
 

		  

شناسايي مولکولي کريپتوسپوريديوم آندرسوني در 
گوساله‌هاي شهرستان شهريار

bb

چيكد‌ه 
تک ياخته کريپتوسپوريديوم آندرسوني از کوکسيدياهاي بيماري‌زا  در گاو و گوسفند است. در مطالعه حاضر 940 نمونه مدفوع 
گوس�اله‌هاي 2 ماهه  تا يک س�اله  شهرستان شهريار  به روش ذيل نلسون اصلاح ش�ده رنگ‌آميزي شدند. سپس جهت مطالعه 
مولکول�ي  DNA ان�گل  اس�تخراج گردي�د و  قطعه 845 جف�ت ب�ازی ژن 18S rRNA کريپتوس�پوريديوم در نمونه‌هاي مثبت با 
روش Nested PCR  تکثي�ر گردي�د و محصول توس�ط دو آنزيم  Ssp1 و Vsp1برش داده ش�د. قطعه تکثيرش�ده تعيين توالي نيز 
گردي�د. طبق نتايج حاصله، 23 نمون�ه )2/44%( در روش رنگ‌آميزي از  نظر آلودگي به کريپتوس�پوريديوم مثبت بودند. تمامي 
نمونه‌ه�اي مثبت ب�ا روش Nested PCR تکثير يافتند. نمونه تکثير يافته داراي حرکت الکتروفورتيک مش�ابه بر روي ژل آگاروز 
 و داراي الگوي مش�ابه با کريپتوس�پوريديوم آندرس�وني بودن�د. نتايج حاصل با مقايس�ه ترادف بازي قطع�ه ژن نمونه مذکور با 

داده‌هاي ثبت شده در بانک ژن مورد تاييد قرار گرفت..
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Cryptosporidium andersoni is a pathogenic coccidia of cattle and sheep. In the present study, 940 fecal samples were inves-
tigated from calves aged from 2 months to 1 year old of Shahriar city. The smears of the samples were stained with modified 
Ziehl Neelsen technique. For molecular study, DNA was extracted by phenol-chloroform from stool positive samples, then 
18s rRNA gene of Cryptosporidium was amplified by Nested PCR method. The resulted band was cut with two restriction 
enzymes (Vsp1 and Ssp1). Finally the resulting amplicon of Nested PCR was sequenced.The results indicated that, 23 cases 
were diagnosed to be positive with staining technique. All PCR-RFLP patterns of 18S rRNA gene of calve samples showed 
similar electrophoretic mobility on agarose gel and identified as Cryptosporidium andersoni. The result was also confirmed 
by sequencing analysis.
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مقدمه
کريپتوس��پوريديوم از تک ياخته هاي آلوده کننده سلول هاي پوششي 
دستگاه گوارش و تنفسي در ميزبان هاي  مهره دار بشمار مي آيد )24(.  گاو 
از جمله مهم ترين دام هاي اهلي اس��ت که در معرض آلودگي به اين انگل 
اس��ت. اهميت اين انگل در گاو بخاطر خسارت اقتصادي ناشي از آلودگي و 
مرگ و مير گوس��اله هاي نوزاد مي باشد. اين انگل اولين بار در سال 1971 
توسط Panciera و همکاران با مشاهده انگل در مقاطع بافتي ژوژنوم تحتاني 

و ايلئوم گزارش گرديد )16(.
    تاکن��ون گ��زارش ه��اي مختلف��ي از ابت�ال گاوه��ا در جه��ان و 
اس��تان هاي مختلف کش��ور گزارش ش��ده اس��ت. پاكباز )1370( فراواني 
كريپتوس��پوريديوزيس را در انس��ان، گوس��اله و بره در شهرس��تان ياسوج، 
مدي��ري )1372( فراواني كريپتوس��پوريديوزيس  را در اطفال و گوس��اله‌ها 
در شهرس��تان اراك،  مباركي )1374( فراواني كريپتوسپوريديوزيس را در 
انسان و دام در شهرستان سنندج ، نايب زاده و ملكي )1386( ميزان شيوع 
كريپتوسپوريديوم را در گاوها و گوساله هاي اسهالي و غير اسهالي شهرستان 
خرم آباد، قمري و همکاران )1380(  آلودگي كريپتوسپوريديايي را در توده 
گاوميش هاي آذربايجان غربي ، محبعلي و همکاران )1378( ميزان ش��يوع 
عفونت كريپتوسپوريديوم را در گاوداري هاي شهرستان اسلامشهر، واحدي 
 و هم��کاران )1388( مي��زان آلودگي كريپتوس��پوريديايي گوارش��ي را در 
بره ها و گوساله ها در شهرستان آمل و پيرستاني و همکاران )1388( ميزان 
ش��يوع عفونت کريپتوس��پوريديايي را در گاوداري هاي شهرس��تان شهريار 
مطالعه نمودند. در همه اين مطالعات روش تش��خيص انگل مبتني بر روش 
ميکروسکوپي رنگ‌آميزي گس��ترش مدفوع ميزبان با استفاده از روش ذيل 

نلسون اصلاح شده بوده است )1، 2، 7 الي 12(. 

با توجه به مش��ابهت اووسيس��ت گونه‌ه��ا و ژنوتيپ‌هاي مختلف و عدم 
 کاراي��ي روش‌ه��اي رنگ‌آمي��زي در تفککي بي��ن آنها، در س��ال‌هاي اخير 
روش هاي مولکولي براي تعيين ژنوتيپ کريپتوسپوريديوم معرفي و استفاده 
از آن‌ها رايج ش��ده اس��ت. تا کنون با روش‌هاي مولکولي هشت گونه و سه  

ژنوتيپ کريپتوسپوريديوم شايع در گاوها تشخيص داده شده است. 
 DNA و همكاران )1996( يك  روش تشخيص Leng در همين رابطه  
كريپتوس��پوريديوم در مدفوع گاو ابداع و با اس��تاندارد سازي آن براي انجام 
PCR و تش��خيص ان��گل اقدام نم��ود )20(.  Balatbat و همكاران )1996( 
روش Nested-PCR را كه توانايي شناس��ايي DNA گونه کريپتوسپوريديوم  
پ��اروم را مس��تقيما در نمون��ه مدفوع داش��ته معرفي نم��ود)14(. در ايران 
مطالعات��ي نيز در اين زمينه براي نييعت هنوگ و ژپياتون دعتادي از ازيواه‌هل 
وپسوتپيركرويديم توس��ط درستك��ار مقدم و همک��اران )1384(، فتوحي و 
همک��اران ) 1388(، تحويل��دار بيدروني و همک��اران )1387(، پيرستاني و 
همک��اران )2008( و ميرزايي و همکاران )2014( انجام ش��ده است )3، 4، 

6، 26و 22(.
ه��دف از انجام اين مطالعه تعيين ژنوتيپ کريپتوسپوريديوم آندرسونی 
 PCR-RFLP 18 به روشS rRNA در گوساله های شهريار با استفاده از ژن

است.

مواد و روش كار
جمع آوري نمونه هاي گوساله

در دامداري هاي صنعتي و غير صنعتي اطراف ش��هرستان ش��هريار 
نمونه گيري از گوساله هاي بين سن 2ماهگي تا يکس��الگي انجام ش��د. 
در مجموع 940 نمونه مدفوع گاوي جمع‌آوري ش��د که در محلول دي 
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کرومات پتاسيم 2/5 درصد و در يخچال نگهداري شدند

تغليظ اووسيست
با استفاده از روش سوسپانس��يون سوکوروز اووسيس��ت ها تغليظ 
ش��دند )14(. مق��دار 10 گرم مدف��وع را با آب مقطر رقي��ق کرده و از 
پارچ��ه تنظيف عبور داده و ب��ا سانتريفيوژ دور g 400 بمدت 5  دقيقه  
آن را شستش��و داده و از رسوب حاصل با آب مقطر سوسپانسيون تهيه 
 ./85 M 4/. و M ش��د. سپس سوسپانس��يون را با دو غلظت  ساک��اروز
 در دو مرحل��ه مخل��وط کرده و پس از سانتريفيوژ کردن کيس��ت ها را 

جمع آوری گرديد.

مراحل انجام آزمايش برروي نمونه‌ها
پس از تهيه گس��ترش روي لام و فيکس کردن با متانول، گسترش 
با استفاده از رنگ آميزي ذيل نلسون اصلاح شده رنگ آميزي گرديد و 
لام هاي رنگ آميزي شده با ميکروسکوپ نوري بزرگنمايي1000 مورد 

بررسي قرار گرفتند.
استخراج DNA: استخراج DNA انگل با روش فنل کلروفرم بصورت 

دستي انجام گرديد. )13(
 18S rRNA ب��راي تکثير قطع��ه845  جف��ت نوکلئوتي��دي از ژن
کريپتوسپوريديوم از پرايمرهاي طراحي ش��ده توسط Xiao و همکاران 

)1999( کريپتوسپوريديوماستفاده شد )29(. 
توالي پرايمر هاي خارجي:

`Cr18PA: F-5`-TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3
`Cr18PB: R-5`-CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA-3

    و پرايمرهاي داخلي :
 Cr18NA: F-5`-GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA

`AG-3
  Cr18NB:  R-5`- CTC ATA AGG TGC TGA AGG AGT

`A-3
واکنش PCR در دو مرحله انجام گرديد. در هر دو مرحله PCR به 
حجم µl 30 شامل µl 3 از x PCR buffer 10 و مقدار µl 2 از محلول     
 10 mM با غلظت dNTP 1 از µl 50 و مقدار mM ب��ا غلظ��ت MgCl2
 PCR ژنوم��ي )محصول DNA 2 از µl و Taq polymeras 0 25 از/µl و
در مرحله دوم( و µl 1 ازهر کي از پرايمر هاي F , R که به حجم کلي 

محلول اضافه ميشود و بقيه آن تا µl30 با آب مقطر تکميل ميشود. 
مرحله ي واسرشت ابتدايي 94 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقيقه، 
مرحله ي  واسرش��ت 94 درجه سانتی گ��راد به مدت 45 ثانيه، مرحله 
ي اتص��ال پرايمرها 57 درجه سانتی گراد به مدت 40 ثانيه، مرحله ي 
طويل شدن زنجيره 72 درجه سانتی گراد به مدت 60 ثانيه، که اين 3 
مرحله به تعداد 35 سيکل و در نهايت کي سيکل 7 دقيقه در 72 درجه 
سانت��ی گراد انجام گرفت. در مرحله دوم برنامه دستگاه مش��ابه مرحله 
اول بوده و فقط درجه اتصال کاهش يافته و به 50 ثانيه مي رسد. پس 
از انج��ام PCR دوم μl  4 محص��ول PCR داخل چاهک هاي ژل آگارز 
2/5 درصد در کنار مارکر وزني bp 100DNA (Fermentas(  بارگذاري 
و در ولتاژ 80 به مدت 45 دقيقه الکتروفورز گرديد. سپس با استفاده از 

ترانس لوميناتور باندها مشاهده شد و با مارکر مقايسه شد.

RFLP انجام واکنش
محصول حاصل از تکثير ژن که داراي باند قوي و خوب بودند توسط 
دو آنزيم برش��ي Ssp1 وVsp1 )شرکت فرمنتاز( برش داده شدند. براي 
انجام اين ک��ار در کي واکنش 30 ميکروليتري مقدار µl 10 ازمحصول 
دوم با µl 3 از بافر آنزيم و 0ا واحد از آنزيم مورد نظر و 17/5 ميکروليتر 
از آب مقطر ديوناز مخلوط و مدت 3 ساعت در بن ماري 37 درجه قرار 
داده شد. سپس با غير فعال کردن آنزيم در 60 درجه، نمونه هاي برش 

خورده بر روي ژل اگاروز 2% مورد مطالعه قرار گرفت.

تعيين ترادف ژن
محص��ول PCR با استف��اده از کيت )Roche( طب��ق دستور العمل 
سازن��ده خالص سازي گرديد. براي تعيين سکانس محصول به ش��رکت 
ژن فن��اوران ايران ارسال گرديد. سکانس بدس��ت آمده پس از ثبت در 
بان��ک ژن با برنامه بلاست با ساير سکانس ه��اي موجود در بانک مورد 

مقايسه قرار گرفت.

رسم درخت فيلوژني
درخ��ت فيلوژني نمونه جدا ش��ده در اين مطالعه ب��ا ساير مطالعات 
 Neighbor و روش Mega6 ثبت شده در بانک ژن با استفاده از نرم افزار

Joining Tree رسم گرديد.

 نتايج
 در اي��ن تحقيق تع��داد 23 نمونه از 940 نمون��ه )2/44%(  با روش 

رنگ آميزي ذيل نلسون اصلاح شده آلوده به کريپتوسپوريديوم بودند.

 18S rRNA براي ژن Nested – PCR نتايج
در Nested – PCR هم��ه 23 نمونه مثبتي که تش��خيص ريزبيني 
ش��ده بودند کي باند 845 نوکلئوتيدي را روي ژل آگاروز نش��ان دادند 
)ش��کل 1(. در تمايز گونه هاي گاوي آنزيم 1Ssp کريپتوسپوريديوم سه 
باند 110و 265 و 448 جفت نوکلئوتيدي بر روي ژل آگاروز ايجاد نمود 

)شکل 2(. 
آنزيم Vsp1 کريپتوسپوريديوم نيز سه باند 108، 115و 628 جفت 

نوکلئوتيدي بر روي ژل آگاروز ايجاد نمود )شکل 3(. 
 ت��رادف ب��ازي ايزول��ه  کريپتوسپوريدي��وم اندرسوني جدا ش��ده از 
گوساله ها 99% مش��ابه ايزوله کريپتوسپوريديوم اندرسوني ثبت ش��ده 
در بان��ک ژن )954885.1AY( ب��ود. )ش��کل ه��ای 4 و 5(. با توجه به 
باند‌هاي ايجاد ش��ده و تطبيق آن با الگ��وي RFLP اين ژن و همچنين 
ترادف بازي حاصله، گونه ايزوله جدا ش��ده کريپتوسپوريديوم اندرسوني 

تشخيص داده شد. 

بحث و نتيجه گيري
گون��ه کريپتوسپوريديوم اندرسوني گرچه سابقا گونه کريپتوسپوريديوم 
ش��به موريس C. muris-like نام گذاري ش��ده بود ولي ااوسيست اين گونه 

شناسايي مولکولي کريپتوسپوريديوم آندرسوني در ...

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


شماره 107، نشريه د‌امپزشكی، تابستان 1394

27
 د‌ر

  پژوهش‌وسازند‌گی

شکل 1 - قطعه 845 جفت بازی ژن 18S rRNA  ايزوله‌هاي گاوي کريپتوسپوريديوم: 
چاهک ش�ماره 2 الي 7 نمونه مثبت، شماره 5 کنترل منفي، شماره 1 و 8 مارکر 100  

جفت بازی.

نمونه‌ه�اي   18S rRNA ژن  از  ب�ازی  جف�ت   845 قطع�ه  ب�رش   -  3 ش�کل 
کريپتوس�پوريديوم جدا ش�ده ازگاو ب�ا آنزيم Vsp1: چاهک هاي ش�ماره 2 الي 5 

نمونه هاي مثبت، چاهک‌هاي شماره 1 و 6 مارکر 100 جفت بازی.  

18S rRNA sنمونه‌ه�اي  ژن  از  ب�ازي  جف�ت   845 قطع�ه  ب�رش   -  2 ش�کل 
کريپتوس�پوريديوم جدا ش�ده از گاو ب�ا آنزيم Ssp1: چاهک هاي ش�ماره 2 الي 5 

نمونه هاي مثبت، چاهک شماره4 مارکر 100 جفت بازی.  

کوچ��ک تر از کريپتوسپوريديوم موريس و بر خلاف گونه کريپتوسپوريديوم 
موري��س براي م��وش، پرندگان و بز عفوني نيس��ت )30(. اين گونه تاکنون 
 از گ��او، ش��تر دوکوهانه و گوسفند گزارش ش��ده اس��ت )23، 29(. تاکنون 
گون��ه هاي مختلف��ي از کريپتوسپوريدي��وم از گاو گزارش ش��ده است. در 
اروپ��ا 8 گون��ه کريپتوسپوريدي��وم پ��اروم، کريپتوسپوريدي��وم اندرسوني، 
کريپتوسپوريدي��وم بوي��س، کريپتوسپوريدي��وم ريان��ه، کريپتوسپوريديوم 
فلي��س، کريپتوسپوريديوم هومني��س، کريپتوسپوريديوم مل��ه اگريديس، 
کريپتوسپوريديوم سويس و سه ژنوتيپ خوکي، ش��به سويس )suis-like( و 

شبه گوزني)deer-like( از گاوهاي اروپا گزارش شده است )18(.
   نکته قابل توجه ميزان نس��بتا بالايي از شيوع گونه کريپتوسپوريديوم 
اندرسوني در گاو هاي مناطق مختلف اروپا است. اين گونه شيردان گاوهاي 
جوان و بالغ را آلوده مي سازد. در ايرلند در آزمايش نمونه مدفوع 218 راس 
گ��او، آلودگي به گونه کريپتوسپوريديوم اندرسوني  5/04% و  به گونه پاروم 
4/58% گزارش شده است)24(. در دانمارک  23/60% نمونه مدفوع آزمايش 
ش��ده گاوها به گونه اندرسوني  و 10/60% به گونه کريپتوسپوريديوم پاروم 
 Kváč and آل��وده بوده اند )15(. در جمهوري چک نيز در مطالعه مولکولي
Vítovec در س��ال 2003، گون��ه کريپتوسپوريديوم اندرسوني در  %56/76 
نمونه مدفوع گوساله ها و 43/75% گاوهاي بالغ  تش��خيص و گزارش ش��ده 
اس��ت)19(. بالا بودن اين ميزان در جمهوري چک در سال هاي بعد توسط 
Hajdušek و همک��اران در سال 2004 و Ondráčková و همکاران در سال 
2009 )17،25( تاييد گرديد. در ولز نيز آلودگي به گونه کريپتوسپوريديوم 
اندرسوني در 6/9% گاوهاي مورد مطالعه گزارش شده است )27(.  علاوه بر 
اين آلودگي گاوها به گونه کريپتوسپوريديوم اندرسوني در کشورهاي سوئد 
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شکل 4- ترادف بازي ژن 18S rRNA ايزوله کريپتوسپوريديوم اندرسوني جدا شده از گاو هاي شهرستان شهريار.  

 Neighbor شکل 5- درخت فيلوژني نمونه جدا شده در اين مطالعه با ساير مطالعات ثبت شده در بانک ژن با روش
 FJ608605  ،از گوسفند FJ608606 ،از گاو HQ009808 :1، مابقي Sequence :نمونه سکونس شده( Joining Tree

از گوسفند، HM002491 از گاو همگی از چين، EU311203 از انسان ايران و C.parvum از کشورهای مختلف. 
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)28(  و پرتغال نيز گزارش ش��ده است)21(.  در سوئد در مطالعه مولکولي 
 18S سيل��ورلاس و همکاران )2010( که با تعيين ت��رادف بازي قطعه ژني
rRNA انجام ش��د از مجموع 1202 نمونه مدفوع مورد آزمايش 110 نمونه 
داراي ااوسيست بوده و بترتيب گونه هاي بويس، پاروم، ريانه و اندرسوني در 

83، 10، 15 و 2 نمونه تشخيص داده شد )28(. 
   در مطالع��ه حاض��ر گون��ه کريپتوسپوريديوم اندرسون��ي از گاوهاي 
ش��هريار با استف��اده روش مولکولي  و بر مبناي تعيين ت��رادف بازي قطعه 
 ژن��ي 18S rRNA گزارش گردي��د. نتايج بررس��ي PCR-RFLP برروي ژن
 18S rRNA نشان داد که از ميان 23 ايزوله گاوي که با استفاده از قطعه ژن

 18S rRNA مورد بررسي قرار گرفت تمامأ داراي ژنو تايپ  کريپتوسپوريديوم 
اندرسون��ي بودن��د. سابقا اين گون��ه توسط سهرابي حقدوس��ت )1371( و 
ميرزاي��ي  و همک��اران )2014( در کش��ور گزارش ش��ده ب��ود )5  و  22(. 
 گرچه در مورد تش��خيص صحيح گونه توس��ط سهرابي حقدوست )1371(

نمي‌توان اطمينان کافي داش��ت. ولي در مطالع��ه ميرزايي و همکاران که با 
روش مولکول��ي صورت گرفت��ه بود دو گونه اندرسوني و پ��اروم در گاوهاي 

شمال غربي کشور گزارش شده است )22(.

نتيجه گيري
ژنوتايپ ايزوله کريپتوسپوريديوم اندرسوني جدا شده ازگاو مشابه ايزوله 

کريپتوسپوريديوم ثبت شده آن در بانک ژن ]AY954885.1[ می باشد.

تشكر و قدرداني
كليه هزينه هاي تحقيق حاضر توسط دانش��كده علوم پزشكي دانشگاه 
تربي��ت مدرس تأمين ش��ده است.  نويس��ندگان از كليه همك��اران محترم 
معاونت پژوهشي دانشكده تشكر مي نمايند. ضمناً از همكاران محترم گروه 
انگل ش��ناسي به ويژه خانم دكتر غفار ي فر و خانم قاسمي نكيو تش��كر و 

قدرداني مي شود.  
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