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 :چکیده

ی در پستانداران به ویژه حیوانات اهلی و امهمترین عوامل روده باشد و بعلاوه یکی ازجوان میهای یکی از عوامل اصلی بیماری و مرگ و میر در دام کریپتوسیوریدیوم

انسانی  صورت اسهال سوء جذب کاهش وزن و کاهش شیر بروز می کند به دلیل زئونوتیک بودن این انگل برای جوامع های مبتلا بهانسان است. علائم کلینیکی در دام

نشخوارکنندگان بخصوص در گوساله مطرح است که با عفونت  امروزه کریپتوسیوریدیوم به عنوان یکی از عوامل اتیولوژیکی سندرم اسهال نوزادباشد بسیار خطرناک می

مدفوع  در کریپتوسپوریدیوم پاروومهدف از این پژوهش، بررسی مولکولی فراوانی . گرددباعث ایجاد اسهال می دستگاه گوارش همراه است و یا بصورت مستقل

انتقال آن به آزمایشگاه،  و البرزهای استان عدد از گاوداری 12های نمونه اسهال از گوساله 22پس از جمع آوری  .های مبتلا به اسهال در استان البرز بوده استگوساله

 22نمونه ها از میان  %7 .آنالیز شد SPSS افزارحاصل از آزمایش توسط نرم  انجام داده شد. نتایج RFLP-PCR به روش PCR شد، سپس DNA اقدام به استخراج

های در گوساله اروومپ کریپتوسپوریدیوم، همچنین احتمال آلودگی به شد که از این تعداد دو نمونه مربوط به گونه پارووم بود تشخیص دادهکریپتوسپوریدیومنمونه آلوده به 

با توجه به نتایج به دست آمده در این مطالعه و بررسی گزارشات گذشته نشان  .داری در این مورد دیده نشدمعنیباشد و اما سطح ماه می 6تا  1ماه بیشتر از سن  1زیر 

مشترک ودگی میزان پایینی را دارد. اما با توجه به آل به سایر نقاط ایران تنسب البرزهای استان در گاوداری کریپتوسپوریدیوم پاروومکه میزان شیوع آلودگی به انگل  دهدمی

 .پیشگیرانه و درمانی مناسب جهت ریشه کنی این انگل صورت گیرد توسط انسان و حیوانات توسط این انگل باید اقدامات

 .اسهال های استان البرز،، گوسالهکریپتوسپوریدیوم پاروومبررسی مولکولی، کرج،  های کلیدی:واژه
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 :مقدمه

که  سلولی استیک انگل تک کریپتوسپوریدیوم پارووم

شود. این باعث ایجاد بیماری در حیوانات و انسان می

کند زندگی می یمیکروارگانیسم اغلب در محیط آبی و خاک

و توانایی زنده ماندن در شرایط سخت و مقاومت در برابر 

عفونت به انسان به  نیانتقال اعوامل محیطی را دارا است. 

 هایی اووسیستحاو یخوردن غذاها لهیوس

در این (. 1ود)شیانجام م موپارو ومیدیپتوسپوریکر

 در مدفوع کریپتوسپوریدیوم پاروومپژوهش، فراوانی 

به اسهال در استان البرز به روش مولکولی  های مبتلاگوساله

بررسی خواهد شد. از همین رو این مطالعه با هدف تحقیق 

در مدفوع  کریپتوسپوریدیوم پاروومفراوانی  در مورد

های مبتلا به اسهال در استان البرز به روش مولکولی گوساله

های احتمالی ابتلا به این انجام گرفت تا شناخت سویه

ین استان مشخص و موانع موجود در راه کنترل بیماری در ا

و پیشگیری از این بیماری و همچنین ساخت واکسن 

 طرف گردد.بر

 :هامواد و روش

 :آوری نمونهجمع

بر روی  1402این مطالعه از فروردین تا شهریور ماه سال 

 12های مبتلا به اسهال از شده از گوساله های تهیهنمونه

حاضر در استان البرز به شکل  گاوداری مختلف و فعال

 2آوری شد. برای این کار از هر گاوداری تصادفی جمع

های استریل نمونه اسهال به شکل تصادفی و در ظرف

آوری شده، به وسیله های جمعآوری گردید. نمونهجمع

یخچال و با حفظ زنجیره سرد به آزمایشگاه ارسال شد و 

گراد درجه سانتی -20تا کامل شدن نمونه برداری در فریزر 

 نگهداری شد.

 

 

 :DNAاستخراج 

های خون اخذ شده ابتدا از ، نمونهDNAبرای استخراج 

گراد خارج شده و برای استخراج درجه سانتی -20فریزر 

DNA  با استفاده از کیت استخراجDNA  شرکت

MBST  ایران( و طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام(

استخراج شده تا زمان استفاده در دمای  DNAشد. تمام 

 گراد نگهداری شد.درجه سانتی -70

 :(PCR)واکنش زنجیره ای پلیمراز 

 EUK-F از پرایمرهای  PCRبرای انجام واکنش 

(Forward)  وEUK-R (Reverse)   با شماره

 دسترسی که توانایی تکثیر ژنوم ریبوزومی

 (18 S rRNA Gene)  را دارد و منجر به تولید محصول

PCR  شود استفاده شد جفت باز می 1322به طول

 (. 1شماره  )جدول

 بوده که شامل:  25µlبرابر با  PCRحجم کلی محصول 

ژنومی،  DNAمیکرولیتر  PCR ،1میکرولیتر بافر  2/2

2/1 U Taq ( پلیمرازAmpliqon ،)8/0، دانمارک 

 2/0، کره(، Metabionمول از هر پرایمر )میلی

 dGTP، و dATP ،dTTP ،dCTPمیکرومولار از هر 

(Ampliqon ،Denmark میکرولیتر بافر )PCR 

(MgCl2) ،1  میکرولیترDNA  ،2/2ژنومی U Taq 

میکرولیتر از هر  2، دانمارک(، Ampliqonپلیمراز )

 2/13و  dNTPمیکرولیتر  1، کره(، Metabionپرایمر )

ها از نمونه PCRمی باشد. جهت  میکرولیتر آب مقطر

 (SimpliAmp, USA)دستگاه ترموسایکلر اتوماتیک 

جهت تکثیر ژن واسرشت اولیه  PCRاستفاده شد. برنامه 

سیکل شامل  32دقیقه،  2درجه سانتی گراد به مدت  94در 

ثانیه، اتصال  30درجه سانتی گراد به مدت  94واسرشت 

ثانیه، تکثیر در  30درجه سانتی گراد به مدت  68پرایمر 

 72ثانیه و در نهایت  30درجه سانتی گراد به مدت  72
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یقه انجام گردید. از دق 10درجه سانتی گراد به مدت 

ژنومی به عنوان کنترل منفی  DNAهای بدون نمونه

بر روی ژل آگارز یک  PCRاستفاده شد و محصولات 

آنالیز و یا استفاده از اتیدیوم  1X TBEدرصد در بافر 

 UV illuminatorبروماید رنگ آمیزی و در دستگاه 

.مشاهده شد

 

 S rRNA Gene 18ناحیه  ریتکث یبرا مرهایپرا یدینوکلئوت یتوال -1 جدول

Reactions Name of primer 3´) –Nucleotide sequence (5´ PCR product 

PCR for 

all samples 

EUK-F AAC CTG GTT GAT CCT GCC AG 
1325 bp 

EUK-R TGA TCC TTC TGC AGG TTC ACC TA 

 

 :(RFLP)واکنش هضم آنزیمی 

از  PCRبرای انجام واکنش هضم آنزیمی محصولات 

که توانایی شناسایی توالی  SSPIهای اندونوکلئاز آنزیم

AAT/ATT  را دارد استفاده شد. حجم کلی محلول

میکرولیتر  2میکرولیتر بوده که شامل  20آزمایش برابر با 

 10و یک میکرولیتر )  PCRمیکرولیتر محصول  10بافر، 

واحد( از هر آنزیم و افزایش حجم با آب مقطر استریل تا 

میکرولیتر انجام و سپس محصول نهایی جهت هضم  20

 12آنزیمی طبق دستورالعمل شرکت سازنده به مدت 

 درجه سانتی گراد انکوبه شد و در  37ساعت در دمای 

پس از هضم آنزیمی بر روی ژل  PCRنهایت محصولات 

آنالیز و یا استفاده از  TBE گارز یک درصد در بافر آ

 UVاتیدیوم بروماید رنگ آمیزی و در دستگاه 

illuminator مشاهده شد. 

 مولکولی: نتایج

بعد از  (S rRNA Gene 18)اندازه قطعه تکثیر شده 

 1322اولیه با پرایمرهای ذکر شده،  PCRانجام واکنش 

جفت باز بوده و از یک نمونه تعیین توالی شده به عنوان 

 DNAکنترل مثبت آزمایش و همچنین از یک نمونه فاقد 

 (.1ژنومی به عنوان کنترل منفی آزمایش استفاده شد )شکل 

باشد. طول مارکر استفاده شده برابر با جفت باز می 1322اولیه، طول قطعه نمونه برابر با  PCRنتایج الکتروفورز محصولات  -1 نگاره

100bp باشد.می
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 :(PCR-RFLP)هضم آنزیمی 

ثانویه، از  PCR اولیه توسط PCR بعد از تکثیر محصول

اخته یتک هایثانویه جهت تعیین سویه PCR محصول

های استفاده گردید. برای این کار از آنزیم کریپتوسپوریدیوم

آن در چهار نمونه  استفاده شد که نتایج SSPI الاثرمحدود

جفت بازی در الکتروفورز  448و  382نشان دهنده قطعات 

 باشد.نهایی محصولات می

 
جفت باز  382و  448برابر با  SSPI ثانویه، طول قطعات برش خورده توسط آنزیم PCR نتایج الکتروفورز محصولات -2 نگاره

.باشدمی

 آنالیز آماری:

نمونه مثبت ارزیابی شد. در  4نمونه مورد بررسی،  20از 

ورد های مدر نمونه کریپتوسپوریدیومآلودگی با  %8نتیجه 

 آزمایش وجود داشت. با استفاده از آزمون کای اسکوار

 P value ≥ 0.05   های سنی زیر یک ماه و یک در گروه

مجذور کای  داری مشاهده نشد.تا شش ماه اختلاف معنی

 14/0مقدار =  DF = 1 P 22/1کلی = 

 

 :بحث

 ریدیومکریپتوسپواپیدمیولوژی  یبررسی وضعیت مولکول

 گیری وتصمیم تواند اطلاعات مفیدی جهتدر منطقه می

های بهداشتی در خصوص کنترل و پیشگیری ریزیبرنامه

دو گونه از جنس  بیماری در منطقه فراهم نماید. تاکنون

و  ومکریپتوسپوریدیوم پاروهای با نام کریپتوسپوریدیوم

شناسایی  هایگونه شایعترین کریپتوسپوریدیوم آندرسونی

کریپتوسپوریدیوم اند. ها بودههشده در گاوها و گوسال

های شیرخوار دام در واجد شیوع بالاتر بوده و پارووم

مطالعاتی که در گذشته در آمریکا  گردد.موجب اسهال می

 هایانجام شده است از وجود رابطه بین سن و بروز گونه

 (.2کند )حکایت می کریپتوسپوریدیوم

در استان  2020در سال  عاتی که کریمی و همکاراندر مطال

 یاختههای تکبا هدف جداسازی و شناسایی گونه البرز

شناسی در اسهال به روش ریخت کریپتوسپوریدیوم

 ها به منظور پیشگیری و کنترل بیماری پرداختند ازگوساله

نمونه مدفوع اسهالی جمع آوری شده به  122تعداد 

 % 42نمونه مثبت بود که  62صورت تصادفی، تعداد 

های مدفوع دهد. در هیچ یک از نمونهنشان می آلودگی را

نمونه انگلی( اووسیست  22) هابدون اسهال گوساله

در گوساله های زیر یک مشاهده نشده است و همچنین 

آلودگی  % 42ماه مبتلا به اسهال به ویژه در دو هفته اول 

د. با بو دیوم پارومکریپتوسپوری مشاهده شد که ناشی از
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دهد میزان آلودگی توجه به نتایج به دست آمده نشان می

ضرغامی و همکاران  (.3) است مطالعه جدید کمتر بودهدر 

مطالعاتی را با هدف تعیین الگوی ایجاد  1394در سال 

ی و تجرب درکریپتوسپوریدیوز اسهال و دفع اووسیست

انجام دادند. های نوزاد ارتباط آن با کاهش وزن گوساله

روزگی  1های آلوده تا سن گوساله نتایج نشان داد وزن

آن افزایش را نشان داد. مطالعه ی فوق  کاهش و بعد از

دفع اووسیست نقش  علاوه بر تعیین الگوی

را به عنوان عامل اولیه در ایجاد  کریپتوسپوریدیوم پارووم

 (.4های نوزاد نشان داد )اسهال و کاهش وزن گوساله

 به منظور مطالعه آلودگی 1399نورانی و همکاران در سال 

ع و توزی های سنی مختلفدر گروه کریپتوسپوریدیوم

های اطراف شهرستان مهاباد جغرافیایی آن در دامداری

متر در سن ک شیوع کلی آلودگی که تحقیقاتی انجام دادند

درصد و بیشترین فراوانی مربوط به  32از یک سال 

آلودگی با سن و  "ده بوده است که نتیجتاهای ماگوساله

 (.2است ) داری وجود داشتهجنس دام ارتباط معنی

 2017در مطالعاتی که کیوانلو و همکاران درسال همچنین 

به منظور مطالعه با هدف تعیین میزان آلودگی به این انگل 

های پرورش یافته در شهرستان جوین در استان در بره

دادند. نتایج به دست آمده از یک خراسان رضوی انجام 

نمونه  120نمونه مدفوع اسهالی و  120مجموع در نمونه 

بر با برا غیراسهالی نشان داد که میزان آلودگی به این انگل

آزمون مربع کای هیچ گونه ارتباط  (.6) بوده است 3%

داری را بین آلودگی به این تک یاخته با بروز آماری معنی

اسهال، سن، جنس و فصل نمونه گیری نشان نداد. نتایج 

این مطالعه همسو با مطالعات انجام شده با ما بوده است و 

 .درصد آلودگی در این شهرستان نیز پایین بوده است

و  1388که در سال واحدی و همکاران در تحقیقات خود 

 28 ،نمونه مدفوع بره 29م شده بود از در شهر آمل انجا

از لحاظ  %92/3و  %09/4نمونه مدفوع گوساله، به ترتیب 

فصل زمستان میزان  همچنین درآلودگی مثبت بوده اند. 

ه اینکه با توجه ببیشتر از سایر فصول بوده است.  آلودگی

 های درمانگاهیهای فاقد نشانیروی دام این مطالعه بر

 ومکریپتوسپوریدیانگل بنابراین  صورت گرفته است،

ان آلودگی به انس تواند یک خطر بالقوه در جهت انتشارمی

همچنین نتایج (. 7) بهداشت عمومی جامعه باشد او نهایت

این مطالعه نشان داد همانند نتایج به دست آمده در 

ی مطالعات ما میزان آلودگی پایین است و هیچ رابطه

لودگی با انگل داری میان سن دام و آمعنی

در مطالعاتی که رنجبر و  ..وجود ندارد کریپتوسپوریدیوم

در خراسان به منظور بررسی میزان  2013تونی در سال 

های اسهالی در بروز آلودگی به این انگل در گوساله

ز دریافتند میزان برو ،خراسان جنوبی، نیشابور انجام دادند

 %2/11مورد مطالعه های در نمونه یاختهآلودگی به این تک

های آماری ارتباط بوده و همچنین تجزیه و تحلیل

شامل سن، داری بین آلودگی و عوامل مورد مطالعه معنی

همچنین بررسی نتایج به  .(8جنس و فصل نشان نداد )

ها با دست آمده در این مطالعه نشان دهنده همسو بودن آن

ازمند س در مطالعاتی که حاضر بوده است. نتایج تحقیقات

به منظور شیوع  2012و همکاران در سال 

در استان یزد، منطقه ای نیمه خشک در  کریپتوسپوریدیوم

مرکز ایران بررسی کردند. میزان آلودگی در مدفوع و مخاط 

همچنین در بود.  %12و  %33/20 شیردان شتر به ترتیب

مورد عفونت مدفوعی و مخاطی به طور  3فصل زمستان در 

های آماری ارتباط تجزیه و تحلیلاست؛  دههمزمان مشاه

داری بین آلودگی و سن شترها و همچنین جنسیت و معنی

کریپتوسپوریدیوز در افرادی  ه است.نشان نداد هافصل آن
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که در تماس طولانی مدت با شتر بودند نیز با اخذ نمونه 

نفر انجام و نتایج نشان دهنده آلودگی در  100مدفوع از 

ه است. بود کریپتوسپوریدیومهای راد به گونهنفر از اف 24

نتایج این مطالعات نشان داد میزان آلودگی در شتران منطقه 

 (.9) بوده است البرزهای استان از گوساله یزد بیشتر

به منظور  2012ای که کائوپکه و رزوتکا در سال در مطالعه

ر د پارووم کریپتوسپوریدیومهای شناسایی زیرگروه

ا در رابطه با سن و وضعیت هگاوهای لهستانی و توزیع آن

انجام دادند.  سلامتی حیوانات مورد آزمایش تحقیقاتی

بوده است  %2/22کریپتوسپوریدیوم پارووم شیوع بالاترین 

ک های مشتروجود سویهآن گروه  زیرو با تجزیه و تحلیل 

گاو به عنوان یک مخزن  داد که بین انسان و دام را نشان

 (.10مطرح شده است )برای کریپتوسپوریدیوز انسانی 

در کشور آرژانتین  2019لومباردی و همکاران در سال 

وساله، گ کریپتوسپوریدیومای جهت تعیین شیوع مطالعه

های ها و زیرگروهگله و درون گله و شناسایی گونه

 رل دهای مبتلا به اسهادر گوساله کریپتوسپوریدیوم

های شیری فشرده در مرکز آرژانتین انجام دادند. شیوع گله

بود. از  %2/22 های دفع کننده اووسیستکلی گوساله

حداقل یک گوساله آلوده را  %89های مورد مطالعه، گله

 عفونت تا شیوع درون گله از عدمشامل بوده، در حالی که 

وجود  داری بینارتباط بسیار معنیمتغییر بوده است،  27%

ه است یافت شد کریپتوسپوریدیوم پارووماسهال و عفونت 

دهد آلودگی در نظر نشان می نتایج موردهمچنین  .(11)

یوع ش بسیار کمتر از میزان البرزایران و به ویژه در استان 

 باشد.میدر بسیاری از کشورها 

 

 :هاگیری و پیشنهادنتیجه

آلودگی به انگل  که گرفت توان نتیجهکلی می طور به

نسب  رزالبهای استان در گاوداری کریپتوسپوریدیوم پارووم

. اما با اشدبمی پایین "دارای شیوع نسبتا به سایر نقاط ایران

به پتانسیل بالای آلودگی این انگل به عنوان یک توجه 

باید اقدامات بیماری انگلی مشترک بین انسان و دام 

کنی این انگل ریشهپیشگیرانه و درمانی مناسب جهت 

 .صورت گیرد

 :تعارض منافع

هیچ گونه تضاد منافعی بین نویسندگان وجود ندارد و این 
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Abstract 

Cryptosporidium is one of the main causes of disease and mortality in young livestock and is also one 

of the most important intestinal agents in mammals, especially domestic animals and humans. Clinical 

symptoms in affected animals are diarrhea, malabsorption, weight loss, and milk loss. Due to the 

zoonotic nature of this parasite, it is very dangerous for human societies. Nowadays, Cryptosiridium is 

considered as one of the etiological factors of infant diarrhea syndrome in ruminants, especially in 

calves. It is associated with a gastrointestinal infection or it causes diarrhea independently. This study 

aimed to investigate the molecular prevalence of Cryptosporidium parvum in the feces of calves with 

diarrhea in Alborz province. After collecting 52 diarrhea samples from 12 calves from cattle ranches in 

Alborz province and transferring them to the laboratory, DNA extraction was performed, then PCR was 

performed using RFLP-PCR method. The test results were analyzed by SPSS software. Among the 52 

samples, 7% of the samples were infected with Cryptosporidium, of which two samples were parvum 

species., also the probability of infection with Cryptosporidium parvum in calves under 1 month is more 

than that of 1 to 6 months of age, but the level is significant Not seen in this case. According to the 

results obtained in this study and the review of past reports, it shows that the prevalence of infection 

with Cryptosporidium parvum parasite in the cattle farms of Alborz province is low compared to other 

parts of Iran. However, due to the joint infection of humans and animals by this parasite, appropriate 

preventive and therapeutic measures should be taken to eradicate this parasite. 
 

Keywords: Calves of Alborz province, Cryptosporidium parvum, diarrhea, Karaj, Molecular 

investigation. 

 


