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 هادر اسهال گوساله ومیدیپتوسپوریکر هایگونه یمولکول تیهو نییو تع ییشناسا ،یجداساز

 multiplex nested-PCR روش به
 

 یکاریاله پا بیحب ،یفرنوش جامع ،یرینص دیوح
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 1399اردیبهشت  24  :تاریخ پذیرش ،1398اسفند  7 تاریخ دریافت:

                                                                                                                 چکیده

 

 براساس خصوصیات مورفولوژی بسیار محدود بوده و به تنهایی فاقد ارزش تاکسونومیک است، و لذا استفاده از کریپتوسپوریدیومهای تشخیص گونه :مطالعه زمینه

 سازد.ها را تا حدودی برطرف میهای مولکولی این محدودیتروش

 های مبتلا به اسهال بود.در گوساله کریپتوسپوریدیوم های غالبتعیین ژنوتیپهدف از این مطالعه  :هدف

شده و ابتدا از  یآورجمع جوان یهااز گوساله مدفوعنمونه  160سال انجام شد. در طول دوره مطالعه،  2مدت  یبراو ماه  3کمتر از  یهادر گوساله ه: مطالعکار روش

روش شناورسازی توسط  کریپتوسپوریدیومی هاستیوساحضور او از جهتقرار گرفت. مدفوع  یمورد بررس یمولکول یهاکیو سپس با استفاده از تکن یکروسکوپیم قیطر

 براساس ژن multiplex nested-PCRاستخراج و پروتکل دی ان آ انگل قرار گرفت.  یمورد بررس ی ذیل نلسون زیآمو به دنبال آن روش رنگبا آب شکر شیتر 

18srRNA مشترک به علاوه گونه ( کریپتوسپوریدیوم رایانهو کریپتوسپوریدیوم بوویس   ی،اندرسون ومیدیپتوسپوریکر)یعنی  گاوسازگار در سه گونه  ییشناسا جهت

 انجام شد. پاروومکریپتوسپوریدیوم  یعنی انسان و دامبین 

راس حیوان مورد آزمایش 160از  آوری گردید.های شهر شاهرود جمعنمونه مدفوع نیز از دامداری 50های موجود در استان البرز و نمونه مدفوع از دامداری 110: نتایج

درصد( از این 37/34مورد ) 55صد( مبتلا به اسهال بودند که در 12/53مورد ) 85راس دام مورد آزمایش  160راس نر بودند. در مجموع در میان  70راس ماده و  90

های اسهالی و مرتبط با که تمام موارد مثبت مربوط به نمونهمثبت تشخیص داده شدند. از آنجایینلسون  یلذآمیزی رنگتعداد حیوان تحت آزمایش با استفاده از 

(. از نظر توزیع فصلی تفاوتی در میزان موارد اسهالی >05/0Pاسهال و حضور این انگل مشاهده گردید ) داری مابین وضعیتهای زیر یک ماه بود، ارتباط معنیگوساله

 ها بود.در تمامی نمونه کریپتوسپوریدیوم پاروومهای مثبت ذیل نلسون موید حضور گونه جفت بازی در کلیه نمونه 305و موارد مثبت انگلی مشاهده نشد. حضور باند 

 تحقیق حاضر نیز موید این مطلب بود. که شوندمی آلوده پارووم کریپتوسپوریدیوم بیشتر با شیرخوار هایگوساله :نهایی گیرینتیجه

 مولکولی جداسازی اسهال، ، گوساله،کریپتوسپوریدیومای، : انگل رودهکلمات کلیدی
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مقدمه

 داخل کوچک ییایدیکوکس انگل کی پارووم ومیدیپتوسپوریکر

مهم از یکی و یجهان عیتوز با کمپلکسایاپ شاخه به متعلق یسلول

د باشیم یمنیا نقص با افراد دربه خصوص  یاروده هایپاتوژن نیتر

تحقیقات مختلف نشان داده شده است که چهار گونه  (. در3،5)

باشند. اولین گونه ها میاصلی قادر به ایجاد عفونت در گاو

 پستانداران از گونه 150 از ترشیب است که پارووم ومیدیپتوسپوریکر

 شبه ومیدیپتوسپوریکر ای آن یبرا زبانیم عنوان بهها از جمله گاو
 ومیدیپتوسپوریکردومین گونه  (.2،16) اندشده شناخته پارووم
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 و کرده عفونت جادیا گاو ردانیش در است که یاندرسون

 سیمور ومیدیپتوسپوریکر به یمورفولوژ نظر از آن یهاستیاوس
 گذشته در (.10) است تربزرگ یکم آن اندازه اما داشته شباهت

 شدهیم هاانسان در عفونت موجب که ومیدیپتوسپوریکر یهاانگل

 پیژنوت ای1 پیژنوت ،یانسان پیژنوت پارووم ومیدیپتوسپوریکر نام با

H ستیز یهاتفاوت اساس بر امروزه اما شد،یم شناخته تیرسم به

 فیتوص سینیهوم ومیدیپتوسپوریکر نام به یمولکول و یشناس

 مشابه یختیر نظر از سینیهوم ومیدیپتوسپوریکر(. 17) شودیم

نماید و در گاو ایجاد عفونت می باشدیم پارووم میدیپتوسپوریکر

 نیب یآشکار تفاوت یقطع طور به ،یکیژنت اتیخصوص نظر از(. 17)

 در پارووم ومیدیپتوسپوریکر و سینیهوم ومیدیپتوسپوریکر گونه دو

(. گونه 27) است شده داده نشان یژن یهامحل از یعیوس طیف

است که در گاو توصیف  کریپتوسپوریدیوم رایانهچهارم گونه جدید 

که قبلا به عنوان  کریپتوسپوریدیوم رایانهاوسیست  شده است.

شناخته شده بود مشابه کریپتوسپوریدیوم ژنوتیپ شبیه آهوی 

تر ، اما کوچککریپتوسپوریدیوم بوویسو  کریپتوسپوریدیوم پارووم

در گاو در سراسر جهان  پیژنوتگزارش شده است که این  است.

ترین اندازه کوچک های مربوط به این گونهاوسیست شایع است.

که در پستانداران گزارش شده است  کریپتوسپوریدیومهای اوسیست

-باشد. این انگل که از نظر جغرافیایی بسیار گسترده میرا دارا می

یافت شده و به عنوان یک  بوس تاروسباشد، تنها در گاوهای نژاد 

 (.11شود )گونه جدید تلقی می

در  کریپتوسپوریدیومبق شواهد و آثار منتشر شده عفونت برط

های مختلف حضور این انگل ایران شایع بوده و لزوم مطالعه در زمینه

این انگل  ات حضوروجود دارد. از طرفی انجام یک ارزیابی جامع از خطر

تایپ ساب /پیژنوتها تعیین گونه و هنگامی میسر خواهد بود که نمونه

های مختلف های میزبانپیش نیاز برای درک نقش گونهشوند. این یک 

های انگل از نظر انتقال بیماری به انسان و حیوانات  تایپساب/پیژنوتو 

ماهه  2های نمونه مدفوع گوساله 940 ایدر مطالعه گردد.محسوب می

-تا یک ساله شهرستان شهریار به روش ذیل نلسون اصلاح شده رنگ

انگل استخراج  دی ان آ مطالعه مولکولیآمیزی شدند. سپس جهت 

در  کریپتوسپوریدیوم srRNA18 جفت بازی ژن 845گردید و قطعه 

تکثیر گردید و محصول توسط   Nested PCR های مثبت با روشنمونه

 23، این تحقیقبرش داده شد. طبق نتایج  Vsp1 و Ssp1 دو آنزیم

 انگل ی بهآمیزی از نظر آلودگدرصد( در روش رنگ 44/2نمونه )

 روشدر های مثبت مثبت بودند. تمامی نمونه کریپتوسپوریدیوم

Nested PCR   کریپتوسپوریدیوم آندرسونیالگوی مشابه با دارای 

های ایزوله دی ان آ نگاریمطالعه انگشتدر تحقیقی دیگر  (.9د )بودن

جدا شده از گاوهای آلوده در استان قزوین براساس بررسی توالی به 

ایزوله  25مجموعاً و  انجام گردید GP60 آمده از ژندست 

های جدا شده از گاوهای آلوده در دامداری کریپتوسپوریدیوم پارووم

استان قزوین مورد بررسی قرار گرفت. به منظور بررسی ساب ژنوتایپ، 

تکثیر و سپس،  GP60 ها با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژننمونه

 ایزوله 25در  GP60 بررسی توالی ژن .ها تعیین شدتوالی آن

همچنین وجود و  اصلی پیژنوتوجود دو ساب  کریپتوسپوریدیوم پارووم

 (.18نمود )مشخص را ها فرعی در این ایزوله پیژنوتسه ساب 

مروری بر مطالعات انجام شده بر روی ژنوتایپینگ 

دهنده استفاده از  در خلال چند سال گذشته نشان کریپتوسپوریدیوم

درصد( آثار منتشر شده  86) 116اثر در بین  100در  SSU rRNAژن

بیس پیری  830که قطعه تقریباً  PCR-RFLPاست. بویژه روش بوده 

 SspIو  VspIالاثر های محدوددهد و از آنزیماز ژن را هدف قرار می

بر روی در مطالعه  (.27،24برای ژنوتایپینگ در آن استفاده شده است )

ها و در انسان کریپتوسپوریدیوم هومینیسنحوه انتقال 

های ، روشها و نشخوارکنندگاندر انسان کریپتوسپوریدیوم پارروم

های مورد تایپینگ نیز مورد استفاده قرار گرفته است. یکی از روشساب

در بخش  دی ان آهای انگل، آنالیز توالی تایپینگ گونهاستفاده در ساب

 باشد.کیلو دالتونی می 60گلیکوپروتئین 

که تاکنون در ایران جدا شده ی هاپیژنوتها/واضح است که گونه

ها باشند و بنابراین پایش، بررسی و توانند نمایانگر تمامی آناست نمی

های تری نیاز است تا به درک بهتری از راهژنوتایپینگ در حد گسترده

در ایران دست یابیم. مطالعات صورت گرفته کریپتوسپوریدیوم انتقال 

نقش پراهمیت احشام مانند گاو، گوسفند، اسب و شتر را در چرخه 

نشان داده است و مشخص شده  کریپتوسپوریدیومعفونت ناشی از 

ها و در انسان ترین گونه در این میزبانشایع پارووم ومیدیپتوسپوریکر

یایی، کریپتوسپوریدهای ایزوله پیژنوت. لازم به ذکر است تعیین باشدمی

و کنترل  هایوشمنظور شناسایی دقیق منشاء آلودگی و تبیین رهب

(، که به همین منظور 1،7،8،27) نمایدمناسب  ضروری می یپیشگیر

تحقیق حاضر برای اولین بار در ایران و با استفاده از روش مولتیپلکس 

-های دامداریبر روی موارد اسهالی حاصل از گوسالهنستد پی سی آر 

 های استان البرز و شهر شاهرود انجام پذیرفت.

 رکا مواد و روش

 اواخر ازی بردارنمونه: مطالعه موردی هانمونهی آورجمع

کلیه . گرفت صورت 1396 ماه مهر تا و شروع 1394 ماه اسفند

های اصلاح نژاد شده استان های صنعتی و از گاوها از دامدارینمونه
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 از بعدطور شهر شاهرود تهیه شد. البرز و شهر کرج و همین

 اخذ از پس مربوطه، های دامپزشکیشبکه ولینئمس با هماهنگی

 برخی و دموگرافیک اطلاعات ثبت و دامدارها از آگاهانه نامهرضایت

 از مخصوص ظروف در غیره، و جنس سن، جمله از دیگر اطلاعات

 رکتال هتوش روش به یریگنمونه شد. گرفته مدفوع نمونه هاگوساله

پذیر نبود از بستر در مواردی که توشه رکتال امکان. دیگرد انجام

 دادن انتقال از پسآوری گردید. جمعترین نمونه مدفوع حیوان تازه

یاخته شناسی بخش تحقیق و تشخیص تک شگاهیآزما به هانمونه

 ،سازی رازی کرج موسسه تحقیقات واکسن و سرم های انگلیبیماری

 برگه در را آن و کرده یبررس را مدفوع قوام و یکیزیف تیوضع

نگهخچال ی گرادیسانت درجه 4دمای  در و نموده ثبت مخصوص

 .شدند یدار

در ابتدا جهت جستجوی : انگل میکروسکوپیی بررس

 ها به روش رسوبی فرمالین اتر انجام پذیرفت.ها تغلیظ نمونهانگل

 کسیف متانول با آن، شدن خشک واز رسوب  گستره هیته از پس

آمیزی شدند، به یافته ذیل نلسون رنگبه روش تغییر سپس شده،

 مدت از بعد و ختهیر هالام یرو نیفوش کربول رنگاین شکل که 

 استفاده از باسپس  و هشد شستشو ریش آب با قهیدق پانزده زمان

 یبررنگ( 99 به 1 تانول،ا -کیدریکلر دیاس) درصد 1 الکل -دیاس

 دوباره. شود رنگیب نیفوش کربول رنگ نظر از لام باًیتقر تا شد

 یانهیزم رنگ هیثان 30 مدت به و شده شستشو ریش آب با هالام

 یشستشو از پس تینها در و ختهیر آن یرو درصد 4/0 بلو لنیمت

 یدما در هوا مجاورت در هاآن شدن خشک و ریش آب با هالام یینها

 کروسکوپیم 100 یینمادرشت با و ونیمرسیا روغن با شگاهیآزما

 یهاستیاوس وجود نظر از هالام روشن نهیزم ینور
 توانیم در بررسی میکروسکوپی. شدند یبررس ومیدیپتوسپوریکر

 صیتشخ آبی زمینه در کرونیم 6 تا 4 اندازه و قرمز رنگ به را انگل

حضور انگل، جهت استخراج دی ان آ و انجام  دییتأپس از  .داد

با استفاده  مثبت یهانمونه در هاستیاوس تغلیظمراحل مولکولی، 

و مطابق منابع انجام  شیتر روشبا آب و شکر به  یشناورساز از

 سطح از هاستیاوس پاستور پتیپ کی از استفاده با (.13پذیرفت )

سرم فیزیولوژی  با و شده یآورجمع جداگانه یالوله در تریش محلول

در به منظور جداسازی دی ان آ و شده دو تا سه بار شستشو داده 

 .شدندداری گراد نگهدرجه سانتی -20فریزر 

 -فنلبا روش  دی ان آاستخراج ) بررسی مولکولی

جهت استخراج دی ان تغییر یافته(: ایزوآمیل الکل  -کلروفرم

( با برخی تغییرات 6) 1990در سال  همکارانو  Boomروش  از آ

اوسیست تغلیظ شده میکرولیتر از  250بدین صورت که استفاده شد.

لیتری میلی 2سرم فیزیولوژی در یک میکروتیوب در و شسته شده 

دقیقه  10به مدت دور در دقیقه  4000 سرعت ریخته، سپس با

 5 رسوب حاصله. سپس ه شدمایع رویی دور ریخت و هشدسانتریفوژ 

گراد درجه سانتی  06 بن ماری درنجمد و م مرتبه در نیتروژن مایع

در مرحله  گردید.ذوب  هااوسیستسست شدن دیواره جهت و به 

ط ده اضافه و کاملاً با رسوب مخلواز بافر لیز کنن لیترمیلی 1بعد 

پروتئیناز درصد و  1در آب در غلظت نهایی  SDSآنگاه محلول  .شد

K شده و به لوله اضافه  لیترمیکروگرم/ میلی 100 در غلظت نهایی

ها و اتصالات هضم پروتئینجهت مخلوط و به مدت یک شب )کاملاً 

انکوبه  ماریگراد و در بن درجه سانتی 60در دمای  بین سلولی(

آنزیم موجود در واکنش،  در این مرحله جهت حذف آر ان آ .شد

به لوله  لیترمیلی میکروگرم/ 100 در غلظت نهاییA  ربیونوکلئاز

گراد قرار درجه سانتی 37ساعت در انکوباتور  1اضافه و به مدت 

 300ها به هر لوله داده شد. سپس جهت جداسازی ناخالصی

مولار اضافه و ده دقیقه در یخچال  5ید سدیم میکرولیتر محلول کلر

 لیتر از ترکیبلیمی 1پس از آن  شد. گراد قرار دادهدرجه سانتی 4

به  حجم( 1) ایزوآمیل الکل -حجم( 24) کلروفرم -حجم( 24) فنل

به  سپس شد. دقیقه سر و ته 10 در طی لوله اضافه و لوله به آرامی

، مایع رویی شدهسانتریفوژ  دقیقهدور در  14000در دقیقه  10مدت 

. هم حجم ه شدانتقال داد لیتری جدیدیمیلی 2برداشته و به لوله 

لوله به آرامی سر و ته  نموده وفاز شفاف جدا شده کلروفرم اضافه 

جهت و به دقیقه  10به مدت  دور در دقیقه 14000در ه، سپس شد

تشو با گردید. این مرحله شسسانتریفوژ  های فنلحذف مولکول

مایع رویی به لوله تمیزی انتقال  کلروفرم یک بار دیگر تکرار گردید.

استات  و یک دهم حجم آنسرد  هم حجم آن ایزوپروپانولداده و 

 یک شببه مدت  دی ان آلوله حاوی . گردیدمولار اضافه  3سدیم 

 30. سپس به مدت شد هقرار دادگراد درجه سانتی -20در فریزر 

. محلول رویی دور گردید سانتریفوژ دور در دقیقه 14000در دقیقه 

 15به مدت سرد پر شده و درصد  70با اتانول ها لولهریخته، سپس 

گردید. مرحله شستشو  سانتریفوژ دور در دقیقه 14000در دقیقه 

 شده وطور کامل خالی هدرصد ب 70اتانول  یک بار دیگر تکرار شد.

تا اتانول تبخیر گردد. سپس د شدقیقه باز گذاشته  10-15لوله  بدر

گردیده به خوبی حل  آب مقطرمیکرولیتر  50رسوب خشک شده در 

درجه  -20 دمای در PCRمحلول حاصل تا هنگام استفاده جهت و 

 ذخیره شد. گرادسانتی

جهت  Multiplex Nested PCRاستفاده از روش 
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 Multiplex Nested PCR جهت: تعیین هویت مولکولی انگل

د اختصاصی استفاده گردی جفت پرایمر 6از  کریپتوسپوریدیوم

از  بیس پیر 1300 قطعه به طولپرایمر اول یک (. جفت 22،23)

تحت  PCR. پس از انجام مرحله اول نمودرا جدا  srRNA18ژن 

عنوان الگو اول به PCRول میکرولیتر از محص 1شرایط استاندارد، 

. در این مرحله از گرفتمورد استفاده قرار  PCRدر مرحله دوم 

تا  241 قطعه به طولکه یک  شددوم استفاده  هایجفت پرایمر

به عبارتی در یک  .نمود)بسته به گونه انگل( را تکثیر جفت باز  840

از پرایمرهای اینترنال فوروارد هر چهار گونه  واکنش مولتیپلکس

(CaF-CrF-CphF-CbF به علاوه پرایمر اینترنال ریورز در حد )

استفاده شد تا در یک واکنش مولتیپلکس گونه  (3032AL)جنس 

 میزان و تنظیم میکرولیتری 28 نهایی حجم موجود شناسایی گردد.

 برنامه از دومآر پی سی  در. شد گرفته نظر در پیکومول 20 پرایمر

 55از  را اتصال دمای اینکه بجز شد، دهااستف مشابه پی سی آر اول

، PCRپس از هر مرحله  .ه شدرساندگراد درجه سانتی 56 به

درصد همراه با سایبر سیف 5/1روی ژل آگارز  حاصلمحصول 

الکتروفورز شده و با ژل داکیومنت باندهای مربوطه در ( )اینویتروژن

های مثبت کنترلدر کلیه مراحل از  مارکر مشاهده گردید. کنار سایز

و منفی )اواوسیست آیمریا( نیز استفاده گردید. کریپتوسپوریدیوم

 (.24،23در گاو ) کریپتوسپوریدیومهای مختلف های مورد استفاده جهت جداسازی گونهپرایمر. 1جدول

 

 (.24،23،22در گاو ) کریپتوسپوریدیومهای مختلف برنامه مراحل پی سی آر مورد استفاده جهت جداسازی گونه. 2جدول

 

 گیری و سن دام.فاکتورهای جنس دام، فصل نمونهمشخصات تحقیق براساس . 3جدول 

 

 5′-3′توالی  نام جفت پرایمر
 اندازه قطعه

 )بیس پیر(
 گونه جدا شده

AL1687 (EF) 

AL1691 (ER) 

TTCTAGAGCTAATACATGCG 

CCCATTTCTTCGAAACAGGA 
 اختصاصی جنس 1370

AL1598 (IF) 

AL3032 (IR) 

GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 
 اختصاصی جنس با پرایمرهای داخلی 840

CaF 

AL3032 (IR) 

GCAAATTACCCAATCCTGAC 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 
 کریپتوسپوریدیوم آندرسونی 625

CrF 

AL3032 (IR) 

TGTTAATTTTTATATACAATRCTACGG 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 
 کریپتوسپوریدیوم رایانه 415

CphF 

AL3032 (IR) 

AGAGTGCTTAAAGCAGGCATA 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 
 کریپتوسپوریدیوم پارووم 305

CbF 

AL3032 (IR) 

CTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATG 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 
241 

 بوویسکریپتوسپوریدیوم 
 

 تعداد سیکل ها پلیمریزاسیون یا طویل شدن اتصال واسرشت مرحله سیکل

 اول کلیس
 گراددرجه سانتی 94

 دقیقه 3
 

---- 
 

---- 

 

1 

 یاصل کلیس
 گراددرجه سانتی 94

 ثانیه 45

56-55 

 گراددرجه سانتی

 ثانیه 45

 گراددرجه سانتی 72

 دقیقه 1

 

35 

  یینها کلیس

---- 
 

---- 

 گراددرجه سانتی 72

 دقیقه 7

 

1 

 تعداد نمونه گیریمنطقه نمونه
 هاسن گوساله گیریفصل نمونه جنسیت دام

 بالای یک ماه زیر یک ماه زمستان پاییز تابستان بهار ماده نر

 20 90 30 25 25 30 60 50 110 البرز

 30 20 15 10 15 10 30 20 50 شاهرود

 50 110 45 35 40 40 90 70 160 مجموع
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 های مورد بررسی از نظر قوام و نتایج موارد مثبت.مشخصات نمونه. 4جدول 

 

 
های مورد آزمایش با پرایمرهای نمونه PCRIالکتروفورز محصول . 1تصویر

بیس پیر و تأیید  840ای در حدود اختصاصی جنس که نشان دهنده حضور قطعه

بیس  100( مارکر 1باشد. ستون سمت راست )می کریپتوسپوریدیومکننده جنس 

 ( نمونه.2پیر؛ ستون سمت چپ )

 

 
های مورد آزمایش با پرایمرهای نمونه PCRIIالکتروفورز محصول . 2تصویر

و تأیید کننده  bp305ای در حدود اختصاصی گونه که نشان دهنده حضور قطعه

و Kb 1 مارکر باشد. ستون سمت راستمی کریپتوسپوریدیوم پاروومحضور گونه 

  .bp 305ستون سمت چپ نمونه با اندازه تقریبی 

 نتایج

استان البرز و های موجود در نمونه مدفوع از دامداری 110

 آوری گردید.های شهر شاهرود جمعنمونه مدفوع نیز از دامداری 50

راس نر بودند.  70راس ماده و  90راس حیوان مورد آزمایش  160از 

درصد(  16نمونه ) 8نلسون اصلاح شده در  یلذآمیزی به کمک رنگ

جنس  یاختهتکآوری شده از شاهرود جمعنمونه مدفوع  50از 

آوری شده نمونه جمع 50از  شد. تشخیص داده پوریدیومکریپتوس

نمونه اسهالی بودند که تمام موارد مرتبط با  15در این منطقه 

داری مابین وضعیت های زیر یک ماه بود و لذا ارتباط معنیگوساله

راس  110(. از >05/0Pاسهال و حضور این انگل مشاهده گردید )

های راس آن مربوط به گوساله 90دام مورد بررسی در استان البرز، 

ها دچار اسهال بودند. کلیه موارد مورد از آن 70زیر یک ماه بود که  

راس دام  70های زیر یک ماه بود. از میان اسهالی مربوط به گوساله

ها از نظر میکروسکوپی و با درصد( آن 72/42مورد ) 47اسهالی 

مثبت تشخیص داده نلسون اصلاح شده  یلذآمیزی رنگاستفاده از 

مورد  85راس دام مورد آزمایش  160شدند. در مجموع در میان 

درصد(  37/34مورد ) 55درصد( مبتلا به اسهال بودند که  12/53)

 یلذآمیزی رنگاز این تعداد حیوان تحت آزمایش با استفاده از 

تمام  که ییآنجامثبت تشخیص داده شدند. از نلسون اصلاح شده 

های زیر های اسهالی و مرتبط با گوسالهربوط به نمونهموارد مثبت م

داری مابین وضعیت اسهال و حضور این یک ماه بود، ارتباط معنی

(. از نظر توزیع فصلی تفاوتی در >05/0Pانگل مشاهده گردید )

 میزان موارد اسهالی و موارد مثبت انگلی مشاهده نشد.

واسطه  هایی که بهنمونههای بررسی مولکولی: یافته

آمیزی ذیل نلسون مثبت تشخیص داده شده بودند با به رنگ

در گاو  کریپتوسپوریدیومهای کارگیری پرایمرهای اختصاصی گونه

مورد ارزیابی قرار  nested PCR Multiplexو با استفاده از روش 

گرفتند. مراحل استخراج دی ان آ به خوبی انجام پذیرفت و استفاده 

درجه  60با به کارگیری ازت مایع و بن ماری ذوب  -از روش انجماد

ها و استخراج جهت شکستن دیواره اواوسیست نوبت 5در گراد سانتی

 Multiplex Nested PCR جهتدی ان آ انگل کفایت نمود. 

 تعداد نمونه گیریمنطقه نمونه
آمیزی درصد موارد مثبت در رنگ آمیزی ذیل نلسونموارد مثبت در رنگ قوام مدفوع

 اسهالی مثبتموارد غیر  موارد اسهالی مثبت غیر اسهالی اسهالی ذیل نلسون

 درصد72/42 0 47 40 70 110 البرز

 درصد16 0 8 35 15 50 شاهرود

 درصد37/34 0 55 75 85 160 مجموع
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 (.22) دیگرد استفادهی اختصاص مریپرا جفت 6 از ومیدیپتوسپوریکر

اختصاصی جنس کلیه در مرحله اول با استفاده از جفت پرایمرهای 

نمونه مثبت از نظر میکروسکوپی مورد ارزیابی قرار گرفتند که  55

بیس پیر از ژن  840ای به طول تقریبی در این مرحله قطعه

srRNA18 و بر روی ژل آگاروز الکتروفورز گردید که تأیید  تکثیر

(. 1در حد جنس بود )تصویر  کریپتوسپوریدیومکننده حضور انگل 

گونه و  4پرایمر فوروارد اختصاصی  4وم با به کارگیری در مرحله د

 5ریورز اختصاصی جهت جداسازی در حد جنس در یک واکنش )

نمونه مورد ارزیابی قرار  55پرایمر در یک واکنش مولتیپلکس( کلیه 

ای به طول تقریبی ها قطعهگرفتند که در این مرحله در تمام نمونه

آگاروز الکتروفورز گردید که تأیید بیس پیر تکثیر و بر روی ژل  305

 (.2بود )تصویر  کریپتوسپوریدیوم پاروومکننده حضور گونه 

 بحث

و  کریپتوسپوریدیومبررسی وضعیت مولکولار اپیدمیولوژی 

های زئونوتیک و آنتروپونوتیک انگل در منطقه تعیین وفور ژنوتیپ

های ریزیگیری و برنامهتواند اطلاعات مفیدی جهت تصمیممی

در منطقه فراهم  بهداشتی در خصوص کنترل و پیشگیری بیماری

های با نام کریپتوسپوریدیومنماید. تاکنون دو گونه از جنس 

ترین شایعآندرسونی  ریپتوسپوریدیومک وپارووم کریپتوسپوریدیوم 

 اند. گونه اولها بودههای شناسایی شده در گاوها و گوسالهگونه

تر با اسهال همراه های شیرخوار بیشتری داشته و در دامشیوع بیش

های بالغ و جوان در گوسالهآندرسونی  کریپتوسپوریدیوماست، اما  

 مله کریپتوسپوریدیوم هایگونه با معمولاً گاوتری دارد. شیوع بیش

 و یسوکریپتوسپوریدیوم بو ،رایانه کریپتوسپوریدیوم ،آگریدیس

 شود.می مبتلانیز  پارووم گونه بر علاوه اندرسونی کریپتوسپوریدیوم

های گونه بروز و سن بین رابطه از وجود آمریکا در پیشین مطالعات

 درها وگا گیدلوآ (.22،26) کندمی حکایت کریپتوسپوریدیوم

 41 اــت درصد 5بین ما بوده و ر ــمتغین جها مختلف یهارکشو

و همکاران  Huberــد و به طور مثال در تحقیقی یباشــمدرصد 

خصوصیات ژنتیک و فیلوژنتیک جنس  2007در سال 

را در تعدادی از حیوانات اهلی در برزیل بررسی  کریپتوسپوریدیوم

ها، ها، اردکفوع از جوجههای مدکردند. در این مطالعه نمونه

آوری شد و ها جمعها و گربهها، سگها، گوسالهخوکچه

و با استفاده از  RFLPهای استخراج شده به روش اوسیست

مورد آنالیز قرار گرفتند که در یکی از  srRNA18ژن  هایتوالی

در  Bajer (.15شناسایی شد ) پارووم کریپتوسپوریدیوم هاگوساله

در  کریپتوسپوریدیومای روی عفونت ضمن مطالعه 2008سال 

انسان، حیوان و محیط زیست در لهستان گزارش کردند گاوها 

البته (. 4) هستند کریپتوسپوریدیوم پاروومترین مخزن مهم

 آن نشان دهنده انیرا مختلف مناطق در پذیرفته ماــنجت ااــمطالع

کمتر  انیرا یهاوگادر  میدیورکریپتوسپو به گیدلوان آمیز که ستا

(، 3،21باشد )درصد می 9/14تا  61/1 بینبوده و ما هارسایر کشو از

 گاوهای در ایران شیوع بیماری به طوری که در تحقیقات گذشته در

 ترتیببه آمل را  سنندج و اصفهان، تهران، اطراف بابل، کرمان،

 (. 20اند )نموده ارشگز درصد 92/3و  1/4، 2/66، 9، 33/7، 9/18

 هایگوسالهدر تحقیقات مقدماتی نشان داده شده بود که 

 شیر های ازگوساله وپارووم  کریپتوسپوریدیوم بیشتر با شیرخوار

 کریپتوسپوریدیومو  بوویس کریپتوسپوریدیوم با بیشتر شده گرفته

 در بیشتراندرسونی  کریپتوسپوریدیوم و شوندمی آلوده رایانه

نشان  نیز بعدی مطالعات و است شده دیده و بالغ دارسن هایگوساله

 در که نتیجه گرفت توانمی ترتیب بدین و بودند مطلب دهنده این

 کریپتوسپوریدیوم با ابتلا میزان بیشترین های شیرخوارگوساله

 ( که تحقیق حاضر نیز موید این مطلب بود.12) شودمی دیده پارووم

ی هاگونه که ستا آن از حاکی مولکولی جدیدت العامط

د اـــیجدر ارووم پام یدیورکریپتوسپوو  هومینیسم یدیورکریپتوسپو

و  ندـــباشیـــم شـــنق دارای نساـــنا گیدوـــلآ

کند د یجاری ااـبیم ننساا و وگادر  نداتومیرووم پام یدیورکریپتوسپو

نظر  از که باشدمی میدیورپوـکریپتوسای از هـا گونـتنه انعنوبه و

 عموضو ینا. باشدمی حی مطرـمء داشاـمن با کمشتر ریبیماد یجاا

 کـی انعنو به را (یشیر یهاگوسالهه یژو به)و اـگ شـنق همیتا

کند می حمطر را انیرا در نسانیا معاجو ایبر گیدلوآ مـمه عـمنب

های یگیرهمهاز  ریبسیا عاملده لوآ یبا گوسالههاس (. تما14)

ن اـشناسرکا، مپزشکیدا ننشجویادا در یدیاییرکریپتوسپو

 در وگا ورشپر ارعمز با که کانیدکوو  تحقیقاتی و مایشگاهیآز

اد مو و آب نشد دهلوآ. ستادر نظر گرفته شده ، ندادهبو طتباار

از  ریبسیا لـعام واـگ عدفوـم اـب نساـنا دهتفاـسرد اوـم ییاغذ

ست ا دهبو اغذ و آب از یـناش یسزیدیورکریپتوسپو هاییگیرهمه

(27.)  

عوامل  تأثیر تحت فوق یاختهتک به آلودگی که رسدنظر می به

 مدیریت پرورش به توانمی خصوص این در که دارد قرار متعددی

 چنینهم و بهداشتی نامناسب شرایط بد، تغذیه تراکم، ویژهبه دام

اسپیرومایسین  پارومومایسین،داروهایی مانند  نمود. اشاره بستر نوع

نیز جهت کنترل دفع انگل مؤثر بوده و به دامداران  و نیتازوکسانید

گردد با نظر دامپزشک جهت پیشگیری از آلودگی منطقه توصیه می
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داری دام ها از این داروها استفاده نمایند. مدیریت نگهتر گوسالهبیش

داشتن محل  دارد. پس تمیز نگهدر کاهش آلودگی تأثیر بسزایی 

زندگی دام از مدفوع، خشک نگه داشتن محل و ضدعفونی با محلول 

گردد. جلوگیری از تراکم بیش از حد درصد توصیه می 5آمونیوم 

تر های جواناز دامبالغ  هایدام در یک مکان بسته و جدا کردن دام

های به دام گردد، زیرا انتقال آلودگیباعث کاهش انتقال عفونت می

صورت گرفته و به علت حساس بودن بالغ های تر توسط دامکم سن

گردد باشد. توصیه میتر میها بیشنوزادان شیوع عفونت در آن

ها جدا که دچار اسهال هستند از سایر دام بالغهای نوزادان و دام

 شده و نوزادان تازه متولد شده از خوردن آغوز مادر محروم نگردند.

 زاریسپاسگ

از کلیه همکارانی که تسهیلات لازم برای اجرای این پروژه را 

های این هزینه کلیه فراهم نمودند، کمال تشکر و قدردانی را داریم.
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Abstract 
BACKGROUND: Diagnosis of Cryptosporidium species based on morphological characteristics is very limited and 

has no taxonomic value alone, and therefore the use of molecular methods removes these limitations to some extent. 

OBJECTIVES: The aim of this study was to determine the predominant Cryptosporidium genotypes in calves with 

diarrhea. 

METHODS: Study were conducted in calves aged less than 3 months for a period of 2 years. During the study period, 

160 dung samples were collected from neonatal calves and examined first microscopically and then by molecular 

techniques. Stools were analyzed for the presence of Cryptosporidium oocysts by Sheather's Sugar Flotation Solution 

followed by Ziel-Neelsen staining method. DNA of parasite was extracted and multiplex nested-PCR protocol basis 

on the 18srRNA were done to identify three cattle-adapted species (C. andersoni, C. bovis and C. ryanae) plus the 

zoonotic species C. parvum. 

RESULTS: 110 fecal samples were collected from livestock in Alborz province and 50 fecal samples were collected 

from livestock in Shahroud city. Of the 160 animals examined, 90 were female and 70 were male. In total, out of 160 

animals examined, 85 cases (53.12%) had diarrhea, of which 55 cases (34.37%) were positive using Ziel-Neelsen 

staining. Since all positive cases were related to diarrhea samples and related to calves under one month old, a 

significant relationship was observed between diarrhea status and the presence of this parasite (P<0.05). In terms of 

seasonal distribution, no difference was observed in the rate of diarrhea and positive parasitic cases. The presence of 

305 bp band in all Ziel-Neelsen positive samples confirmed the presence of C. parvum in all samples. 

CONCLUSIONS: Neonatal calves are more likely to be infected with Cryptosporidium parvum, as confirmed by the 

present study. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Primers used to isolate different species of cryptosporidium in cattle (Thomson et al., 2016; Thomson, 2016). 

Table 2. Program of PCR steps used to isolate different species of Cryptosporidium in cattle. 

Table 3. Research characteristics based on different factors such as livestock sex, sampling season and livestock age. 

Table 4. Characteristics of the studied samples in terms of consistency and positive results. 

Figure 1. The PCRI electrophoresis of the tested specimens with genus specific primers that indicates the presence of 

a fraction of about 840 bp and confirms the genus of the Cryptosporidium. The right Column (1): 100bp Marker; The 

left Column (2): the sample. 

Figure 2. The PCRII electrophoresis of the tested specimens with species specific primers that indicates the presence 

of a fragment of about 305 bp and confirms the presence of the Cryptosporidium parvum species. The right column: 

the 1Kb Marker; and the left column: the sample with an approximate size of 305 bp. 
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