
  شناسي زيستي آسيب: مجله علوم پزشكي مدرس
  24-15از : 3، شماره 14دوره 

 1390 پاييز

15 

  

  ميكروسپوريدياهاي آلوده كننده انسان در كبوتريپژنوتتعيين شناسايي و 
 1389 در سال  تهران(Columba livia)كولومبا ليويا 

 3، مهدي فروزنده*2، جاويد صدرايي1مجيد پيرستاني

شناسي، دانشكده علوم پزشـكي، دانـشگاه تربيـت مـدرس،      شناسي و حشره  دانشجوي دكتري تخصصي، گروه انگل   -1
 تهران، ايران

  شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران شناسي و حشره ، گروه انگلدانشيار -2
  دانشيار،گروه بيوتكنولوژي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران-3

  
  18/04/90 :پذيرش مقاله  23/01/90 :دريافت مقاله

 

  چكيده
. كننـد  هاي جانوري را آلـوده مـي       طلبي هستند كه تمامي شاخه     زاي فرصت  ريدياها عوامل بيماري   ميكروسپو :هدف

ها نظير انتروسايتوزون بينئوسـي بـه اثبـات رسـيده            زا در مورد برخي از گونه      ماهيت زئونوتيك اين عوامل بيماري    
هـاي   شـهر تهـران بـا روش      هدف از اين مطالعه شناسايي ميكروسپوريدياهاي انساني در كبوترهـاي سـطح             . است
 .آميزي و مولكولي بود رنگ

هاي عمومي سطح     نمونه مدفوع كبوتر از مركز فروش پرندگان و پارك         147 تعداد   1389 در سال    :ها مواد و روش  
هـاي   روشآميـزي تريكـروم اصـلاح شـده و            تشخيص از رنـگ    براي. دشآوري   طور تصادفي جمع   شهر تهران به  

Multiplex/Nested-PCR و RFLPاستفاده شد .  
مثبـت ميكروسـپوريديا و بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي            )  درصـد  92/12( مـورد    19 ،آميزي  با استفاده از رنگ    :نتايج

 روي  rRNA ژن   ITSتعيـين ژنوتيـپ براسـاس ناحيـه         . دشمثبت شناسايي   )  درصد 08/21( مورد   31اختصاصي  
هاي  ژنوتيپ. نتستيناليس، هلم و كانيكولي صورت گرفت     هاي انتروسايتوزون بينئوسي، انسفاليتوزون اي     تمامي نمونه 

 و انـسفاليتوزون    3 و   1هـاي    ، انـسفاليتوزون هلـم بـا ژنوتيـپ        J و   D  ،Mهـاي    انتروسايتوزون بينئوسي با ژنوتيپ   
 انـسفاليتوزون   ITSتـوالي ناحيـه     .  جدا شـده از انـسان و حيوانـات يكـسان بـود             II و   Iهاي   كانيكولي با ژنوتيپ  

  . درصد تشابه داشت100نيز با موارد ثبت شده در بانك ژن  اينتستيناليس
هاي مهـم آلـوده    هيچ محدوديتي در بين كبوترهاي تهران و انسان براي انتقال گونه كه   اين نتايج نشان داد      :گيري نتيجه

 از منابع عفونت    اين مطالعه به اهميت بهداشتي اين پرنده اشاره دارد، زيرا مدفوع كبوتر يكي            . كننده انسان وجود ندارد   
از سـوي ديگـر اكثريـت افـراد         . سـازد  ميكروسپوريديايي براي انسان بوده و به راحتي محيط پيرامون ما را آلـوده مـي              

  .هستند در معرض خطر ابتلا به اين عفونت وهاي عمومي كودكان و افراد مسن  مراجعه كننده به پارك
  

  rRNA ،ITS،  انتروسايتوزون، انسفاليتوزون، ژنوتيپ:كليدواژگان
  

  مقدمه-1
  زاي   عوامـل بيمـاري    (Microsporidia)ميكروسپوريدياها  

  
داخل سلولي اجباري هستند كـه طيـف وسـيعي از جـانوران و              

  1411713116:شناسي، كدپستي شناسي و حشرهتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه انگل :نشاني مكاتبه*
Email: sadraeij@modares.ac.ir 
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تا بـه امـروز نزديـك بـه         . سازند ها را آلوده مي    انواع مختلف سلول  
انـد    جنس شناسايي شده150 گونه ميكروسپوريديا در غالب     1200

طلب در بيماران    عنوان يك عامل فرصت    يسم بيشتر به  اين ارگان ]. 1[
داراي نقص ايمني نظيـر بيمـاران مبـتلا بـه سـندرم نقـص ايمنـي                 

 :Acquired Immunodeficiency Syndrome)اكتــسابي  

AIDS)  دريافــت كننــدگان پيونــد، كودكــان، مــسافران، افــراد ،
 امـا شـود    استفاده كننده از لنزهاي چشمي و افراد مسن تلقي مي         

بيـشتر مـوارد    ]. 2 [اسـت ر افراد داراي ايمني كارآمد نيز شايع        د
 ـبا اين وجود طيـف علا     . انساني با اسهال گزارش شده است      م ي

اي وسـيع    زا بـه انـدازه     ايجاد شده توسط اين ارگانيسم بيمـاري      
مـي نظيـر    يكند و علا   هاي بدن را درگير مي     است كه تمام ارگان   

، هپاتيت، ميوزيت   (Keratoconjunctivitis)كراتوكانژكتيويت  
(Myositis)   سربريت ،(Cerebritis)    سـينوزيت ،(Sinusitis) 

هاي   از ميان جنس    جنس 8 .نمايد هاي منتشر ايجاد مي    و عفونت 
نوزمـا  : كنـد كـه عبارتنـد از       شناسايي شده انـسان را آلـوده مـي        

(Nosema) ويتافورمـــــــا ،(Vittaforma) پليـــــــستوفورا ،
(Pleistophora)ون ، انــــــــسفاليتوز(Encephalitozoon) ،
ــايتوزون  ــا(Entertocytozoon)انتروس ، (Anncaliia) ، آنكالي

 و ميكروسپوريديوم   (Trachipleistophora)تراكي پليستوفورا   
(Microsporidium) .ــه ــساني    گونـ ــايع انـ ــسيار شـ ــاي بـ هـ

ــي  ــايتوزون بينئوســ ، (Enterocytozoon bieneosi)انتروســ
، (Encephalitozoon intestinalis)انـسفاليتوزون اينتـستيناليس   

 و انـسفاليتوزون كـانيكولي   (Enc. hellem)انسفاليتوزون هلـم  
(Enc. cuniculi)] 3.[  

سئوالات بـسياري دربـاره نحـوه انتقـال ميكروسـپوريدياها           
هاي اخير با اطلاعات جديد   در سالامااست،  پاسخ باقيمانده بي
كلـي   زا بـه   دست آمده تصور كلي در مورد اين عامـل بيمـاري           به

پيش از اين تصور بـر آن بـود كـه سـه گونـه               . تغيير يافته است  
انتروسايتوزون بينئوسي، انسفاليتوزون اينتستيناليس و هلم فقـط        

شوند، در حـالي كـه دو گونـه اول در طيـف              در انسان ديده مي   
و ] 6-4[انـد    وسيعي از حيوانات اهلي و وحشي شناسايي شـده        

]. 8، 7[نــدگان جــدا شــده اســت انــسفاليتوزون هلــم نيــز از پر

خواران، جوندگان و    انسفاليتوزون كانيكولي نيز علاوه بر گوشت     
نام عروس هلندي جدا     ها و نوعي طوطي به     خرگوش، از جوجه  

ــودن  . ده اســتشــ در نتيجــه ايــن اطلاعــات امكــان زئونــوز ب
(Zoonose)             چهار گونه اصلي آلوده كننـده انـسان را مطـرح و 

هـاي ژنتيكـي بـراي      جهت ايجاد شاخص  هاي فراواني در   تلاش
از بـين ايـن چهـار       ]. 11-9[ها صـورت گرفـت       برخي از گونه  

تـر   گونه، انسفاليتوزون كانيكولي از لحاظ مولكولي شناخته شده       
طور كامـل    زا به  طوري كه توالي ژنوم اين عامل بيماري       است، به 

ــده اســت   ــت ش ــك ژن ثب ــال]. 12[در بان ــته  از س ــاي گذش ه
ين انگـل و زئونـوز بـودن آن نيـز مـشخص و در          هاي ا  ژنوتيپ

هاي اخير با جدا شدن سه گونه ديگر از حيوانـات اهلـي و               سال
. ده اسـت ش ـها بـارزتر    آن(Zoonotic)وحشي توان زئونوتيك  

هاي ژنتيكي مختلف تغييرپذيري بين      با تجزيه و تحليل شاخص    
رو مطالعـه     از ايـن   .هـا بـه اثبـات رسـيد        اي در ايـن گونـه      گونه

ــپوريديوزيس   ف ــال ميكروس ــشگيرانه روي انتق ــوژنتيكي و پي يل
ــساني  ــشار آن(Human Microsporidiosis)ان ــا در   و انت ه

زا  منظـور شناسـايي عوامـل بيمـاري        حيوانات در تماس با آن به     
  ].9[گسترش يافته است 

با تجزيـه و تحليـل قطعـه جـدا كننـده داخلـي رونويـسي                
(Internal Transcribed Spacer: ITS) ژن RNA ريبوزومي 

هاي انـساني و حيـواني       اختلاف ژنتيكي قابل توجهي در جدايه     
  انتروســايتوزون بينئوســي را بــه اثبــات رســاند و بــيش از      

  هـاي موجـود در تـوالي         ژنوتيپ مختلـف براسـاس تفـاوت       50
هـاي   بررسـي . بازي اين قطعـه تـشريح شـده اسـت           جفت 243

اي بود كه با     گونهصورت گرفته روي جنس انسفاليتوزون نيز به        
هـا مطابقـت داشـت و ايـن قطعـه را             نتايج حاصل از سـاير ژن     

هـاي ايـن جـنس مطـرح         عنوان شاخصي براي تعيين ژنوتيپ     به
  ].13[نمود 

منظـور شناسـايي     اين مطالعه براي اولـين بـار در ايـران بـه           
عوامل ميكروسپوريديايي انساني در كبوترهاي شهر تهران انجام        

ــت ــراي. گرف ــشخيص ب ــشكوك از روش   ت ــت و م ــوارد مثب م
 اصـلاح شـده و   (Trichrome Staining)آميزي تريكروم  رنگ
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  1390 پاييز 3 شماره 14دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
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هـــــا از روش مولكـــــولي  بـــــراي شناســـــايي جـــــنس آن
Multiplex/Nested-PCR        روش و براي تعيين گونـه از RFLP 

.(Restriction Fragment Length Polymorphism)استفاده  
 ITSسايي شده از ناحيـه      هاي شنا  منظور تعيين ژنوتيپ گونه    به. شد

 Small Subunit Ribosomal)ژن زيرواحد كوچك ريبـوزومي  

RNA: SSU rRNA) دش استفاده.  
  

  ها  مواد و روش-2
  گيري  نمونه-2-1

 نمونه مدفوع از كبوترهـاي سـطح شـهر تهـران            147تعداد  
 نمونه مربوط به كبوترهـاي آزاد       71ترتيب   آوري شد كه به    جمع

هـا از   نمونـه . هداري شده در قفـس بودنـد   نمونه كبوتر نگ76و  
آوري  هاي عمومي شهر تهران جمـع      مراكز پرورش كبوتر، پارك   

 ـها داراي علا   يك از آن   د كه هيچ  ش نمونـه  . م گوارشـي نبودنـد    ي
ــل روده     ــات داخ ــدگان و محتوي ــس پرن ــل قف ــدفوع از داخ م

پـس از   هـا    نمونـه . دست آمد  ها به  كبوترهاي صيد شده از پارك    
شناسي دانشكده پزشكي دانشگاه     زمايشگاه گروه انگل  انتقال به آ  

 با دو برابر حجـم دي        شد و سپس    تغليظ ، صاف ،تربيت مدرس 
ــات پتاســيم  ــاي  5/2كروم ــوط و در دم  درجــه 4 درصــد مخل

 ].15، 14[گراد نگهداري شد  سانتي
  

   بررسي ميكروسكوپي-2-2
منظور بررسـي وجـود اسـپورهاي ميكروسـپوريديايي در           به
ــه ــگهــاي نمون آميــزي تريكــروم اصــلاح شــده    مــدفوع از رن

پس از تهيـه  . استفاده شد] (Trichrome Blue) بلو -تريكروم[
هـا   گسترش نازك از مدفوع و ثابت نمودن آن با متانول، نمونـه           

 دقيقه در رنگ تريكـروم قـرار داده شـد و پـس از              240مدت   به
ت مد  درصد به  95 الكل، و شستشو با اتانول       -بري در اسيد   رنگ

 درصـد قـرار داده      95 دقيقه در اتانول     5مدت   ها به   ثانيه، لام  10
سـازي در    ها در اتانول مطلق و براي شفاف       در نهايت نمونه  . شد

منظـور   ها به پس از چسباندن لامل روي لام    . گزيلول قرار گرفت  

و عدسـي روغنـي     × 1000نمايي   بررسي ميكروسكوپي از بزرگ   
سـپورهاي ميكروسـپوريديا بـه      آميزي ا  در اين رنگ  . استفاده شد 

 وجـه تشخيـصي واكوئـل       2 داراي   وشـود    رنگ قرمز ديده مـي    
  . استانتهايي و كمربند مياني 

  
  DNA استخراج -2-3

 از مدفوع وجـود     DNAهاي مختلفي براي استخراج      روش
دارد كه در اين مطالعه از تركيب دو روش هضم قليايي و كيـت      

بـدين  . ستفاده شد  ا Qiagen از مدفوع شركت     DNAاستخراج  
منظـور    ميكروليتر از نمونه مـدفوع را برداشـته و بـه           200منظور  

 PBS درصــد سـه مرتبـه بــا   5/2حـذف دي كرومـات پتاسـيم    
(Phosphate Buffered Saline) در دور g 140010مدت   به 

 ميكروليتـر   200 بـه    PBSدقيقه شستـشو و حجـم محلـول بـا           
ــد  ــانده ش ــايي  . رس ــضم قلي ــراي ه ــر  ميكرو6/18ب  DDTليت

(Dichlorodiphenyltrichloroethane)) 1ــولار  6/66و )  مـ
اضـافه و در    )  مـولار  1 ((KOH)ميكروليتر هيدروكسيد پتاسيم    

محلول هضم شده   .  دقيقه انكوبه شد   15مدت    درجه به  56دماي  
 160خنثـي و بلافاصـله بـا        )  درصد HCl) 25 ميكروليتر   6/8با  

ــافري شــد) ر مــولاTris-HCl) 3/8=pH ،2ميكروليتــر   500. ب
اضافه ) 25:24:1(آميل الكل به نسبت       ايزو -كلروفرم-ميكروليتر فنل 

 دقيقـه سـانتريفوژ و مـايع رويـي بـه            5مـدت     به g 500و در دور    
از اين مرحلـه بـه بعـد        . دش جديد منتقل    (Eppendorf)اپندورف  

 عمل و (Qiagen Inc, Valencia, CA, USA)طبق برنامه كيت 
DNA  درجـه   -20 در   هـا  ه تا مرحله بعدي آزمـايش      استخراج شد 
  .گراد نگهداري شد سانتي
  

   شناسايي مولكولي-2-4
 اختصاصي چهـار    (Primers)در اين مرحله از آغازگرهاي      

گونه اصلي آلوده كننده انسان طراحي شـده توسـط كاتزوينكـل          
(Katzwinkel)      اين آغازگرهـا   ]. 16[ و همكارانش استفاده شد

ز ژن ريبـوزومي شـامل زيرواحـد كوچـك          براي ناحيه خاصي ا   

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
16

 ]
 

                             3 / 10

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-8459-en.html


  و همكاران مجيد پيرستاني  تهرانهاي  ميكروسپوريدياهاي آلوده كننده انسان در كبوتريپژنوت
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

18  

 و زيرواحـد بـزرگ ريبـوزومي طراحـي          ITSريبوزومي، ناحيه   
هـاي مختلـف      و در شناسايي و تعيين ژنوتيپ گونـه        ستا شده

از روش   در ايـن مطالعـه     .اسـت ميكروسپوريديا قابـل اسـتفاده      
كـه همزمـان   استفاده شـد   Multiplex/nested PCRمولكولي 

و جـنس انتروسـايتوزون و انـسفاليتوزون        قادر به شناسايي هر د    
  :آغازگرهاي واكنش اول عبارتند از. است

MSP-1: tgaatgkgtccctgt 
MSP-2A: tcactcgccgctact 
MSP-2B: gttcattcgcactact 

  :و واكنش دوم
MSP-3: ggaattcacaccgcccgtcrytat 
MSP-4A: ccaagcttatgcttaagtymaargggt 
MSP-4B: ccaagcttatgcttaagtccagggag 

  
  PCR مشخصات و شرايط انجام 1جدول 

 
PCR ثانويه   

  )حسب ميكروليتربر(
PCR اوليه   

  )برحسب ميكروليتر(
مواد تشكيل 

  دهنده
2 3  6  DNA 

 1مخلوط اصلي 2 2
  2آغازگر 6 6
  آب مقطر 6 10

   اوليه و ثانويهPCRشرايط 
 دماي واسرشتگي اوليه  دقيقه5گراد براي   درجه سانتي95

  چرخه45

 دماي واسرشتگي  ثانيه45گراد براي   درجه سانتي95

 دماي اتصال  ثانيه30گراد براي   درجه سانتي55

 دماي بسط  ثانيه45گراد براي   درجه سانتي72

 دماي بسط نهايي  دقيقه10گراد براي   درجه سانتي72

 (Soaking)وري  دماي غوطه  درجه سانتي گراد4
  
1- Master mix : ازAccuPowerTM PCR PreMix  شـركت BioNEER 

  .استفاده شد
ــاي  PCR در -2 ــه از آغازگره ــه از PCR  در وMSP-1 ،2A ،2B اولي  ثانوي

  . پيكومول استفاده شد20 به ميزان MSP-3 ،4A ،4Bآغازگرهاي 
  . ثانويه استفاده شدPCR از محصول -3

  
 بازي  جفت500با استفاده از آغازگرهاي فوق يك قطعه حدود 

بـازي    جفت 300س انتروسايتوزون و يك قطعه حدود       براي جن 
شرايط و مـواد تـشكيل      . يابد براي جنس انسفاليتوزون تكثير مي    

منظـور   بـه .  آمـده اسـت  1 اوليه و ثانويه در جدول       PCRدهنده  
ايـن آنـزيم    .  استفاده شـد   MnlIتأييد قطعه تكثير يافته از آنزيم       

گر تفكيـك   قادر است كه سـه گونـه انـسفاليتوزون را از يكـدي            
اي پليمـراز    نموده و از طرفي تأييدي بر عملكرد واكنش زنجيره        

(PCR) است.  
  

   تعيين ژنوتيپ-2-5
تعيــين ژنوتيــپ چهــار گونــه مــورد نظــر براســاس تــوالي 

براي ايـن   . گيرد  صورت مي  rRNA ژن   ITSنوكلئوتيدي ناحيه   
جــز  هــاي مثبــت از لحــاظ مولكــولي بــه منظــور تمــامي نمونــه

افزارهـاي    تعيين توالي شدند و با استفاده از نرم   هاي توام  عفونت
Sequencher و MEGA 4هـاي   ها بررسـي و بـا تـوالي     توالي

هــا  اســتاندارد ثبــت شــده در بانــك ژن مقايــسه و ژنوتيــپ آن
  .دشمشخص 

  

   نتايج-3
 كبوتر نگهداري شـده     76 كبوتر آزاد و     71در اين مطالعه از     

آميزي   استفاده از رنگ   با. دشآوري   در قفس، نمونه مدفوع جمع    
ــده   ــروم اصــلاح ش ــه 19تريك ــاوي )  درصــد92/12( نمون ح

و بــا ) 1شــكل (اســپورهاي ميكروســپوريديايي شناســايي شــد 
استفاده از آغازگرهاي اختصاصي چهار گونه اصلي آلوده كننـده          

ها مورد    تمامي نمونه  Multiplex/nested-PCR روشانسان و   
 نمونه مثبـت  31جموع تعداد در م. ارزيابي مولكولي قرار گرفت 

هاي انـسفاليتوزون    براي شناسايي گونه  ). 2شكل  (د  ششناسايي  
 MnlI از آنـزيم محـدودالاثر       PCRو از طرفي تأييـد عملكـرد        

بـازي    جفـت 500 قطعـه   MnlIبا استفاده از آنـزيم      . استفاده شد 
 و  30،  50،  60،  80،  90،  180انتروسايتوزون بينئوسي به قطعات     

، )بـازي   جفـت 60 و 90، 180باند قابل مشاهده  (بازي    جفت 20
بـازي انـسفاليتوزون اينتـستيناليس بـه قطعـات         جفت 300قطعه  
 60 و 160بانـد قابـل مـشاهده     (بازي    جفت 20 و   30،  60،  160
بـازي    جفت 80 و   180انسفاليتوزون هلم به قطعات     ) بازي جفت

ده بازي بري  جفت90 و  210و انسفاليتوزون كانيكولي به قطعات      
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 كبوتر آلـوده بـه      13 نمونه مثبت،    31از بين   ). 3شكل  (شوند   مي
ــي   ــايتوزون بينئوس ــد8/8(انتروس ــه  4، ) درص ــوده ب ــورد آل  م
 مـورد انـسفاليتوزون     6،  ) درصد 7/2(انسفاليتوزون اينتستيناليس   

 مورد آلـوده بـه انـسفاليتوزون كـانيكولي          2و  )  درصد 1/4(هلم  
)  درصـد  1/4( كبـوتر    6 عفونت همزمان در  . بودند)  درصد 4/1(

ــه   ــشخيص داده شــد ك ــايتوزون بينئوســي و  2ت ــورد انتروس  م
ــي و      ــسفاليتوزون بينئوس ــورد ان ــك م ــم، ي ــسفاليتوزون هل ان
انسفاليتوزون اينتستيناليس، يك مورد انسفاليتوزون اينتستيناليس      

جـدول  ( مورد انسفاليتوزون هلم و كانيكولي بودنـد         2و هلم و    
بـا اسـتفاده از تجزيـه و تحليـل تـوالي      نتايج تعيين ژنوتيپ    ). 2

هـاي انتروسـايتوزون     قطعات تكثير يافته نـشان دادكـه ژنوتيـپ        

ــپ  ــا ژنوتي ــي ب ــاي  بينئوس ــوردD) 6ه ــورد3 (M، ) م    Jو )  م
، AF101200ترتيـب    شماره دسـتيابي بانـك ژن بـه       ) ( مورد 4(

AF267143   و AF135837( هاي انسفاليتوزون هلـم     ، ژنوتيپ
شماره دستيابي بانك   ) ( مورد 2 (3و  )  مورد 4 (1هاي   با ژنوتيپ 
ــه ــب  ژن بـ ــپ) AF110328 و L29557ترتيـ ــاي  ژنوتيـ هـ

شـماره دسـتيابي     (II و   Iهاي   انسفاليتوزون كانيكولي با ژنوتيپ   
. استيكسان ) GQ422153 و GU198948ترتيب  بانك ژن به
 انسفاليتوزون اينتستيناليس با موارد ثبـت شـده در      ITSتوالي ناحيه   

لازم بـه ذكـر   .  درصد تشابه داشـت   100 (GQ408912) ژن   بانك
دسـت آمـده از      هـاي بـه    است شماره دستيابي بانك ژن براي توالي      

  ).3جدول  (است JF792394-98 و JF776168-70كبوتر 
  

                        
 

  ×1000آميزي تريكروم اصلاح شده با بزرگنمايي   اسپورهاي ميكروسپوريديا در رنگ1شكل 
  

 
  

آميـزي شـده بـا اتيـديوم برومايـد            درصـد رنـگ    5/1 ژل الكتروفورز    2شكل  
(Ethidium Bromide) محصول PCR دوم؛ M( بـازي،    جفـت 100 نشانگر

عفونت همزمان انتروسـايتوزون بينئوسـي و       ( كنترل مثبت    )2 كنترل منفي،    )1
 و  4،  3) دهاي واگيردار هن   تهيه شده از مركز ملي كنترل بيماري      ) انسفاليتوزون

ــسفاليتوزون)5 ــي  )6  انـ ــايتوزون بينئوسـ ــان  )7 انتروسـ ــت همزمـ  عفونـ
  انتروسايتوزون بينئوسي و انسفاليتوزون

  
  

آميزي شده با اتيديوم برومايد محصول        درصد رنگ  3 ژل الكتروفورز    3شكل  
RFLP ــزيم ــا آن ــشانگر )M؛ MnlI ب ــازي،   جفــت100 ن ــسفاليتوزون )1ب  ان

 160بانـد   ( انسفاليتوزون اينتستيناليس    )2،)باز  جفت 90 و   210باند  (كانيكولي  
ــاز  جفــت60و  ــم )3، )ب ــسفاليتوزون هل ــد ( ان ــاز  جفــت80 و 180بان  )5، )ب

 كنتـــرل )6، )بـــاز  جفـــت60 و 90، 180بانـــد (انتروســـايتوزون بينئوســـي 
   كنترل انسفاليتوزون بدون آنزيم)7انتروسايتوزون بينئوسي بدون آنزيم،
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  دست آمده شناسايي ميكروسكوپي و مولكولي  نتايج به2جدول 
  

  تعداد كل  نگهداري در قفس  آزاد  نمونه مدفوع كبوتر
  147  76  71  تعداد

  )9/12 (19  )5/10 (8  )5/15 (11  )درصد(موارد مثبت ميكروسكوپي 
  )1/21 (31  )1/17 (14  )24 (17  )درصد(موارد مثبت مولكولي 

  )8/8 (13  )8/42 (6  )2/41 (7  )ددرص (موارد مثبت انتروسايتوزون بينئوسي
  )7/2 (4  )4/21 (3  )9/5 (1  )درصد (موارد مثبت انسفاليتوزون اينتستيناليس

  )1/4 (6  )3/14 (2  )5/23 (4  )درصد (موارد مثبت انسفاليتوزون هلم
  )4/1 (2  )1/7 (1  )9/5 (1  )درصد (موارد مثبت انسفاليتوزون كانيكولي

  )1/4 (6  )9/14 (2  )5/23 (4  )درصد (موارد مثبت عفونت توام
  

  هاي شناسايي شده در كبوتر به تفكيك جنس و گونه  ژنوتيپ3جدول 
 

  شماره دستيابي ژن مرجع  شماره دستيابي ژن  )تعداد(ژنوتيپ   جنس و گونه
 و D) 6( ،M) 3( ،J) 4(  JF776168-70  AF101200 ،AF267143  انتروسايتوزون بينئوسي

AF135837  
  JF792394  GQ408912  -  تستيناليسانسفاليتوزون اين

  AF110328و  JF792395-6  L29557  )2 (3، )4 (1  انسفاليتوزون هلم
  GQ422153 و I) 1( ،II) 1(  JF792397-8  GU198948  انسفاليتوزون كانيكولي

 

  بحث-4
زا  هـاي بيمـاري    شناسايي و توصيف ژنتيكي ميكروارگانيسم    

شده كـه در درك     هاي مولكولي تشخيصي     روشمنجر به ايجاد    
گيرشناسـي كمـك     هـاي همـه    زا و بررسـي    انتقال عوامل بيماري  
هـاي فـراوان در امـر        بـا وجـود پيـشرفت     . شاياني نموده اسـت   

ــه  ــپ گون ــين ژنوتي ــايي و تعي ــپوريديايي،  شناس ــاي ميكروس ه
سئوالات زيادي از جمله منبـع عفونـت و راه انتقـال در مـورد                

 و حيوانـات آلـوده بـه        انـسان . ها بدون پاسخ باقيمانده است     آن
ميكروسپوريديا، اسپورها را از طريق مدفوع، ادرار و ترشـحات          

رو  از ايـن  . سـازند  دفع نموده و محيط پيرامون خود را آلوده مي        
بر همـين اسـاس در چنـد        . روند شمار مي  منبع اصلي آلودگي به   

 ويـژه  بـه سال اخير محققان روي ميكروسپوريديوزيس حيوانات     
ــا خاســتگاه زئونوتيــك احتمــاليز نمــوده پــستانداران تمركــ  ت

  ].17[ميكروسپوريديوزيس انساني را مشخص نمايند 
 شناسايي  راستايهاي قابل توجهي در      در حالي كه پيشرفت   
  زا صـورت گرفتـه      اي بيماري  هاي روده  مولكولي و ژنتيكي انگل   

  
  
  
  
  
  

 عوامـل   دربـاره گيرشناسـي مولكـولي       مطالعـات همـه    امـا است  
يكروسپوريديايي روي انسان يا حيوانات در ايـران        زاي م  بيماري

  . انجام نشده است
جايي كه مطالعـه روي پرنـدگان در تمـاس بـا انـسان               از آن 

 از بـين پرنـدگان در       بنـابراين در ايـن مطالعـه      ،  استبسيار نادر   
 حضور احتمالي ميكروسپوريدياهاي انـساني در       ،تماس با انسان  

 كبوترهـا چـه در      .بررسـي شـد   كبوترهاي سـطح شـهر تهـران        
هاي ديگر تقابل بسيار نزديكي بـا        هاي عمومي و چه مكان     پارك

ويژه كودكان و افراد مسن داشته و اين دو گروه خـاص     انسان به 
 رشان از افـراد در معـرض خط ـ        به دليل ضعف در سيستم ايمني     

طلب از جملـه عفونـت ميكروسـپوريديايي         هاي فرصت  عفونت
اي تحـت    اينـد شـناخته شـده     در سـالخوردگي فر   ]. 18[هستند  

 بـه فعاليـت     اغلـب عنوان پيري سيستم ايمني وجود داشـته كـه          
 اهميت بالاي ايمنـي سـلولي       ا ب .گردد ناقص ايمني سلولي بر مي    

اين حالت نـه    . استدر كنترل عفونت ميكروسپوريديايي مرتبط      
 نيـز   AIDSهاي حيواني بلكه در بيماران مبـتلا بـه           تنها در مدل  
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21  

  ].19[ديده شده است 
آميزي تريكروم اصـلاح     اسپورهاي ميكروسپوريديا در رنگ   
ــي   ــورتي م ــه ص ــل ب ــز ماي ــده قرم ــصات   ش ــه مشخ ــوند ك ش

ميكروسپوريدياها از جمله واكوئل انتهايي و كمربنـد ميـاني در           
هـاي   هـا، عفونـت    علاوه بر اين آلـودگي    . شود ها مشاهده مي   آن

ن  مـورد عفونـت همزمـا      2د كـه    ش مورد مشاهده    6همزمان در   
ــورد    ــك م ــم، ي ــسفاليتوزون هل ــي و ان ــايتوزون بينئوس انتروس
انتروسايتوزون بينئوسي و انسفاليتوزون اينتستيناليس، يك مـورد        

 مورد انسفاليتوزون هلم و     2انسفاليتوزون اينتستيناليس و هلم و      
 روشكـار بـردن      مطلب بسيار مهـم در مـورد بـه        . كانيكولي بود 

PCR     احتياط در موارد    ، مدفوع هاي  براي تجزيه و تحليل نمونه 
 استخراج شـده از مـدفوع غلظـت         DNAدر  . استمنفي كاذب   

DNA                انگل بسيار كم بوده و تنهـا زمـاني عمـل تكثيـر انجـام 
از سوي ديگر   . شود كه حجم استفاده شده از نمونه بالا باشد         مي

 به ميزان فراوان در مدفوع وجـود دارنـد،          PCRهاي   مهار كننده 
 يـا در زمـان اسـتفاده از          مناسـب از نمونـه     نتيجه در مقـادير   در  

 بـا اسـتفاده از كيـت مـورد اسـتفاده            DNAهاي تخليص    روش
  ].20[توان قطعه مورد نظر را تكثير نمود  مي

هـاي   مطالعات متعددي مبني بر تعيين اختلاف ژنتيكي انگل       
ميكروسپوريديايي انسفاليتوزون كانيكولي، هلم و اينتـستيناليس       

بـه  ]. 21،  10[ينئوسي صـورت گرفتـه اسـت        و انتروسايتوزون ب  
 و ژل   (Karyotyping)استثناي موارد استفاده از كاريوتايپينـگ       

منظـور   دار، در اكثـر مطالعـات بـه        الكتروفورز در ميدان ضـربان    
 ريبوزومي استفاده شـده     RNA ژن   ITSتعيين ژنوتيپ از ناحيه     

ترين  تا به امروز انسفاليتوزون كانيكولي شناخته شده     ]. 13[است  
ميكروسپوريديا بوده و زئونوز بودن آن به اثبات رسيده اسـت و        

 در مطالعـه  ]. 21[هاي متعددي از آن گزارش شده است         ژنوتيپ
 براي اولين بار انسفاليتوزون كانيكولي از كبـوتر گـزارش           حاضر
 كه خود بر گستره ميزبـاني ايـن گونـه افـزوده و بـر تـوان                  شد

انسفاليتوزون اينتستيناليس  . ايدافز زئونوتيك آن بيش از پيش مي     
از پستانداران مختلفي نظيـر     ] 22،  14[دومين گونه شايع انساني     

پـيش از   ]. 23[ميمون، سگ، گاو، خوك و بز جدا شـده اسـت            

اي در جمهوري چك انسفاليتوزون اينتستيناليس       اين طي مطالعه  
  از كبوترهـا گـزارش شـده اســت و بـه احتمـال زئونـوز بــودن       

نكته قابل توجه در مـورد ايـن گونـه        ]. 23[ه است   آن اشاره شد  
ان شاخـصي مناسـب در تعيـين        عنـو   تفـاوت ژنتيكـي بـه      ننبود

هـاي ميزبـاني      يا سدي در برابر انتقال آن در بـين گونـه           ژنوتيپ
  .استگزارش شده 

اي   خـارج روده   اغلـب آلودگي انسان به انسفاليتوزون هلـم       
نان حيواني مختلف   ، با اين وجود اين انگل در مدفوع ميزبا        است

 بـراي اولـين بـار ايـن انگـل از            1997در سال   . ديده شده است  
 بـا   (Psittacine)وار خـانواده سيتاسـين       مدفوع پرندگان طوطي  

هـاي اخيـر ايـن       در سال ]. 24[ جدا شد    PCR روشاستفاده از   
گونه از پرندگان در تماس با انسان نظير طوطي، شترمرغ، مـرغ            

، حاضـر علاوه بر مطالعـه  ]. 25، 23[عشق و فنچ جدا شده است  
تمام مطالعات ديگر نيز بر اين نكته اذعان دارنـد كـه شـيوع ايـن                

بــراي اولــين بــار . گونـه بــسيار بيــشتر از تــصورات قبلــي اســت 
هاي انسفاليتوزون هلم، براسـاس      اي ژنوتيپ  تغييرپذيري بين گونه  

 ريبوزومي مشخص شد و پـس از آن از دو  RNA ژن   ITSناحيه  
و ژن پروتئين لوله قطبي     ) IGS-HZ و   IGS-TH(ننده ژن   جدا ك 

(Polar Tube Protein: PTP)هاي شناسايي   براي تأييد ژنوتيپ
 مـورد   7جالب توجه اين اسـت كـه از         ]. 26،  9[شده استفاده شد    

 HIVگزارش شده انساني انـسفاليتوزون هلـم از افـراد مبـتلا بـه               
(Human Immunodeficiency Virus)ا، ايتاليــا و  در اســپاني

 را نـشان    1A ژنوتيـپ    ITSهـا تـوالي      آمريكا، شش مورد از آن    
 جـدا شـده از    1اي از ژنوتيـپ      اين ژنوتيـپ سـويه    ]. 9[اند   داده

اين مطلب بدان معنا است كه      . استكبوترهاي سطح شهر تهران     
 يافت شده در ميان كبوترهاي شـهر تهـران سـويه            ITSژنوتيپ  

طور واضح بـين     سيعي است و به   شايع با پراكندگي جغرافيايي و    
انسان و كبوتر در كشورهاي اسـپانيا، ايتاليـا و آمريكـا مـشترك              

اي در ميــان  ســطح آلــودگي ميكروســپوريديوزيس روده. اســت
. اسـت  تأييد شده است بـالا       PCRوسيله   كبوترهاي تهران كه به   

شهري و ارتباط نزديك     فراواني كبوترها در مناطق شهري و نيمه      
ها با انسان، احتمال نفوذ اسپورهاي ميكروسپوريديايي از اين          آن
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  و همكاران مجيد پيرستاني  تهرانهاي  ميكروسپوريدياهاي آلوده كننده انسان در كبوتريپژنوت
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

22  

منابع از طريق استنشاق، تماس مستقيم با مخاط يا بلعيده شـدن            
جمعي حركت كرده و     طور دسته  كبوترها به . دهد آن را افزايش مي   

كنند بـا حركـات بـال و پـر           ي برخورد مي  كه به منبع غذاي    هنگامي
خود ذرات معلق در هوا را ايجاد كرده و زمين را با مـدفوع خـود         

در اين شرايط اگـر اسـپور ميكروسـپوريديا         . سازند كاملاً آلوده مي  
تواند از طريق مخاط چشم، تنفس       وجود داشته باشد به راحتي مي     

  .يا بلعيده شدن تصادفي به بدن انسان نفوذ نمايد
ــپوريديوزيس روده  ــيوع ميكروس ــالاترين ش ــسان  ب اي در ان

 كـه در كبوترهـا نيـز    اسـت مربوط به انتروسـايتوزون بينئوسـي       
 9/10(بيشترين درصد آلودگي را به خود اختصاص داده اسـت           

 ژنوتيپ از انتروسايتوزون بينئوسي 50حال بيش از  تا به ). درصد
العه تـوالي   در ميزبانان مختلف گزارش شده است كه در اين مط         

ITS هاي انتروسايتوزون بينئوسي كبوترهاي سـطح شـهر          جدايه
)  مـورد  4 (Jو  )  مورد 3 (M،  ) مورد D) 6هاي   تهران با ژنوتيپ  

هـاي ديگـري     ها پيش از اين از ميزبـان       اين ژنوتيپ . يكسان بود 
نظير خوك، انسان، راكون، خرس، روباه، موسـكارت و ميمـون           

ور كه مطالعات فيلوژني اخيـر      ط همان]. 27،  28[جدا شده است    
 مانعي در انتقال انتروسايتوزون بينئوسـي       ننشان داده است، نبود   

 زئونوز بودن اين گونه اسـت       نشان دهنده بين انسان و حيوانات     
ــان     ]. 13[ ــي در ميزب ــايتوزون بينئوس ــار انتروس ــين ب ــراي اول ب

 همانند  حاضرو گزارش   ] 25[شناسايي شد   ) جوجه(غيرپستاندار  
  ] 23[ از كبوتر    2005 و همكارانش در سال      (Haro)هارو  گزارش  

  

طـور گـستره جغرافيـايي ايـن انگـل را            گستره زئونوتيك و همين   
  .افزايش داد

 كه اين مطالعه به دلايل بهداشـتي        بايد اشاره كرد  در نهايت   
طلبي از قبيل    زاي فرصت   زيرا عوامل بيماري   است اهميت   داراي

ه بوترهاي سطح تهران جدا شـد     ميكروسپوريدياهاي انساني از ك   
 بـه ويـژه  چنين حيواناتي رابطه بسيار نزديكـي بـا انـسان          . است

افراد ديگري كـه از نقـص سيـستم         . كودكان و افراد مسن دارند    
برند نيز در معـرض خطـر ميكروسـپوريديوزيس          ايمني رنج مي  

ه اطلاعات صحيح در مورد خطر تماس مـستقيم         يارا. قرار دارند 
منظـور طراحـي     به افـراد در معـرض خطـر بـه         با اين حيوانات    

در پايـان   . رسـد  نظر مـي   معيارهاي پيشگيري مناسب ضروري به    
براي درك بهتـر نحـوه انتقـال ايـن عفونـت بايـستي مطالعـات         

گيرشناسي و چه ژنتيكي روي ميزبانان     بيشتري چه در زمينه همه    
طور قطع بتـوان   ديگر از جمله انسان در ايران صورت گيرد تا به      

طلـب   ين حيوان را در زمره ميزبانان مخزن اين عوامل فرصـت          ا
  .قرار داد
  

  تشكر و قدرداني-5
 بـا   اسـت كـه   اين تحقيق نتيجـه بخـشي از رسـاله دكتـري            

حمايت مالي معاونت پژوهشي  دانشكده علوم پزشكي دانشگاه         
 .تربيت مدرس انجام شده است
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