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مقدمه
هاي قارچیعلائم عمومی مننژیت

عموماًسطح پروتئین. ي شفاف استداراي منظرهمعمولاًدر این بیماران(CSF)یع مغزي نخاعیما
تعداد .پائین استمعمولاًآنقند .افزایش یافته است و ممکن است بیشتر از یک گرم در لیتر باشد

).صد عدداز چندین عدد تا چند(مکعب افزایش متوسطی دارد مترها در هر میلیسلول

مایش مستقیم میکروسکپیآز
را سانتریفیوژ کرده و رسوب آن را مورد آزمایش مستقیم CSFلیتر از مایع میلی10حداقل 

مستقیم یک قطره از رسوب، تهیه گسترش مرطوب شامل آزمایش .دهندمیکروسکپی و کشت قرار می
مسا، گوموري متنامین سیلور بلو، گرم، کالکوفلوروایت، گیمتیلنها شاملآمیزيمرکب چین و رنگلام با 

.باشدمیPASو 

در یک نگاه اجمالیCSFمنظره میکروسکپی از رسوب 
میکرون 30تا20میکرون و با کپسول10تا5(دارمخمرهاي کپسول:کریپتوکوکوس نئوفرمنس

ک ایجاد مننژیت مزمن لنفوسیتیومنونوکلئرها غلبه دارنددرمننژیت کریپتوکوکوسی عموماً). قطر دارند
بویژه اگر همراه با هایفی یا سودوهایفی دیده ) میکرون5تا 3(دار کوچک مخمرهاي جوانه.ندنکمی

.شوددر مننژیت کاندیدائی دیده میمننژیت حاد یا نوتروفیلیک غالباً.کندمیکاندیدا شود دلالت بر 
ي اندازه.است) میکرون4.5ا ت2.5(کاندیدا گلابراتا فقط شامل بلاستوکونیدي باید توجه داشت که 

هاي سلول.است) میکرون4تا 2(تر کوچکهیستوپلاسما کپسولاتوممخمري هايسلول
مننژیت ناشی از در . باشندمی)میکرون30الی15تا8(بلاستومایسس درماتیتیدیس بزرگتر 

تومایسس در بافت هیستوپلاسما و بلاس.پلی مرفونوکلئرها غلبه دارنددرماتیدیسبلاستومایسس
اي بیشتر هاي رشتهقارچ. ها غلبه دارندنوتروفیلايهاي رشتهقارچمننژیت در .هایفی ندارندمعمولاً



ایمیتیسکوکسیدیوئیدسمننژیت ناشی از در .شوند تا مننژیتي مغزي میموجب گرانولوما یا آبسه
.کندمننژیت گرانولوماتوزي ایجاد میوها حضور دارندائوزینوفیل

هاي گونه، کریپتوکوکوس نئوفرمنس، کریپتوکوکوس گتی:ایجادکننده مننژیتعوامل قارچی
هیستوپلاسما ، بلاستومایسس درماتیتیدیس، کوکسیدیوئیدس ایمیتیس، هاي آسپرجیلوسگونه، کاندیدا

ل علو سیلیوم مارنفئیپنیو پاراکوکسیدیوئیدس برازیلینسیس، اسپوروتریکس شنکئی، کپسولاتم
.باشندمیرودوترولا، موکور، کلادوفیالوفورا بانتیاناشامل قارچی نادر

بیماران داراي اختلالات ، ICUبستري بودن در ، شیمی درمانی سرطان، پیوند ارگان: ايعلل زمینه
هاي درمان، )لوسمی، لنفوم(هاي خونی بدخیمی، سرکوبی سیستم ایمنی، سیستم ایمنی

. مثبتHIVبیماران ،نوزادان نارس، )سارکوئیدوز(هاي التهابی بیماري، کورتیکوستروئیدي

کریپتوکوکوس نئوفرمنس
800از ها افزایش دارد ولی معمولاًتعداد لکوسیت.مایع نخاع شفاف و به ندرت زرد رنگ یا کدر است

پروتئین .شوندها هم زیاد میها اغلب بالا است اما گاهی نوتروفیلتعداد لنفوسیت.کندسلول تجاوز نمی
.)گرم درصدمیلی10اغلب حدود (میزان قند پائین است .گرم درصد متغیر استمیلی600تا 40بین 

آمیزي با گیمسا و استفاده از روش اختصاصی مرکب چین ، رنگ%10مایش میکروسکپی با پتاس آز
)کپسول ضخیم ژلاتینیاي جوانه به سلول مادر،میکرون، اتصال نقطه20تا 5قطر مخمرهاي گرد به(

کوکوس هاي غیرعادي کلیه مخمرهاي جنس کریپتوبجز گونه. گیردبراي تشخیص ارگانیسم صورت می
آز ها اورهانواع کریپتوکوکوس.دار و بدون رنگدانه کاروتنوئید هستندمخمرهائی بدون رشته، کپسول

بعد از چهار روز رنگ محیط را) ائیقلی(ات آمونیوم مثبت هستند و در محیط حاوي اوره با ایجاد کربن
حساسیت آنها در مقابل .کنندهیچیک از قندها را تخمیر نمیها عمدتاًکریپتوکوکوس. کنندقرمز می

لیتر از رشد کریپتوکوکوس در محیط کشت گرم در میلیمیلی0.1بطور کلی (.اکتیدیون متغیر است
.کننداز میتولید آنزیم فنل اکسیدهمچنین . )کندجلوگیري می

: در بیماران ایدزيمننژیت کریپتوکوکوسیتشخیص آزمایشگاهی
این بیماران موجب مثبت شدن آزمایش مستقیم میکروسکپی با مرکب CSFتعداد زیاد ارگانیسم در 

که آزمایش مرکب چین هنگامیاینکه درتوضیح).موارد نتیجه مثبت است% 90تا 70(شود چین می
در بیماران ایدزي . مثبت خواهد بودنتیجه باشد 10.000تا 1000لیتر بین میلیتعداد سلول در هر 

هاي بافتی ها، قطرات چربی، سلوللکوسیت.سلول است10.000.000الی 100.000این میزان برابر 
در هاي میلین ممکن است با اشتباه گرفتن با عناصر مخمري موجب نتیجه مثبت کاذبو گلبول

دقیقه حساسیت 10در دقیقه بمدت 500سانتریفیوژ کردن نمونه با دور .گردندنآزمایش مرکب چی



هاي سفید کاهش دارد و یا ممکن تعداد گلبول. (casadevall, 1998). دهداین تست را افزایش می
.است نرمال باشد

:در بیماران غیرایدزيمننژیت کریپتوکوکوسی تشخیص آزمایشگاهی 
هاي سفید مایع نخاع افزایش تعداد گلبول.بیماران مثبت است% 50در آزمایش مرکب چین تقریباً

.از نوع لنفوسیتی هستنددهد و اکثراًنشان می

1000آمیزي گرم، بزرگنمائی رنگ–کریپتوکوکوس نئوفرمنس 

:کشت
درجه است 35تا 30دماي مطلوب براي رشد آن .کندساعت رشد می72تا 48در مدت معمولاً

دکستروز آگار محتوي کلرامفنیکل، محیط سابورو(.کندگراد نیز رشد میدرجه سانتی37ند که در هرچ
.کنددرجه رشد نمی42تا 40در مقابل حرارت بسیار حساس است و در دماي ). BHIخوندار و 

ف، ها صاروز سطح کلنی8تا 5شود که بعد از اي صورتی ظاهر میاي با هالههاي سفید خامهکلنی
گیري و تکرار نمونهCSFکشت از حجم زیاد .آیندئیدي شده و به رنگ گل اخرا در میمرطوب و موکو

است که محتوي ترکیبات birdseed agarمحیط کشت اختصاصی .کننده باشدتواند کمکمی
هاي کیل ملانین و در نتیجه ظهور کلنیموجب تشCryptococcal laccaseفنولیک بوده و دي

.شودي رنگ میاقهوه
براي تشخیص افتراقی Concanavine-glycin thymol blue agarاز محیط کشت اختصاصی 

روز 5زمان انکوباسیون این محیط (.شودکریپتوکوکوس نئوفرمنس از کریپتوکوکوس گتی استفاده می
گ آبی در این محیط کریپتوکوکوس گتی رنگ سبز محیط کشت را به رن).باشددرجه می30در دماي 
و (C. laurentii)باید توجه داشت که مخمرهاي دیگري نظیر کریپتوکوکوس لورنتی . کندتبدیل می



ط کشت شوند ـــــــــــــتوانند موجب تغییر رنگ این محیتریکوسپورون موکوئیدس نیز می
(CGB- positive)،این تست بنابر. تولید ملانین منفی هستنداما هردو این مخمرها از نظرCGB

در یک مطالعه . فقط براي تشخیص افتراقی کریپتوکوکوس گتی از کریپتوکوکوس نئوفرمنس مفید است
در (pappas, 2001). آنها کشت مثبت داشته اند% 89منفی مبتلا به مننژیت HIVبیمار 149از 

. (zugen, 1986 & Kovacs, 1985). بوده است% 100تا 95بیماران ایدزي این میزان برابر 
درصد 80تا 50آزمایش مستقیم و کشت اختصاصی هستند ولی داراي میزان حساسیت برابر با 

.باشندمی

برابر100مرکب چین، بزرگنمائی –کریپتوکوکوس نئوفرمنس 

برابر400مرکب چین، بزرگنمائی –کریپتوکوکوس نئوفرمنس 



:سرولوژي
. اي استژن کریپتوکوکال تست سریع و سادهري آنتیگیاندازه.بادي سودمند نیستگیري آنتیاندازه

ها حساسیت در بعضی گزارش(% 90آزمایش آگلوتیناسیون لاتکس و الایزا داراي حساسیت بیش از 
و تیتر بیشتر از یک چهارم ) اندذکر کرده805سیت الایزا را حدود و حسا% 85آگلوتیناسیون لاتکس 

در بیماران .ي عفونت فعال استدهندهنشان8/1بیشتر از یا مساويتیتر .بسیار اختصاصی است) 4/1(
HIVتوان تشخیص سریع و زودرس انجام دادمثبت بدون علامت، با کمک این تست می .

نمونه از تحقیقاتی که در آنها حساسیت آزمایش آگلوتیناسیون لاتکس مطالعه شده چند 
:است

,kovacs)مورد مننژیت کریپتوکوکی     16در  1985)100%
%  92(zugen, 1980)مورد مننژیت کریپتوکوکی     26در 
91%(chuck, 1989)مورد مننژیت کریپتوکوکی     88در 
92.5%(clark, 1990)مورد مننژیت کریپتوکوکی      40در 

ژن ایسته،  کشت و آزمایش آنتیدر سایر بیماران بویژه افراد داراي ایمنی ش: منفیHIVدر افراد 
CSFگاهی اوقات منفی و در نتیجه تشخیص مشکل است.

:علل بروز واکنش مثبت کاذب در تست آگلوتیناسیون لاتکس
فاکتور روماتوئید

)بسیار ضعیف(کانسر 
)کندساکاریدي کپسولی شبیه کریپتوکوك تولید میژن پلیآنتی(بوط به تریکوسپورون عفونت مر

کند که واکنش ژن کپسولی تولید میآنتی(Stomatococcus mucilaginosisمربوط به عفونت 
)دهدمتقاطع با کپسول کریپتوکوك می

Capnocytophaga canimorsusعفونت با 
)during pippeting(آلودگی با ابزارهاي آزمایشگاهی 

یز کردن اسلایدها، آلودگی با آگار و آلودگی به هنگام استفاده از مواد ضدعفونی کننده و صابون براي تم
آگارز

:هاي ناخواستهبراي جلوگیري از واکنش
بتا مرکاپتواتانول یا دي - 2سازي شوند و با پروتئولیتیک مانند پروناز آمادههايها باید با آنزیمنمونه

.تیوتریتول احیاء شوند
ممکن است بعلت اثر پروزون، عفونت با یک استرین با کپسول بسیار ضعیف، هاي منفی کاذبواکنش

. بار پائین ارگانیسم در نمونه و یا مشکلات مربوط به کیت دیده شوند



مننژیت آسپرجیلوسی
اجم به سیستم اعصاب مرکزي ته. شودهاي اطراف بینی وارد بدن میاز طریق دستگاه تنفس و سینوس

ي انتشار میک نزدیک مغز هستند و یا بوسیلهقیم به نواحی که به لحاظ آناتوي تلقیح مستبوسیله
ي تلقیح مستقیم به ها، انتشار خونی بوسیلههعلاوه بر عفونت اولیه در ری. گیردهماتوژنوس صورت می

ي ی، چشم و ماستوئید و یا در نتیجههاي اطراف بینداخل جریان خون از طریق گوش میانی، سینوس
آسپرجیلوس فومیگاتوس و آسپرجیلوس فلاووس از عوامل شایع . افتداحی قلب باز اتفاق میعمل جر

آسپرجیلوس ترئوس اگرچه یک عامل غیرمعمول تهاجم به سیستم اعصاب مرکزي است اما به . هستند
. میر بالائی داردوداراي اهمیت است و مرگBلحاظ مقاومت به آمفوتریسین

:اقدامات آزمایشگاهی
.تریفیوژ شودسان10000دقیقه با دور 10به مدت CSFنمونه : سازي نمونهآماده

.استفاده شودکالکوفلور وایتومتیلن بلووگرمآمیزياز روش رنگآزمایش میکروسکپی براي :رسوب
تلقیح شده و آبگوشت سابورووکلرامفنیکل% 10محتوي دکستروز آگارسابورودر محیط : کشت

هاي مثبت تکش. نمایندنگهداري میهفته3به مدت گرادسانتیدرجه30شتی را در دماي محیط آبگو
لیتر و میلی5ترجیحاً(شود تلقیح کشت به محیط آیند که حجم زیادي از نمونه هنگامی بدست می

).بیشتر
نخاعی در سرم و مایع مغزي ) گالاکتومانان(ژن اختصاصی آسپرجیلوس گیري آنتیاندازه:سرولوژي

.کندبه تشخیص کمک میتوسط ساندویچ الایزا

کید بر کریپتوکوکوس با تأ(از نظر عوامل قارچی CSFنحوه انجام آزمایش بر روي نمونه 
)نئوفرمنس

هاي کریپتوکوکوس نسبت به تا قبل از انجام کشت نمونه نباید در یخچال قرار گیرد زیرا استرین: توجه
.روندبین میدماي پائین حساس بوده و از

.ابتدا نام و مشخصات بیمار بدقت ثبت شود-
.گیري و ثبت شودحجم نمونه اندازه-
.رنگ و میزان شفافیت یا کدورت نمونه بدقت ثبت شود-
.سانتریفوژ شود1000دقیقه با دور 15تمام نمونه بمدت -
.هاي سرولوژیک منتقل شودمایع روئی به لوله استریل دیگري براي انجام تست-



ابتدا رسوب را . شودآزمایش مستقیم میکروسکپی و کشت انجام می(pellet)از رسوب نمونه 
:خوب به هم زده تا مخلوط همسانی بدست آید، سپس

:هاي میکروسکپی از رسوبآزمایش-الف
: آزمایش مستقیم میکروسکپی-1

هاي و آمیب)دارو مخمرهاي جوانههایفی کاذب(چی بررسی وجود یا فقدان عناصر قار: هدف
. و آکانتاموبانگلریا مانند (Amphizoic Amoeba)زيآزاد

سوبی که خوب مخلوط تهیه لام مرطوب بصورت مستقیم با برداشت یک قطره از ر: روش کار
وضعیت . 40و 10شاهده میکروسکپی با عدسی و ماست و قرار دادن آن روي لامشده

.شوداز نظر فراوانی در نظر گرفته میدر این آزمایشهاي قرمز و سفید نیزگلبول
را روي لام قرار داده و به آن یک قطره CSFیک قطره از رسوب :تهیه لام با مرکب چین-2

افزوده و )باشدCSFي برداشت شده از مایع که حجم آن یک سوم حجم قطره(مرکب چین 
هاي مخمري ولدر صورت وجود سل. کنیمبررسی می40و 10بعد از مخلوط کردن با عدسی 

منظره 10شود و با عدسی ي ضخیم و شفافی دیده میها هالهدار اطراف این سلولکپسول
هاي کریپتوکوك فاقد کپسول و برخی از استرین. گرددشبیه آسمان سیاه پرستاره مشاهده می

حدود CSFدار در مخمرهاي کپسول. پسول ظریفی باشندیا برخی ممکن است داراي ک
گزارش % 72تا % 60ایش را از حساسیت این آزم. شوداران مبتلا دیده میدرصد بیم60

.اندکرده

:هاي زیر ابتدا لام را به صورت زیر تهیه کنیدآمیزيبراي تهیه لام جهت رنگ: توجه 
یک قطره درشت از رسوب را روي لام قرار داده و بدون اینکه آن را پهن کرده یا بگسترانید اجازه دهید 

ي خشک ي دیگر به همین شکل روي قطرهبعد از خشک شدن یک قطره. ت هوا خشک شوددر مجاور
سپس لام را با کمک حرارت مختصر و . اجازه دهید تا در مجاورت هوا خشک شودشده ریخته و مجدداً

به اینصورت یک گسترش نسبتاً. (هاي زیر را انجام دهیدآمیزيیا بکمک متانول فیکس نموده و رنگ
تر خواهد تر و دقیقکه مشاهده و بررسی میکروسکپی آن سریعپرسلول حاصل خواهد شدضخیم و 

).گردید
آمیزي براي هماتولوژي استفاده مل رنگاز همان دستورالع: یا رایت گیمساآمیزي گیمسارنگ-3

نیز نوکلئرها ومنونوکلئرها یا پلیبرتري حضورهاي سفید از نظر هدف بررسی وضعیت گلبول. شودمی
.باشدهاي مخمري میمشاهده احتمالی سلول

.باشدهاي مخمري میهدف بررسی وجود احتمالی عناصر باکتریال و نیز سلول: آمیزي گرمرنگ-4



هاي مخمري کریپتوکوکوس سلول: آمیزي گرمرنگمبتلا به لنفوم، گسترش از خلط بیمار 
باشندیس میهاي گرم منفی موراکسلا کاتارالنئوفرمنس و کوکسی

.باشدمییااي نظیر نوکاردهاي رشتهبراي بررسی وجود احتمالی باکتري: آمیزي کانیونرنگ-5

(GMS)آمیزي گوموري متنامین سیلور رنگ–کریپتوکوکوس نئوفرمنس 

:هاي زیر انجام گیردکشت از رسوب در محیط-ب



30و انکوباسیون در دماي آزمایشگاه یا BHI، دارسابورو کلرآمفنیکل، سابورودکستروز آگار
روز5تا 2گراد به مدت درجه سانتی

و انکوباسیون در محیط ژلوز شکلاتیگراد و درجه سانتی37و انکوباسیون در محیط ژلوز خوندار
روز5تا 2گراد به مدت درجه سانتی37درصد گاز کربونیک و 10تا 5ط یشرا

این . ر نمونه باید صورت گیرددر هAFBکشت از نظر :Lowenstein-Jensenمحیط کشت
.نگهداري شوند. گراددرجه سانتی37ط ها تا یکماه باید در شرایکشت

:توضیحات
کشت حجم زیادي از نمونه و در بعضی موارد . کنندگزارش می% 56میزان حساسیت کشت را حدود 

. دهدهاي متعدد حساسیت کشت را افزایش مینمونهکشت
هفته نگهداري کرده و 3هاي کشت فوق را باید روزانه از نظر رشد بررسی و تا هاي حاوي محیطلیتپ

آمیزي گرم مورد بررسی ی با رنگرشد هرگونه کلن. هفته منفی تلقی نمود3در صورت عدم رشد بعد از 
مرکب چین و یا رنگ (آمیزي کپسول هاي مخمري رنگدر صورت مشاهده سلولگیرد وقرار 

.انجام شود%) 10نیگروزین
رم رنگ سفید تا زرد مایل به هاي کروز بصورت کلنی3تا 2ظرف معمولاًکریپتوکوکوس نئوفرمنس 

کنند و هاي براق و درخشانی را ایجاد میدار کلنیهاي کپسولاسترین. شونداي ظاهر میقهوه
.رسندنظر میهائی که فاقد کپسول بوده یا کپسول ضعیفی دارند خشک به استرین

5ي صورتی ظاهر شوند که بعد از اي با هالههاي سفید خامهساعت کلنی48الی 24ممکن است بعد از 
در محیط سابورو مالتوز آگار . هاي صاف، مرطوب و موکوئیدي به نظر برسندروز بصورت کلنی8تا 

.گیرندها رنگ گل اخرا به خود میکلنی
.آیندصورت مرطوب و سیال در میک هفته ببعد از یEMBدر محیط 

ئید کریپتوکوکوس نئوفرمنس به منظور تأي مشکوك به هاي مخمردر صورت رشد کلنی
:هاي زیر کمک گرفتتوان از تستحداقل می

)نتیجه مثبت است(chrisensen’s urea agarتست هیدرولیز اوره در محیط 
)نتیجه منفی است(تست احیاء نیترات 
)نتیجه مثبت است(تست فنل اکسیداز

اینجا فقط به شرح جزئیات باشند در هاي گرم و گیمسا بیشتر متداول میآمیزيبا توجه به اینکه رنگ
: شودآمیزي کانیون بسنده میروش رنگ



)نلسون اصلاح شدهزیل(آمیزي کانیون رنگروش 

فست نسبی هاي اسیدنیز باکتريها و فست مانند مایکوباکتریومهاي اسیدآمیزي باکتريبراي رنگ: هدف
.باشدمیفست ضعیف مانند نوکاردیاهااسیدیا 

آمیزي به دلیل اینکه داراي در این رنگ) (carbolfuchsinاستفاده از رنگ کربول فوشین : نکته
.ندارد) مانند زیل نلسون کلاسیک(غلظت بیشتري از فنل و فوشین بازیک است نیازي به حرارت دادن 

:میزيآروش رنگ
.دقیقه صبر نمائید5رنگ کانیون کربول فوشین را روي لام بریزید و -1
شستشوي کامل با آب-2
.دقیقه روي لام قرار دهید3به مدت ) در اتانول% 3اسیدکلریدریک (اسید الکل -3
شستشوي کامل با آب-4
.دقیقه روي لام بماند3رنگ متیلن بلو به مدت -5
شستشوي کامل با آب-6
.با عدسی روغنی میکروسکوپ مشاهده کنیدلام را خشک کرده و-7

ها مناسب الکل وجود دارد براي مایکوباکتریومکه در محلول اسید% 3اسیدکلریدریک - 1نکته 
اگر هدف بررسی و مشاهده نوکاردیاها باشد بهتر است در ترکیب اسید الکل به عوض . است

.استفاده شود% 1اسیدکلریدریک از اسید سولفوریک 
هاي غیراسیدفست آبی رنگ هاي اسیدفست قرمز و باکتريآمیزي باکترير این رنگد-2نکته 
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