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  3/10/86 : پذیرش مقاله،24/8/86:افت مقالهدری
Ø  براي . از بیوپسی هاي دئودنوم بعنوان ابزاري براي غربالگري افراد مشکوك به بیماري سلیاك استفاده میشود:  :مقدمه

بیعی حتی در مواردیکه ساختمان پرزهاي روده اي ط (IELs)تشخیص این بیماري ، افزایش تعداد لنفوسیتهاي اینترااپیتلیال 
هدف از این مطالعه مقایسه دو روش مختلف رنگ آمیزي .  بر عدم تحمل به گلوتن باشدیلی و می تواند دلست مهم بودها

  براي اندازه گیري لنفوسیتهاي اینترااپیتلیال در بیوپسی هاي دئودنوم است IHC وH&E بافتی
Ø   بیوپسی دئودنوم از فروردین تا شـهریور مـاه سـال     نمونه 74این مطالعه بصورت مقایسه اي و بر روي   :ها  مواد و روش

 در این پژوهش همه لنفوسیتهاي اینترااپی تلیال به روش یکسوکور . انجام پذیرفت تهران در بیمارستان دکتر شریعتی1383
  ..مورد بررسی قرار گرفتند

Ø ل در مشاهده اول و دوم به ترتیب میانگین تعداد لنفوسیتهاي اینترا اپیتلیال به ازاي یکصد سلول اپیتلیا: ها یافته
 محاسبه IHC براي موارد رنگ شده به شیوه 18/21 و 54/21 و H&E براي نمونه هاي رنگ شده به روش 72/16 و 77/15

در LCAنشان داد که  LCA و H&Eمقایسه میانگین لنفوسیتهاي اینترا اپی تلیال در لامهاي رنگ شده به روش . گردید
  . برتري داردH&E پنج سلول بر "حدودانشان دادن لنفوسیتها 

Ø    محاسبه لنفوسیتها با استفاده از رنگ آمیـزي  دو مرحله براي آنالیز لنفوسیتهاي اینترا اپیتلیال      :بحث و نتیجه گیري
H&E   ،   رنگ آمیزيLCA    موارد با  ( می شود موارد مشکوك مواجه پژوهشگر و شمارش لنفوستها با این روش در مواردیکه

چنانچه در مواردي به هر دلیل  .گرددپیشنهاد می  ) cut – off point اي اینترا اپی تلیال نرمال اما نزدیک به نقطهلنفوسیته
  .IELs on H&E + 5 ≅ IELs on IHC:  انجام نشود میتوان از فرمول زیر استفاده کردIHCرنگ آمیزي 

.Ø تلیال، لنفوسیتهاي اینترا اپی :ها واژه کلیدIHC و H&E  
  

 چكيده
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  مقدمه
ــال  ــرا اپیتلی ــیتهاي اینت ــداد لنفوس ــزایش در تع ــد 1اف  کلی

تشخیصی بیماري سلیاك در نمونه هایی است کـه هنـوز دچـار      
 مطالعـات اخیـر نـشان    .)1(  پرزهاي روده اي نشده انـد  2آتروفی

از بیماران حساس به گلوتن داراي مخاط       % 30داده اند که فقط     
طرفی در مواردیکه بیماري سلیاك بـه فـرم        از   .)2( پهن هستند 

و 3 مـوارد غیـر نمـادین   ماننـد  باشـد کلاسیک خود بـروز نکـرده      
 پایـه هـاي   ،افزایش لنفوسیتهاي اینترا اپیتلیال یکی از 4خاموش

   .)3 (استاصلی تشخیص 
 بـراي  5 بنـدي دسـته  پیشنهاد یـک   مارشبر همین اساس    

ان دچـار   ظاهر ریخت شناسی بیوپسی هـاي دئودنـوم در بیمـار          
سلیاك را داد که در درجات صـفر و یـک آن هنـوز تغییـري در      

 به هر حـال  .)4و2( مخاطی دیده نمی شود  6پرزرها یا کریپتهاي  
در تشخیص سـلیاك در رابطـه        7هنوز هم بزرگترین نارسایی ها    

با یافته هاي هیستولوژیک رخ می دهند کـه ایـن خـود بیـشتر               
روش نامناســب و ناشــی از مــواردي همچــون تهیــه نمونــه بــه  

برشهاي مماسی از بافت مـی باشـد کـه تفـسیر نمونـه را دچـار        
 در چنـین شـرایطی اسـت کـه انجـام          .)5،  4(اشکال می کننـد     

بدلیل رنـگ آمیـزي کـردن مناسـب       8مطالعه ایمنوهیستوشیمی 
سان مـی    آ 9سیتوپلاسم لنفوسیتها افتراق آنها را از انتروسیت ها       

  )6. (اهگشا باشد رسازد و می تواند در تعیین مارش
اهمیت و فواید تشخیص بیماري سلیاك در این مرحله  

و عوارض ناشی از ( شامل درمان بیمار، جلوگیري از سوء تغذیه 
و کاهش خطر بیماریهاي بد خیم می باشد که مورد اخیر ) آن 

خود مشتمل بر لنفوم بد خیم ، کارسینوم روده کوچک و 
  ) 1و2و7. (باشد کارسینوم سلول سنگفرشی مري می

 این مطالعه بدنبال یافتن جایگاه مطالعه ایمنوهیستوشیمی
در ارزیابی نمونه هاي بیوپسی دئودنوم بیماران مشکوك به 

  . می باشد10سلیاك بعنوان استاندارد طلایی

در این مطالعه همچنین الگوي توزیع لنفوسیتهاي اینترا  
راي اپیتلیال در پرزهاي روده بعنوان یک شاخص تشخیصی ب
  .انتروپاتی حساس به گلوتن مورد مطالعه قرار گرفته است

  1 ها مواد و روش
 با روش  H&E11، روش مرسوم رنگ آمیزي    در این مطالعه  

براي شـمارش لنفوسـیتهاي اینتـرا اپـی تلیـال            IHCاستاندارد  
 .دئودنوم مقایسه گردیده است مشاهده شده در بیوپسی هاي

ند که از نظربالینی بـه    جمعیت مورد مطالعه افرادي بوده ا      
بیماري سلیاك مشکوك بوده و بیوپسی از قسمت دوم دئودنـوم        

  .آنها بعمل آمده است
همه نمونه هاي انتخاب شده براي ارزیابی هیستولوژیک از         

 )یافتن حـداقل چهـار پـرز در یـک ردیـف        (  موردنظر   12کفایت
 فاقـد تغییـرات پیـشرفته بیمـاري     همچنین و   برخوردار بوده اند  

 بـه بـالا ، افـزایش لنفوسـیتهاي     I از مارش  زیرایاك بوده اند    سل
ري اینترا اپی تلیال تنها یافته مرفولوِژیک تشخیصی بـراي بیمـا          

نمونـه گیـري در ایـن مطالعـه بـه روش غیـر              . سلیاك نمیباشد 
  .  می باشد13احتمالی آسان

با در نظر گرفتن اطلاعات حاصل از مطالعات مشابه، حجم          
 معادل حدود اطمینانبا ( مورد محاسبه گردید  69نمونه معادل 

 قرار IHC و H&Eنمونه تحت دو آزمون  74اما در عمل ). %95
مطالعه در دانشگاه علوم پزشکی تهران ، بیمارستان دکتر . گرفتند

 .ت انجام پذیرف1383علی شریعتی و در نیمه اول سال 

 رنگ آمیزي شده بودنـد      H&Eابتدا لامهایی که به روش      
دام دو بار و در زمانهاي مختلف بصورت یکسو کـور توسـط   هر ک 

پاتولوژیـست داراي مهـارت در ایـن زمینــه مـورد بررسـی قــرار      
 14گرفتند و اطلاعات حاصل از شمارش در یک جـدول توخـالی           

                                                
1. Intra epithelial lymphocytes 8. Immunohistochemistry 
2. Atrophy                               9. Entrocytes 
3. Atypical                               10. Gold standard   
4. Silent                                   11. Hematoxylin-eosin 
5. Classification         12. Adequacy 
6. Crypts 13. Simple non – probably 
7.Pitfalls 14. Dummy table 
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 سپس از بلوکهاي مربوط به بیماران برش مجـدد          .ذخیره گردید 
 صــورت IHCبعمــل آمــده و ایــن بــار رنــگ آمیــزي بــه روش 

انجـام    بررسی بافتهاي اخیر نیز به همـان شـیوه قبلـی         .رفتپذی
ــد    ــت گردی ــله ثب ــات حاص ــه و اطلاع ــمارش .گرفت  درهربارش

 1 ویلوس بصورت اتفاقی   3-5لنفوسیتهاي اینترا اپی تلیال تعداد      
 300-500مورد بررسی قرارگرفتند و تعداد لنفوسـیتها بـه ازاي     

  .سلول اپی تلیال شمارش گردیدند
در نمونه هایی که افزایش تعدادلنفوسیتهاي      علاوه بر این     

اینترا اپیتلیال رانشان می دادند، نسبت لنفوسیتها در انتهاي پرز         
آنالیز آمـاري اطلاعـات     . نیز محاسبه و ثبت گردید     2به قاعده آن  

  .ت انجام پذیرف5/11 ورژنSPSSتوسط نرم افزار 

  ها یافته
  نفـــر31 بیمـــار مـــورد مطالعـــه، 74در ایـــن پـــژوهش از 

میانگین سـنی   . مرد بودند )  درصد 1/58( نفر   43زن و ) درصد9/41(
 .محاسبه گردید) انحراف معیار=52/18 ( سال51/40بیماران 

میانگین و میانه تعدادلنفوسیتهاي اینترااپی تلیال در هردو        
 بطور جداگانه محاسبه شـده      IHC و   H&Eبار بررسی لامهاي    

  .)1جدول  (است
هاي اینترا اپـی تلیـال شـمارش        مقایسه میانگین لنفوسیت   

ــاري انجــام شــد و    ــزي از نظــر آم شــده در دو روش رنــگ آمی
 3همبستگی خطی تغییرات با تعیین ضریب همبستگی پیرسون

مورد آنالیز قرار گرفت که نتایج بطور واضـح همبـستگی خطـی            
  ).2جدول ( را نشان میدهند  IHCوH&E تغییرات
 تلیـال در بیوپـسی   تفاوت میانگین لنفوسیتهاي اینترا اپی    

 نیـز در  IHC و H&Eهاي دئودنوم بـا دو روش رنـگ آمیـزي       
این پژوهش محاسـبه گردیـد یافتـه مهـم ایـن بررسـی وجـود                 

  ). 3جدول (  سلول بین میانگین آنها بود 5اختلافی در حدود 
در این مطالعه مشخص شد که بهترین مـدل بـراي پـیش          

هاي اینتـرا اپـی   بینی و تعیین فرمول براي اصلاح عدد لنفوسـیت        
  ).همبستگی خطی(  مدل خطی باشد H&Eدر تلیال

  
 و در هر بار تکرار شمارش آنها براي نمونه IHCو H&E  شاخص هاي توصیفی لنفوسیتهاي اینترا اپی تلیال بر اساس روشهاي-1جدول شماره 

  در بیمارستان دکتر شریعتی تهران1383هاي بیوپسی دئودنوم در نیمه اول سال 

  
 و IHCو H&E ا اپی تلیال شمارش شده در روشهاي مختلف میزان همبستگی خطی مشاهده شده بین تعداد لنفوسیتهاي اینتر-2جدول شماره 

  1383 در بیمارستان دکتر شریعتی تهران 1383تکرار شمارش در هر یک از روشها در مطالعه نمونه هاي بیوپسی دئودنوم در نیمه اول سال 
 p ضریب همبستگی پیرسون 

 H&E1 932/0 000/0*و H&E2 **مقایسه 
 IHC1 953/0 000/0و IHC2 مقایسه
 H&E1 930/0 000/0 و IHC1مقایسه 
 H&E2 968/0 000/0و  IHC2مقایسه 
 H&E1 968/0 000/0 و IHC2مقایسه 
 H&E2 941/0 000/0 و IHC1مقایسه 

  شمارش دوم **،  شمارش اول*
  

  ضریب همبستگی انحراف معیار میانه گینمیان 
(CV) 

 H&E 77/15 15 383/7 8/46%شمارش اول 
 H&E 72/16 15 840/7 9/46%شمارش دوم 
 IHC 54/21 20 495/8 4/39%شمارش اول 
 IHC 18/21 20 390/8 6/39%شمارش دوم 

1. Random 3. Pearson correlation 
2. Tip/base ratio 
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مارش آنها در نمونه هاي  و تکرار شIHC وH&E مقایسه میانگین لنفوسیتهاي اینترا اپی تلیال در دو روش رنگ آمیزي -3 شماره جدول
  ، بیمارستان دکتر شریعتی تهران 1383بیوپسی دئودنوم در نیمه اول سال 

  حدود اطمینان% 95  تفاوتIELsشمارش شده 
 حد بالا حد پایین انحراف معیار میانگین

p CV 

H&E1*& IHC1 7/5 1/3 5 5/6 000/0 4/54% 
& IHC2** H&E2 4/4 1/2 9/3 9/4 000/0 7/47% 

& IHC2 H&E1 4/5 2/2 8/4 9/5 000/0 7/40% 
& IHC1 H&E2 8/4 8/2 1/4 9/5 000/0 3/58% 

  در شمارش دوم= 2** در شمارش اول= 1*
  
 نیز انجام شد و بـه شـرط اطـلاع از میـزان             1آنالیز برازش  

 فرمـول ذیـل بـراي       H&Eلنفوسیتهاي اینترا اپی تلیال در لام       
  ).>0001/0p (بدست آمد IHC پیش بینی مقدار آنها در لام

  :در شمارش اول
IELs on IHC= 4.7 + (1.07 x IELs on H&E) 

:در شمارش دوم  
IELs on IHC= 3.9 + (1.03 x IELs on H&E) 

بـا  (فرمول پیش گویی کننده بر اسـاس آنـالیز رگرسـیون            
87=%R2 (    بدست آمده است)0001/0p<(   نیـز   2منحنـی راك

 در .)1نمودار (   ترسیم گردیدبراي بررسی صحت و اعتبار آزمون
این نمودار ملاحظه می شود که سطح زیر منحنی در هـر دوبـار     

 به عدد یک H&Eشمارش لنفوسیتهاي اینترا اپی تلیال توسط       
که دلیل بر اعتبار و صحت    ) 988/0،  980/0 (بسیار نزدیک است  
  .)=000/0pدر هر دو مورد ( بالاي آزمون ا ست 

بـا  لنفوسیتهاي اینترا اپـی تلیـال    براي هر دو بار شمارش       
، حـساسیت و ویژگـی تعیـین شـد و     H&Eروش رنگ آمیـزي    

بدین ترتیب بهترین نقاط براي حداکثر حـساسیت و ویژگـی در      
 شـناخته   50/25 و   50/23داد  شمارش اول و دوم به ترتیـب اع ـ       

نیز براي تعداد لنفوسیتهاي مـشاهده       3نسبت امر محتمل  . شدند
 انـدازه   IHC در مقایـسه بـا روش        H&E رنگ آمیـزي     باشده  

گیري شد که در شمارش اول لنفوسیتهاي اینترا اپی تلیـال لام            
H&E    بود و  %) 95(سلول داراي بیشترین دقت      5/22 در سطح

داراي بیـشترین دقـت    نیـز    سلول   24در شمارش دوم در سطح      
  1  .بود%) 96(ممکن 
  
  
  
  
 
  
  
  

  
  
  

 ن شمارش تعداد  بررسی صحت واعتبار آزمو -1نمودار شماره 
لنفوسیتهاي اینترا اپی تلیال نمونه هاي بیوپسی دئودنوم در نیمه 

   در بیمارستان دکتر شریعتی تهران1383اول سال 
  

در این پژوهش همچنین تعیین نسبت میانگین لنفوسـیتهاي         
اینترا اپی تلیال ناحیه انتها به قاعده پرزها در بیماران داراي افـزایش         

لنفوسیت مد نظر قـرار گرفـت کـه ایـن نـسبت در            اینترا اپی تلیال    
 . تجاوز نکرد7/1هیچکدام از بیماران از مرز 

 
                                                
1. Regression 3. Iikelihood Ratio 
2. Roc curve 
 

٠٠/١  

 
٧۵/٠  

 

Sensitivity 
 

۵/٠  

 
٢۵/٠  

٧۵/٠                     ۵٢                     ٠/٠۵/٠                     ٠  
1. Specificity 
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  گیري بحث نتیجه
در این پژوهش میانگین تعداد لنفوسیتهاي اینترااپی تلیال        

 و دوم IHC، اول H&Eدوم   ،H&Eاول  درمـــشاهده هـــاي
IHC بود 21 و22، 17، 16  مقادیربه ترتیب .  
اینترا اپـی تلیـال شـمارش        لنفوسیتهايمقایسه میانگین    

 با تعیـین ضـریب   IHC  وH&Eشده در دو روش رنگ آمیزي  
همبستگی پیرسون نشان میدهد که همبستگی خطی تغییـرات         

H&E و IHC    یعنی اینکه بدنبال افـزایش یـا    است بسیار قوي 
 بـصورت   H&Eکاهش لنفوسـیتهاي اینتـرا اپـی تلیـال در لام            

ایـن  . یز تغییر خواهد کرد و بالعکس نIHCخطی میزان آنها در  
بدان معنی است که با اطلاع از عددهر کدام از اینهـا مـی تـوان             

  .عدد دیگري را پیش بینی کرد
بررسی تفاوت میانگین لنفوسیتهاي اینترااپی تلیـال در دو روش       

 سـلول   5 بیانگر اختلافی در حدود      IHC و   H&Eرنگ آمیزي   
 ـ  بین این دو روش می      IHCیکـه همـواره روش   گونـه ا  ه  باشد ب

 سـلول بیـشتر از   5تعداد لنفوسیتهاي اینترااپی تلیال را در حـد    
H&E  این مطالعه نـشان میدهـد کـه بهتـرین           .دهد  نشان می

مــدل بــراي پــیش بینــی و تعیــین فرمــول بــراي اصــلاح عــدد 
 بدسـت آمـده     H&Eلنفوسیتهاي اینترااپی تلیال که از مطالعه       

  .می باشد 1است مدل خطی
 بایست بدنبال فرمولی می بودیم که بـه شـرط          می سپس 

اطلاع از تعـداد لنفوسـیتهاي اینترااپـی تلیـال در رنـگ آمیـزي          
H&E          بتوان مقدار آنها را در رنـگ آمیـزي IHC   پـیش بینـی 

کرد لذا از آنالیز برازش براي نیل به این هـدف اسـتفاده کـردیم       
  :که نتیجه آن فرمول زیر بود

IELs on H&E +5 ≅ IELs on IHC 
بر اساس آنالیز انجام شده ، این مقدار پیش گـویی بـراي               
IHC 0001/0 (دقیق می باشد% 87 به میزانp<.(  
مطالعـه از منحنـی راك    3 و اعتبـار  2براي بررسـی صـحت     

 این منحنی یکـی از راههـاي مـؤثر نمـایش            .استفاده شده است  
داراي مقــادیر ارتبــاط بــین حــساسیت و ویژگــی در آزمونهــاي 

 سطح زیر منحنی در هـر دو بـار      حاضردر مطالعه   . پیوسته است 
 به عـددیک    H&Eشمارش لنفوسیتهاي اینترااپی تلیال توسط      

بسیار نزدیک بوده است که دلیلـی محکـم بـر اعتبـار و صـحت               
  ).>0001/0p( بالاي آزمون میباشد

 در هر دو باري که شمارش لنفوسیتهاي اینترااپـی تلیـال           
 بـراي سـطوح     5و ویژگـی   4 انجام شد حساسیت   H&Eش  به رو 

مختلف مقدار لنفوسیتها انجام شد و مشخص گردید نقاطی کـه          
 بیشترین حساسیت و ویژگی را       نقطه پایانی   بعنوان H&Eبراي  

 ـ 5/25 و   5/23دارند در شمارش اول و دوم به ترتیب          ا ویژگـی   ب
  .بودند% 100و حساسیت % 99بالاي 
ــ  مــیســپس  ــسبت ام ــراي تعــداد بایــست ن ر محتمــل ب

 در H&Eلنفوســیتهاي مــشاهده شــده توســط رنــگ آمیــزي  
پـس از  .  در سطوح مختلف اندازه گیري گردیـد IHCمقایسه با   

انجام این کار مـشخص شـد کـه در شـمارش اول لنفوسـیتهاي         
ــال لام    ــی تلی ــرا اپ ــطح H&Eاینت ــلول داراي  5/22 در س س

ز در سـطح    در شمارش دوم نی   . بود%) 95(بیشترین دقت ممکن    
  1  . وجود داشتH&Eبراي %) 96( سلول بیشترین دقت 24

که بر اساس مطالعات انجام شـده الگـوي انتـشار         ییاز آنجا  
لنفوسیتها ي اینتـرا اپـی تلیـال نیـز در حالیکـه هنـوز آتروقـی            
ویلوس رخ نداده است می توانـد دال بـر حـساسیت بـه گلـوتن          

وســیتهاي باشــد در ایــن پــژوهش تعیــین نــسبت میــانگین لنف
اینترااپی تلیال ناحیه انتهـا بـه قاعـده پرزهـا در بیمـاران داراي              
افزایش لنفوسیتهاي اینترااپی تلیال انجام شد که این نـسبت در       

  . تجاوز نکرد7/1هیچکدام از بیماران از مرز مشخص شده 
ــانگین    ــاوت می ــه تف ــشان داده شــد ک ــه ن ــن مطالع در ای

  وH&Eوش رنگ آمیـزي   لنفوسیتهاي اینترا اپی تلیال در دو ر      
IHC    دو مرحلـه بـراي آنـالیز      سلول می باشـد لـذا   5 در حدود

   :گرددلنفوسیتهاي اینترا اپیتلیال پیشنهاد می 
                                                
1. Linear 4. Sensitivity 
2. Accuracy  5. Specificity 
3. Validity 
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در ابتدا شمارش لنفوسیتها به روش مرسوم و با استفاده لز       
 انجام شود و موارد غیـر طبیعـی تـشخیص           H&Eرنگ آمیزي   

وهـشگر بـا مـوارد      در مرحله بعـدي در صـورتیکه پژ       . داده شوند 
یعنی با لنفوسیتهاي اینترا اپیتلیـال      (مشکوك مواجه شده است     

 براي رفـع    LCAرنگ آمیزي   ) نرمال اما نزدیک به نقطه پایانی     
  .مشکل و شمارش دقیق لنفوسیتها الزامی خواهد بود

 انجـام   IHCچنانچه در مواردي به هر دلیل رنگ آمیـزي          
 لنفوسیتهاي اینترا اپـی  نشود میتوان از فرمول زیر براي محاسبه   

  : استفاده کرد تلیال
IELs on H&E+5 ≅ IELs on IHC   
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