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  تعيين گونه هاي انگل كريپتوسپوريديوم با استفاده از آناليز
 PCR-RFLP 18 ژنs rRNA  

  
  دكتر منصور صالحي دكتر رسول صالحي ،3  ،مهدي اعظمي2دكتر داود درستكار مقدم ، 1*

  13/6/84: تاريخ دريافت
  22/10/84 :تاريخ پذيرش

    
  

  چكيده
  
  هدف

در افراد با سيستم ايمني كارآمد . اتوژن روده اي است كه سبب اسهال در انسان و حيوانات مي شودكريپتوسپوريديوم يكي از مهمترين انگل هاي پ
  عفونت ناشي از انگل خودبخود بهبود مي يابد اما در اشخاص مبتلا به نقص سيستم ايمني عفونت ناشي از انگل طولاني مدت بوده و 

 رل بيماري، ايزوله هايتبيماري مذكور و تاثير تنوع گونه هاي انگل در طراحي استراتژيهاي كنهميت ادليل ه ب. شود مي تواند منجر به مرگ اين افراد
  . مورد بررسي قرار گرفتندPCR-RFLPانساني و حيواني كريپتوسپوريديوم جهت تعيين نوع گونه ها با استفاده از روش 

  مواد و روش كار
ي شده از نقاط مختلف استان اصفهان با استفاده از روشهاي آزمايشگاهي ويژه مورد  انساني و دامي جمع آورمدفوع هاي نمونه بررسي ايندر 
جهت تعيين هويت  . انجام گرديدPCR-RFLP استخراج شده از ايزوله ها عمليات DNAررسي و تخليص قرار گرفتند و در نهايت بر رويب

نتايج بررسي هاي ميكروسكوپي .  انجام شد18s rRNAر روي ژن ب) sequencing(عيين توالي ژنوم تگونه هاي انگلي شناسايي شده عمليات 
 نشان داد كه نمونه هاي PCR-RFLPنتايج .  درصد از نمونه هاي دامي آلوده به انگل هستند2/6 درصد از نمونه هاي انساني و 7/4نشان داد كه 

 و سه ژنوتيپ جديد Cryptosporidium parvum II ،C. baileyi ،C. serpentis، C. muris ،C. wrairiمورد آزمايش آلوده به 
  . دش هويت واقعي اين گونه هاي انگلي تعيين تعيين تواليم ابا انج. دنكريپتوسپوريديوم مي باش

  نتايج
         SspI و SpeI ايزوله هاي انساني و حيواني در اثر هضم آنزيمي با آنزيم هاي برش دهنده 18s rRNA ژن PCR-RFLPبا توجه به الگوي 

همچنين ممكن است تغييرات .  وجود دارد C. parvumويژه ه مي توان نتيجه گرفت كه در استان اصفهان اكثر ژنوتيپ هاي كريپتوسپوريديوم ب
 در انگل هاي كريپتوسپوريديوم اين منطقه وجود داشته باشد و يا موتانهايي از اين جنس نيز در منطقه وجود داشته باشند كه كشديد پلي مرفي

 وه بر اين وجود سويه هاي دامي در ايزوله هايعلا .گوهاي متفاوتي را ايجاد مي كنند و پي بردن به هويت اين موتانها نياز به تعيين توالي ژنوم آنها داردال
  . مي دهدانگل و اهميت سويه هاي دامي را در كنار سويه هاي انساني در منطقه نشان  -دام  -مده از انسان تداخل سيكل انسانآدست ه ب

  
  .PCR-RFLP ،18s rRNA كريپتوسپوريديوم، گونه، :كلمات كليدي 

  

                                                 
  گروه انگل شناسي و قارچ شناسي دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي اصفهان  استاديار-1
   moghaddam@med.mui.ac.ir،  0311-688 8597:   ،  نمابر0311-792 2491: سئول،  تلفننويسنده م*
  دانشگاه علوم پزشكي اصفهان،  دانشكده پزشكي، شناسيچقار گروه انگل شناسي و  كارشناس ارشد انگل شناسي،-2
  هاندانشگاه علوم پزشكي اصف شكده پزشكي،ن دا،بيولوژي مولكولي  استاديارگروه ژنتيك و-3
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  مقدمه
كريپتوسپوريديوم يكي از مهمترين انگل هاي پاتوژن روده اي 

در افراد با . است كه سبب اسهال در انسان و حيوانات مي شود
  سيستم ايمني كارآمد، عفونت ناشي از انگل خودبخود بهبود

اشخاص مبتلا به نقص سيستم ايمني عفونت ناشي از مي يابد اما در 
انگل طولاني مدت بوده و مي تواند منجر به مرگ اين افراد شود 

گونه هاي انگل كريپتوسپوريديوم در بافت هاي اختصاصي ). 2، 1(
ميزبان از جمله روده، شكم و ريه ها مستقر مي شوند و بيماري 

  . مي كنند ايجاد
 كريپتوسپوريديوم بر اسـاس شـكل       تشخيص و تمايز گونه هاي    

)morphology (          كاري دشوار و غير ممكن بوده و مشخص شـده
  DNAاست كه اكثر گونه ها داراي تفاوت هاي جزئـي در تـوالي              

 هستند و به همين علت براي تـشخيص گونـه هـاي            با ديگر گونه ها   
 امروزه مشخص  .)3(رسي هاي ژنوتايپينگ مي باشد انگل نياز به بر

  : ست كه چندين گونه كريپتوسپوريديوم از جملهشده ا
Cryptosporidium parvum, C . hominis, C. muris,  
C. canis, C.  felis,C. meleagridis,C. andersoni  

كريپتوســپوريديوم ). 4-7(ر انــسان عفونــت ايجــاد كننــد قادرنــد د
ناميـده  ) انـساني  (C. parvum Ιكه قبلاً ) C. hominis(هومينيس 

طور آشكاري در سراسر جهان گزارش مي شود      ه   شد، امروزه ب   مي
)8 .(C. parvum ΙΙ) طـور قابـل ملاحظـه اي    ه ب) ژنوتيپ دامي

بـا ايـن    ). 2(باعث عفونـت در بـسياري از پـستانداران مـي شـود              
وجــود، ژنوتيــپ هــاي مختلفــي از كريپتوســپوريديوم در نقــاط  

نـد و يـا     مختلف جهان وجود دارنـد كـه هنـوز شناسـايي نـشده ا             
هاي اختصاصي آنها مورد شناسايي و بررسـي قـرار           اينكه ميزبان 

  ). 9-11 ، 3(نگرفته است 
ژنوتايپينگ ايزوله هاي كريپتوسپوريديوم سبب فراهم 
آوردن اطلاعات با ارزشي در مورد تشخيص ايزوله هاي 

 و به شناخت اپيدميولوژي شودموجود در ميزبانهاي مختلف مي 
). 12-15، 7 ،5(كند   نيز كمك ميكريپتوسپوريديوزيس

  اطلاعات موجود بر اساس شكل و ساختمان اووسيست، 
ميزبان هاي اختصاصي انگل، محل استقرار انگل و دوره عفونت 
اغلب جهت مطالعات اپيدميولوژي گونه هاي كريپتوسپوريديوم 

آناليز و بررسي چندين  .)17 ،16(مناسب و كافي نمي باشند 
 در جنس كريپتوسپوريديوم نشان DNAكول ناحيه بر روي مول

زير واحد : داده است كه ماركرهاي مولكولي مختلفي مانند

، ژنهاي كد كننده پروتئين )18s rRNA(كوچك ريبوزم 
، پروتئين حساس به حرارت )COWP(ديواره اووسيست انگل 

 كيلو دالتوني انگل و پروتئين اكتين انگل مي تواند جهت 70
ولوژيك و پاتولوژيك انگل مورد استفاده بررسي هاي اپيدمي

انگل ونه هاي  تعيين گهدف از اين بررسي). 3(قرار گيرد 
   ژنPCR-RFLP با استفاده از روشكريپتوسپوريديوم 

18s rRNA مي باشد .  
  

  مواد و روشها 
 نمونه مدفوع 642 در اين بررسي :جمع آوري و جداسازي انگل

تلا به نقص سيستم ايمني و از كودكان زير پنج سال، بيماران مب
طور ه مدفوع ب نمونه 480افراد در معرض خطر بيماري و 

مستقيم از ركتوم گاوها و گوساله هاي دامداريهاي مناطق 
تمامي نمونه ها پس . مختلف استان اصفهان جمع آوري گرديد

 4و در حرارت % 5 دي كرومات پتاسيم از جمع آوري در
به منظور بررسي وجود يا . درجه سانتي گراد نگهداري شدند

عدم وجود انگل، تمامي نمونه ها با روش آزمايشگاهي 
تغليظ شدند و ) Sheater’s) (18(شناورسازي در محلول قندي 

 نلسون اصلاح –در نهايت گسترش هاي تهيه شده با روش ذيل 
  . شده رنگ آميزي و با ميكروسكوپ مورد بررسي قرارگرفتند

 با روش هاي گراديانت منقطع نمونه هاي آلوده به انگل
ساكارز و گراديانت پركول مورد تخليص و جداسازي قرار 

ايزوله هاي انگلي تخليص شده در دي كرومات ). 19(گرفتند 
  .  درجه سانتي گراد نگهداري شدند4و در حرارت % 5/2پتاسيم 

  ژنومي انگل از اووسيست هايDNA: DNAاستخراج و تخليص 
استخراج و ) Boom) 20روش تخليص شده و به كمك 

  ميكروليتر از بافر ليز كننده 200طور خلاصه ه ب. دشتخليص 
L6  شامل :  

guanidinium thiocyanate  M 7 ،mM Tris-HCl 50) 4/6 pH=(  ،
mM EDTA 25) 8pH= ( ،100 - Triton X  5/1%  15و 

 ميكروليتر از 100به ) شركت سيگما(ميكروليتر پودر سيليس 
هاي تخليص شده اضافه گرديد و پس از ورتكس اووسيست 

   درجه 20-25( دقيقه در حرارت اتاق 30كوتاه، به مدت 
 30پس از اين مرحله نمونه ها به مدت . وبه شدكان) سانتي گراد

 دور سانتريفوژ شدند و دو مرتبه با بافر شستشو 13000ثانيه در 
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  ،guanidinium thiocyanate  M 7 : حاويL2دهنده 
 mM Tris-HCl 50) 4/6 pH=(  ، سرد و % 80ل اتانويك مرتبه با

 10يك مرتبه با استن خالص شسته شدند و در پايان به مدت 
براي .  درجه سانتي گراد خشك شدند55دقيقه در حرارت 

دست ه  از سيليس، به نمونه هاي خشك بDNAجداسازي 
 نه ها ميكروليتر آب مقطر ديونيزه استريل اضافه شد و نمو50آمده 

 55حرارت   دقيقه در10د و به مدت شخوبي در آن حل ه ب
 13000 دقيقه در 1درجه سانتي گراد انكوبه و در پايان به مدت 

 DNAدر مايع رويي حاصل از سانتريفوژ . دور سانتريفوژ شدند
د و براي مراحل بعدي آزمايش شوجود داشت كه جداسازي 

  . دش درجه سانتي گراد نگهداري -20در حرارت 
PCR-RFLP : 18ژنS rRNAريديوم با  ايزوله هاي كريپتوسپو

  .   تكثير شدB و Aاستفاده از پرايمرهاي 
A (forward primer: 5'-AAC CTG GTT GAT CCT GCC AG-3')  
 
B (reverse primer: 5'-TGA TCC TTC TGC AGG TTC ACC TA-3') 

 شامل يـك قـسمت متغييـري اسـت كـه مـي توانـد در          ژن اين 
تكثير بـا روش    . شخيص گونه هاي كريپتوسپوريديوم استفاده شود     ت

PCR ميكروليتر با شرايط زير انجام شد25 و در حجم كلي  :  
    ،mixed dNTP ميلي مولار 1X PCR  ،2/0 بافر  ميكرو ليتر 5/2
 واحد B ، 5/2 ميكرو مول پرايمر A ، 8/0 ميكرو مول پرايمر 8/0

 DNA)  نانوگرم20(يكرو ليتر  م1 پلي مراز، Taq DNAآنزيم 
     MgCl2   ميلي مولار5/2نمونه،   

 (Hybaid, Teddington, UK)با استفاده از ترموسايكلر 
  :پروفايل حرارتي زير تنظيم و مورد استفاده قرار گرفت

   درجه94 با دماي Primary denaturation stage( سيكل 1
 Denaturation stage( سيكل 35 سپس ،) دقيقه5سانتي گراد به مدت 

با  Annealing stage:  ثانيه30 درجه سانتي گراد به مدت 94با دماي 
 Extension stage   : ثانيه30 درجه سانتي گراد به مدت 68دماي 

   سيكل1سپس )  ثانيه90 درجه سانتي گراد به مدت 72با دماي 
)Finaly extension stage درجه سانتي گراد به 72 با دماي 

 5/1 با استفاده از ژل آگارز PCR  محصولات ).يقه دق10مدت 
درصد الكتروفورز و با اتيديوم برومايد رنگ آميزي شدند و 

 مشخص و مشاهده UVباندهاي موجود در آن به كمك نور 
 ISSC6 كريپتوسپوريديوم پاروم DNAدر اين بررسي از . شدند

 كنترل عنوانه ب)  از كشور ايتالياDr. F. Tosiniتهيه شده توسط (
 ميكروليتر از RFLP ،10جهت انجام  .مثبت استفاده شد

 ميكروليتر مخلوط برش 10 با PCRمحصولات تكثير شده توسط 
   وSpeIو  SspI واحد از هر كدام از آنزيم هاي 10دهنده حاوي 

 1 ميكروليتر بافر مخصوص آنزيم مخلوط شدند و به مدت 3
محصولات .  شدند درجه سانتي گراد انكوبه37ساعت در حرارت 

RFLP نهايت و درالكتروفورز شدند % 2 شده بر روي ژل آگارز 
 مشاهده و بررسي UVبا اتيديوم برومايد رنگ آميزي و با نور 

  . شدند
 18s rRNA ناحيه ژنومي PCR محصولات : نمونه هاتعيين توالي

 QIAquick PCR Purification Kitsبا استفاده از كيت 
(Qiagen, Hiden, Germany) تخليص و پاك سازي شدند و 

 ABI Prism BigDye Terminator Cycleبا كمك كيت 
Sequencing Kit (Perkin-Elmer Crop., USA) و دستگاه 

-ABI Prism 310 model, Perkin)كننده اتوماتيك  سكانس
Elmer Crop., USA)مورد آناليز قرار گرفتند  .  

  
  نتايج

  نتايج آزمايشات ميكروسكوپي
 -هاي كريپتوسپوريديوم به كمك رنگ آميزي ذيل ونهگ

 انساني دفوع نمونه م642 نمونه از 30نلسون اصلاح شده در 
 2/6( نمونه مدفوع دامي 480 نمونه از 30و )  درصد7/4(

مرفولوژي اووسيست هاي موجود . تشخيص داده شدند) درصد
 در نمونه هاي مورد بررسي در مقايسه با نمونه كريپتوسپوريديوم

 از Dr.Y. Omataتهيه شده توسط (پاروم كنترل مثبت 
  . مورد بررسي و تائيد قرار گرفتند) دانشكده دامپزشكي ژاپن

  PCR-RFLP نتايج 
 تمام ايزوله هاي انساني و حيواني 18s rRNAاندازه ژن 

 B و A با پرايمرهاي اختصاصي PCRپس از ) گاو وگوساله(
نتايج .  بودbp 1750ود داراي باندهاي مشابه و اندازه اي حد

PCR-RFLP تمامي ايزوله هاي مذكور با آنزيم SpeІ نيز 
.  بودbp1750داراي باندهاي مشابه و يكسان و اندازه اي حدود 

 حاكي از SspІ ايزوله هاي انساني با آنزيم PCR-RFLPنتايج 
 4 تيپ دو، C. parvumآلوده به %) 4/43( نمونه 13آن بود كه 

آلوده به %) 3/3(، يك نمونه C. murisوده به آل%) 4/13(نمونه 
C. wrairi ،2 آلوده به ژنوتيپ هاي %) 6/6( نمونهC. parvum 

 همراه با C. parvumآلوده به %) 3/3( و يك نمونه C. murisو 
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 M        1          2        3          4        M        6        7         8         9       10
1200 bp-
  900 bp-
  700 bp-
  600 bp-
  500 bp-

 

  400 bp-
 

  300 bp-
 

  200 bp-
 
 

  100 bp- 

1200 bp- 
1000 bp- 
  900 bp- 
  800 bp- 
  700 bp- 
  600 bp- 
  500 bp- 
  400 bp- 

 
  300 bp- 

 
  200 bp- 

 
 

  100 bp- 

M      1       2       3      4       5      6       7       8      9      10      11 انساني %) 30( ايزوله 9در  .ژنوتيپ جديدي از انگل مي باشد
ت از  متفاوSspІ حاصل از برش با آنزيم PCR-RFLPالگوي 

%) 10( ايزوله 3 ايزوله فوق، 9از . الگوهاي گزارش شده قبلي بود
الگوهاي شبيه هم و متفاوت از %) 20( ايزوله 6الگوهاي مشابه هم و 

سه ايزوله مذكور ايجاد كردند كه با هيچ يك از گونه هاي انگل 
. كريپتوسپوريديوم گزارش شده در جهان شباهت ژنوتيپي نداشتند

 ايزوله هاي حيواني برش داده شده PCR-RFLPبررسي الگوي 
 C. parvumداراي %) 30( ايزوله 9 نيز نشان داد كه SspІزيم آنبا 

%) 4/3(، يك ايزوله C. baileyiداراي %) 6/6( ايزوله 2تيپ دو، 
 ايزوله C. muris ،3حاوي %) 10( ايزوله C. serpentis ،3حاوي 

 و C. parvumداراي %) 6/6( ايزوله 2 و C. wrairiداراي %) 10(
C. murisمي باشند  .  

الگوهاي حاصل از برش با %) 4/33( ايزوله 10همچنين در 
 4 ايزوله مذكور، 10از .  متفاوت از الگوهاي قبلي بودSspІنزيم آ

الگوهاي شبيه %) 20( ايزوله 6الگوهاي مشابه هم و %) 4/13(ايزوله 
 كه با هيچ يك از هم و متفاوت از چهار ايزوله قبلي ايجاد نمودند

گونه هاي انگل كريپتوسپوريديوم گزارش شده در نقاط مختلف 
  . جهان شباهت ژنتيكي نداشتند

 ايزوله هاي 18s rRNA ژن PCR-RFLP نتايج 2 و 1شكل 
  . كريپتوسپوريديوم را در نمونه هاي انساني و حيواني نشان مي دهد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  

 ايزولـــه هـــاي 18S rRNA قطعـــه PCR-RFLPالگـــوي : 1شـــكل 
 و  2و   1شـماره    . SspІ برش داده شده با آنزيم       انسانيكريپتوسپوريديوم  

   مربـوط بـه ژنوتيـپ   7شـماره  ، C. parvum بـه ژنوتيـپ    مربوط8 و 4
 C. wrairi ، مربوط به ژنوتيپ 9شماره C. muris مربوط به 10، شماره 

ــاي  ــپ ه ــماره C. muris و C. parvumژنوتي ــه  6 و 3،  ش ــوط ب    مرب
ــاي ــد ژنوتيــپ ه  شناســايي شــده در اســتان  Cryptosporidium  جدي

  .)bp 1200-100( مربوط به نشانگر Mاصفهان، 

  
  
  
  
  
  
  

 ايزولــه هــاي  18S rRNA قطعــه PCR-RFLP الگــوي  :2شــكل 
 مربوط  1شماره   . SspІكريپتوسپوريديوم حيواني برش داده شده با آنزيم        

   مربـوط بـه ژنوتيـپ   7 و 6 و 4 و 2، شماره هاي C. baileyiبه ژنوتيپ 
 C. parvum مربوطه به ژنوتيپ 3، شماره C. muris  مربـوط  5، شـماره 

 مربوط بـه ژنوتيـپ   8، شماره C. muris و C. parvumبه ژنوتيپ هاي 
C. wrairi مربـــوط بـــه ژنوتيـــپ هـــاي  جديـــد 11 و 9، شـــماره 

Cryptosporidium        مربـوط   10 شناسايي شده در استان اصفهان، شماره 
  )bp 1200-100( مربوط به نشانگر  C. serpentis ،Mبه ژنوتيپ 

  
  18s rRNA ژن تعيين توالينتايج 

دست ه  ايزوله هاي ب18s rRNA ژن تعيين توالينتيجه  
آمده از نمونه هاي انساني مشابه با نتايج گزارش شده در بانك 

شماره دسترسي  (C. parvum II: جهاني ژن و به شرح زير بود
ر دشماره دسترسي L 16997( ،C. muris ) ژن كدر بان

شماره دسترسي در  AF 093497( ،C. wrairi )بانك ژن 
دو ايزوله كريپتوسپوريديوم انساني . )AF 115378بانك ژن 

داراي توالي ژنتيكي جديدي بودند كه با هيچ يك از گزارشات 
عنوان ه منتشر شده در بانك جهاني ژن مشابهت نداشتند و ب

  .)B وA ،3 شكل(هاي جديد گزارش شدند تيپ ژنو
 ايزوله هاي 18s rRNA ژن تعيين توالينتيجه آناليز 

حيواني نيز مشابه با نتايج گزارش شده در بانك جهاني ژن و به 
   ژنكشماره دسترسي در بان (C. parvum II: شرح زير بود

 L 16997( ،C. muris)  شماره دسترسي در بانك ژنAF 

093497( ،C. wrairi )  شماره دسترسي در بانك ژنAF 

115378( ،C. baileyi)  شماره دسترسي در بانك ژنL 

 AFشماره دسترسي در بانك ژن  (C. serpentisو ) 19068

يك ايزوله كريپتوسپوريديوم حيواني نيز داراي ). 093500
توالي ژنتيكي جديدي بود كه با هيچ يك از گزارشات منتشر 

عنوان ژنوتيپ ه باهت نداشت و بشده در بانك جهاني ژن ش
  ). C، 3 شكل(د شجديد كريپتوسپوريديوم در اصفهان گزارش 
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(A) 
1 aacctggttg atcctgccag  tagtcatatg cttgtctcaa agattaagcc atgcatgtct 
61 aagtataaac ttttatacgg  ttaaactgcg aatggctcat tataacagtt atagtttact 
121 tgataatctt tacttacatg gataaccgtg gtaattctag agctaataca 
tgcgaaaagg 
181 ggtgactcta tcgtatcgtt gaaaatacta gctagagtac ttttatagtt 
ggtgcctgac 
241 aataacttta cggatcacat aaattgtgac atatcattca agtttctgac ctatcagctt 
301 tagacggtag ggtattggcc taccgtggca atgacgggta acggggaatt 
agggttcgat 
361 tccggagagg gagcctgaga aacggctacc acatctaagg aaggcagcag 
gcgcgcaaat 
421 tgctcaatcc tggtactcgg tcgtagtgac aagttatagc aatgcaggtc 
atcttgtttc 
481 tgtaattgga atgagttaag tataaacccc tttacaagta tcaattggag 
ggcaagtctg 
541 gtgccagcag ccgcggtaat tccagctcca atagcgtata ttaaagttgt 
tgcagttaaa 
601 aagctcgtag ttggatttct gttaataatt tatatataat attttgaaaa tatttatata 
661 atattaacat aattcatatt actatatatt tttagtatat gaaattttac tttgagaaaa 
721 ttagagtgct taaagcaggc atatgccttg aatactccag catggaataa 
tattaaagat 
781 aactatcttt cttattggtt ctaagataag aataatgatt aatagggaca 
gttgggggca 
841 tttgtattta acagtcagag gtgaaattct tagatttgtt aaagacaaac 
tagtgcgaaa 
901 gcataagcca aggatgtttt cattaatcaa gaacgaaagt taggggatcg 
aagacgatca 
961 gataccgtcg tagtcttaac cataaactat gccaactaga gattggaggt 
tgttccttac 
1021 tccttcagca ccttatgaga aatcaaagtc tttgggttct ggggggagta 
tggtcgcaag 
1081 gctgaaactt aaaggaattg acggaagggc accaccagga gtggagcctg 
cggcttaatt 
1141 tgactcaaca cgggaaaact caccaggtcc agacatagga aggattgaca 
gattgatagc 
1201 tctttcttga ttctatgggt ggtggtgcat ggccgttctt agttggtgga 
gtgatttgtc 
1261 tggttaattc cgttaacgaa cgagacctta acctgctaaa tagacataag 
aaatattata 
1321 ttttttatct gtcttcttag agggactttg tatgtttaat acagggaagt tttaggcaat 
1381 aacaggtctg tgatgccctt agatgtcctg ggccgcgcgc gcgctacact 
gatgcatcca 
1441 tcaagtatat attcctgttt cgaaggaaat gggtaatctt ttgaatatgc 
atcgtgatgg 
1501 ggatagatca ttgcaattat tgatcttgaa cgaggaattc ctagtaagcg 
caagtcatca 
1561 gcttgcgctg attacgtccc tgccctttgt acacaccgcc cgtcgctcct 
accgattgaa 
1621 cgatttggtg aatcgttcgg aagatacttt gtttcaatac atctaaggaa 
agtaacgtaa 
1681 accttatcat ttagaggaag gagaagtcgt aacaaggttt ccgtaggtga 
acctgcagaa 
1741 tcatcatta 
(B) 
1 aacctggttg atcctgccag tagtcatatg cttgtctcaa agattaagcc atgcatgtct 
61 aagtataagc ttttatacgg cgaaactgcg aatggctcat taaaacagtt atagtttact 
121 ttctaatcaa actaacattg atagtcgtgt taatttctaa gctaatacat 
gcgaaaaaac 
181 ccaactttgc ggaagggttg tatttattag ataaagaacc aatgagcttg 
gtgattcata 
241 gttactttac ggatcgcatc tctgatgcga catatcattc aagtttctga 
cctatcagct 
301 cctgacggta gggtattggc ctaccgtggc tatgacgggt aacggggaat 
tagggttcga 
361 atccgcagag tgagcctgag aaacggctac cacatctaag gaaggcagca 
ggcgcgcaaa 
421 ccacctgatc gtgacacagg gaggtagtga caagaaataa caatacaggg 
cctaacggtc 
481 tttgaattgg tctgagtgaa gtataaaccc ctttacgagt atcaattgga 
gggcaagtct 
541 aatgccagca gttgcggtaa taacagctcc aatagcgtat attaaagttg 
ttgcagttaa 
601 aaagctcgta gttggatttc tgttgtataa tctataatat tactaaggta tatattatat 
661 tggctacatc cggcctatta tatgzctaaa tatataggaa actttacttt 
gagaaaatta 
721 aagtgcttaa agcaggcaac tgccttgaat actccagcat gaaataataa 
gtaaggactt 
781 tagaaacctt tattggttct aggacaaaag taatggttaa tagggacagt 
tgggggcatt 
841 cgtatttaac agccagaggt gaaattctta gatttgttaa agacgaacta 
ctgcgaaagc 
901 aactgccaag gatgttttca ttttcgaaga acgggcgtta aggtatcgaa 
gacgatcaga 
961 taaaaacgta ccttgcaata ttaactatgc cgactagaga ttggaggttg 
ttccttactc 
1021 cttcagcacc ttatgagaaa tcaaagtctt tgggttctgg ggggagtatg 
gtcgcaaggc 

1081 aaaaatttaa aggaattgac ggaagggcac caccaggagt ggagcctgcg 
gcttaatttg 
1141 atttcccacg ggaaaactca ccaggtccag acataggaag gattgacaga 
ttgatagctc 
1201 cctcttgatt ccctaggtgg tggtgcatgg ccgttcttag ttggtggagt 
gatttgtctg 
1261 cttaattccg aaaccgaacg agaccttaac ctgctaaata ggtaatagaa 
atttattttt 
1321 ctatattatc ttcttagagg gactttgcgt gtctaacgcg aggaagtttg 
aggcaataac 
1381 aattctgtga tgcccttaga tgtcctgggc cgcacgcgcg ctacactgat 
gcatccaacg 
1441 agtatatatc ctgcttcgaa ggaagtgggt aatcttatga gtatgcatcg 
tgatggggat 
1501 agatcattgt aattattgat ctttaacgag gaattcctag taagcgcaag 
tcatcagctt 
1561 ttgctgatta cgtccctgcc ctttgtacac accgcccgtc gctcctaccg 
attgagtgat 
1621 cttgtgaata attcggacca tgctacgagt agcaaataca tagcaaggaa 
agtttcgtaa 
1681 aaactatcac ttagaggaag gagaagtcgt aacaaggttt ccgtaggtga 
acctgcagaa 
1741 ttatcac 
 (C) 
1 aacctggttg atcctgccag tagtcatatg cttgtctcaa agattaagcc 
atgcatgtct 
61 aagtataagc ttttatacgg cgaaactgcg aatggctcat taaaacagtt 
atagtttact 
121 tgattttcaa acccccatgg ataaccgtgg taattctaga gctaatacat 
gcgaaaaaac 
181 aaatcttgcg ggctctgttg tatttattag ataactaacc aatgagcttg 
gtgattcata 
241 aactatcttc tctcatccga catatcattc acctaaatga cctatcagct 
ctttgcagga 
301 aaccttttta ggggtttggc cttccgtggc tatgacgggt aacggggaat 
tagggttcga 
361 aagttgagag ggttccaaag aaacggctac cacatctaag gaaggcagca 
ggcgcgcaaa 
421 tcccggtatc ctttccaagg ggaaatgtga cttaaaataa cttaccaggg 
cttaacactc 
 481 ttgtaattgg aatgagtgaa gtataaaccc ctttacgagt atcaattgga 
gggcaagtct 
541 ttacagagca gttcaggtaa tggagatccc ttggaggtat aaagaagttg 
tggatattaa 
601 aaagctcgta gttggatttc tgttgtataa tctataatat tactaaggta tatattatat 
661 taatatcctc ccctaggtta taggactaaa taattccaaa actttacttt 
gagaaaatta 
721 gagtgcttaa agcaggcaac tgccttgaat actccagcat ggaataataa 
gtaaggactt 
781 ttgtctttct tattggttct aggacaaaag taatggttaa tagggacagt 
tgggggcatt 
 841 ttggaccagc aggctatggt gatatcctta gcctatttaa agtttttcta 
ccccgaaagc 
 901 atttgccaag gatgttttca ttaatcaaga acgaaagtta ggggatcgaa 
gacgatcaga 
961 cctggtcgta gggcagagca taatctatgc aatagagaga aaggaggttg 
taacttactc 
1021 cttcagcacc ttatgagaaa tcaaagtctt tgggttctgg ggggagtatg 
gtcgcaaggc 
1081 tttaacttaa attaattgac gaagggcacg caccaggagt ggagcc7tgcg 
gcttaatttg 
1141 attcacaccg ttaaaactca ccccgcccag acttaggaag gaatgacaga 
ttgatagctc 
1201 aaccttgatt ttatgggtgg aagtgcatgg tatatcttag aaggtggagt 
gaattgtctg 
1261 gttaattccg ttaacgaacg tttcattaac tcactaaata aataatagaa 
aaatattttt 
1321 cactaggatc tggctagagg tactgtgcgt gtgtaacgcg attaagtttg 
attcaataac 
1381 ttctctgtga tggacttaga tgacctgggc tctacgcgcg ttccactgat 
ttcgccaacg 
1441 agagtacgtc aggcttcgaa ttagtgggta attcatatga ttatgcatcg 
ttatggggat 
1501 attacattgt aattattgat ctttaacgag gaattcctag taagcgcaag 
tcatcagctt 
1561 gcgctgatta cgtccctgcc ctttgtacac accgcccgtc gctcctaccg 
attgagtgat 
1621 tcggtgaata attcggacca tgctacgagt agcaaataca tagcaaggaa 
agtttcgtaa 
1681 attatatcac tagaccgaag cccttgtcgt ttcaaggttt tcgtaggtga 
acctgcagaa 
1741 cctaaata 

  : ايزوله هاي انساني و حيواني18s rRNA  ژنتعيين توالي نتايج : 3شكل 
A . جديد(ايزوله انساني شماره يك( ،B . ايزوله انساني شماره دو
  )جديد(يزوله حيواني ا. Cو ) جديد(
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  بحث
تكنيك هاي مولكولي براي تشخيص و تمايز ايزوله هاي 
كريپتوسپوريديوم همراه با روشهاي متداولي مانند تغليظ و 

 قابل ملاحظه به طوررنگ آميزي گسترش هاي نمونه مدفوع 
اي دانسته هاي ما را در مورد پراكندگي و اپيدميولوژي انگل 

 هدف هاي مولكولي براي  انتخاب.افزايش داده است
 مناسب انجام گيرد، چرا كه در به طورژنوتايپينگ انگل بايد 

 ژنوم انگل نقش ،PCR مده از روش Ĥبه دستتفسير اطلاعات 
  . مهمي را ايفا خواهد كرد

جهت شناسايي نقش اين ارگانيسمهاي انگلي در آلودگي 
  ها تا سطح گونه امري ضروري به نظر نمحيط، تشخيص آ

روش ي در جهت گسترش يك يعلاوه، بررسي هاه ب. دمي رس
وريديوم را تا سطح گونه مناسب كه بتواند گونه هاي كريپتوسپ

گامهاي حياتي در جهت اين . تشخيص دهد مورد نياز است
 Lengاولين قدم در اين رابطه توسط . هدف برداشته شده است

-PCRبرداشته شد كه با استفاده از روش ) 21(و همكاران 
RFLP 18 بر روي ژنs rRNA و با كمك آنزيمهاي 

 توانست سه گونه كريپتوسپوريديوم VspI و DraIمحدودالاثر 
 را تشخيص C. baileyi و C. parvum ،C. murisاز جمله 

 در DraI و VspIبا اين وجود، استفاده از آنزيم هاي . دهد
 زيرا ، داراي نقص بودC. serpentis از C. murisتشخيص 
 18s rRNAيمها موقعيت مشابهي را بر روي توالي ژن اين آنز

  . شناسايي مي كردند
نشان ) 21( و همكاران Lengمطالعات انجام گرفته توسط 

 و DraIداد كه استفاده از آنزيمهاي برش دهنده محدودالاثر 
VspIبه تفكيك و تمايز گونه ر  قاد C. parvum II ) ژنوتيپ
 و Xiaoچنين در بررسي هم.  نمي باشدC. wrairiاز ) دامي

 گيري آنزيم هاي برشكاره نيز معلوم شد كه ب) 11(همكاران 
   قادر به تمايز گونه هايSpeI و VspIدهنده محدود الاثر 

 C. wrairi از C. parvum IIبر خلاف روشهاي .  نمي باشد
 SspI و همكاران با استفاده از آنزيم محدود الاثر Xiaoفوق، 

در ). 11( تميز دهد C. parvum II از  راC. wrairiتوانست 
 بر 1999 و همكاران در سال Sulaimanمطالعه اي كه توسط 

جغرافيايي مختلف روي ايزوله هاي انساني جدا شده از مناطق 
 ايزوله هاي مذكور PCR-RFLPانجام شده است، الگوي 

 مشابه هم و شبيه به الگوي حاصل از SpeIهضم شده با آنزيم 
ه  نتايج بتاييد كنندهين مطالعه مي باشد كه اين ايزوله هاي ا

، اما با نتايج مطالعه )23(دست آمده از مطالعه ما مي باشد 
Rahol در بررسي اخير كه در ناحيه ). 24( مغايرت دارد

Manhattan آمريكا انجام شده است، محصولات PCR   
پس از هضم آنزيمي با ) گوساله(نمونه هاي انساني و حيواني 

SpeI  24(قطعات مختلفي ايجاد نموده اند .(  
   بر روي تمامي 18s rRNA ژن RFLPبعد از انجام 

آمده از انسان و دام،  به دستي كريپتوسپوريديوم يها گونه
 و برش دهيم SspI را توسط آنزيم  18s rRNAتوانستيم ژن 

  . گونه از انگل كريپتوسپوريديوم را شناسايي نماييم8در نتيجه 
 C. parvum ،C. muris ،C. wrairi ،C. baileyi،  

    C. serpentis ژنوتيپ جديد ديگر كريپتوسپوريديوم، سه و 
نمونه هاي از انگل بودند كه با استفاده از آنزيم برش دهنده 

 شناسايي شدند تعيين توالي و انجام عمل SspIمحدود الاثر 
ژنوتايپينگ ايزوله هاي  ).A ،B ،C -3 شكل(

دست آمده از ميزبانهاي مختلف نشان داد ه م بكريپتوسپوريديو
كه طيف وسيعي از انگل كريپتوسپوريديوم در استان اصفهان 

در اين منطقه، كريپتوسپوريديوم پاروم ژنوتيپ . وجود دارد
دست ه طور عمده در ايزوله هاي به ب) C. parvumII(دامي 

عنوان اولين عامل عفونت انساني ه آمده وجود داشت و ب
  . يي شدشناسا
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