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های با استفاده از روش ومیدیپتوسپورهای کریو شناسایی گونه صتشخی

Nested PCR (Nested polymerase chain reaction)  و(RFLP) 

Restriction fragment length polymorphism های شهرستان در گوساله

  شاهرود

  2ینیام ومرثی، ک1*ی، بهار شمشاد1مشکات یمصطف

 

 چکیده
تعلق دارد و پروتوزواهای فرصت  هابه شاخه اپی کمپلکس سپوریدیومکریپتوهای گونه

کند. ها را آلوده میهای تنفسی و گوارشی در انسان و حیوانطلبی هستند که سیستم

های کریپتوسپوریدیوم با شیوع، تشخیص و شناسایی گونهمنظور بررسی  به این مطالعه

 Restriction Fragment Length( RFLPو ) Nested PCRهای استفاده از روش

Polymorphism ی مدفوع از نمونه 256انجام شد.  های شهرستان شاهروددر گوساله

-های مثبت با استفاده از روش زیلآوری شد و نمونهماه جمع 2های زیر گوساله

استفاده  Nested PCRنلسون رنگ آمیزی شدند. پرایمرهای اختصاصی برای بررسی 

بررسی شدند. نتایج مطالعه میکروسکوپی نشان  RFLPتوسط روش  هاشد و زیرگونه

های مورد بررسی مثبت بودند. نتایج برای روش %( از نمونه 54/10نمونه ) 27داد که 

Nested PCR و  59/92ترتیب های مورد بررسی، بهنشان داد که از مجموع نمونه %

مثبت  اندرسونی توسپوریدیومکریپو  م پاروومکریپتوسپوریدیوترتیب برای % به 41/7

جفت  628و  104در نواحی  VSPنمونه تحت تأثیر آنزیم  25بودند. نتایج نشان داد که 

م کریپتوسپوریدیوهای ی زیرگونهی که تأیید کنندهباز قرار گرفتند، که نشان دهنده
فتند قرار گر Ssp Iهای تحت تأثیر آنزیم بودند. نمونه Aی ژن گاوی و زیرگونهپارووم 

های ی زیر گونهجفت باز نشان داد که نشان دهنده 448و  385و نتایج باندهایی را در 

C. muris/C. andersoni  بودند. نتایج توسط آنزیمdde و  186، 156، باندهایی را در

ها و بود. گونه C. murisی ی زیر گونهجفت باز نشان داد که نشان دهنده 224

تواند به های مختلف شناسایی شدند که میتفاده از روشهای مختلف با اسزیرگونه

 ز کمک کند. کریپتوسپوریدیوکنترل 

 .، شاهرودRFLP ها،گوساله وز،یدیپتوسپوریکر واژگان کلیدی:

 21/12/1399تاریخ پذیرش:     25/7/1399 :تاریخ دریافت

 

 مقدمه
عنوان یکیی از عوامیل مهیم در بیروز ای بهعوامل تک یاخته

 همو م ها همواره مورد مطالعه قرار گرفته استسالهاسهال گو
 

تهیییران،   یییا ،یواحییید علیییوم و تح  ،یدانشییی اه آزاد اسییی م ،یدانشیییکده دامپزشیییک ،یولوژیگیییروه پیییاتوب -1
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 رانیساوه، ساوه، ا یدانش اه آزاد اس م ه،یدانشکده علوم پا ،یولوژیکروبیگروه م -2

 ،شوندها میها که موجب اسهال در گوسالهتهترین تک یاخ
، یدیومکریپتوسپور .(1)باشندمی هاکریپتوسپوریدیوم

تعلق ها به شاخه اپی کمپلکس است کهکوکسیدای کوچک 

باشد که بافت پوششی روده انتشار جهانی میدارد و دارای 

. (2)ددهاکثر مهره داران را مورد تهاجم قرار می

 از طریق "عمدتاان لی است یک بیماری  کریپتوسپوریدیوز

آب آشامیدنی، تماس انسان با حیوان و نیز انسان با انسان 

 مرفولوژی که در اووسیت .(3)یابدانت ال می

 ،ای نا معمول استشود به گونهدیده میکریپتوسپوریدیوم 

های این ان ل فاقد اسپوروسیت و حاوی زیرا اووسیت

این ان ل . (3)های باریک و لوزی شکل هستنداسپوروزوئیت

عنوان هب آلوده کنند وتواند طیف وسیعی از میزبانان را می

یک ارگانیزم بیماریزای مشترك بین انسان و دام مطرح 

، افسردگی، هاهای بالینی در گوسالهترین نشانهمهم. (4)شود

 .(5)باشدبی اشتهایی، اسهال،کاهش وزن و گاهی تلفا  می

در  ریدیوموکریپتوسپ گونه مختلف از 20تاکنون بیش از 

-انواع مختلف حیوانا  شناسایی شده است.گاوها و گوساله

عنوان یک منبع بال وه آلودگی در انسان مورد های آلوده به

این ان ل در افراد سالم معمولا مشکل خاصی  باشد،میتوجه 

دو گونه از . (6)کند و خود محدود شونده استایجاد نمی

 پاروومکریپتوسپوریدیوم  های با نام پوریدیومکریپتوسجنس 

های شناسایی ترین گونهشایع اندرسونیکریپتوسپوریدیوم  و

اند. گونه اول یعنی ها بودهشده در گاوها و گوساله
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تری داشته و در شیوع بیش پاروومکریپتوسپوریدیوم  

تر با اسهال همراه است، اما   های شیرخوار بیشدام

های بالغ و جوان در گوسالهاندرسونی یوم کریپتوسپورید

توسپوریدیوم  کریپ عفونت وعیش .(7)دتری دارشیوع بیش

 ،مثال عنوانبه. است مطالعا  متفاو و  کشورها نیب پارووم

 در گرفتن ریش از قبل پاروومکریپتوسپوریدیوم   وعیش نرخ

درصد   80 تا 28 از ان لستان محدوده در یهاگوساله

 این موید کرا  به نیز بعدی مطالعا . (8)تاس شده گزارش

 در که نتیجه گرفت توانمی ترتیب بدین و بودند مطلب

 با ابت  میزان بیشترین شیرخوار هایگوساله

  .(5)شودمی دیده پارووم کریپتوسپوریدیوم

استفاده  وزکریپتوسپوریدی یبررس یبرا زیادی یهاکیتکن

ی دامپزشک صیتشخ یهاروش نیترمتداول از یکی. شودمی

 است میکروسکوپی روش بررسیز، کریپتوسپوریدیو بیماری

ص یتشخ یبرا هاروش نیترصرفهبه م رون از یکی که

 یفن تخصص بهها نیز به شمار میرود اما استفاده از آن ان ل

. ندارد زین را ان ل مشخصا  نییتع امکان ومند است ازین

 یم استفاده ها،پژوهش در معمولاًکه  یمولکول یابزارها

 در یشتریب اریبس اط عا  و هستند ترحساس اریبس شوند

. (9)دهندیم ارائه پیژنوت و هاگونه ماننده ،ان ل این مورد

ز مرایپل یارهیزنج واکنش از استفاده با توان یم را هاگونه

-یپلو  Multiplex polymerase chain reactionچندگانه یا 

تشخیص  RFLP شده یا محدود ا قطع فیسم طولیروم

که  است ان لژنوم  سنجش توانایی  ،PCR تیمز .(10)داد

دقت و صحت تشخیصی را به شد  افزایش میدهد، از 

برای است که  PCRنیز نوعی از  RFLPتکنیک سوی دی ر 

. (11)شود ها استفاده میها و پلی مرفیسمتشخیص زیرگونه

تواند ها برای درمان بیماری میها و زیر گونهشناسایی گونه

توان اقداما  ها میکمک کند و همچنین با شناسایی گونه

روشی بر  Nested PCR کنترلی و پیش یرانه را نیز انجام داد.

است که هدف از انجام گرفتنش، کاهش احتمال  PCR مبنای

 تیساسح شیواکنش و افزا یراختصاصیمحصولا  غ جادیا

 و Stromتوسط  1998در سال  کیتکن نیآن است. ا

Rechitsky  ارائه شده است و کلمهNested  اشاره به طرز

مورد استفاده در واکنش اول و دوم  یمرهایپرا یریقرارگ

وجوی انجام شده بر طبق جست .(11و10) به هم دارد سبتن

-تشخیص و شناسایی گونهبررسی ای به تاکنون هیچ مطالعه

 Nested PCRهای با استفاده از روش کریپتوسپوریدیوم های

ی ایران نپرداخته است و این مطالعه هادر گوساله RFLPو 

های تشخیص و شناسایی گونهبرای اولین بار به بررسی 

و  Nested PCRهای با استفاده از روش کریپتوسپوریدیوم

RFLP پردازد. ی شهرستان شاهرود میهادر گوساله 

 

 کارروش مواد و
 هاآوری نمونهجمع

نط ه ه مدر این مطالعه، ابتدا با توجه به ن شه، شهرستان به س

گوساله نمونه مدفوع  256و در این بررسی از شد ت سیم 

 اخذ شد به این ترتیب که بعد از گرقتن رضایت صاحب دام

 ییبه صور  مست یم از رکتوم گوساله ها یا از لایه ی بالا

-نهو به ظروف نمو شدها اخذ شده نمونه مدفوع تازه ریخته

. سپس از هریک از مناطق تحت بررسی به شدگیری منت ل 

از هر  شد وشکل تصادفی چند دامداری )خوشه( انتخاب 

 های انتخاب شده به شکل تصادفی ساده ازیک از دامداری

ل نمونه گیری بعم ماه سن، 2زیر های درصد کل گوساله 12

ها جهت تغلیظ، تهیه صا ، نمونهپس از ثبت مشخآمد و 

  .شدگسترش و رنگ آمیزی به آزمایش اه انت ال داده 

 

 نلسون-ذیلرنگ آمیزی 

های مدفوعی با استفاده از گسترش نلسون-ذیل رنگ آمیزی

ا ها ب. گسترش(12)و بر طبق گزارشا  قبلی انجام شد

ها گسترشاستفاده از رنگ کربول فوشین رنگ آمیزی شدند. 

با استفاده از آب برای یک تا دو دقی ه شسته شدند. اس یدها 
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ثانیه دی  30% برای  5سپس با استفاده از اسید سولفوریک 

% برای یک  3کلریزه شدند و سپس با استفاده از متیلن بلو 

ها میزی نمونهپس از رنگ آدقی ه رنگ آمیزی مجدد شدند. 

های مثبت از لحاظ وجود نمونه ،نلسون-با روش ذیل

. گرفت اووسیست های کریپتوسپوریدیوم مورد بررسی قرار

های کریپتوسپوریدیوم به رنگ در این رنگ آمیزی اووسیست

 . آمدقرمز براق و زمینه به رنگ آبی در 

تکنییک گرادیانیت من طیع سیاکارز بیرای جداسیازی و 

 کریپتوسییپوریدیوماولیییه اووسیسییت هییای  تخلیییص

 استفاده شد،بییراسییاس شناورسازی نمونه درمحلول قندی 

م گیر 500لیتیرآب م طیر، میلی 320ن با مخلوط نمیودکه 

ام انج (Scheather) میلیی لیتیرفنیل محلول شیتر 9سیاکارزو 

 شد.

 

  DNA  استخراج
  یرکتاز کییت ش اووسیت  DNAبرای استخراج 

QIAGEN  QIAamp 180-220 DNA stool mini kit  طبق

را در  DNA محلول حاوی شد.پروتکل کیت استفاده 

 – 20یخچیال بیرای اسیتفاده کوتاه مید  و در فرییزر 

 ی شد.بیرای مید  طیولانی ن هیدار

 

 Nested PCRروش 

 برای تعیین گونه های مختلف Nested PCR روش 
، بر پرایمرهای اختصاصی ستفاده ازبا ا کریپتوسپوریدیوم

و با استفاده از پرایمرهای  (10)اساس مطالعا  قبلی

(. این روش به این دلیل به 1اختصاصی انجام شد )جدول 

 کار رفت که مدفوع حیوانی محتوای موارد بسیاری از عوامل

 1معمولی است و در این مطالعه از رقت  PCRمختل کننده 

در  مدفوع استفاده شد تا این اخت ل به حداقل برسد. 50به 

Nested PCRندی، دو فرا PCR که هر کدام متشکل از  یمتوال

اول،  PCR. در واکنش ردیگیچرخه است، انجام م 30حدود 

 یالنسبت به تو تریخارج یکه نواح مریجفت پرا کیاز 

. در واکنش شودیاستفاده م دهند،یموردنظر را هدف قرار م

 یتر یداخل یکه به نواح Nested یمرهایدوم، جفت پرا

مورد استفاده قرار  شوند،یاول متصل م یمرهاینسبت به پرا

تر از واکنش اول کوتاه PCRمحصولا   جهینت و در رندیگیم

 کی ریثتک یبرا مریواقع، دو جفت پرا خواهند بود. در

  .رودیلوکوس واحد به کار م

PCR  مرحله اولNestedPCR 

از جفت پرایمر های اول  PCRبرای انجام مرحله اول 

جفت باز( استفاده شد.  1370، با سایز محصول 1)جدول 

 5/2مرحله اول شامل  PCRگرهای مربوط به واکنش

 200میکرومول از هر پرایمر،  2/0ال و،  DNAمیکرولیتر 

 5/2و  2MgClمیکرومول  dNTP mix ،5/1ل میکرومو

 Taq DNAواحد از آنزیم  5/2به همراه  PCRمیکرولیتر بافر 

polymerase  که هم ی از شرکت سیناژن ایران تهیه شده

میکرولیتر و بر روی یخ مخلوط  25بودند در حجم نهایی 

شدند. ب فاصله نمونه در دست اه ترموسایکلر )اپندرف، 

ه شدند و برنامه حرارتی مورد استفاده شامل ، آلمان( قرار داد

چرخه دمایی به ترتیب  30درجه سانتی راد،  95دقی ه در  5

ثانیه و  60درجه در  72ثانیه،  60درجه سانتی راد در  94در 

دقی ه تنظیم  5درجه سانتی راد در  72یک مرحله نهایی 

 گردید.

PCR  مرحله دومNestedPCR 

 گرها و برنامهمانند مخلوط واکنشدر این مرحله همه شرایط 

ز س اپزمانی و دمایی مطابه مرحله اول بود با این تفاو  که 

ر میکرولیت 1تحت شرایط استاندارد،  PCRانجام مرحله اول 

 1به  100پس از رقیق سازی به نسبت  اول PCRاز محصول 

. در شداستفاده  PCRال و در مرحله دوم  DNA عنوان به

ه قطعکه یک  شددوم استفاده  هایفت پرایمراین مرحله از ج

 ر میبازی )بسته به گونه ان ل( را تکثی 840تا  241 به طول

 .C. Andersoni, C. ryanae, C. parvum, Cشامل  و کند



ینیام ومرثی، کیمشکات، بهار شمشاد یمصطف  

 3480 

 شده جداسازی کریپتوسپوریدیومهای پرایمری گونه های مختلف  توالی: 1جدول 

Primer Pair Sequence 5-3 Fragment size Species detected 

AL1687 (EF) AL1691 (ER) TTCTAGAGCTAATACATGCG 

CCCATTTCTTCGAAACAGGA 

1370 Genus-specific external 

 

AL1598 (IF) AL3032 (IR) GAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 

 

840 Genus-specific internal 

CaF AL3032 (IR) GCAAATTACCCAATCCTGAC 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 

625 C. Andersoni 
 

Cr AL 3032 (IR)  
CTACGGRTGTTAATTTTTATATCAAT 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 

415 C. ryanae 
 

Cph F AL3032 (IR) AGAGTGCTTAAAGCAGGCATA 
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 

305 C. parvum 

CbF AL3032 (IR) CTTCTTATTCCTTCTAGAATAAAAATG 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 

241 C. bovis 
 

 
 RFLPبرای  Nested PCRدر  srRNA18: پرایمر های مورد استفاده برای تکثیر 2جدول 

Primer Pair Sequence 5-3 Fragment size 

18s rRNA internal Forward primer1: TTCTAGAGCTAA 

TACATGCG 

Reverseprimer1:CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 

 
ForwardPrimer2:5'-GGAAGGGTT GTA 

TTTATTAGATAAAG 

868 

18s rRNA external ReversePrimer2:AAGGAGTAAGGAACAACC TCCA  864 

 

bovis پس از هر مرحله  .بودندPCR محصول ،PCR  روی

 cat.NO)همراه با سایبر سیف )اینویتروژن  %5/1ژل آگارز 

S33102  الکتروفورز شده و با ژل داکیومنت باندهای مربوطه

در تمام شدند. مشاهده   Ladderیا  DNAکنار سایزمارکر در 

واکنش ها از سویه های شناسایی شده استاندارد به عنوان 

کنترل مثبت استفاده شد و کنترل منفی حاوی تمام موارد 

 ال و بود. DNAبدون  PCRمورد نیاز 

 RFLPروش 
های ان لی شناسایی شده جهت تعیین هویت مجدد گونه  

s 18بر روی ژن  )sequencing (ن توالی ژنومعملیا  تعیی

  rRNA در مرحله بعدشد. انجام DNA  ژنومی استخراج و

 PCR-Nested ها با روشجدایه S rRNA18قطعه ژن 

جفت نوکلئوتیدی از  688 برای تکثیر قطعهد. تکثیر گردی

کریپتوسپوریدیوم از پرایمرهای طراحی شده   18S rRNAژن

 توالی پرایمر های  .(13)فاده شدمطالعا  قبلی است توسط

 

. ذکر شده است 2در جدول  و پرایمرهای داخلی خارجی

روش انجام واکنش و ترکیب واکنش رها برای هر دو مرحله 

در مرحله قبلی بود.  Nested PCRاول و دوم برابر با روش 

 5مد  گراد بهدرجه سانتی 94 در ی واسرشت ابتداییمرحله

درجه سانتی گراد به  94 ثانویه ی واسرشتدقی ه، مرحله

درجه سانتی  57ثانیه، مرحله ی اتصال پرایمرها  45مد  

 72ی طویل شدن زنجیره ثانیه، مرحله 40گراد به مد  

مرحله به  3ثانیه، که این  60درجه سانتی گراد به مد  

 72دقی ه در  7سیکل و در نهایت یک سیکل  35تعداد 

بدست   DNAمحصولا  درجه سانتی گراد انجام گرفت. 

ب که دارای باند قوی و خو دوم  Nested PCRآمده از 

شرکت ,Vsp  DdeIو  Ssp1 توسط سه آنزیم برشی بودند،

 % 2و محصولا  آنها در ژل آگیارز داده شدند فرمنتاز برش 

و  کریپتوسپوریدیوم آندرسیونیهای گونه .شدالکتروفیورز 

-آنزیم بوسیییه RFLP بعید از کریپتوسییپوریدیوم مییوریس
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قطعا  و در نتیجه باندهای مییشابهی  ، I Vsp و I Ssp های

کننیید و پییس از الکتروفییورز و مشاهده را ایجییاد مییی

باندهای مربوطیه قابیل تیشخیص از همیدی ر نیستند، 

های مربیوط بیه دو گونیه فوق الذکر را هایی کیه بانیدنمونه

تا  ر گرفتندقرا، Dde I نیشان دادنید تحیت تیاثیر آنیزیم

دقی اً تعیین گونه شوند. نمونه هیایی کیه تحییت تییاثیر 

  قییرار گرفتنیید، هماننیید محصولا  I Dde آنییزیم

RFLP هایبا آنزیم Ssp I و Vsp I الکتروفورز  %2ل ،در ژ

 VspI هیا وجهیت تعییین گونیه SspI د. آنیزیمدنشمی

نیسانی جهیت تعیین ژنوتیپ های گاوی و ا

 گیرندمیورد اسیتفاده قیرار میی کریپتوسیپوریدیوم پیارووم

(14.)  

  هاتجزیه و تحلیل داده

زار م افها از نرها و تجزیه و تحلیل دادهبرای تعیین فراوانی

SPSS استفاده شد.  23ی نسخه 

 

 نتایج

 شیوع
که  نمونه مورد بررسی قرار گرفت 256در این مطالعه تعداد 

یزان عبارتی دی ر منمونه مثبت بودند، به 27اد از این تعد

 . درصد بود 54/10های مورد بررسی در نمونه وقوع آلودگی

 

 های مورددر نمونهها و تعیین گونهوقوع آلودگی بررسی 
 Nested PCRبررسی با استفاده از روش 

ی مورد بررسی دو نمونه برای نمونه 27نتایج نشان داد که از 

 625با طول قطعا  اندرسونی  سپوریدیوم کریپتوی گونه

 پاروومکریپتوسپوریدیوم  نمونه برای  25جفت باز مثبت و 

ها در جفت باز مثبت بودند. دی ر گونه 303با طول قطعا  

درصد  59/92های مورد مطالعه یافت نشدند. بنابراین، نمونه

 41/7و تنها  پاروومکریپتوسپوریدیوم  های مورد با نمونه

مثبت بودند  اندرسونی کریپتوسپوریدیوم ها با نمونه درصد

 (. 1)ن اره 

   

 
. چاهک اول )مارکر(، چاهک + )کنترل Nested-PCRنتایج  1نگاره 

 23-24و  18-21و  13-16های )کنترل منفی(. چاهک –مثبت(، چاهک 

رای بمثبت  22و  17های و چاهک پاروومکریپتوسپوریدیوم  مثبت برای 

 مثبت بودند.اندرسونی  ریدیوم کریپتوسپو

 

های مورد در نمونهها و تعیین گونهوقوع آلودگی بررسی 

 RFLPبررسی با استفاده از روش 
را  VSPنمونه تحت تأثیر آنزیم  25نتایج باندهایی را برای 

یوم  کریپتوسپوریدی نشان داد که نشان دهنده 628و  104در 

نوعی . این نتایج بهبود genotype A geneو  bovine پارووم

یر بود و تنها ز Nested-PCRی نتایج برای روش تأیید کننده

 (. 2را مشخص نمود )ن اره ( genotype A gene)ی آن گونه

 

 
. چاهییک اول VSPو بییا اسییتفاده از آنییزیم  RFLPنتییایج بییرای  2نگاااره 

هیای )کنترل منفی(. چاهیک –)مارکر(، چاهک + )کنترل مثبت(، چاهک 

 بودند.  genotype A gene کریپتوسپوریدیوم  پارووممثبت برای  12-1
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، دهدنشان می sspباندها را تحت تأثیر آنزیم  3ی ن اره 

برای  448و  385دهد، باندهایی گونه که نتایج نشان میهمان

 یی زیر گونهشود که نشان دهندهدو نمونه در مشاهده می

C. muris/C. andersoni .بود 

 
. چاهک اول SSPو با استفاده از آنزیم  RFLPنتایج برای  3 نگاره

 1 یها)کنترل منفی(. چاهک –)مارکر(، چاهک + )کنترل مثبت(، چاهک 

 بودند. مثبت  C. muris/C. andersoniی زیر گونهبرای  2و 

 

، 156باندهایی را در  ddeنتایج برای برش تحت تأثیر آنزیم  

 .C یی زیر گونهدهندهنشان داد که نشان  224و  186

muris  (. 4بود )ن اره 

 

 
 . چاهک اولddeو با استفاده از آنزیم  RFLPنتایج برای  :4نگاره 

 1 یها)کنترل منفی(. چاهک –)مارکر(، چاهک + )کنترل مثبت(، چاهک 

  بودند.  C. murisی زیر گونهبرای  2و 

 

 بحث 

-بهسلولی عوامل تک امروزه بررسی ها نشان داده است که 

ها گوسالهدر ر بروز اسهال از مهمترین علل دخیل دعنوان 

هستند که هر ساله آسیب بسیاری را به صنعت دامداری 

ترین تک مهمتحمیل مینمایند. داده ها نشان داده است که 

ها کریپتوسپوریدیوم، هااسهال در گوسالهایجاد کننده  یاخته

دقیق این ارگانیسم  . بنا براین شناسایی و تشخیصباشندمی

کنی آنها ایفا ها میتواند قدم مهمی را در جهت درمان و ریشه

کند. به علت مشک   تشخیص میکروسکوپی این 

موجودا  که با دقت و صحت کمی همراه است،  مطالعه 

حاضر برآن بوده است تا به بررسی کارایی روشهای 

. در در تشخیص آنها بپردازد PCRمولکولی بر پایه ژنوم و 

نمونه مورد بررسی قرار گرفت که از  256این مطالعه تعداد 

نمونه به عنوان کریپتوسپوریدیوم شناسایی  27این تعداد 

های در نمونه عبارتی دی ر میزان وقوع آلودگیشدند، به

 27نشان داد که از  جینتا درصد بود. 54/10مورد بررسی 

با  C. Andersoi یگونه یدو نمونه برا یمورد بررس ینمونه

 .C ینمونه برا 25جفت باز مثبت و  625طول قطعا  

parvum   ریجفت باز مثبت بودند. د 303با طول قطعا  

همسو با . نشدند افتیمورد مطالعه  هاینمونه در هاگونه

ای مطالعه (15)های این مطالعه، رنجبر بهادری و تونی یافته

های در گوساله کریپتوسپوریدیومبررسی آلودگی به با عنوان 

 170 در این مطالعه،انجام دادند.  اسهالی در خراسان جنوبی

راس گوساله مبت  به اسهال در دامداری های اطراف 

شهرستان نیشابور اعم از سنتی و صنعتی اخذ شد. میزان 

ی های مورد بررسبه این تک یاخته در نمونهوقوع آلودگی 

دهد که میزان شیوع این نتایج نشان می بود. 80/11%
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هم بوده است. در شهرهای این نزدیک به کریپتوسپوریدیوز

 (16)چن یزی و همکاران ی حاضر، های مطالعهمغایر با یافته

 کریپتوسپوریدیوم با آلودگی ای به بررسی بروزدر مطالعه

 مجموع در مطالعه این ایران پرداختند. در گاوهای در رایانی

 تا شد آوری جمع مدفوع نمونه گوساله، و گاو راس 200 از

 هایگاوداری در کریپتوسپوریدیوزیس جمله از اسهال علل

 کلی شیوع میزان. شود بررسی سمنان شهرستان

 در و %5/17 شده اخذ های نمونه در کریپتوسپوریدیوم

 به مثبت های نمونه تعداد اسهال، به مبت  هایگوساله

بود.  مطالعه تحت گاوهای ب یه از بیشتر داریمعنی صور 

ی حاضر و نتایج چن یزی و همکاران، بین نتایج مطالعه

لت نژاد عداری وجود دارد که ممکن است بهاخت ف معنی

ها، شرایط بهداشتی، شرایط آب و هوایی و .... بوده گوساله

 باشد.

های مورد درصد نمونه 59/92 دست آمده، براساس نتایج به

 .Cها با درصد نمونه 41/7و تنها  پاروومکریپتوسپوریدیوم با 

های مثبت بودند. همسو با یافتهاندرسونی کریپتوسپوریدیوم 

های ای با عنوان ال وهای سنی گونهاین مطالعه، در مطالعه

های شیری انجام شد و نشان در گوساله کریپتوسپوریدیوم

، شامل کریپتوسپوریدیومی داده شد که سه گونه

کریپتوسپوریدیوم پارووم، کریپتوسپوریدیوم بوویس، و 

بیش از سه ماه دیده  هایدر گوسالهکریپتوسپوریدیوم ریان 

کریپتوسپوریدیوم ی . این مطالعه نشان داد که گونه(17)شد

بیشترین شیوع را داشت که همسو با نتایج این  پارووم

توان بیان نمود ن مطالعه میباشد. بر اساس نتایج ایمطالعه می

خود بیشترین میزان را به پاروومو  اندرسونی هایکه گونه

توان بیان نمود که اختصاص دادند. در توضیح این نتایج می

های با نام کریپتوسپوریدیومتاکنون دو گونه از جنس 

اندرسونی کریپتوسپوریدیوم  و   کریپتوسپوریدیوم پارووم

ها ناسایی شده در گاوها و گوسالههای شترین گونهشایع

شیوع  کریپتوسپوریدیوم پارووماند. گونه اول یعنی بوده

تر با اسهال  های شیرخوار بیشتری داشته و در دامبیش

-در گوسالهاندرسونی کریپتوسپوریدیوم   همراه است، اما  

  .  تری داردهای بالغ و جوان شیوع بیش

، با بود Nested-PCR ج بخشی نتایتأیید کننده RFLPنتایج 

ها مشخص شدند، زیرگونه RFLPاین تفاو  که در روش 

آید. چنین نتایجی بدست نمی Nested-PCRولی در روش 

ن ی حاضر، تحویلدار بیرونی و همکارامشابه به نتایج مطالعه

نمونه مدفوع  940نمونه مدفوع انسانی  102با بررسی  (18)

های گاوی با استفاده از روش اسید فست اص ح شده ،نمونه

 10های گاوی و نمونهو نشان دادند تمام  مثبت را تعیین 

نمونه انسانی دارای حرکت الکتروفورتیک مشابه بر روی ژل 

کریپتوسپوریدیوم نه بود که تایید کننده گو %5/2آگاروز 

نمونه انسانی دارای باندهای  2گاوی بود ولی  پارووم

متفاو  بودند که تعیین سکانس شد و تمایزشان با نمونه 

های گاوی و انسانی به دست آمده تایید گردید. نتایج 

گزارش  (19)محمدی قلعه بین و همکاران مشابهی توسط 

در منابع آبی  کریپتوسپوریدیومهای شناسایی گونهشد که به 

پرداختند. نتایج این  PCR- RFLPاردبیل به روش استان 

ی مورد مطالعه، پنج مطالعه نشان داد که از هشت نمونه

و دو نمونه  کریپتوسپوریدیوم اندرسونینمونه مربوط به 

ژنوتیپ گاوی و همچنین  کریپتوسپوریدیوم پارووممربوط به 

ژنوتیپ خوك  کریپتوسپوریدیوم ها بایکی از نمونه

(Cryptosproidium Pig genotype )مولکولی هایبود. روش 

 به قادر کریپتوسپوریدیوم، تشخیص بر که ع وهاین بدلیل

http://jarums.arums.ac.ir/article-1-391-fa.pdf
http://jarums.arums.ac.ir/article-1-391-fa.pdf
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 ارزش دارای، باشندمی نیز هاژنوتیپ و هاگونه شناسایی

 د. هستن بالایی

ین ادو روش تأیید شد که  در هر پاروومی شیوع بیشتر گونه

 و بهداشتی ی،اتغذیه ژنتیکی، شرایطممکن است مربوط به 

 در یاخته تک ص این گونهخا هایویژگی یا فرد اجتماعی

 و اییجغرافی ال وهای بر مبتنی ی مورد مطالعه باشد کهمنط ه

 اثر در که است ژنتیکی تغییرا  و هوایی و آب شرایط

 تهپیوس وقوع به یاخته تک از خاصی نوع در سموم یا داروها

 بمغلو یا غالب نواعا سایر به نسبت خود محیط در را آن و

 است انتظارا  درحد حاصل نتایج بنابراین است؛ نموده

 نتیجه گیری

 گونه گرچه که گفت توانمی حاضر مطالعه نتایج توجه با 

 ستا شده شناخته هادر گوساله شایع گونه عنوانبه وموپار

 آندرسونی و موریس هایگونه به هاگوساله است ممکن ولی

 آلودگی نیز ایران در دنیا مناطق سایر نندهما .شوند مبت  نیز

 زا دور کریپتوسپوریدیوم حیوانی هایدی ر گونه به انسان

 یریز برنامه و کافی اط عا  کسب بنابراین نیست، انتظار

 برای بزرگی کمک حیوانا ، در آلودگی این کنترل برای

 .است ان ل این به حیوانا  ابت  از پیش یری
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