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 ن،يقزو استان در يگاو كريپتوسپوريديوم يها زولهيا DNA ينگار انگشت
  رانيا
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  ده يچك

 انـسان،  شـامل  يا گـسترده دامنه   كه است دياهاكوكسي از كوچك اي ياخته تك كريپتوسپوريديوم: سابقه و هدف  
 ـا از جداشـده  يها زولهيا يها پيتا ساب از ياطلاعات چيه كه ييجا آن از. كند يم آلوده را يوحش و ياهل واناتيح  راني

 اسـاس  بـر  نيقـزو  استان در آلوده يگاوها از شده جدا يها زولهيا DNA ينگار انگشت مطالعه نيا هدف ندارد، وجود
  .بود GP60 ژن از آمده دست به يوالت يبررس

 در آلـوده  يگاوهـا  از شـده  جـدا  پـارووم  وميديپتوسـپور يكر زولـه يا 25 مجموعـاً  مطالعه نيا در: ها مواد و روش  
 يمرهـا يپرا از استفاده با ها نمونه پ،يژنوتا ساب يبررس منظور به .گرفت قرار يبررس مورد نيقزو استان يها يدار دام

  .شد نييتع ، توالي آنها سپس و ريثتك GP60 ژن ياختصاص
 ـ :ها يافته  ـژنوتا سـاب  دو وجـود  C. parvum زولـه يا 25 در GP60 ژن يتـوال  يبررس   و IIa)25/23 (ياصـل  پي

)25/2( IId شــامل يفرعــ پيــژنوتا ســاب ســه وجــود ،نيچنــ هــم نمــود، مــشخص را )25/22(IIa A15G2R1،  
)25/1( IIa A16G3R1 و )25/2( IId A15G1 ديگرد مشخص ها ولهزيا نيا در.  

 انـساني  نوع به نسبت آلودگي شدت نظر از هم كه است شده مشخص جديدي زئونوز هاي گونه امروزه :گيري نتيجه
 سـاب  و ژنوتايـپ  گونـه،  تعيـين  لـذا . نيـست  مـشخص  ها آن مخزن و انتقال راه هم و كرده ايجاد شديدتري بيماري
 بهبـود  و حيـواني  مخـازن  تعيـين  خصوص به وي مولكولي   ميولوژاپيد مطالعات جهت كريپتوسپوريديوم يها پيژنوتا
  .است ضروري و لازم عفونت اين براي موثر داروي عدم دليل به گيري پيش و كنترل هاي روش
   

  gp60  ژن – DNA ي  انگشت نگار-كريپتوسپوريديوم: هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
 توسـط  كـه  است انگلي بيماري يك كريپتوسپوريديوزيس

 جـــنس از كوكـــسيدياها از كوچـــك اي ياختـــه تـــك
 وسـيعي  طيف ياخته تك اين. شود مي ايجاد يديومكريپتوسپور

ــان از ــستانداران شــامل ميزبان ــه از پ ــسان، جمل ــدگان، ان  پرن
  .]1[ نمايد مي آلوده را ماهي و خزندگان

 اسـت  شده باعث دام و انسان بين آن بودن مشترك اهميت
 خـود  بـه  را خاصي جايگاه دامپزشكي و پزشكي دنياي در كه

 و هـا  گاوداري% 90 از بيش كه ينا از آگاهي و دهد اختصاص
 باشـند،  آلوده تواند مي گاوداري يك هاي گوساله% 50 از بيش
 يـك  در تنها. دهد مي نشان را انگل اين زياد اهميت وضوح به
 از بـيش  آمريكـا،  ويسكانسين ايالات ميلواكي شهر در يدمياپ

  :ehsanmojarad@gmail.com  Email                             021-22432517:نمابر021-22432518  :تلفننويسنده مسئول،  *
]   15/10/1389 :   تاريخ پذيرش30/6/1389 :تاريخ دريافت
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. ]2[ دادنـد  بـروز  را عامـل  اين از ناشي اختلال نفر هزار 403
ــك ــض ي ــزرگ لمع ــونگ درك در ب ــال يچگ ــت انتق  عفون

 در واضـح  مورفولـوژي  خـصوصيات  نبودن كريپتوسپوريديوم
. اسـت  هـا  گونـه  ريسا از كريپتوسپوريديوم از گونه يك افتراق
 ـا بر علاوه  در سـردرگمي  باعـث  تـشخيص  در مـشكلات  ن،ي

ترتيـب   آناليز چه اگر. است شده كريپتوسپوريديوم تاكسونومي
DNA بيش داراي و بوده پيچيده جنس اين كه است داده نشان 

 تمـايز  بـراي  معمـول  هـاي  روش و اسـت  متفاوت گونه 18 از
  .]3،4[ نيستند اعتماد قابل ها گونه

 بـه  رانيا در رياخ يها سال يط يمختلف يمولكول مطالعات
 .اسـت  پرداخته دام و انسان در انگل نيا يها پيژنوتا يبررس
 بـه  كـه  اسـت  همكاران و رزكشاو مطالعه ها نآ نيتر مهم از كه

 ياسـهال  كودكان و لودهآ يگاوها در انگل نيا پيژنوتا يبررس
 و معمار نيچن هم. ]5،6 [اشدب يم SSU rRNA ژن از استفاده با

 در كننده لودهآ يها گونه يبررس به 2007 سال در زين همكاران
  .]7[ پرداخت 18S rRNA هيناح از استفاده با مثبت HIV افراد

 ياختصاص اريبس يمولكول يها روش نيمحقق يرخب راًياخ
 حـد  در را انگل نيا است قادر كه اند داده قرار استفاده مورد را

 ينگـار  انگـشت  مطالعـات  انجـام . دينما زيمتما پيژنوتا ساب
DNA تـاً ينها و وميديپتوسـپور يكر يكيژنت يالگو نييتع جهت 

  .]8[ است اتيضرور از انگل نيا انتقال يالگو شدن شكارآ
 ـا از يكي  ژن يهـا  يتـوال  زيآنـال  از اسـتفاده  هـا،  روش ني
 ـ GP60 (Cpgp15/45) نيكـوپروتئ يگل  امكـان  كـه  باشـد،  يم

 يفرع و (Subtype families) ياصل يها پيتا ساب ييشناسا
(Subtypes) ـ فـراهم  نمونه هر در را   ـا. سـازد  يم  ـ ژن ني  كي

 آن، كيتيپرتئول شدن شكافته از كه كند يم كد را هياول نيپروتئ
 gp15 (Cp17)و gp45 نـام  به كامل يسطح نيكوپروتئيگل دو

  .]9[ شود يم حاصل
 يكـــيژنت تهيهتروژنـــس ،GP60 ژن DNA يهـــا يتـــوال
 وميپتوسپورديكر يانسان و يدام يها پيژنوت انيم را يا گسترده
 ـتا سـاب  ييشناسا به منجر تاًينها كه است داده نشان  يهـا  پي
 ,IIa, IIb, IIc و يانسان پيژنوت يبرا  Ia, Ib, Id, Ie, Ifياصل

IId, IIe IIf  1[ است شده يگاو پيژنوت يبرا[.  

 ـژنوتا سـاب  يبررس مورد در يمتعدد گزارشات  ـا پي  ني
 از كـه  دارد وجود ايدن سراسر در GP60 ژن از استفاده با انگل
 2003 سـال  در همكاران و Peng مطالعه به توان يم موارد آن

 دام، از شـده  جـدا  انگل نمونه 248 مطالعه نيا در .نمود اشاره
 جداشده وميديپتوسپوريكر نمونه 16 و انسان از انگل نمونه 17
 ـا جينتـا  .گرفت قرار يبررس مورد آب از  از نـشان  مطالعـه  ني

 ـاپ ساختار يبررس منظور به ژن نيا ييتوانا  انگـل،  يولوژيدمي
  .]10[ دارد عفونت منبع ييشناسا و انتقال نحوه
ــه ييجــا آن از ــ ك ــات چيه ــتا ســاب از ياطلاع ــا پي  يه

 نـدارد،  وجود GP60 ژن اساس بر رانيا از جداشده يها زولهيا
 ـا از آمده دست به يتوال يبررس مطالعه نيا از هدف  در ژن ني

 بـه  نيقـزو  اسـتان  در آلـوده  يگاوهـا  از شده جدا يها زولهيا
  .باشد يم آن يفرع و ياصل يها پيتا ساب نييتع منظور
 

  ها مواد و روش
 16 آلـوده  يگاوهـا  از زولهيا 25  مجموعاً مطالعه نيا رد
 قـرار  يبررس ـ مـورد  و شده يآور جمع نيقزو استان يدار دام

 استفاده با مطالعه نيا در استفاده مورد يها نمونه يتمام. گرفت
 وميديپتوسـپور يكر گونـه  يبـرا  ياختصاص يها يزيآم رنگ از

 بـا  هـا  زولهيا نيا پيژنوتا نيچن هم شدند، داده صيتشخ مثبت
  .]6[ است گرفته قرار ديتائ مورد SSU rRNA ژن

ــه ــور ب ــ منظ ــاب يبررس ــتا س ــهيا پي ــا، زول ــنشو ه   اك
 Nested PCR ژن يبرا GP60 مـر يپرا جفت دو از استفاده با 

 دوم دور در الگـو  عنـوان  به اول  PCRمحصول. گرفت انجام

PCR مريپرا جفت از مرحله نيا در گرفت، قرار استفاده مورد 
 bp500-400 قطعه كي كه شد استفاده) يداخل يپرايمرها (دوم

 و مرهايپرا يتوال. نمود ريتكث زولهيا پيتا ساب نوع به بسته را
. اسـت  شـده  مـشخص  1 جدول در GP60 يبرا PCR طيشرا
 ـاول ونيدناتوراس ـ كه است ذكر قابل  94 مرحلـه،  دو هـر  در هي
 هـر  در يينهـا  شدن ليطو و قهيدق 3مدت به گراد يسانت درجه
  .)1جدول  (است بوده قهيدق 7مدت به گراد يسانت درجه 72 دو

 ژل يرو بـر  الكتروفـورز  متعاقـب  PCR يينهـا  محـصول 
 ـات يحاو% 5/1  ـبروما وميدي  ,Upland, CA) دسـتگاه  بـا  د،ي
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USA) Transilluminator UV تـوالي  تعيين .ديگرد مشاهده 
  دســــتگاه از اســــتفاده بــــا PCR  محــــصول

 3130x1 Genetic Analyzer) شركتApplied Biosystems 

(ABI) ، ـك از استفاده با و) كايآمر   BigDye Terminator تي

V3.1 Cycle Sequencing گرفت انجام.   
 multalin افزار نرم از استفاده با  ژن،  مرف پلي هاي قسمت

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html 
  .گرفتند قرار ارزيابي و بررسي مورد 

 
  نتايج
 وميديپتوسـپور يكر زولـه يا 25 در GP60 ژن يتوال يبررس
  و IIa) 25/23 (ياصـــل پيـــتا ســـاب دو وجـــود پـــاروم

 )25/2 (Id نمود مشخص را.  
 وجـود م يها زولهيا انيم در شونده تكرار ينواح يبررس با
 مـشخص  ها زولهيا يفرع پيتا ساب ،ياصل پيتا ساب هر در
ــگرد ــاب دو. ديـ ــتا سـ ــ پيـ   و IIa A15G2R1 يفرعـ

 IIa A16G3R1 ياصل پيتا ساب انيم در IIa ـتا ساب و   پي

 ـتا ساب انيم در IId A15G1 يفرع  مـشاهده  IIa ياصـل  پي
 ـ در يفرع ـ و ياصـل  يهـا  پيتا ساب وعيش زانيم. ديگرد  نيب

. اسـت  آمده 2 جدول در آلوده يگاوها از دهجداش يها زولهيا
 ـتا ساب دينوكلئوت ترادف  بـا  شـده  مـشاهده  يفرع ـ يهـا  پي
ــماره ــا ش  در  AB560741 و AB560740, AB560739 يه
 ـ اطلاعات بانك  شـده  ثبـت  GenBank/DDBJ/EMBL يژن
  .است

  
  گيري بحث و نتيجه

 گاوهـاي  از شـده  جـدا  C. parvum هـاي  ايزوله ميان در
 شـد،  شـناخته  IId و IIa تايپ ساب دو قزوين اناست در آلوده
 نتيجـه  ايـن . است منطقه اين در غالب گونه IIa تايپ ساب كه

 انگلستان، كانادا، پرتغال، مانند دنيا كشورهاي اكثر يافته مشابه
 مصر در اي مطالعه در طرفي از. ]14-10[ است امريكا و ايرلند

IIdA20G1 اي  مطالعـه  در. ]15[ است شده معرفي غالب گونه 
41 ژنوتايـپ  سـاب  بررسـي  با شد انجام پرتغال كشور در كه

  
  GP60 براي PCR   توالي پرايمرها و شرايط .1جدول 

 
Temp (°C)/time (sec) 

  
  Primer                  Sequencea                       Denaturing       Annealing      Extension          Product size (bp)          Cycles      Ref 
 
 
PCR 1   

F(5′-ATAGTCTCCGCTGTATTC-3′)         94/45                 40/45           72/60                        850-950                    32             (10)       
R(5′-GCAGAGGAACCAGCATC-3′) 

PCR2             

F (5′-TCCGCTGTATTCTCAGCC-3′)          94/35               42/35            72/60                       400-500                    32            (10)     

R (5′-GAGATATATCTTGGTGCG-3′) 

  
  

  ميزان شيوع ساب تايپ ها ي اصلي و فرعي در بين ايزوله هاي جداشده از گاو . 2جدول 
subtype families/ subtype strains 

IIa A16G3R1 IId A15G1 IIa A15G2R1 
1(4%) 2(8%) 22 (88%) 

bovine 
Cryptosporidium 

(No. of isolates 25) 
(AB 560739) (AB 560740) (AB 560741) Accession number 
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 ـ گاننشخواركنند از شده جدا ي زولهيا  وجـود  يوحـش  و ياهل
 ـگرد گـزارش  IId و IIa ياصل پيژنوتا ساب دو تنها . ]16[ دي
 سـال  در همكاران و Sulaiman توسط كه يا مطالعه اساس بر

 ـن گرفـت  صـورت  ياسهال كودكان يها نمونه يرو بر 2005  زي
  .  ]17 [داشتند يبالاتر وعيش) IId و IIa (پيژنوتا ساب دو نيا

 كشورها اكثر آلوده يگاوها در IIa پيتا ساب بودن غالب
 ـتا سـاب  نيا ميمستق نقش شدن مشخص و رانيا جمله از  پي
 نيا تياهم آب، منشا با يريگ همه نيچند در وميديپتوسپوريكر

  .]14[ سازد يم تر پررنگ طيمح سلامت در را مطالعات
ــا در يفرعــ تــاپ ســاب نيتــر عيشــا     )%88( مطالعــه ني

IIaA15G2R1   ـا كه بوده   ـدن مطالعـات  اكثـر  بـا  افتـه ي ني  اي
 مطالعـــات يبرخـــ در البتـــه ،]14-10[ دارد يخـــوان هـــم

IIaA16G1R1 و IIaA18G3R1 پيــتا ســاب عنــوان بــه را 
  .]18،19[ كند يم يمعرف غالب يفرع
 سـاب  بـه  رلنديا در مطالعه مورد واناتيح از يمين از شيب
 دو در پيژنوتا ساب نيا بودند مبتلا  IIaA18G3R1 پيژنوتا
 ـن آب منـشا  با يريگ همه  در 2001 و 2000 يهـا  سـال  در زي

  .]14،19[ اند شده گزارش رلنديا
 ـن مختلف مزارع يبرا ها پيژنوتا ساب نيا تياختصاص  زي

 دست هب يها پيژنوتا ساب تمام متحده الاتيا در شده گزارش
 دست هب پيژنوتا ساب و IIaA16G1R1 يدار دام كي از آمده
 اســت شــده گــزارش IIaA16G2R1 گــريد يدار دام از آمــده

]2،4،10[.  
 بانـك  جـاد يا و هـا  كـروب يم ينگـار  انگـشت  با نيمحقق
 در يمهم ـ نقش پيژنوتا ساب حد در ها آن يكيژنت ياطلاعات
  و نيب يمدفوع يها پاتوژن گسترش كاهش ها، يريگ همه كنترل
 زئونـوز،  بالقوه عوامل با ستيز طيمح يآلودگ كاهش نيچن هم

  . كنند يم فايا را وميديپتوسپوريكر مانند
   IIa ياصل پيژنوتا ساب گسترده وعيش و GP60 ژن زيآنال

 يتوجه قابل تياهم از زئونوز انتقال كه ساخت مشخص IId و
 ـا يهـا  تيمحـدود   بـه  توجـه  با. است برخوردار رانيا در  ني

 حجـم  و ينيبـال  يها افتهي اطلاعات وجود عدم ليقب از مطالعه
ــم ــه ك ــا نمون ــه و ه ــور ب ــيتع منظ ــم ني ــال زاني ــوز انتق  زئون

 و انسان در يتر گسترده يمولكول مطالعه س،يوزيديپتوسپوريكر
 مـورد  گوناگون ييايجغراف مناطق در يوحش و ياهل واناتيح
  .است ازين

  
  قدرداني و تشكر

 همكاران در   هيدانند از كل   ينگارندگان مقاله بر خود لازم م     
 ي گوارش وكبد و گروه انگل شناس      يها يماري ب قاتيمركز تحق 

 دي شـه  ي دانشگاه علوم پزشك   ي دانشكده پزشك  يقارچ شناس  و
انـد    طرح را فراهم نموده    ني ا ي اجرا ي لازم برا  نهي كه زم  يبهشت

  .تشكر و قدرداني نمايند
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Introduction: Cryptosporidium is an Apicomplexa parasite that infects humans and a wide range of 

domestic and wild animals. However, the sub-genotypes of the species infecting animals in Iran are 
unclear. The aim of the present study isto identify DNA fingerprinting of bovine Cryptosporidium in 
Qazvin province using sequences of GP60 gene. 

Materials and Methods: In this study we investigated 25 C. parvum isolated form bovine in Qazvin 
animal husbandries. Subgenotypes were determined by DNA sequencing of 60-kDa glycoprotein gene. 

Results: Using DNA sequencing of GP60 gene, two subtype families within the C. parvum included 
IId (15/22) and IIa (7/22) were recognized. Also three subtypes in these two subtype families included IIa 
A15G2R1 (22/25), IIa A16G3R (1/25), IId A15G1 (2/25) were determined. 

Conclusion: Today, new zoonose strains are identified which based on severity of infection compared 
with human strains are more sever and the source and transmission of their infection are unclear. 
Therefore, determination of C .parvum strains, genotypes and sub-genotypes for epidemiological studies 
are quite necessary specially to identify the animal sources and to improve the control and prevention 
programs due to the lake of effective drugs for this infection. 
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