش ه��اي رهاسازي اسپوروزوئيت در آزمایشگاه 

استفاده نمود.
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جدول 1- تاثير هيپوکلريت سديم بر رها شدن اسپوروزوئيت هاي کريپتوسپوريديوم ها در غلظت ها و دماهاي مختلف در مدت زمان 15 دقيقه مجاورت 

شکل 1- اسپوروزوئيت های متحرک کريپتوسپوريديوم )پيکان ها(، پس از تأثير مايع رهاکننده اسپوروزوئيت، مشاهده می شوند. ميکروسکوپ نوری 

غلظت هيپوکلريت سديم 
)درصد(

دما 
)سانتي گراد(

زمان بر حسب 
دقيقه

تعداد اسپوروزوئيت هاي مشاهده 
شده در 100 فيلد ميکروسکوپي

تعداد اسپوروزوئيت هاي مشاهده شده در 
100 فيلد ميکروسکوپي )گروه شاهد(

537150< 200 

525152< 200

541511< 200

2/537150< 200

2/525154< 200

2/541568< 200

1/25371514< 200

1/25251574< 200

1/25415< 250< 200
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