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  چكيده
هاي  ضرورت تمايز گونه مد و ناكارآمد وآبا توجه به شيوع انواع كريپتوسپوريديوم در اشخاص با سيستم ايمني كار :سابقه و هدف

هاي  هدف اين تحقيق تمايز ايزوله.  پژوهش در شهر تهران انجام گرفتين ا18s rRNA انساني و حيواني و اهميت استفاده از ژن 
 .بود 18S rRNAتيد ژن  جفت نوكلئو1055  قطعهن و گاو با استفاده ازكريپتوسپوريديوم جدا شده از انسا

مورد بررسي  شده  روش اسيد فست اصلاحاستفاده ازنمونه مدفوع  گاوي  با  940 نمونه مدفوع انساني و1020تعداد : بررسي روش
  پرايمر4بعد با استفاده از   استخراج گرديد وQia Ampهاي مثبت توسط كيت   نمونهDNA .هاي مثبت تعيين شد قرار گرفت و نمونه

 دوم  PCRتكثير شد و محصول Nested- PCR    باروش18s rRNAتيد از ژن  جفت نوكلئو1055  به تعدادDNA طراحي شده يك قطعه
آميزي اتيديوم برومايد   رنگ و %5/2 هضم شد و روي ژل آگاروز Vsp1 و Ssp1ه كريپتوسپوريديوم توسط آنزيمهاي ن گونيبراي تعي

  .الكتروفورز گرديد
با روش هاي مثبت   تمامي نمونه.دش نمونه تعيين 23  و موارد مثبت گاوي12 تعداد موارد مثبت انساني ،در مطالعه فوق: هايافته

 نمونه انساني داراي حركت الكتروفورتيك 10 هاي گاوي و همه نمونه. ند و نتايج روش اول تأييد شدرار گرفتمولكولي مورد بررسي ق
 نمونه انساني داراي باندهاي متفاوت 2  گاوي بود وليپاروم كريپتوسپوريديوم كننده گونهبود كه تائيد% 5/2 مشابه بر روي ژل آگاروز

  .هاي گاوي و انساني  بدست آمده تأئيد گرديد با نمونه و تمايزشان بودند كه تعيين سكانس  شد
توسپوريديوزيس انساني كشورها كريپتوسپوريديوم پارووم را بعنوان عامل اصلي كريپ ساير با وجودي كه محققين در :گيرينتيجه

به دو نوع كريپتوسپوريديوم انسان   در اين تحقيق نيز آلودگي.اند  اهميت دانسته آلودگي به نوع هومينيس را نيز حائز،اند معرفي كرده
   . آن كريپتوسپوريديوم پاروم بود هومينيس مشاهده شد كه گونه غالبپاروم و

  .18S rRNAژن ، كريپتوسپوريديوم پاروم، كريپتوسپوريديوم هومينيس :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
هــا  كمــپلكس اي از گــروه اپــي كريپتوســپوريديوم تــك ياختــه

ركودكان و افراد با سيستم ايمني سالم بـه        باشد كه اغلب  د     مي
صورت يك ناراحتي گوارشي ساده تا اسهال حاد خود محـدود           

                                                 
  ،شناسي گروه انگل، دانشكده علوم پزشكي، تربيت مدرسدانشگاه تهران، : آدرس نويسنده مسئول

  )email: Dalimi4@yahoo.com (عبدالحسين دليمي اصل دكتر
  28/11/1386: تاريخ دريافت مقاله
  1/2/1387 :تاريخ پذيرش مقاله

ولي در افراد  با ايمني ناكارآمد اكتسابي و نمايد  بروز مي شونده  
 ).1( مرگ شـود   تواند موجب اسهال شديد و     يا غيراكتسابي مي  

ر د% 83تـا    %60شيوع اين بيماري در نقـاط مختلـف دنيـا از            
 گزارش شده كه شامل افراد با ايمنـي          با علائم گوارشي   نبيمارا

ــه   مــي ســالم و ناكارآمــد باشــد كــه عامــل آن اغلــب دو گون
  .)2،3(باشد  ميس كريپتوسپوريديوم پاروم و هوميني

توانـد    علاوه بر انسان مي    ياخته كه يك كوكسيديا است     ين تك ا
از ميان ). 4(ايد داران را نيز مبتلا نم  مهرهحيوانات اهلي و ساير     
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انواع كريپتوسپوريديوم نوع پاروم بعنوان عامل اصـلي بيمـاري          
در افراد با ايمني سركوب شده معرفي شده است و اين نتيجـه             
بدليل مشابهت ظاهري بين كريپتوسپوريديوم بدسـت آمـده از     

 اسـت آمـده   بـه دسـت  و انتقال متقابل بـين آنهـا     انسان و گاو  
)5،6   .(  

 گونه مختلف از كريپتوسپوريديوم در انـواع        20تاكنون بيش از    
موضــوع حــائز .  )7(مختلــف حيوانــات شناســايي شــده اســت 

ياختـه بـه انـسان       اهميت آگاهي به چگونگي انتقـال ايـن تـك         
ــي ــام    مـ ــا نـ ــساني را بـ ــپوريديوم انـ ــذا كريپتوسـ ــد لـ باشـ

 انـسان را    اكه غالب  1كريپتوسپوريديوم پاروم انساني يا ژنوتيپ      
 2را ژنوتيپ   و كريپتوسپوريديوم گاوي يا پاروم      ) 8( آلوده كرده 

ران را  اند كه نه تنها انسان بلكـه سـاير پـستاندا           نامگذاري كرده 
تـرادف و همچنـين    دو گونه بـدليل تفـاوت    اين.سازد مبتلا مي

،  با آنزيمهاي برشـي    تفاوت الگوي الكتروفورزي بعد از هضم ژن      
  ).9 (يندآ تيكي دو گونه مجزا بحساب مياز نظر ژن

اسـت ولـي   پـذير   ياخته از راههاي مختلف امكان   انتقال اين تك  
هاي بزرگ   موجب بروز اپيدمي  تواند   مهمترين راه انتقال كه مي    

لازم بـه   ).10(شود انتقال آن توسط آب آشاميدني آلوده است 
ذكر است انتقال آلودگي توسط آب از سراسر دنيا گزارش شده           

 هدف اين   ).11(شود    مي و يكي از مشكلات بهداشتي محسوب     
 و  هاي كريپتوسپوريديوم جدا شده از انسان      تحقيق تمايز ايزوله  

  . بود18S rRNA ژن bp 1055 از قطعهگاو با استفاده
  

  مواد و روشها
هاي مدفوعي    تهيه شده كليه نمونه    فرمل اتر  لامهاي مستقيم و  

مركز طبـي  (كودكان مراجعه كننده به مراكز بيمارستاني       كه از 
 بيمارسـتان حـضرت علـي    ، بيمارستان كودكان مفيـد    ،كانكود
هاي يك تـا شـش ماهـه دامـداريهاي اطـراف             گوسالهو  ) اصغر

سـيد فاسـت اصـلاح شـده     آوري شـدند بـا روش ا      جمـع تهران  
مورد مطالعه قرار گرفتنـد و      آميزي شده و با ميكروسكوپ       رنگ
كرومـات   ديدر محلـول    هايي كه واجد اووسيست بودنـد        نمونه
دليل انتخاب   .دماي يخچال نگهداري شدند    در و% 5/2م  پتاسي

ماهـه عـدم    1 -6هاي   ساله وگوساله  8 ماهه تا  6 كودكان بيمار 
ياخته اجازه فعاليـت      آنها بوده كه به تك    تكميل سيستم ايمني    

 .شـود  ل مي و به تدريج با فعال شدن آن بيماري كنتر        دهند   مي
 ياكز بيمارسـتان   نمونه انساني بدست آمده از مر      1020ميان   از

يان  مورد واجد اووسيست تشخيص داده شدند و از م         12تعداد  
 مـورد واجـد   23 آوري شده از دامداريها تعداد     نمونه جمع  940

  .اووسيست تشخيص داده شدند

 QIAGEN) QIAamp كيـت شـركت   از DNAاستخراج براي 

DNA stool mini kit(180-220بـدين منظـور   .  شددهاستف ا 
مدفوعي كه توسط آب يا نرمال سالين رقيق شده         ميكروليتر از   

 4/1ليتـري ريختـه مقـدار      ميلـي 2 بداخل لولـه سـانتريفوژ       بود
بـه   پس از ورتكـس  .درديگبه آن اضافه   ASLليتر از بافر ميلي

و بعـد از ورتكـس در         دقيقـه در آب جـوش قـرار داده         5مدت  
 مقـدار  سـپس . شدمدت يك دقيقه سانتريفوژ     به  دور   14000

 منتقل يليتر  ميلي2ليتر از مايع رويي را به يك لوله  لي مي2/1
را بـه لولـه   inhibit كرده و يك قرص موجود در كيت بـه نـام   

 پـس از   اضافه كرده و ورتكس كـرديم تـا قـرص حـل شـود و              
بـه  دور   14000 لولـه را در      گذشت يك دقيقه در دماي اطـاق      
ا بـه   م مايع رويـي ر    بعد تما  مدت سه دقيقه سانتريفوژ نموده و     

ليتـري منتقـل كـرده و مـدت سـه دقيقـه در                ميلـي  5/1لوله  
 15 در همــين زمــان مقــدار   .دور ســانتريفوژ شــد  14000

. شـد ليتري اضافه     ميلي 5/1 به يك لوله     kميكروليتر پروتئيناز   
 را بـه لولـه حـاوي        3ميكروليتر از مايع مرحله      200بعد مقدار   
يتـر از محلـول      ميكرول 200اضافه كرديم و مقـدار       kپروتئيناز  

AL   بـه   ثانيـه مخلـوط كـردن        15 پس از    شدبه آن اضافه     نيز
سـپس مقـدار     . درجه قرار داديم   70 دقيقه در دماي     10مدت  
 ميكروليتر اتانل مطلق به محلـول اضـافه كـرده مخلـوط             200

تمام محلـول در تـه       نموده سپس به آرامي سانتريفوژ كرديم تا      
ــ ــود لول ــع ش ــاه  .ه جم ــپ آنگ ــه كياام ــت  درب لول ــه دق  را ب

گذاري كرده سپس تمام محلول ليـزت را بـه داخـل آن              شماره
 .كرديم دور سانتريفوژ 14000ريختيم و به مدت يك دقيقه در        

ليتـري جديـد منتقـل        ميلـي  2سپس ستون كياامپ را به لوله       
بـه آن    AW1 ميكروليتـر از محلـول بـافر         500كرده و مقـدار     

س سـپ  وديم و نم ـ اضافه كرده و مدت يـك دقيقـه سـانتريفوژ         
ليتري جديـد منتقـل كـرده و          ميلي 2ستون كياامپ را به لوله      

به آن اضافه كرده و مـدت        AW2 ميكروليتر از بافر     500مقدار  
 سـتون   در ادامـه   .نموديمدور سانتريفوژ    14000سه دقيقه در    

 200ليتـر بـرده مقـدار         ميلـي  5/1كياامپ را بـه داخـل لولـه         
اضافه كرده مدت يك دقيقه در      به آن    را   AEكروليتر از بافر    مي

دور 14000مـدت يـك دقيـق در        به  حرارت اطاق ماند سپس     
ــا  از آن خــارج شــده ســتون را دور  DNAســانتريفوژ كــرده ت

را در يخچـال بـراي اسـتفاده         DNA و محلول حاوي     انداختيم
 بـراي مـدت طـولاني نگهـداري         -20در فريـزر     كوتاه مـدت و   

  .كرديم
 Nested-PCRروش ت توسطموجود در اووسيس18S rRNAژن 

كـم بـودن مقـدار      Nested علـت اسـتفاده از روش        . تكثير شد 
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DNA  در نمونـه بـود      كمبود مقدار ژن مـورد نظـر       ه نتيج و در 
)12.(  

براي تكثير اين ژن در كريپتوسپوريديوم ما ملزم بـه انجـام دو             
PCR  طراحـي كنـيم    چهار پرايمربايست  لذا ميمتوالي بوديم 

اول  PCR براي  بودRيك   وF يك  شاملكه يك جفت آن كه
ــراي  و ــت آن ب ــك جف ــوددوم  PCR ي ــتفاده ش  توســط .اس

  . جفت باز تكثير شد1557پرايمرهاي اوليه يك قطعه به طول 
CRYP1 F 5-`TTACTTACATGGATAACCGTG-3`(130- 150)  
CRYP1R5`-ACGAAACTTTCCTTACATGTA-3`(1658-1678) 

و   10x بافر از µL3 مقدار µL30 به حجم PCRدر هر واكنش 
µL2 از محلــول  MgCl2 بــا غلظــتmM50 و مقــدار µL1  از

dNTP   بــا غلظــتmM10  وµL25/0 ازtaq polymerase و 
µL2   ازDNA    ژنوميك وµL1هـاي   هر يـك از پرايمر  ازFو R 

 بـا آب  µL30كه به حجم كلي محلول اضافه شد و بقيه آن تـا    
  .مقطر ديونايز تكميل شد

استفاده كرديم كه شامل  3step PCR ز روشا  PCRبراي انجام
ــي  ــر م ــن ســيكل   شــرايط زي ــرار شــد 35باشــد و اي ــار تك  : ب

  دقيقــه،5 درجــه بــه مــدت 94در دمــاي دناتوراســيون اوليــه 
 annealing ثانيه،   45 درجه به مدت     94دناتوراسيون در دماي    

 در دمــاي extension ثانيــه، 45  درجه به مدت58در دماي 
 نهـايي در    extension دقيقه و در نهايـت       1 درجه به مدت     72

  توسـط  Nested سـپس در  .  دقيقـه  7 درجه به مدت     72دماي  
جفـت بـاز را     1055 طـول  بـه  قطعـه  يك دوم پرايمر زوج يك

 تكثير كرديم

CRYP2 F 5`-TTTAGACGGTAGGGTATTG-3`(299- 317) 
CRYP2 R 5`-ACAAAGTCCCTCTAAGAAG-3`(1333- 1351) 

دمـاي   ايط فوق بود و تفاوت فقط در       شرايط واكنش مشابه شر   
annealing درجـه كـاهش يافـت و بجـاي         54كه دما بـه       بود 

DNA ژنوميك از محصولPCR     اول بـه مقـدارµL2   اسـتفاده
بـر روي ژل    دوم محصول توليد شده را    PCRپس از انجام     .شد

آگاروز شركت فرمنتاز برده و توسـط اتيـديوم برومايـد و         % 5/2
) LHR) Syngen, UK مــدل UV.transilluminatorدســتگاه 

  .قابل مشاهده گرديد
ه كـه داراي بانـد قـوي و خـوب           بدست آمـد   DNAمحصولات  

  شركت فرمنتـاز     Vsp1 و Ssp1را توسط دو آنزيم برشي      بودند  
مقدار  µL 30براي انجام اينكار در يك واكنش      .برش زده شدند  

µL 10محـــصول دوم   ازPCR  را بـــاµL3  از بـــافر آنـــزيم و
 5/17و )  ميكروليتـر 5/0تقريبـĤ  ( از آنزيم مـورد نظـر    حدوا10

ساعت در   3آب مقطر ديونيزه اضافه كرده و مدت         ماكروليتر از 
 درجه قرار داديم سپس با غير فعال كردن آنـزيم           37بن ماري   

 گـارز آهـا روي ژل      نتايج الگوي هضم شده نمونه    ،   درجه 60در  
با تعيين ترادف    نتايج را    شد سپس و مشاهده    الكتروفورز% 5/2

  در كشور آلمان مورد تائيد قرارMWG Biotechتوسط شركت 
  .داديم

  
  هايافته

از تعـداد     نمونـه مثبـت و     12 ي، نمونه انسان  1020از  مجموع    
 ـ   23ي،   نمونه گاو  940  يـك   قطعـه     سـپس   . ود نمونه مثبت ب

ــازي از 1055 را كــه محــصول دوم   18S rRNA   ژنجفــت ب
. )2 و 1 شكلهاي( تكثير نموديم    ،دباش  مي Nested-PCRروش  
تمايز موجود در بين Vsp1  و Ssp1با استفاده از دو آنزيم آنگاه 
  .يمها را تشخيص داد گونه

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
هاي گونه كريپتوسپوريديوم جدا  ونهمن bp1055قطعه  - 1شكل 

 Size marker  bp100، 7چاهك شماره . )1- 6(شده از انسان 
 باشد مي

  
هاي گونه كريپتوسپوريديوم جدا   نمونهbp1055قطعه  -2شكل 

 Size marker bp100 ، 7چاهك شماره ، )1- 11( شده از گاو
 باشد مي
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،  هضم شدند  Ssp1 نمونه انساني كه توسط آنزيم       12از مجموع   

نمونه الگوي برشي يكساني را نشان دادند كـه بـر روي ژل              10
د سـه بانـد قابـل     اسـتفاده از اتيـديوم بروماي ـ      و بـا  % 5/2 آگارز

 جفت نوكلئوتيد توليد     543 و 342،  108هاي   مشاهده با اندازه  
 در اثر اين آنـزيم ايجـاد دو         5نمودند ولي نمونه چاهك شماره      

 نمود كه بـا بقيـه متفـاوت    ي جفت نوكلئوتيد700و  342 باند
  .)A قسمت ،3 شكل( بود
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 تحـت   Ssp1مونه گاوي كه توسط آنزيم برشي       ن 18از مجموع   
را نشان دادنـد     الگوي برشي يكساني     جملگيتاثير قرار گرفتند    

د سـه   و با استفاده از اتيديوم بروماي     % 5/2 زكه بر روي ژل آگار    
 جفــت 543 و 342، 108هــاي  بانــد قابــل مــشاهده بــا انــدازه

لـذكر  ا هاي فوق    تمامي نمونه  .)4 شكل(نوكلئوتيد توليد نمودند    
 قرار داده شدند كه نمونه       Vsp1در مرتبه دوم مورد تاثير آنزيم       

ــار ــر روي آگ ــساني ب ــن% 5/2ز ان ــاوتي را در حركــت  اي ــار تف ب
 و باندهايي بـا     نشان داد 11الكتروفورتيك نمونه چاهك شماره     

 جفت نوكلئوتيـد را ايجـاد نمـود    563و  430، 104 هاي اندازه
، 104هـاي    اي مرئي با اندازه    چاهكها بانده  هاي ساير  نمونهولي  
وري  لازم به يادآ   . جفت نوكلئوتيد را ايجاد نمودند     521و   430

ر آنـزيم اول    اي است كـه در اث ـ      است كه اين نمونه همان نمونه     
 ). Bقـسمت   ،  3 شـكل (هايي متفاوت با بقيـه ايجـاد نمـود          باند

بانـدهائي بـا انـدازه مـشابه        Vsp1 آنزيمهاي گاوي در اثر      مونهن
 521 و   430،  104هـاي      باندهايي بـا انـدازه     7 تا   1ي  چاهكها(

كه مبين يكـسان بـودن آنهـا        ( را نشان دادند  ) جفت نوكلئوتيد 
  . )5 شكل(است 

ونه چاهك  شده از نمن باندهاي مشاهده  با توجه به متفاوت بود    
 سـپس نتـايج آن بـا      . ين ترادف شود  يتع نمونه مذكور  5شماره  

بـا   و گـزارش گرديـد    Gene bank توجه به تمـايز موجـود بـه   
number access شماره EU311203 است به ثبت رسيده.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  بحث
و  با توجه به مطالعات انجـام شـده اهميـت كريپتوسـپوريديوم           

مطالعـات ميكروسـكوپي    . رسد  آن ضروري به نظر مي     تشخيص
 ياخته موثر بـوده ولـي  تمـايز        تا حدودي در مرفولوژي اين تك     

ــه ــان گون  ــ مي ــه روش ــاز ب ــا ني ــوان  ه ــا بت ــدتر دارد ت هاي جدي
مـايز  موجـودات را مت    هاي آلوده كننده ساير    يديومكريپتوسپور
ــا  ــود و ي ــكنم ــه  ت  ــ  ياخت ــه در زي ــري را ك ــاي ديگ ــام ه ر ن

ــده  ــان شـ ــپوريديوم پنهـ ــد كريپتوسـ ــاخت،انـ ــكار سـ .  آشـ
سـال   يك مـورد در    كريپتوسپوريديوم در انسان براي اولين بار     

هاي گونه   نمونهbp1055قطعه  A قسمت-3شكل 
بريده ) 2-6چاهك (كريپتوسپوريديوم جدا شده از انسان 

بريده ) 2-6(  چاهك شماره   Bقسمت  وSsp1 آنزيم شده با
 13 و 7، 1 چاهكهاي شماره. باشد  ميVsp1 آنزيم شده با

 Size marker bp100باشد  مي 

  
هاي گونه كريپتوسپوريديوم   از نمونهbp1055قطعه  -4شكل 

چاهك . Ssp1آنزيمبريده شده با ) 1-7چاهك  (جدا شده از گاو
 .باشد  ميSize marker bp100 ، 4شماره 

  
هاي گونه كريپتوسپوريديوم جدا  نمونه bp1055قطعه  -5شكل 

چاهك . Vsp1بريده شده با آنزيم) 2-7چاهك ( شده از گاو
 .باشد  ميSize marker 100 bp  8 و 1شماره 
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 مـورد گـزارش گرديـد و        11ار دوم    سال بعد براي ب    6 و   1976
 ).13( كشور جهان گزارش شده است 90كنون از تا

 كه در مجلات پزشكي به چاپ رسيده حـاكي از         اغلب اطلاعات 
هـا   يا موارد انفرادي بوده است و بجز اپيـدمي         و ها بروز اپيدمي 

اغلب موارد در كـشورهاي مترقـي شـامل مـواردي اسـت كـه               
ها ارجـاع داده     بدليل مشكل گوارشـي بـه آزمايـشگاه        اشخاص

ر بـرآورد آلـودگي از ايـالات متحـده آمريكـا نـشانگ            . شـوند  مي
 آزمـايش   هاي مـدفوع مـورد     از كل نمونه  % 2آلودگي در حدود    

 ميليـون مـوردي كـه       15 از   .باشد توسط مراقبين بهداشتي مي   
 مورد  000/300 حدود   ،براي اسهال مورد آزمايش قرار گرفتند     

ان در ايـر  ). 14(باشد   لا به كريپتوسپوريديوم مي    به ابت  مشكوك
اپ رسـيده اسـت     ياخته به چ   نيز گزارشات متعددي از اين تك     

ــه از  ــن ك ــياي ــه م ــوان از جمل ــاتت ــي  مطالع ــي بررس  فراوان
 نام برد كريپتوسپوريديوز در انسان و دام در شهرستان سنندج         

 در بـين    م بررسي وجود و فراوانـي كريپتوسـپوريديو       يا و )15(
اصـغر   كننده به بيمارستان حضرت علي     سهالي مراجعه اكودكان  

  در سـال     گروهـي از محققـين    ). 16( نـام بـرد    راشهر زاهدان   
به بررسي كريپتوسـپوريديازيس در      در شهر اراك اقدام      1378

 سال در بيمارستان اميركبير با استفاده از روش         5كان زير   كود
  نيـز در شـهر تهـران  ). 17( .نلـسون اصـلاح شـده نمودنـد      زيل

 سـال   5 تـا    صـفر بررسي شيوع كريپتوسپوريديوم در كودكـان       
ي ايـن شـهر بـا اسـتفاده از روش           مبتلا به اسهال بيمارسـتانها    

كريپتوسپوريديوم در گـاو بـراي      ). 18( م گرديد  انجا نلسون زيل
 مراحـل انـدوژنوز آن در       .دش ـ گزارش   1971اولين بار در سال     

اي كه دچار اسـهال شـده         ماهه 8نوم گاو به واسطه گوساله      وژژ
ــود ــد  ،ب ــف گردي ــه   ). 1( تعري ــشان داد ك ــدي ن ــات بع مطالع

 در  هاي جوان شـيوع دارد و      كريپتوسپوريديوم پاروم در گوساله   
در كـشورهاي   ). 1(  نيز گزارش شده اسـت     ه روز 4هاي   الهگوس

هاي بـالاي   وها و گوسـفند   و انگلستان گا    آمريكا ، كانادا ،فرانسه
 اووسيست  ،كنند هايي را كه توليد مي       اووسيست ، هفته 20سن  

  ).19،20( كريپتوسپوريديوم پاروم هستند
آلودگي انسان و گاو به اين انگـل و همزيـستي نزديـك ميـان               

تفاده از  صدد برآيند تا با اس     تا محققين در    موجب گرديد  دو اين
 در اانگـل را مـستقيم    در مرحلـه اول روشهاي مولكولي بتوانند

نمونه تشخيص دهند و بعد مشخصات ژنتيكـي هريـك از ايـن            
ن نموده و سپس در يك فراينـد تكميلـي قرابـت            يانگلها را تعي  

كـه محققـين    يكي از ژنهايي     .ين كنند يدو انگل را تع    ميان اين 
انـد   براي اين مطالعـه مناسـب دانـسته     بدليل داشتن كپي زياد     

18S rRNA   است كه بر روي آن در جهان مطالعات زيـاد و در
ايران نيز در سالهاي اخير مطالعـات محـدودي صـورت گرفتـه             

 براي تكثيـر ژن  Multiplex PCR روش ،1999در سال . است
18S rRNAقطعات تكثير شده .كامل يافت ت DNA  مخـصوص 
C.parvum، C.wrairi (422bp)، C.baileyi (11106bp) و  

C.muris (1346bp)  بودند .C.parvum و C.wrairiتوان   را مي
 با آناليز ژن پروتئين ديـواره خـارجي         PCR-RFLPتوسط يك   

 در ).21(اووسيست كريپتوسپوريديوم از يكديگر تفكيك نمود       
نـساني توسـط     ا C.parvum ژنـومي ايزولـه      DNA ،2002سال  

18S rRNA  لوكوسDNA   تايـپ شـده )C.parvum  ژنوتيـپ 
 )C.felis و   C.melegrides ، ژنوتيپ انـساني   C.parvum ،گاوي

كه براي تكثير يك قطعه تشخيصي توسط لاكـسر و همكـاران            
بـا  نمونـه حاصـل     .  مورد استفاده قـرار گرفـت      ،تعريف شده بود  

انس  آن را ســكو تكثيــر شــد bp452اســتفاده از يــك قطعــه 
 ،C.wrairi سپس با همولوگ خودش يعني با سـكانس          .نمودند

ــم ــوازي و ه ــد م ــور نمودن ــايي RFLP روش و از مح ــه توان  ك
 را  C.parvumجداسـازي انـواع كريپتوسـپوريديوم و ژنوتيـپ     

   .)22( دستفاده كردنا مورفيسم پليارزيابي  براي ،دارد
را بـراي شناسـائي   18S rRNAيـك قطعـه از ژن    گروه ديگري

افــراد و  HIV بيمــاران آلــوده بــه درانــواع كريپتوســپوريديوم 
 انگلــستان و ويتنــام مــورد ، برزيــل، مــالزي،آلــوده از كنيــاغير

آميـزي   لين شناسايي توسط تكنيك رنگ    او .دادنداستفاده قرار   
 Nested –PCRاسيد فاست صورت گرفت و تائيـد آن توسـط   

كلئاز بـر   نوژنوتايپ آن توسط آنزيم برشـي انـدو        . گرفت صورت
ه يدي ادامه يافت  تكه توسط سكانس نوكلئو    PCRروي محصول   

 ژنوتيـپ   4 ، مورد بررسـي    ايزوله 63در ميان    .انجام گرفت بود،  
 C.parvumهـا    ايزولـه  %57 .دش ـ شناسـائي    كريپتوسپوريديوم

 C.parvumهاي حيـواني     گونه% 7/21در حاليكه    انساني بودند 
  هــا از  از ايزولــه)%6/1( يــك ايزولــه ،بــا ژنوتيــپ گــاوي بودنــد

C. melagrides    از )%6/1(يا نوع بوقلموني بوده و يـك ايزولـه 
  .)23( بود C.murisنوع 

ــشمندان   ــوالي از ســوئي ديگــر گروهــي از دان   ژن  ازbp428ت
18S rRNA   9 ايزولـه انـساني و   10كريپتوسپوريديوم پـارووم 

 مـورد   ،تكثير شده بـود    PCRايزوله حيواني را كه توسط روش       
 ايزولـه  9 از  ايزوله8:  و اين نتايج به دست آمد   ناليز قرار دادند  آ

ــوالي شناســائي  3حيــواني و  را  TATATTTايزولــه انــساني ت
له انساني تـوالي     ايزو 10 از   ايزوله 7حاليكه   كنند در  معرفي مي 
  .)18( دهند را نشان ميTTTTTTTTTTTشناسائي 

انس كردن با سك 1999تحقيقات بيشتر در سال    از جانب ديگر  
18S rRNA  اثبات كرد  گونه مختلف از كريپتوسپوريديوم 7در
 C.parvum، C.baileyi، C.muris  گونه مشخص    4كه حداقل   

    .)24(ياخته وجود دارد    از اين تكC.serpentisو 
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G.Windmer و همكــاران آخــرين آنــاليز ژنتيكــي C.parvum 

 معرفي  ،ا باشد  گروه ژنتيكي مجز   2تواند مبين    انساني را كه مي   
شـود    گفتـه مـي    C كـه ژنوتيـپ      ها  يكي از اين ژنوتايپ   . كردند

 Hكه ژنوتيپ ديگر كه  در حالي كند انسان و حيوان را آلوده مي

تفــاوت  .شــود شــود فقــط در انــسان يافــت مــي   ناميــده مــي
ايـن   .در مدلهاي حيواني مشاهده شـد H&C سازي ميان  آلوده

 از راههـاي   C.parvum  كهرا مطرح كردمشاهدات اين فرضيه 
دو ژنوتيپ   نظريه ديگر اين است كه هر     . يابد مختلف انتقال مي  

 لــف ميزبــان در چــرخش هــستند وتهــاي مخ در ميــان گونــه
هـاي مخلـوط     توانند از آلودگي   جمعيتهاي مختلف ژنوتيپي مي   

  .)25(  مختلف ايجاد شوندهايميزبان
 18SrRNA با اسـتفاده از    2007 در ايران نيز محققين در سال     

 ،C. hominis ايزولـه 3نمودن  موفق به متمايزLaxer locus  و
C. parvum و  C. meleagridisاثبات نمودنـد    شده واز انسان

هـاي انـساني    حيـواني گونـه غالـب در آلودگي   C. parvum كـه 
هاي    گونه ين انواع ديگر  يرسد براي تع   به نظر مي  ). 26( باشد مي

هاي بيشتر از سـاير      آوري نمونه   عي نياز به جم   كننده انسان  آلوده
  .باشد  و روستاها كشور ميشهرها

  كانديد مناسـبي بـراي  18S rRNAبا توجه به نظرات فوق ژن 
در خـصوص انـدازه     . اسـت هاي كريپتوسـپوريديوم     تمايز ايزوله 

 تفـاوت سـليقه وجـود داشـته         ، مورد نظـر از ژن مـذكور       قطعه
 را براي تمـايز      نوكلئوتيدي 452 يك قطعه   لاكسر بعنوان مثال 

 بـراي   نوكلئوتيـدي  422يك قطعه     از Fayerانتخاب كرد ولي    

هاي مورد نظر سود جست كه با طـول قطعـه مـا              تفكيك گونه 
از آنجا كه طول بلنـد قطعـه        . است متفاوت   )نوكلئوتيد 1055(

 اين قطعـه    ،ها كمك كند   تر گونه   تواند به انتخاب اختصاصي     مي
  وC. parvumابتلا بـه  . دهد ان مينش تر  را دقيقها يز ايزولهتما

C. hominis  نيز مشابه تحقيقات فوق در اين پژوهش به اثبات
  .رسيد

 1055ايــن پــژوهش نــشان داده شــد قطعــه   در، مجمــوعدر 
تواند كانديد مناسـبي بـراي     مي18S rRNA از ژن نوكلئوتيدي
ــايز ايزو ــهتم ــپوريديوم  ل ــاي كريپتوس ــده ــب   . باش ــه غال گون

 C. parvum انسان و گاو  از هاي بدست آمده ونهكننده نم آلوده
ه شـد   هاي ديگري نيز تشخيص داد      آن ايزوله  علاوه بر . باشد مي

  هـا مـشابه ايزولـه       ايـن ايزولـه    .كه انسان را آلوده كـرده اسـت       
C. hominisهايي از نظر ژنتيكي با سـاير   است ولي داراي تفاوت

  .باشد هاي انساني مي گونه
 

 قدرداني و تشكر
شناسـي   وسيله از آقايان دكتر صدرائي مـدير گـروه انگـل            نبدي

دانشگاه تربيت مدرس و دكتر حقيقـي مـدير         دانشكده پزشكي   
شناسي دانـشكده پزشـكي دانـشكاه علـوم پزشـكي            گروه انگل 

شهيد بهـشتي و سـركار خـانم كاشـي كارشـناس آزمايـشگاه              
  .گردد  و قدرداني ميبيمارستان كودكان تشكر
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