
 ) مجله پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ( پژوهنده
 ۳۰۶ تا ۲۹۹ صفحات ، ۷۲ ، پي در پي ۶ سال چهاردهم، شماره
 ۱۳۸۸ اسفند و بهمن

 ۱۳۸۸ / ۳ / ۶ : تاريخ دريافت مقاله
 ۱۳۸۸ / ۹ / ۱۱ : تاريخ پذيرش مقاله

 مورف آناليز ژنهاي پلي بررسي تنوع ژنتيكي كريپتوسپوريديوم بر اساس
COWP ، SSU­rRNA و TRAP­C2 در كودكان مبتلا به اسهال در استانهاي 

 تهران و قزوين
 ، ۲ اختياري نويد صاحب ،۴ پور ، نيلوفر تقي ۳ ، دكتر علي حقيقي ۲ الحسيني مجرد ، احسان ناظم * ۱ دكتر اكبر كشاورز رياضي

 ۵ ، دكتر بهرام كاظمي ۲ زهرا نوچي

 ، اداره بهداشت و درمان نيروي زميني ارتش جمهوري اسلامي ايران نزاجا ۶۶۰ مسئول فني، مركز تحقيقات آزمايشگاهي . ۱
 مركز تحقيقات بيماري هاي گوارش و كبد، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي كارشناس ارشد، . ۲
 شناسي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي شناسي و قارچ دانشيار، گروه انگل . ۳
 شناسي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي شناسي و قارچ ل كارشناس ارشد، گروه انگ . ۴
 استاد، مركز تحقيقات بيولوژي سلولي مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي . ۵

 ده ي چك
 اد داراي نقـص افـر با انتشار جهاني و به عنوان يكي از عوامل مهم اسهال در كودكان و اي ياخته تك كريپتوسپوريديوم : سابقه و هدف

 عمده تحقيقات انجام گرفته در خصوص اين انگل در ايران به بررسـي شـيوع آن در جوامـع مختلـف . سيستم ايمني شناخته شده است
 مـورف آناليز ژنهـاي پلـي بر اساس تنوع ژنتيكي كريپتوسپوريديوم در كودكان مبتلا به اسهال هدف از اين مطالعه تعيين . پرداخته است

COWP ، SSU­rRNA و TRAP­C2 با استفاده از تكنيك PCR­ RFLP باشد مي . 
 كودك مبتلا ۱۲۶۳ از هاي مدفوع نمونه ، ) ۱۳۸۷ تا فروردين ماه ۱۳۸۴ آذر ماه ( در اين مطالعه مقطعي، طي دو سال : ها مواد و روش

 مشاهده لام مستقيم، فرمل اتر و رنگ با . آوري شد جمع ، به اسهال كه به بيمارستانهاي كودكان استانهاي تهران و قزوين مراجعه كردند
 استخراج شده از DNA در نهايت بر روي . بررسي لازم جهت شناسايي عوامل انگلي صورت گرفت ، آميزي اسيدفاست اصلاح شده

 . انجام شد PCR­RFLP ها، ايزوله
 هاي تخصصي كريپتوسپوريديوم زي آمي ايزوله با استفاده از روشهاي مستقيم و رنگ ۳۱ نمونه مدفوع، ۱۲۶۳ از مجموع : ها افته ي

 ايزوله كريپتوسپوريديوم ۵ ايزوله كريپتوسپوريديوم پارووم، ۲۵ هاي مولكولي پس از بررسي از بين آنها تشخيص داده شدند، كه
 . كه نتايج در هر سه ژن يكسان بوده است داد هردو ژنوتيپ را نشان هومينيس و يك ايزوله

 ، شـود ولـي بـا توجـه بـه ايـن كـه گونـه غالـب و گـاوي در كودكـان مبـتلا بـه اسـهال ديـده مـي هر دو ژنوتيپ انساني : گيري نتيجه
 انتقال زئونوز شايعتر از انتقال انساني بوده و تماس با دام بخصوص گوساله به عنوان مهمتـرين منبـع ، باشد كريپتوسپوريديوم پارووم مي
 . رود آلودگي انساني به شمار مي

 ي، كريپتوسپوريديوم،كودكان مبتلا به اسهال تنوع ژنتيك : واژگان كليدي
 ۱ مقدمه

ــاريزاي روده ــل بيم ــك عام ــپوريديوم ي ــا كريپتوس ــم ب  اي مه
 بـا . ) ۱ ( پراكندگي گـسترده در دامهـاي جـوان و انـسان اسـت

 بزرگـراه شـهيد ؛ تهـران، دكتر اكبر كشاورز رياضي : نويسنده مسئول مكاتبات *
 ارتش جمهوري اسلامي ايـران، مركـز بابايي، اداره بهداشت و درمان نيروي زميني

ــشگاهي ــات آزمايـــ ــا نزا ۶۶۰ تحقيقـــ ــك جـــ ــست الكترونيـــ  : ؛پـــ
keshavarz_akbar@yahoo.com 

 ياختـه بـه بود كـه ايـن تـك ۱۹۸۰ ايدز در دهه ظهور پاندمي
 مير در بيمـاران دچـار نقـص عنوان يكي از عوامل مهم مرگ و

 ايمني و يكي از عوامل اسهال كودكـان اهميـت جهـاني يافـت
 . ) ۳ و ۲ (

 ، يك معضل بزرگ در درك انتقـال عفونـت كريپتوسـپوريديوم
 رفولــوژي واضــح در افتــراق يــك گونــه نبــودن خــصوصيات مو

همچنـين مـشكلات در . ست ها كريپتوسپوريديوم از ديگر گونه
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 ۳۰۰ آناليز بررسي تنوع ژنتيكي كريپتوسپوريديوم بر اساس دوماهنامه پژوهنده /
 تشخيص باعث سـردرگمي در تاكـسونومي كريپتوسـپوريديوم

 دهد كه ايـن نشان مي DNA اگر چه آناليز سكانس . ده است ش
 ، گونـه متفـاوت اسـت ۱۸ جنس پيچيده بوده و داراي بـيش از

 دست آمده از نقاط ه هاي ب هاي متنوع در نمونه شناخت ژنوتيپ
 يــك راه قطعــي بــراي بررســي اپيــدميولوژي ، مختلــف جهــان

 گي اين اطلاعات دانـش مـا را از چگـون . كريپتوسپوريديوم است
 هـاي انـساني و حيـواني انتشار و وقـوع آلـودگي توسـط گونـه

 در ايران بر اسـاس روشـهاي مولكـولي . ) ۵ و ۴ ( دهد افزايش مي
 مطالعات محدودي انجام گرفته است كـه دو مطالعـه معمـار و

 مثبت و منفي و مطالعه HIV در افراد ۲۰۰۶ همكاران در سال
 انسان و گاو در شهريار در ۲۰۰۸ پيرستاني و همكاران در سال

 ). ۷ و ۶ ( است از آن جمله
 Polymerase Chain بـا اسـتفاده از تكنيـك حاضر در مطالعه

Reaction­ Restriction Fragment Length Polymorphism 
 سـاده و نـسبتاً ، كه يـك روش بـسيار كارامـد PCR­ RFLP يا
 تنوع ژنتيكي كريپتوسـپوريديوم در كودكـان باشد، مي صرفه به

 شـامل مـورف ي ـــ آنـاليز ژنهـاي پل با توجه به هال مبتلا به اس
) COWP ( Cryptosporidium Oocyst Wall Protein ، ) SSU­ 

rRNA ( small  subunit  ribosomal  RNA و ) TRAP­ 

C2 ( Thrombospondin Related Adhesive Protein C2 در 
 مورد بررسـي ۱۳۸۷ تا فروردين ماه ۱۳۸۴ فاصله زماني آذر ماه

 . قرار گرفت

 ها د و روش موا
 هاي انساني از كودكان مبتلا به اسهال كه بـه بيمارسـتان نمونه

 كودكان دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهـشتي و تهـران و مركـز
 در . طبي كودكان قـزوين مراجعـه كـرده بودنـد، اخـذ گرديـد

 به آزمايـشگاه بـا ها نمونه پس از انتقال ، شناسي بررسيهاي انگل
 گـسترش ) اتـر - فرمـالين ( ظ يكي از روشـهاي مـستقيم، تغلـي

 آميـزي اسيدفاسـت و با رنـگ شد نازكي از نمونه روي لام تهيه
 X ۱۰۰ بررسـي و بـا X ۴۰ آميزي و با عدسي ذيل نيلسون رنگ

ــست كريپتوســپوريديوم بررســي ــود اووسي ــد از نظــر وج  و ش
 ۴ در % ۲ / ۵ هاي مثبت در محلـول دي كرومـات پتاسـيم نمونه

 . ند درجه سانتيگراد نگهداري شد
 DNA Zol بافر ، DNA Zol با روش كيت DNA براي استخراج

) Invitrogene,Cat.  No  10503­027.USA ( بــه صــورت كــه 
 هاي جامـد نوميك از نمونه ژ DNA محلول آماده براي استخراج

 باشـد، مـورد و مايع حيوانات، گياهان، قارچ، باكتري و انگل مي
 فراينـد . اسـت يدين ان اين محلول حاوي گو . استفاده قرار گرفت

 DNA Zol هاي بيولوژيك در محلول جداسازي شامل ليز نمونه

 در . شـد ژنوميـك بـا اتـانول رسـوب داده DNA بود و سـپس
 مولار ي ميل NaOH ۸ در آب يا DNA جريان شستشو با اتانول،

 . شد حل
 از دو جفـت SSU­rRNA بـراي ژن nested PCR جهت انجـام

 رايمـر اول يـك جفـت پ ). ۱۰ ) ( ۱ جـدول ( پرايمر استفاده شـد
 محـصول و كرد تكثير را SSU­rRNA از ژن kb ۳ / ۱ فراگمنت

PCR اول به عنوان الگو در دور دوم PCR مـورد اسـتفاده قـرار 
 در اين مرحله از جفت پرايمر دوم استفاده شد كه يـك گرفت،
 واكنش . تكثير نمود گونه بسته به نوع را ) bp ۸۶۴ - ۸۲۶ ( قطعه

 سـيكل صـورت ۳۲ ر و بـه تعـداد زنجيره پليمراز، با شرايط زيـ
ــه : گرفــت ــه ۳ دناتوراســيون اولي  درجــه ســانتيگراد، ۹۴ دقيق

 ثانيـه ۴۵ درجه سانتيگراد، آنيلينـگ ۹۴ ثانيه ۴۵ دناتوراسيون
 درجه سـانتيگراد ۷۲ ثانيه ۶۰ درجه سانتيگراد، طويل شدن ۵۵

 دوم PCR در . درجه سانتيگراد ۷۲ دقيقه ۷ ، طويل شدن نهايي
 درجـه تغييـر داده ۵۸ بـه درجه ۵۵ از annealing فقط دماي

 اول و از پرايمرهــاي PCR از محــصول DNA شــد و بــه جــاي
 . داخلي استفاده شد

 همانند روش قبل ) TRAP­C2 ( با ژن nested PCR براي انجام
 جفـت پرايمـر اول يـك . ) ۱۱ ( از دو جفت پرايمر استفاده شـد

 كثيـر را ت bp ۲۶۶ و جفت پرايمر دوم يك قطعه bp ۳۶۶ قطعه
 ۳۰ واكنش زنجيره پليمـراز، بـا شـرايط زيـر و بـه تعـداد . كرد

 درجـه ۹۴ دقيقـه ۳ دناتوراسـيون اوليـه : سيكل صورت گرفت
ــانتيگراد، دناتوراســيون ــه ۴۵ س  درجــه ســانتيگراد، ۹۴ ثاني

 ثانيـه ۶۰ درجه سانتيگراد، طويـل شـدن ۵۴ ثانيه ۴۵ آنيلينگ
 درجـه ۷۲ دقيقـه ۷ درجه سانتيگراد، طويل شـدن نهـايي ۷۲

 ۵۶ بـه ۵۴ از annealing دوم فقط دمـاي PCR در . سانتيگراد
 و اول PCR از محـصول DNA درجه تغيير داده شد و به جاي

 . از پرايمرهاي داخلي استفاده شد
 ننـد دو روش قبـل ا هم COWP با ژن nested PCR براي انجام

 جفـت پرايمـر اول ). ۱۲ ( از دو جفت پرايمر استفاده شده است
 و جفــت پرايمــر دوم يــك COWP از ژن bp ۷۶۵ يــك قطعــه

 ، با شرايط واكنش زنجيره پليمراز . كثير نمود را ت bp ۵۵۳ قطعه
 ۳ دناتوراسـيون اوليـه : سيكل صورت گرفت ۳۰ زير و به تعداد

 درجـه ۹۴ ثانيـه ۴۵ درجه سانتيگراد، دناتوراسـيون ۹۴ دقيقه
ــل درجــه ســانتي ۵۲ ثانيــه ۴۵ ، آنيلينــگ ســانتيگراد  گراد، طوي

 دقيقـه ۷ درجه سانتيگراد، طويل شدن نهايي ۷۲ ثانيه ۶۰ دن ش
 از annealing دوم فقـط دمـاي PCR در . درجه سانتيگراد ۷۲
 از DNA درجه تغيير داده شد و در اين جا به جـاي ۵۶ به ۵۲

. اول و از پرايمرهاي داخلي استفاده شد PCR محصول
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 ۳۰۱ / كتر اكبر كشاورز رياضي و همكاران د ۱۳۸۸ ، بهمن و اسفند ۷۲ پي در ، پي ۶ شماره
 ر و اطمينان از تكثير قطعه مـورد نظـ PCR جهت بررسي نتايج

 آميـزي بوسـيله اتيـديوم الكتروفورز بـر روي ژل آگـارز و رنـگ
 وزن مولكولي قطعه مورد نظر در كنار يك . برومايد استفاده شد

DNA ــد ــه و ). ۱۳ ( مــاركر مــشخص گردي  جهــت تعيــين گون
ــپ ــط ژن ژنوتي ــپوريديوم توس ــاي كريپتوس  از SSU­rRNA ه

ــاي ــراي ژن ، Ssp­I ، Vsp­I آنزيمه ــزيم COWP ب  RsaI از آن

(GT/AC) و بــراي ژن TRAP­C2 از آنــزيم HaeШ ، BstEП 
ــزيم ا ــه آن ــد، ك ــتفاده ش ــساني و HaeШ س ــپ ان ــراي ژنوتي  ب

 - ۱۲ ( دارد ي ي شناسـا براي ژنوتيپ گاوي جايگاه BstEП آنزيم

 مخلوط بـا اتيـديوم % ۳ / ۲ روي ژل ر نتايج ب ، جهت بررسي ). ۱۰
 م جهـت انجـا ). ۱۳ ( الكتروفورز گرديد ، برومايد و در كنار ماركر

RFLP مخلوط اصـلي ) Master  mix ( را از مجمـوع µl ۲ ،بـافر 
µl ۵ محصول PCR و U ۱ از آنزيم را در حجم µl ۲۰ رسانيده بـه 

 سـپس . درجه قرار داده شد ۳۷ روز در بن ماري مدت يك شبانه
 مخلوط با اتيديوم برومايد % ۲ ميكروليتر از محصول روي ژل ۵

 بـا DNA مـاركر الكتروفورز شد و باندهاي مـورد نظـر در كنـار
 . ايلوميناتور مشاهده شدند دستگاه ترانس

 ترادف توالي پرايمرهاي تشخيصي كريپتوسپوريديوم - ۱ جدول
 نام پرايمرها ۳ ´ به ۵ ترادف  از َ

5´TTCTAGAGCTAATACATGCC 3´ SSU­rRNAC1F1 

5´CCCATTTCCTTCGAAACACGA 3´ SSU­rRNA C1R1 

5´GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAG 3´ SSU­rRNA C2F2 

5´CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA 3´ SSU­rRNA C2R2 

5´CATATTCCCTGTCCCTTGAGTTGT 3´ TRAP C1F1 

5´TGGACAACCCAAATGCAGAC 3´ TRAP C1R1 

5´GGTAATTGGTCACGA 3´ TRAP C2F2 

5´CCAAGTTCAGGCTTA 3´ TRAP C2R2 

5´TGTCCTCCAGGTACTACA 3´ EX­COWP­C1F1 

5´ACCTGTTCCCACTCAATG 3´ EX­COWP­C1R1 

5΄GTAGATAATGGAAGAGATTGTG 3΄ Cry­15 

5΄GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG 3΄ Cry­9 

 ها افته ي
 ۵۱۴ و پسر ۷۴۹ ( كودك مبتلا به اسهال ۱۲۶۳ از مجموع

 از نظر %) ۲ / ۵ ( نفر ۳۱ ، كه مورد بررسي قرار گرفتند ) دختر
 از اين تعداد . ند اووسيست كريپتوسپوريديوم مثبت ارزيابي شد

 نث ؤ مورد از گروه م ۱۵ ورد از گروه مذكر و م ۱۶ به ترتيب
 هاي از مجموع نمونه . آلوده به كريپتوسپوريديوم بودند

 ۷۹۴ نمونه از استان قزوين و تعداد ۴۶۹ آوري شده تعداد جمع
 مورد ۱۹ و ۱۲ نمونه از استان تهران گرفته شد كه به ترتيب

 . آلوده به كريپتوسپوريديوم بودند

 ا اين سه ژن با نتايج مثبت همراه هاي انساني ب تمام ايزوله
 bp اي در حدود رفته توانستند قطعه كار ه پرايمرهاي ب . بودند
 اي قطعه ، SSU­rRNA بسته به نوع گونه براي ژن ۸۲۶ - ۸۵۱

 bp اي در حدود و قطعه COWP براي ژن bp ۵۵۳ در حدود
 ايزوله انساني ۳۱ از . تكثير نمايند TRAP­C2 براي ژن ۲۶۶

 ايزوله ژنوتيپ گاوي كريپتوسپوريديوم پارووم ۲۵ مورد بررسي،
) C. parvum ( ، ۵ ايزوله ژنوتيپ انساني ) C. hominis ( و يك 

 شكلهاي ( ايزوله عفونت همزمان با هر دو ژنوتيپ را نشان داد
 ). ۵ تا ۱

 ، bp ۱۰۰ ماركر DNA : ۱۱ و ۱ تون س ( TRAP­C2 توسط ژن % ۳ / ۲ بر روي ژل آگارز nested PCR ميكروليتر از محصول ۵ الكتروفورز - ۱ شكل
) D.W ( كنترل منفي : ۱۰ ستون ، TRAP­C2 با پرايمرهاي نمونه مثبت كريپتوسپوريديوم : ۲ - ۹ ستون
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 ۳۰۲ آناليز بررسي تنوع ژنتيكي كريپتوسپوريديوم بر اساس دوماهنامه پژوهنده /

 ستون ، bp ۱۰۰ ماركر DNA : ۱۳ و ۱ ستون ( COWP توسط ژن % ۳ / ۲ بر روي ژل آگارز nested PCR ميكروليتر از محصول ۵ الكتروفورز - ۲ شكل
 ) D.W ( كنترل منفي : ۱۲ ستون ، COWP با پرايمرهاي توسپوريديوم نمونه مثبت كريپ : ۲ - ۱۱

 ، bp ۱۰۰ ماركر DNA : ۱۷ و ۱ ستون % ( ۲ بر روي ژل آگارز SSU­rRNA توسط ژن nested PCR ميكروليتر از محصول ۵ الكتروفورز - ۳ شكل
 . ) D.W ( ي كنترل منف : ۱۶ ستون ، SSU­rRNA با پرايمرهاي نمونه مثبت كريپتوسپوريديوم : ۲ - ۱۵ ستون

 SSU­rRNA ژن nested PCR ، الگوي برش محصول ۴ شكل
 و ) VspI ) B ( ، Ssp­I ) A هاي انساني با آنزيم را در ايزوله

 nested الگوي برش محصول ۵ شكل PCR ژن COWP در 
 همانطور كه . دهد نشان مي RsaI هاي انساني را با آنزيم ايزوله

 نساني و هاي ا در تصوير مشخص است، الگوي برش ژنوتيپ
 داراي باندهاي Ssp­I گاوي كريپتوسپوريديوم پارووم با آنزيم

bp ۴۴۹ ، ۲۶۸ در حالي كه الگوي آن با . باشد مي ۱۰۸ - ۱۱۱ و 
 متفاوت بوده و در كريپتوسپوريديوم پارووم داراي Vsp­I آنزيم

 بوده در حالي كه در bp ۱۱۶ و bp ۶۲۸ ، bp ۱۰۴ باندهاي
 ، bp ۵۶۱ ، bp ۱۱۶ باندهاي كريپتوسپوريديوم هومنيس داراي

bp ۱۰۴ و bp ۷۰ باشد مي . 

 nested الگوي برش محـصول - ۴ شكل PCR ژن SSU­rRNA در 
 ) A ( Ssp­I و ) VspI ) B هاي انساني با آنزيم ايزوله

) A : ماركر : ۹ و ۱ ستون DNA نمونه مثبت كريپتوسپوريديوم پارووم با آنزيم : ۲ - ۸ ، ستون Ssp­I ، B : محصول الگوي برش PCR دوم ژن 
SSUrRNA رابا آنزيم VspI : ماركر ۹ و ۱ ستون DNA نمونه مثبت ۷ و ۵ نمونه مثبت كريپتوسپوريديوم پارووم، ستون ۸ و ۶ ، ۳ ، ۲ ، ستون 

) عفونت همزمان از هردو ژنوتيپ ۴ كريپتوسپوريديوم هومنيس، ستون
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 ۳۰۳ / كتر اكبر كشاورز رياضي و همكاران د ۱۳۸۸ ، بهمن و اسفند ۷۲ پي در ، پي ۶ شماره

 ۹ و ۴ - ۷ ، ۲ ، ستون DNA ماركر ۱۲ و ۱ ستون ( RsaI با آنزيم هاي انساني را در ايزوله COWP ژن nested PCR الگوي برش محصول - ۵ شكل
 ) عفونت همزمان از هر دو گونه : ۱۰ نمونه مثبت كريپتوسپوريديوم هومنيس، ستون : ۱۱ و ۸ ، ۳ ه مثبت كريپتوسپوريديوم پاروم، ستون مون ن

 داراي دو جايگاه RsaI كريپتوسپوريديوم پارووم براي آنزيم
 bp هضم انزيمي قطعاتي به طول باشد كه پس از برش مي

 كندكه پس از الكتروفورز باندهاي را توليد مي ۳۴ و ۱۰۴ ، ۴۱۳
bp ۴۱۳ كريپتوسپوريديوم هومنيس . يت است ؤ قابل ر ۱۰۴ و 

 باشد كه پس از جايگاه برش مي ۳ داراي RsaI براي آنزيم

 را توليد ۳۴ و ۱۰۴ ، ۱۲۹ ، ۲۸۵ هضم آنزيمي قطعاتي به طول
 قابل ۱۰۴ ، ۱۲۹ ، ۲۸۵ الكتروفورز باند هاي كند كه پس از مي

 . ) ۶ شكل ( يت است ؤ ر

 براي ژنوتيپ HaeaIII آنزيم ( BstEII و HaeaIII در ايزوله انساني با آنزيم TRAP­C2 ژن nested PCR الگوي برش محصول - ۶ شكل
 كريپتوسپوريديوم ۳ و ۲ پوريديوم پارووم، ستون شماره كريپتوس ۸ و ۴ - ۶ ، ۱ ستون شماره ؛ براي ژنوتيپ گاوي جايگاه دارد BstEII انساني و

 ) DNA ماركر ۹ عفونت همزمان، ستون شماره ۷ هومنيس، ستون شماره

 بحث
 كريپتوسپوريديوزيس يك بيماري با انتشار جهاني است و يكي

 به عنوان كه از چهار پاتوژن مهم عامل اسهال در كودكان بوده
 امروزه در ). ۲ ( است يكي از مشكلات عمده بهداشتي مطرح

 اي بر روي خصوصيات اكثر نقاط جهان تحقيقات گسترده
 و مختلف كريپتوسپوريديوم از جمله بيولوژي، اپيدميولوژي

 در كشور ما اكثريت مطالعات . تشخيص آن انجام گرفته است
 هاي اپيدميولوژي انگل معطوف بوده وي جنبه ر انجام گرفته بر

 لذا . ولكولي انجام گرفته است و مطالعات محدودي در زمينه م
 ها و ژنوتيپ كريپتوسپوريديوم اين بررسي با هدف تعيين گونه

 شد تا اطلاعات دقيقتري در انجام در كودكان مبتلا به اسهال
 دست ه مورد اپيدميولوژي، كنترل و پيشگيري از اين انگل ب

 . آيد
 نمونه مدفوع اسهالي از كودكان ۱۲۶۳ در اين بررسي مجموعاً

 لا به اسهال كه به مراكز طبي كودكان استان تهران و مبت
 آوري و مورد سال جمع ۲ قزوين مراجعه كردند در طي مدت

 نتيجه آزمايش ، نمونه اين تعداد از ميان . بررسي قرار گرفت
 نظر اووسيست كريپتوسپوريديوم با از نفر از آنها ۳۱ مدفوع

 توان بنابراين مي استفاده از روش ميكروسكوپي مثبت بود،
 گزارش نمود، اين ميزان از % ۲ / ۵ شيوع كريپتوسپوريدوزيس را

 بيشتر بوده ولي از ساير مناطق و غرب تهران شهرهاي اهواز
 ). ۱۴ - ۱۸ ( باشد مورد مطالعه كمتر مي

 ايزوله مورد ۳۱ دهد كه از ميان نتايج اين مطالعه نشان مي
 %) ۸۰ / ۶ ( ايزوله ۲۵ بررسي در كودكان مبتلا به اسهال، تعداد
 .C ( ژنوتيپ گاوي كريپتوسپوريديوم پارووم parvum ( ، ۵ 

 وريديوم پارووم ـــ اني كريپتوسپ ــ ژنوتيپ انس %) ۱۶ / ۱ ( ه ـ ايزول
) C. hominis ( و يك ايزوله عفونت همزمان از هردو ژنوتيپ را 

 . نشان داده است
 دهد كه ژنوتيپ گاوي نتايج اين مطالعه نشان مي

 رووم گونه غالب در كودكان مبتلا به كريپتوسپوريديوم پا
با توجه به محدود بودن تنوع . اسهال در اين مطالعه بوده است
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 ۳۰۴ آناليز بررسي تنوع ژنتيكي كريپتوسپوريديوم بر اساس دوماهنامه پژوهنده /
 توانند به ژنوتيپ انساني مبتلا شوند و به عنوان ميزباني كه مي

 . مخزن عمل نمايند، يافته فوق چندان دور از انتظار نيست
 هاي چند مطالعه از نقاط مختلف جهان يافته ۲ در جدول

 اي از هاي مطالعه حاضر با پاره يافته . ان داده شده است نش

 هاي صورت گرفته مشابه بوده ولي با بعضي از نتايج بررسي
 . ديگر همخواني ندارد

 فراواني ژنوتيپ انساني و ژنوتيپ گاوي كريپتوسپوريديوم در انسان در مطالعات مختلف - ۲ جدول
Location  No. of isolates  C.hominis  C.parvum  Transmission 

Pattern 
Reference 

UK  1705  654(37.8%)  1049 (61.5%)  Zoonotic  19 
Australia  36  30 (83%)  6 (17%)  Anthrponotic  23 
Japan  20  14 (%70)  3 (15%)  Anthroponotic  25 
Kuwaite  62  3 (5%)  59(94%)  Zoonotic  20 
Lima,Peru  127  91 (71.7%)  16(12.6%)  Anthroponotic  27 
France  47  18 (38%)  29(62%)  Zoonotic  21 
Kenya  175  153(87%)  15(9%)  Anthroponotic  26 

Switzerland  9  2 (22.2%)  7 (77.7%)  Zoonotic  22 
Uganda  72.8%  18.4%  Anthroponotic  29 
Iran  17  4 (24%)  13 (76%)  Zoonotic  6 

The Netherlands  91  64 (70)  18(19%)  Anthroponotic  24 
England  2414  1005 (41.7%)  1354(56.1%)  Zoonotic  28 
Iran  24  7 (29.1%)  17(70.8%)  Zoonotic  7 

 در اين بررسي ژنوتيپ گاوي كريپتوسپوريديوم پارووم گونه
 ي مثل ي غالب بوده كه الگوي ژنوتيپ بدست آمده با كشورها

 ، ) ۲۱ ( % ۶۲ ، فرانسه ) ۲۰ % ( ۹۴ ، كويت ) ۱۹ ( % ۶۱ / ۵ انگلستان
 ) ۷ % ( ۷۰ ، ) ۶ % ( ۷۶ ايران دو مطالعه در و ) ۲۲ ( % ۷۷ سويس

 ليا هايي مثل استرا كشور حالي كه در در . همخواني داشته است
 ، ) ۲۵ %( ۸۷ ، كنيا ) ۱ % ( ۷۰ ، ژاپن ) ۲۴ % ( ۷۰ ، هلند ) ۲۳ % ( ۸۳
 و تعداد ديگري ژنوتيپ انساني ) ۲۶ % ( ۷۱ / ۷ پرو

 . كريپتوسپوريديوم پارووم غالب بوده است
 ها و گونه به بررسي ۲۰۰۶ ر سال د كاران معمار و هم

 HIV مثبت و HIV هاي كريپتوسپوريديوم در افراد ژنوتيپ
 و نواحي هدف ژن PCR­RFLP با استفاده از روش ، منفي

18SrRNA ، دهد كه از پرداخته و نتايج اين مطالعه نشان مي 
 كريپتوسپوريديوم %) ۷۶ ( ايزوله ۱۳ ايزوله مورد بررسي ۱۷

). ۶ ( زوله كريپتوسپوريديوم هومينيس بوده است اي ۴ پارووم و
 تفاوت در منبع عفونت يكي از مهمترين عوامل تفاوت در

 طوري كه در ه ب . باشد هاي كريپتوسپوريديوم مي انتقال ژنوتيپ
 انتقال ، ي كه كريپتوسپوريديوم هومينيس غالب است ي كشورها

 شور آيد ولي در ك از راه آب مهمترين منبع آلودگي به شمار مي
 ي و كويت غالب بودن ي ما و برخي از كشورهاي اروپا

 باشد كريپتوسپوريديوم پارووم در نتيجه انتقال زئونوز مي
 . ) ۱۹ و ۲۱ و ۲۷ و ۲۸ (

Mclauchlin با اسـتفاده از تكنيـك ۲۰۰۰ و همكاران در سال 
PCR­RFLP و تارگت COWP به بررسي آناليز مولكولي گونـه 

 نمونـه گـاوي ۱۰۵ اني و نمونه انس ۱۷۰۵ كريپتوسپوريديوم در
 ۱ ژنوتيـپ نـوع % ۳۷ / ۵ در اين مطالعه . در انگلستان پرداختند

 ژنوتيـپ نـوع % ۰ / ۳ و ) گـاوي ( ۲ ژنوتيپ نوع % ۶۱ / ۵ و ) انساني (
C. meleagridis ۱۹ ( را نشان داد .( 

Elwin با استفاده از تكنيـك ۲۰۰۱ و همكاران در سال PCR­ 

RFLP ــتفاده از و ــضم TRAP­C2 ژن اس ــاليز ه ــي و آن  آنزيم
RFLP يـد تنـوع ژنتيكـي أي يك روش ساده و حساس را براي ت 
 يك ژن TRAP­C2 . كار بردند ه هاي كريپتوسپوريديوم ب ايزوله

 . مورفيك ايـن انگـل اسـت بسيار خوب براي اثبات طبيعت پلي
 هاي يد كريپتوسپوريديوم در نمونه أي اين روش هم چنين براي ت

 اران با سـركوب سيـستم غير از مدفوع مثل لاواژ برونش در بيم
 ايمني مبتلا به عفونت ريوي در جريان پيوند مغز استخوان وبد

 . ) ۲۹ ( شود استفاده مي
 گونه كريپتوسپوريديوم را ۵ و همكارانش Xiao ۲۰۰۱ در سال

 ژن برروي PCR­RFLP در كودكان شهر ليماي پرو با روش
SSU­rRNA در اين تحقيق نتايج زير را ا آنه . تشخيص دادند 

 هاي زئونوز كريپتوسپوريديوم مثل گونه : دست آوردند ه ب
 كريپتوسپوريديوم فليس، كريپتوسپوريديوم مله اگريديس و

 منفي را نيز HIV توانند كودكان كريپتوسپوريديوم كنيس مي
 ۳۳ تا ۲۸ هاي زئونوز همانند گونه انساني در گونه . آلوده كنند

 هال در برخي طول دوره اس . شوند درصد موارد باعث اسهال مي
 سال ۳ از كودكان بيش از يك هفته و بيشتر در كودكان زير

. ) ۲۶ ( بوده است
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 ۳۰۵ / كتر اكبر كشاورز رياضي و همكاران د ۱۳۸۸ ، بهمن و اسفند ۷۲ پي در ، پي ۶ شماره

 گيري نتيجه
 اكثريت عفونت انساني توسط دو گونه كريپتوسپوريديوم پارووم

 كريپتوسپوريديوم . شود كريپتوسپوريديوم هومنيس ايجاد مي و
 هومنيس فقط در انسان بيماريزااست در حالي كه

 ديوم پارووم انسان و ساير پستانداران را مبتلا كريپتوسپوري
 دهد كه هر دو ژنوتيپ نتايج اين مطالعه نشان مي . كند مي

 شود ولي ر كودكان مبتلا به اسهال ديده مي انساني و گاوي د
 باشد با توجه به اين كه گونه غالب كريپتوسپوريديوم پارووم مي

 ني بوده و تماس با بنابراين انتقال زئونوز شايعتر از انتقال انسا
 دام بخصوص گوساله به عنوان مهمترين منبع آلودگي انساني

 . رود به شمار مي
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