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  چكيده
اي كوچك از جـنس كريپتوسـپوريديوم    ته كريپتوسپوريديوزيس يك بيماري انگلي است كه توسط تك ياخ    :هدف

 دهاني، از طريق تماس مستقيم يا غيرمـستقيم و از طريـق مـواد               -صورت مدفوعي  انتقال عفونت به  . شود ايجاد مي 
 ضـد كريپتوسـپوريديوم پـارووم در        IgGهدف از اين مطالعه، بررسـي ايمونوگلوبـولين          .غذايي يا نوشيدني است   

 .است آلوده شده BALB/cنوزادان موش 
در محلول  ه  شدخالص  و  آوري   جمعهاي جوان    هاي مدفوع اسهالي گوساله    ها از نمونه   تساووسي :ها مواد و روش  

)  روزه4-3( نــوزاد مــوش 40.  درجــه نگهــداري شــدند4 درصــد و در يخچــال 5/2نگاهدارنــده دي كرومــات 
BALB/c                5×105 سـپس   و شـد سـتفاده    در هشت گروه پنج تايي شامل چهار گروه نمونه و چهار گـروه كنتـرل ا 

هـاي نمونـه و      هاي گروه  از قلب موش  . هاي نمونه، از راه دهاني به كمك لوله گاواژ تلقيح شد           اووسيست به گروه  
هـا   ايمونوگلوبـولين . ها در شرايط استريل ذخيره شد گيري و سرم  بعد از تزريق خون   16،  12،  9،  6كنترل روزهاي   
  .دشاستفاده  SDS-PAGEاز روش  ها  تأييد وجود ايمونوگلوبولينيبرا دهي نمك استخراج و به روش رسوب

  بـادي در   افـزايش ترشـح آنتـي   . دش ـدست آمده توسط روش وسترن بـلات تجزيـه و تحليـل              هاي به  بادي  آنتي :نتايج
 از   و ميزان ميانگين جذب نوري آن      شد تأييد   IgG موش آلوده به اووسيست كريپتوسپوريديوم پارووم، از نوع          اننوزاد
كـه ميـزان جـذب نـوري          در حالي  ؛ افزايش يافت  6776/0 ± 099/0 بعد از تزريق به ميزان       6در روز    35/0 ± 099/0
 افزايش يافتـه بـود و ايـن        322/0 ± 016/0 فقط به    16 در روز    و بود   244/0 ± 016/0 كنترل در روز ششم      هاي گروه

  ).P>05/0(داري را نشان داد   آماري تفاوت معني كنترل از نظرهاي  مورد، نسبت به گروههاي افزايش در گروه
ت كريپتوسـپوريديوم از نـوع      سبادي بررسي شده در اين مطالعه در نوزادان موش آلوده به اووسي             آنتي :گيري نتيجه
IgG      داري در نـوزادان مـوش گـروه مـورد           شود و اختلاف معني    ت ترشح مي  س بود كه عليه غشاي خارجي اووسي

  . دشمشاهده نسبت به گروه كنترل 
  

  IgG كريپتوسپوريديوم، وسترن بلات، :كليدواژگان
  

   مقدمه-1
   يــك بيمــاري (Cryptosporidiosis) يسكريپتوســپوريديوز

  
  اي كوچـك از كوكـسيدياها از        انگلي است كه توسـط تـك ياختـه        

  

 كوتاهمقاله 
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بـا  . شود مي ايجاد   (Cryptosporidium)جنس كريپتوسپوريديوم   
  :Acquired Immunodeiciency Syndrome) ظهور پاندمي ايدز

AIDS)    عنـوان يكـي از عوامـل         اين تك ياخته به    1980 در دهه
مهم مرگ و مير در بيماران دچار نقص ايمني و يكي از عوامـل              

  امــروزه حــضور ايــن . اســهال كودكــان اهميــت جهــاني يافــت
  تك ياختـه در تمـامي كـشورهاي جهـان در افـراد سـالم و در                 

كودكـان  . نـي بـه اثبـات رسـيده اسـت         افراد با نقص سيستم ايم    
تواننـد   هاي مختلفي از عفونت كريپتوسپوريديوزيس را مي       جنبه

دهد ايمني ناشي از ايـن انگـل پايـدار           داشته باشند كه نشان مي    
 HIVدر افـراد بـا نقـص سيـستم ايمنـي مثـل بيمـاران                . نيست

(Human Immunodeficiency Virus)  شود  ميمنتشرمثبت 
هـاي   وريديوزيس با كاهش تعـداد لنفوسـيت      و شدت كريپتوسپ  

CD4
 سـلول  200ها بـه كمتـر از       زماني كه تعداد سلول    ويژه به +

هـاي   گونـه ]. 1[يابـد    متر مكعب برسد افـزايش مـي       در هر ميلي  
ها از ميزبانان    متعددي از كريپتوسپوريديوم پس از جداسازي آن      

ــوط نــام  ــه يكــي از ايــن گونــه      مرب هــا  گــذاري شــدند ك
 (Cryptoporidium parvum) ريديوم پـــاروومكريپتوســـپو

رسد اين انگل براي تعداد زيادي از پـستانداران          نظر مي  به. است
ــت  ــسان عفون ــه ان ــد  از جمل ــراً مشخــصات ]. 4-2[زا باش اخي

 يـــك ســـازگاري گـــستردة ميزبـــاني در تكامـــل ،مولكـــولي
دهـد و بـسياري از پـستانداران يـا      كريپتوسپوريديوم نـشان مـي    

هاي كريپتوسپوريديوم تطابق     پستانداران با ژنوتيپ   هايي از  گروه
 يكديگر فقـط در     ازها   طوري كه اختلاف آن     به ؛اند ميزباني داشته 

امـروزه  ]. 5[شـود    زايـي مـشخص مـي      و عفونـت   DNAتوالي  
عنوان عامل ايجاد اسهال حاد و مزمن در         كريپتوسپوريديوم را به  

بــز، گــوزن انــسان و نــشخواركنندگاني ماننــد گــاو، گوســفند، 
كريپتوسپوريديوم در داخل مجراي گـوارش      ]. 7،  6[شناسند   مي

اووسيـست  ايـن انگـل تنهـا در مرحلـه          . يابـد  ميزبان تكامل مي  
(Oocyst)     اووسيست از طريـق    . برد سر مي  در خارج از روده به

كه توسـط     اين  پس از   و شود مدفوع از بدن ميزبان آلوده دفع مي      
 از  (Sporozoites) هـا  رزوئيت، اسـپو  دميزبان مناسب بلعيده ش   

  هاي پوششي  اووسيست خارج شده و باعث آلوده شدن سلول

ــي  ــوارش م ــتگاه گ ــوند  دس ــاري ]. 9، 8[ش ــر بيم ــي،  از نظ زاي
كريپتوسپوريديوم پارووم سبب سـوء جـذب و اسـهال حـاد و             
ترشـحي خـود محــدود شـونده در انــسان و سـاير پــستانداران     

 انگل، ايمنـي هومـورال در       در عفونت با اين   ]. 13-10[شود   مي
 اين حيوانـات مقـادير      . بررسي شده است   BALB/cهاي   موش

كنند و اين پاسخ هماهنگ با دفـع          توليد مي  IgM و   IgGاندكي  
 ولي در ساير موجودات اين پاسـخ، هماهنـگ          .استاووسيست  

ژن كريپتوسپوريديوم پارووم قادر به ايجاد        آنتي 7حداقل  . يستن
هـاي تجربـي،    متعاقـب عفونـت   . اسـت ه  بادي خنثـي كننـد     آنتي

 كيلودالتـوني  27 و  17،  15هـاي    ژن  نسبت به آنتـي    IgGفعاليت  
م شايع نـسبت بـه افـراد        يكريپتوسپوريديوم، در افراد داراي علا    

  ].15، 14[بدون علامت بسيار بيشتر است 
 (IgG) وضــعيت ايمنــي هومــورال    حاضــردر مطالعــه

يپتوسـپوريديوم   نـوزاد كـه آلـوده بـه كر         BALB/cهـاي    موش
هدف از اين مطالعه، استفاده از      . شد بررسي   ،پارووم شده بودند  

 مطالعه و   براينوزادان موش آلوده به كريپتوسپوريديوم پارووم،       
بـادي سـرم بـراي ارزيـابي مـؤثر و            هاي آنتـي   گيري پاسخ  اندازه

  . استصرفه كريپتوسپوريديوزيس  به
  

  ها  مواد و روش-2
صورت تازه   هاي جوان به   لي از گوساله  هاي مدفوع اسها   نمونه

 بـا روش شناورسـازي   ها تس اووسيآوري شد و   از گاوداري جمع  
  در نهايــت، بــراي هــر مــوش،    . ســوكروز، خــالص شــدند  

 PBS (Phosphate Buffered Saline) اووسيـست بـا   5×105
اين سوسپانـسيون در    .  ميكروليتر رسيد  25مخلوط شد و به حجم      

 40در ايـن مطالعـه از       . دش ـد، نگهـداري    گرا  درجه سانتي  4دماي  
 اسـتفاده   ، روزه بودند  3 تا   2 شيرخوار كه همگي     BALB/cموش  

 روزگي به اين انگـل      14ها از بدو تولد تا سن         اين نوع موش   .شد
 ـحساسند و پـس از آلـوده شـدن بـه آن، علا             م گوارشـي بـروز     ي

تايي كه شامل چهـار گـروه        ها، به هشت گروه پنج     موش. دهند مي
وقتـي وزن   . دندش ـنه و چهـار گـروه كنتـرل بودنـد، تقـسيم             نمو

 اووسيست به كمك لولـه      5×105ها به سه گرم رسيد، تعداد        موش
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هاي نمونه، تلقيح شد و قبل از هر بـار           گاواژ از راه دهاني به گروه     
 بعـد از    16 و   12،  9،  6 تأييد آلودگي در روزهاي      برايگيري   خون

هر دو گروه نمونه و كنترل      تلقيح، آزمايش شمارش اووسيست از      
ها در شرايط استريل و با دقت جـدا و           د و سپس سرم آن    شانجام  

 جداسـازي و    بـراي . گراد ذخيره شـد     درجه سانتي  -20در فريزر   
 Salting)دهي نمك  ها از روش رسوب استخراج ايمونوگلوبولين

Out)    هـا،   منظـور تأييـد وجـود ايمونوگلوبـولين         استفاده شد و به
.SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis).منظور تجزيـه و    همچنين به. انجام گرفت
 دسـت آمـده، از روش وسـترن بـلات          هـاي بـه    بـادي  تحليل آنتي 

(Western Blot) بدين منظور از غشاي نيترو سلولز . دش استفاده
هـا بعـد از       نانتقـال پـروتئي   .  ميكرومتر استفاده شـد    45/0با منافذ   

 درصد بـا اسـتفاده از بـافر         5آكريل آميد     الكتروفورز روي ژل پلي   
هـاي آمـاري     تجزيـه و تحليـل    . گليسين صـورت گرفـت    -تريس

 T و آزمـون   13نـسخه    SPSSافـزار     با استفاده از نـرم     ها آزمايش
  .شد انجام (Paired-samples T test) زوجي

  
   در روزهاي مختلفهاي نمونه و كنترل  گروهOD ميانگين 1جدول 

  

  كنترل  آزمون     انحراف معيار±ميانگين 
 244/0±016/0 350/0±099/0 6روز 
 2706/0±020/0 490/0±062/0 9روز 
 2992/0±021/0 5294/0±57/0 12روز 
 322/0±016/0 6776/0±099/0 16روز 

  

  
  

  روه مورد با روش وسترن بلاتينگ در پنج نمونه گIgGبادي   تأييد وجود آنتي1شكل 
  

  

   نتايج-3
   و وسـترن بـلات و بـه         SDS-PAGEپس از طي مرحلـة      

  
  
  
  
  

بـادي   ، وجـود آنتـي    (Monoclonal)  مونوكلونـال   بادي نتيآكمك  
IgG  يد شد  تأي گروه آزمون  يها ، در نمونه .IgG       از نظـر انـدازه در 
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). 1شـكل ( كيلودالتون قـرار گرفـت       173-172مكان مناسب، يعني    
 نشان داد كه     آزمون هاي كنترل با گروه    ر گروه  د IgGمقايسه ميزان   

دسـت آمـده از     بـه (Optical Density: OD)ميزان جذب نوري 
داري   از نظر آماري تفـاوت معنـي      آزمونهاي گروه    هريك از موش  

 داراي  16گـروه روز    ). >05/0P(هـاي گـروه كنتـرل دارد         با موش 
 IgG، هـر چنـد كـه سـطح          نـد  بود IgGبالاترين ميـانگين سـطح      

طـور كـاملاً محـسوسي از         هـم بـه    12 و   9،  6هاي روزهـاي     گروه
  ).1 نمودار و1، شكل 1جدول (هاي كنترل بالاتر بودند  گروه

  

  
  

   در روزهاي مختلفIgG جذب نوري ان ميز1نمودار 
  

   بحث-4
 موجـب بيمـاري     كريپتوسپوريديوم پارووم ياخته انگلي    تك

نـات وحـشي،    ايـن انگـل، حيوا    . شـود  وزيس مي ديكريپتوسپوري
را آلـوده   ) خصوص افراد داراي نقص ايمني     به(ها   اهلي و انسان  

 در نشخواركنندگان اهلي، آلـودگي بـه ايـن انگـل، در           .نمايد مي
هاي اول تا سوم زندگي بسيار طبيعي است كه باعث اسهال         هفته

حـسي و   خفيف تا شديد، دهيدراسـيون، دردهـاي شـكمي، بـي         
جــه اووسيــست در  توافــسردگي، كــاهش وزن و ريــزش قابــل

در موارد شديد، حتي امكان مرگ حيوان آلـوده         . دشو مدفوع مي 
در عفونت با اين انگل، ايمني هومورال در      ]. 16[نيز وجود دارد    

 اين حيوانـات مقـادير      . بررسي شده است   BALB/cهاي   موش
كنند و اين پاسخ هماهنگ با دفـع          توليد مي  IgM و   IgGاندكي  

اير موجودات اين پاسـخ، هماهنـگ        ولي در س   است؛اووسيست  
  پارووم قادر به ايجاد كريپتوسپوريديوم ژن   آنتي7حداقل . ستني

هـاي تجربـي،    متعاقـب عفونـت   . اسـت بادي خنثـي كننـده       آنتي
 كيلودالتـوني  27 و  17،  15هـاي    ژن  نسبت به آنتـي    IgGفعاليت  

م شايع نـسبت بـه افـراد        يكريپتوسپوريديوم، در افراد داراي علا    
  ].15، 14[ علامت بسيار بيشتر است بدون

هاي ايجاد شده در نوزاد موش آلوده به اووسيست         بادي آنتي
) IgG1بيشتر زيركلاس    (IgGكريپتوسپوريديم پارووم، از نوع     

 ،]17 [اسـت  بوده كه عليه غشاي خـارجي اووسيـست          IgMو  
 به همين دليل در اين       و ]18[ كمتر بود    IgMالبته افزايش ميزان    

داري در ميـزان     هاي معني  تفاوت. گيري نشد   اندازه IgMمطالعه  
پاسخ ايمني در نوزادان موش نمونه در مقايسه با نوزادان مـوش           

  . دش مشاهده IgGگروه كنترل از نظر سطح 
 و  (Martín-Gómez)گـومز   -در بررسي كه توسط مارتين    

 موش نوزاد صورت گرفت، از 96 روي  2005همكاران در سال    
 :Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)الايزا روش 

ELISA) ؛ ميـزان   شـد بـادي اسـتفاده       تعيـين ميـزان آنتـي      براي
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طور كاملاً محسوسي بـالا       به 16 و   6 در روزهاي    IgGبادي   آنتي
هـاي كنتـرل تغييـر قابـل تـوجهي در ميـزان              بود ولي در گـروه    

  .]19 [شدبادي سرمي در روزهاي متفاوت مشاهده ن آنتي
 ، به نـوزادان مـوش  2006 همكاران در سال وگومز  -مارتين

پتوسـپوريديوم جـدا شـده از علفخـواران را          يهاي كر  تساووسي
  بـه عنوان گروه مـورد در نظـر گرفتنـد و     بهها را  آنخوراندند و 

عنوان گروه شـاهد در نظـر        يك گروه انگل را تلقيح نكرده و به       
  و 16 ،12،  9را در روزهـاي      IgG  ،IgM  ،IgAگرفتند و مقدار    

ــد20 ــه در روز     بع ــد ك ــشان دادن ــنجيدند و ن ــودگي س    از آل
   .]20 [ بادي وجود دارد  كمترين مقدار آنتي16

ــر  ــال (Weir)وي ــاران در س ــي2000 و همك ژن  ، شــش آنت
   توليد شـده  IgM ،IgGها  ت را كه عليه آنسمتفاوت سطح اووسي  

  

هاي اسـتخراج شـده    ينئبررسي پروت اين در .بود؛ شناسايي كردند
 در   مـثلاً  .شـد ها بررسي    بادي آن  آنتي ها تزريق و   ول، به موش  محل

 بـالا  IgM ،IgGت سـطح  سديواره اووسي هاي ژن  آنتي،اثر تزريق
  .]21 [رفت

گـومز  - مارتين نتايج حاصل از تحقيق حاضر با نتايج آقايان       
  .ردو وير همخواني و هماهنگي دا

  
   تشكر و قدرداني-5

شناسي و معاونت    وسيله از زحمات اعضاي گروه انگل      بدين
 حمايت علمـي، عملـي و   بابتپژوهشي دانشكده علوم پزشكي  
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