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 چکیده  
زمینه مطالعه: کریپتوسپوریدیوم پارووم تک یاخته ای از شاخه اپی کمپلکساست که دام های اهلی و وحشی و همچنین انسان را آلوده می کند. 
هدف: مطالعه حاضر با هدف تعیین الگوی ایجاد اسهال و دفع اووسیست درکریپتوسپوریدیوزتجربی و ارتباط آن با کاهش وزن گوساله های نوزاد 
انجام گرفت. روش کار: 12 گوســاله نوزاد در یک گاوداری شــیری انتخاب و به صورت تصادفی به 2 گروه 6 تایی تقســیم شدند.6 گوساله)گروه 
آزمایش( 12 ساعت پس از تولد با 107× 1 اووسیست کریپتوسپوریدیوم پارووم آلوده شدند و 6 گوساله دیگر )گروه شاهد( با اووسیت مواجهه نشدند. 
روزانه 2 بار نشانه های بالینی بررسی و به منظور تعیین حضور و شمارش اووسیست های موجود، نمونه مدفوع از طریق رکتوم برداشت می گردید.

جهت تعیین اثرات کریپتوسپوریدیوز بر افزایش وزن، تمامی گوساله ها از روز 0 تا 30 پس از عفونت با فواصل سه روز وزن می شدند. نتایج: تمامی 
گوساله های آلوده علیرغم دریافت آغوز مادری، از روز 3 پس از عفونت نشانه های دپرسیون و کاهش اشتها را نشان دادند و به دنبال آن اسهال 
آبکی همراه با توده هایی از موکوس و تغییر رنگ آن به زرد یا بی رنگ ظاهر شد. اسهال 8-5 روز ادامه داشت که این منجربه دهیدراتاسیون شدید 
گردید.بیشترین شدت اسهال 6-4 روز پس از عفونت بود. دفع اووسیست از روز 4 پس از عفونت شروع و تا روز 11 ادامه داشت. بیشترین میزان 
آن در روز )9/03 ± 106 × 60/48 اووسیست در هر گرم مدفوع( بود. نشانه های بالینی در گوساله های شاهد مشاهده نگردید.میانگین افزایش وزن 
گروه شاهد به طور معنی داری بیشتر از گروه آزمایش بود ) p>0/001(. وزن گوساله های آلوده تا سن 9 روزگی کاهش و بعد ازآن افزایش را نشان 
داد. نتیجه گیری نهایی: مطالعه حاضر علاوه بر تعیین الگوی دفع اووسیست نقش کریپتوسپوریدیوم پارووم را به عنوان عامل اولیه در ایجاد اسهال 

و کاهش وزن گوساله های نوزاد نشان داد.

واژه های کلیدی: کریپتوسپوریدیوم پارووم، اووسیست، تغییرات وزن، اسهال،گوساله ها

مقدمه
کریپتوسپوریدیوم پارووم تک یاخته ای از شاخه اپی کمپلکسا با انتشار جهانی 

می باشد که بافت پوششی روده اکثر مهره داران را مورد تهاجم قرار می دهد 

)19،21،27،32( . با گذشت بیش از یک قرن از شناسایی کریپتوسپوریدیوم 

توسط تایزر در سال 1907، 19 گونه از جنس کریپتوسپوریدیوم از حیوانات 

مختلف جدا شده است که دوگونه آن شامل کریپتوسپوریدیوم آندرسونی و 

پارووم در گاو دارای اهمیت است. کریپتوسپوریدیوم آندرسونی در سلول های 

پوششــی مخاط شــیردان جایگزین می گردد و با کاهش تولید در گاوهای 

شیری در ارتباط است )6،17،24(. کرپتوسپوریدیوم پارووم یکی از مشکلات 

مهم گاوداری های صنعتی اســت که خسارات اقتصادی فراوانی در صنعت 

گاوداری بــه دلیــل هزینه های درمانــی، خدمات دامپزشــکی و همچنین 

اسهال، کاهش وزن و بروز مرگ و میر در گوساله ها ایجاد می کند )9،19(. 

بیش از نیمی از گوســاله های تازه متولد شــده در معرض خطر آلودگی به 

کریپتوســپوریدیوم قراردارند )10(. چرخه زندگی ایــن انگل در فضای زیر 

غشایی سلول های پوششی روده بویژه در بخش انتهایی روده کوچک طی 

می گردد. تهاجم کریپتوسپوریدیوم پارووم به سلول های روده منجر به آتروفی 

پرزها، تغییر شکل سلول های پوششی و کوچک شدن میکروویلی های روده 

شــده و ایجاد اســهال می نماید )6،24(. کریپتوسپوریدیوم پارووم به عنوان 

عامل مهم اســهال در انســان و دام های اهلی معرفی گردیده و اخیراً بویژه 

در افــراد مبتــلا به ضعف سیســتم ایمنی و کودکان به عنــوان یک عامل 

آسیب رسان روده ای مشترک بین انسان و دام مورد توجه قرار گرفته است 

)8،26،27 (.  رقم بالای کریپتوســپوریدیوز  در مبتلایان به نقص ایمنی در 

جهــان و شــیوع آن به میــزان 33/4 % و 11/1 % به ترتیب در مبتلایان به 

ایدز و بدخیمی های خونی دارای اسهال در ایران  نشان دهنده اهمیت این 

انگل در بهداشت انسانی است)20(. حدود 10% مرگ و میر در مبتلایان به 

ایدز مربوط به این بیماری اســت )22(. گاوها و گوساله های آلوده به عنوان 

یک منبع بالقوه آلودگی در انسان مورد توجه قرار گرفته اند که می توانند از 

طریق دفع اووسیســت انگل در مدفوع، منابع آب آشامیدنی انسان را آلوده 

کننــد. عفونت زایی ایــن انگل مدت های طولانــی در محیط های مرطوب 

حفظ می شود و نسبت به اغلب ضد عفونی کننده های رایج مقاوم می باشد 

)4،10،14،30،32(. مهمترین نشانه های بالینی در گوساله ها دپرسیون، بی 

اشتهایی، اسهال، کاهش وزن و گاهی تلفات می باشد )8،11،16(. در دنیا، 

چندین مطالعه در زمینه نشانه های بالینی و تأثیر کریپتوسپوریدیوز بر وزن 
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نوزاد حیوانات مختلف انجام شده است )1،9،11،15(. تحقیق حاضر، اولین 

مطالعه ای در کشــور اســت که در این زمینه و با هدف تعیین الگوی ایجاد 

اسهال و دفع اووسیست درآلودگی تجربی کریپتوسپوریدیوم پارووم و ارتباط 

آن با کاهش وزن گوساله های نوزاد و مقایسه آن با یافته های سایر محققین 

طراحی گردید. 

مواد و روش کار 
آماده سازی نمونه مثبت: جهت آلوده ساختن گوساله ها، اووسیست های 

کریپتوســپوریدیدیوم پارووم از مدفوع یک گوساله 12 روزه مبتلا به اسهال 

در مؤسســه تحقیقاتی امین آباد دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران تهیه 

گردید. نمونه مدفوع به طور مســتقیم از رکتوم گوساله  مورد نظر برداشت 

و هم حجم آن بی کرومات پتاســیم 2/5% اضافه شد و به آزمایشگاه انگل 

شناسی دانشکده دامپزشکی تهران منتقل گردید.به منظور شناسایی اولیه 

از نمونه مدفوع گســترش تهیه وبا روش ذیل- نلســون اصلاح شده رنگ 

آمیزی گردید )12(. در بررســی میکروســکوپی  بیش از 20 اووسیســت در 

هر میدان دید ) بزرگنمایی 40×( مشــاهده گردید. به منظور خالص ســازی 

اووسیســت های انگل از روش اصلاح شــده Winter وهمکاران استفاده 

گردیــد)31( . ابتدا نمونــه مدفوع به ترتیب از الک هــای 100، 140 و 200 

گذرانده شــد تا اجزاء درشــت مدفوع از آن جدا گردد و ســپس مدفوع الک 

شده تحت g×3000 و به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد. به رسوب حاصل 

از سانتریفیوژ آب اضافه و مجدداً سانتریفیوژ گردید و سپس این مرحله 2 بار 

دیگر تکرار شــد تا بی کرومات پتاسیم از مدفوع زدوده شود. در مرحله بعد، 

در یــک فالکون mL 50،رmL 10 از نمونه با یک حجم از اتر ســرد بعلاوه 

سه حجم بی کربنات سدیم 1% سرد خوب مخلوط شد و به مدت 10 دقیقه 

تحت g×3000 ســانتریفیوژ گردید. توده ضخیمی از چربی در بالای ظرف 

تشــکیل شــد که آن را دور ریخته و لایه رســوب نگه داشــته شد . سپس 

بافــر Tris-EDTAر)g EDTA 3/72 و g Tris-Hclز6/057 در L 1 آب 

مقطــر( بر روی نمونه ریخته و جهت شستشــو به مدت 10 دقیقه تحت × 

g 3000 ســانتریفیوژ گردید. این مرحله دو بار تکرار شد . سپس به رسوب 

حاوی اووسیســت mL 40 ســاکارز 55% در فالکون mL 50 اضافه و خوب 

مخلوط گردید ســپس mL 10 آب مقطر بسیار خنک روی آن ریخته شد و 

به مدت 20 دقیقه تحت g×3000 سانتریفیوژ گردید و در نهایت لایه میانی 

حاوی اووسیســت های خالــص از 2 لایه دیگر جدا و جمع آوری شــد . در 

 )PH= 7.2(رPBS مرحله بعد اووسیســت های خالص شده با 10 برابر حجم

خوب مخلوط شــد و به مدت 10 دقیقه تحت g×3000 ســانتریفیوژ شد  و 

دو بار دیگر این مرحله تکرار شــد تا ســاکارز از اووسیست های خالص شده 

زدوده شــود. از 107× 1 اووسیست کریپتوسپوریدیوم پارووم ماده وراثتی به 

کمک کیت اســتخراج DNAر)MBST, Iran( اســتخراج شد و به کمک 

پرایمرهای مشــتق از ژن 18SrRNA در کریپتوسپوریدیوم تأیید جنس و 

همچنین به کمک پرایمر اختصاصی برای گونه پارووم تأیید گونه انجام شد. 

پس از تأیید مولکولی، اووسیست های کریپتوسپوریدیوم پارووم مذکور تحت 

عنوان جدایه ایران تا مرحله آلوده ســازی در PBSر)PH= 7.2( و در دمای 

oC 4 نگهداری شد. درست قبل از آلوده سازی، تعداد اووسیست ها با  استفاده 

از  لام هموســیتومتر و با درشت نمایی40 برابر میکروسکوپ نوری مجددا 

شمارش و محاسبه گردید. 

حیوانات مورد استفاده : 12 گوساله تازه متولد شده در مؤسسه تحقیقاتی 

امین آباد وابسته به دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران جهت انجام تحقیق 

در نظر گرفته شد. چند ساعت قبل از زایمان، گاو های آبستن به سالن زایش 

که از قبل شستشو و ضد عفونی شده و کف آن کاه ریخته شده بود منتقل 

می شدند و ناحیه زیر دم و پرینه گاو آبستن بخوبی شسته می شد تا آلودگی 

محیطی گوساله به حداقل برسد. گوساله های تازه متولد شده بلافاصله بعد 

از تولد )30 دقیقه بعد از تولد( از مادران جدا شــده و بند ناف آنها با اســتفاده 

از محلــول 7% بتادین به روش غوطه وری ضد عفونی می گردید. ســپس 

گوســاله ها، وزن کشی شــده و به باکس های انفرادی که قبلًا تمیز و ضد 

عفونی شــده و کف آن با کاه پوشــانده شده بود منتقل می شدند. به منظور 

ضدعفونی، باکس های نگهداری شعله افکنی شده و به دنبال آن با استفاده 

از فرمالین 10% شستشو گردید )24(. گوساله ها بطور تصادفی به 2 گروه 6 

تایی کنترل و آزمایش تقسیم شدند. گروه های آزمایش و شاهد L 3 آغوز  در 

2 ســاعت اول بعد از تولد از طریق بطری سر پستانک دار دریافت کردند و 

در 12 و 24 ساعت پس از تولد نیز به ترتیب L 2 و L 1 آغوز به انها داده شد. 

بعد از 24 ساعت همه گوساله ها به میزان 10% وزن بدن و سه بار در روز از 

شــیر بدون آنتی بیوتیک و از یک منبع تغذیه می شدند. در ساعت 12 پس 

از تولد به شش گوساله )گروه آزمایش( 107×1 اووسیست کریپتوسپوریدیوم 

پــارووم همراه بــا mL 50 آغوز )از آغوز ســاعت 12( خورانده شــد )3،28(. 

6 گوســاله دیگر به عنوان گروه شاهد، اووسیست کریپتوسپوریدیوم پارووم 

را دریافت نکردند. mL 20 از آغوز دوشــش اول گاوهای شــاهد و آزمایش 

جهت ارزیابی سطح آنتی بادی ضد کریپتوسپوریدیوم جمع آوری و در  دمای

oC 20- نگهداری شد. 

ارزیابی بالینی: معاینات ســلامت گوســاله شامل تعداد ضربان قلب و 

تعداد تنفس در دقیقه، درجه حرارت رکتوم، بررســی رفتار تغذیه ای، میزان 

افسردگی و درجه دهیدراتاسیون دوبار در روز به فاصله هر 12 ساعت انجام 

می شــد و وجود اسهال و سایر نشــانه های بالینی در آنها مورد ارزیابی قرار 

می گرفت. از روزصفر تا روز 15 پس از آلوده سازی، دو بار در روز به فاصله 

هر 12 ســاعت، نمونه مدفوع از طریق رکتوم برداشت و جمع آوری می شد 

و رنگ و قوام آن و همچنین وجود یا عدم وجود اســهال ارزیابی می گردید. 

قبل از آلوده ســازی و در صورت بروز اسهال نیز نمونه های مدفوعی جهت 

بررسی حضور ســایر عوامل مولد اسهال نوزادان )کروناویروس، سالمونلا، 

روتــا ویــروس و Escherichia Coli K99( از گوســاله ها اخذ می شــد. 
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معیارهای بالینی شــامل بررسی قوام مدفوع )جامد، خمیری، آبکی، شدیداً 

آبکی(، رنگ مدفوع )زرد، سبز، متمایل به سفید، قهوه ای(، غیر طبیعی های 

مدفوع )موکوس، خون(، بررسی وضعیت اشتها )خوب و نرمال، ضعیف، بی 

اشتها(، وضعیت دهیدراتاسیون و وضعیت افسردگی بالینی بود )13،25( .

بررسی حضور اشریشیا کولی، سالمونلا، روتاویروس و کروناویروس 

در مدفوع: به منظور بررســی حضور ســالمونلا در مدفوع گوساله ها، نمونه 

مدفوع را جهت کشت میکروبی در یک لوله استریل ریخته و بلافاصله بعداز 

اخذ، با حفظ زنجیره سرد به آزمایشگاه میکروب شناسی دانشکده دامپزشکی 

دانشــگاه تهران ارسال می گردید. جهت بررسی حضور روتا ویروس، کرونا 

ویروس و E.coli K99، ردیابی آنتی ژن این عوامل با اســتفاده از آزمایش 

 E.coli الایزا )کیت الیزای تشخیص آنتی ژن روتاویروس، کروناویروس و

K99 ســاخت شرکت pourquier فرانسه( بر روی نمونه های مدفوع که 

بلافاصله بعد از اخذ از رکتوم تحت برودت oC 20- منجمد شده بودند، انجام 

گرفت. 

شــمارش اووسیست های مدفوع: روزانه نمونه مدفوع گوساله های هر 

دو گروه از طریق رکتوم اخذ شــده و به منظور بررسی حضور اووسیست ها 

در مدفوع از هر نمونه گســترش تهیه شــده و پس از رنــگ آمیزی آن به 

روش ذیل- نلسون اصلاح شده مورد بررسی میکروسکوپی قرار می گرفت. 

در صورت مشــاهده اووسیست های کریپتوسپوریدیوم پارووم در مدفوع، به 

منظور شــمارش تعداد  اووسیســت ها، g 1 از مدفوع مورد نظر وزن شده و 

در فالکــون mL 50 ریختــه و با اســتفاده از روش winter و همکاران در 

ســال 2000 اقدام به خالص سازی اووسیست ها می گردید)31( و در نهایت 

اووسیســت های خالص شــده با اســتفاده از  لام هموســیتومتر نئوبار و با 

بزرگنمایی 40 برابر میکروســکوپ نوری شمارش می شد و به این صورت 

میزان اووسیست دفع شده در هر گرم مدفوع بدست می آمد. 

ارزیابــی تغییرات وزن: جهت تعیین اثرات کریپتوســپوریدیوز بر روی 

وزن، گوســاله ها از روز 0 تا روز 30  پس از آلوده ســازی به فاصله هر ســه 

روز یکبار وزن کشــی می شدند و بنابراین وزن حیوانات قبل و در زمان دفع 

اووسیســت و همچنین بعد از اتمام دفع اووسیســت در دو گروه آزمایش و 

شاهد مورد بررسی قرار می گرفت.

بررسی سطح آنتی بادی ضد P23 کریپتوسپوریدیوم پارووم درآغوز با 

اســتفاده از دات بلات: ابتدا از آغوز دوشش اول گاوهای هر دو گروه شاهد 

و آزمایش ســرم تهیه گردید. بدین منظور ابتدا آغوز را از دمای oC  20- به 

یخچال oC  4 منتقل کرده ســپس دردمای معمولی اتاق قرار داده شد تا به 

آرامی از انجماد خارج شود. در مرحله بعد این آغوزها را در میکروتیوب های

  2   oC 1000و دمای×g 1 اســتریل ریخته و به مدت نیم ســاعت تحت mL

 1 µL ،ســانتریفیوژ شد تا لایه چربی از آغوز جدا شــود. بعد از چربی زدایی

از آنزیم رنین 1units/mg به مجموعه اضافه شــد. سپس میکروتیوب را 

خوب تکان داده و به مدت 1/5 ســاعت در بن ماری oC   17 قرار داده شد و 

به دنبال آن به مدت 5 دقیقه تحت g×1000  در دمای oC   25 سانتریوفوژ 

شد. در نهایت لایه رویی میکروتیوب که حاوی پروتئین های محلول بود با 

استفاده از سمپلر برداشت و در یک میکروتیوب استریل ریخته شد )10(. در 

مرحله بعد ، آزمایش دات بلات بر روی سرم های آغوز انجام گردید)29 (.

تجزیه و تحلیل آماری: با استفاده از نرم افزار SPSS 16.0 و با استفاده از 

رویه مدل عمومی خطی )GLM( برای داده های تکراری و آزمون t مستقل 

)Independent samples t test( انجام گردید. ســطح معنی داری 5 % 

درنظر گرفته شد.

نتایج 
نشــانه های بالینــی: در گوســاله های گــروه آزمایــش از روز 3 پس از 

آلوده  سازی تجربی، نشانه های افسردگی )متوسط تا شدید( و کاهش اشتها 

به میزان قابل توجهی ظاهر گردید، اگرچه اشــتها به طور کامل قطع نشد. 

به دنبال این نشــانه ها، اسهال آبکی ظاهر شــد که به مدت 8-5 روز ادامه 

داشــت )میانگین دوره اســهال، 6/5 روز بود(. قوام مدفوع آبکی و رنگ آن 

بــه زرد یا بی رنگ تغییر یافت و توده هــای فراوانی از موکوس در آن قابل 

مشــاهده بود. اســهال در فاصله روزهای 4 تا 6 پس از آلوده ســازی شدید 

)آبکی وشــدیدا آبکی( بود. به دنبال اســهال، میزان از دست دادن آب بدن 

درگوساله های گروه آزمایش قابل توجه )10-8% دهیدراتاسیون( و رفلکس 

مکــش در آنها ضعیف گردید و تعداد ضربان قلب و تنفس در آنها افزایش 

یافت. تب از نشانه های بیماری نبود. در گروه شاهد، هیچ کدام از نشانه های 

ذکر شده مشاهده نشد. 

یافته های انگل شناسی: در گوساله های آزمایش دفع اووسیست از روز 4 

پس از آلوده سازی شروع شد و تا روز 11 پس از عفونت ادامه یافت. روز 6 پس 

از آلودگی میانگین دفع اووسیست به بیشترین میزان )106±9/03×60/48 

اووسیســت در هر گرم مدفوع( رسید )نمودار 1(. بعد ازقطع دفع اووسیست، 

حضور مجدد آن در مدفوع گوســاله ها مشــاهده نگردید. دفع اووسیست در 

گروه شاهد، مشاهده نشد. بر اساس نتایج کشت میکروبی و آزمایش الایزا 

هیچکدام از عوامل سالمونلا، روتاویروس، کروناویروس وE.coli K99 در 

مدفوع یافت نگردید.

نتایج دات بلات آغوز: در آزمایش دات بلات، آغوز گاوهای گروه شاهد 

و آزمایش تا رقت 1/500 با آنتی ژن P23 کریپتوســپوریدیوم واکنش داد و 

تفاوتی بین 2 گروه وجود نداشت. 

تغییرات وزن: وزن تولد گوســاله های دو گــروه بین Kg 37/5 تا 38/8 

بود. پس از 30 روز، وزن گوســاله های تیمار به Kg 0/81±44/21 رســید در 

حالیکه وزن گوســاله های گروه شاهد بطور معنی داری بیشتر از گروه تیمار 

بــود )p>0/001( و میانگین وزن در گروه شــاهد بــه Kg 0/59±50/75 در 

روز 30 رســید )نمــودار 2(. میانگین افزایش وزن روزانــه در گروه آزمایش 

به طور معنی داری کمتر از میانگین افزایش وزن روزانه درگروه شــاهد بود 

مطالعه آلوده سازی تجربی گوساله های نوزاد با کریپتوسپوریدیوم پارووم
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)p>0/001(. کاهش وزن گوساله های آزمایش تا روز 9 پس از چالش ادامه 

داشــت و بعــد از آن به تدریج وزن آنها افزایــش یافت. اگرچه اثرات منفی 

کریپتوســپوریدیوز بر روی وزن گوســاله های تیمار به گونه ای بود که وزن 

آنها در سن 18 روزگی با وزن تولد آنها برابر شد و بعد از بهبودی نیز تفاوت 

 .)p>0/001(افزایش وزن بین دو گروه شاهد و آزمایش معنی دار بود

بحث
در مطالعــه حاظــر تمامــی گوســاله هایی کــه بــه صــورت تجربی با 

اووسیســت های کریپتوسپوریدیوم آلوده شدند، بعد از 4 روز اووسیت های 

ایــن انــگل را از طریــق مدفوع دفــع کردند و نشــانه های بالینــی بیماری 

شــامل: دپرسیون متوسط تا شــدید ، کاهش موقتی اشتها و اسهال که به 

مدت چند روز ادامه داشــت را نشــان دادند در حالیکه در گوساله های شاهد 

نشانه های بیماری و دفع اووسیست مشاهده نگردید. نقش کریپتوسپوریدیوم 

پارووم به عنوان عامل اولیه ایجاد اســهال در بره ها وبزغاله ها ثابت شــده 

اســت)8( در دو مطالعه برروی گوســاله های مبتلا به اسهال، در 51 و %55 

موارد کریپتوســپوریدیوم پــارووم تنها عامل پاتوژن ایجاد اســهال گزارش 

شــد و در 39% مــوارد این انگل همراه با روتاویــروس وکروناویروس یافت 

شــد)24(. در مطالعه حاضر نیز به اســتثناء کریپتوســپوریدیوم پارووم سایر 

عوامل معمول آســیب رســان روده ای نــوزادان )ســالمونلا، روتاویروس، 

کروناویروس و E.coli K99( در گوســاله ها یافت نشــد. این نشان می دهد 

که کریپتوسپوریدیوم به تنهایی و بدون همراهی سایر عوامل معمول اسهال 

نوزادان قادر به ایجاد اسهال شدید در گوساله های نوزاد می باشد. این درحالی 

است که همه این گوساله ها آغوز مادری به میزان کافی و در زمان مناسب 

دریافت کردند. این یافته نشان می دهد که آغوز مادرانی که ایمن نشده اند 

نمی تواند نوزادان آنها را در برابر اووسیســت های کریپتوسپوریدیوم پارووم 

در صــورت آلودگــی محافظت کند حتی اگر این مادران ســابقه آلودگی با 

انگل را داشــته باشــند. بنابراین جهت محافظت گوساله های نوزاد در برابر 

کریپتوسپوریدیوز اســتفاده از آغوز هایپر ایمن ضروری می باشد. این یافته 

بــا نتایج چندین مطالعه مطابقت دارد. Arrowood و همکاران در ســال 

1989 و Moon و همکاران در سال 1998 نشان دادند که آغوز موش های 

بهبود یافته از کریپتوسپوریدیوز قادر نیست نوزاد آنها را در صورت آلودگی 

برابر کوریپتوسپوریدیوم پارووم محافظت کند )2،18(. همچنین Naciri و 

همکاران در سال 1994 نشان دادند که آغوز میش های ایمن نشده، بره های 

آنهــا را در برابر کریپتوســپوریدیوز محافظت نمی کنــد و جهت محافظت 

نوزادان در برابر کریپتوســپوریدیوز ایمن سازی آغوز مادران ضروری است 

)19( . نشــانه های بالینی مشــاهده شده در این مطالعه شامل بی اشتهایی، 

اسهال آبکی و دهیدراتاسیون  با مطالعه تجربی Fayer و همکاران  در سال 

1998 که بر روی گوســاله ها انجام شــد مطابقت دارد )11(. دوره اسهال در 

عفونت تجربی یا طبیعی کریپتوسپوریدیوز از چند روز تا 2-1هفته متفاوت 

اســت)3(. در مطالعه حاضردوره نهفته 4 روز بود و گوساله ها از روز4 پس از 

 Blewett آلوده ســازی، دفع اووسیست و نشانه های اسهال را نشان دادند

و همــکاران در ســال1993 درآلوده ســازی تجربی با  107×1 اووسیســت 

کریپتوســپوریدیوم پارووم در گوساله های شــیری  دوره نهفته را 5- 4 روز 

بیان کردند)3(. اختلاف در دوره نهفته ودوره اســهال در مطالعات مختلف، 

ممکن است به دلیل  تفاوت در میزان اووسیست استفاده شده جهت آلوده 

سازی باشد. نشان داده شده است بره هایی که با میزان کمتری اووسیست 

کریپتوسپوریدیوم پارووم  آلوده شده اند دوره نهفته طولانی تری داشته اند. در 

مطالعه Naciri و همکاران در سال 1994 بره هایی که به صورت تجربی با 

106× 1 اووسیست کریپتوسپوریدیوم پارووم آلوده شدند از روز 4 تا 11 پس از 

عفونت اووسیست را از طریق مدفوع دفع کردند، اگر چه دوره اسهال دراین 

بره ها کوتاه بود)2 روز()21(. در مطالعه Xiao و همکاران در سال1994، دفع 

اووسیست کریپتوسپوریدیوم پارووم از روز 4 پس از عفونت شروع شد و در 

7 روزگی به بیشــترین میزان دفع رسید )31(. در حالیکه در مطالعه حاضر، 

حداکثر دفع اووسیست در روز 6 پس از عفونت مشاهده گردید و تا روز 11 

نمودار1. میانگین دفع اووسیست± خطای معیار در گروه آزمایش.

نمــودار2. میانگین افزایش وزن± خطــای معیار در گروه آزمایــش )خط آبی( و گروه 
شاهد )خط قرمز(.
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پس از عفونت، اووسیســت های کریپتوسپوریدیوم در مدفوع قابل مشاهده 

بود. Quilez و همکاران در سال 1996 اووسیست های کریپتوسپوریدیوم 

پارووم را در سن سه روزگی در عفونت طبیعی مشاهده کردند )24(. همچنین 

Fayer و همــکاران درســال 1998 دوره نهفتــه بیماری را در گوســاله ها، 

6-3 روز پس از آلوده ســازی تجربی با اووسیســت های کریپتوسپوریدیوم 

پارووم گزارش کردند. در مطالعه این محققین در بیش از نیمی از گوساله ها 

شــروع دفع اووسیســت از روز 4 پس از عفونت مشاهده گردید و 8-6  روز 

پس از عفونت به حداکثر رســید و گوســاله ها از روز 3 پس از آلوده ســازی 

نشانه های اسهال را نشان دادند که 4 تا 16 روز ادامه داشت )13(. در مطالعه 

حاضراسهال در گوساله های آزمایش در روز 4 پس از عفونت مشاهده گردید 

که به مدت 8-5 روز ادامه داشــت. بر خلاف مطالعه Fayer و همکاران در 

سال 1998، در مطالعه حاضر اسهال گوساله ها متناوب نبود. در این مطالعه 

بیشترین شــدت اســهال در دوره ای که حداکثر دفع اووسیست )روز 5 و 6 

پس از عفونت( رخ داد، مشــاهده گردید. این یافته همبســتگی بین شدت 

اســهال و دفع اووسیســت را  بیان می کند. Causape و همکاران در سال 

2002 همبســتگی بین شــدت عفونت و حضور نشانه های بالینی و اسهال 

را نشــان دادند )4(. در مطالعه حاضر دوره اســهال در گوســاله ها کوتاه تر از 

دوره دفع اووسیســت بود و دفع اووسیســت تا چند روز پس از قطع اسهال 

نیز ادامه داشت. این یافته نشان می دهد که الزاماً، همیشه دفع اووسیست 

کریپتوسپوریدیوم با نشانه های بالینی کریپتوسپوریدیوز مانند اسهال همراه 

نمی باشــد. یافته هــای این مطالعه نشــان می دهد که تب نشــانه ثابت در 

کریپتوســپوریدیوز نمی باشــد.  Enemark و همکاران در سال 2003 تب 

را در کریپتوسپوریدیوز تجربی گوساله ها مشاهده کردند. این محققین بیان 

کردند این تب ممکن اســت به دلیل همزمانی با عفونت روتاویروسی یا به 

دلیل تفاوت های فردی باشد)9(. در مطالعه حاضر، افزایش وزن گوساله های 

 .)p>0.001( گروه شــاهد به طور معنی داری بیشــتر از گروه آزمایش بــود

این یافته با نتایج مطالعه Enemark و همکاران در ســال 2003 مطابقت 

دارد. آنها نشان دادند که افزایش وزن روزانه در خوکچه های شاهد به طور 

معنی داری بیشتر از گروه آلوده شده با اووسیست کریپتوسپوریدیوم پارووم 

بود )9(. در مطالعه Sagodira و همکاران در سال 1999 کریپتوسپوریدیوز 

تجربــی منجر بــه کاهــش رشــد و وزن در بزغاله های نــوزاد گردید)27(. 

مطالعه ای نشــان داد بزغاله های مبتلا به کریپتوسپوریدیوز، اختلاف وزن 

Kg 2 در 4 هفته اول زندگی در مقایسه با گروه شاهد داشتند )8(. در کودکان 

نیز کریپتوسپوریدیوز منجر به کاهش رشــد و وزن می گردد. Chekley و 

همکاران در سال 1997 نشــان دادند که کودکان دارای کریپتوسپوریدیوز 

بالینی و تحت بالینی به ترتیب g 342 و 192 افزایش وزن کمتری در مقایسه 

با نوزادان فاقد عفونت کریپتوسپوریدیوم پارووم در یک ماه اول داشتند)7(. 

میزان دفع اووسیســت، درجه اسهال و دهیدراتاسیون و تغییرات وزن بدن 

مشخص ترین نشانه های حدت در کریپتوسپوریدیوز می باشد )9(. در مطالعه 

حاضر، گوســاله های گروه آزمایش تا ســن 9 روزگی، کاهش وزن را نشان 

دادنــد و بعد از این ســن نیــز )روز 10 تا 30( افزایش وزن در گوســاله های 

آلوده، به طور معنی داری کمتر از گروه شــاهد بود )p>0.001( . در مطالعه 

Martin-Gomez و همکاران در ســال 2005 کریپتوسپوریدیوز تجربی 

در بره ها منجر به کاهش وزن و رشــد شــد که بعد از بهبودی نیز  این تأثیر 

منفی بر افزایش وزن بره ها باقی ماند)16(.  بیشترین شدت نشانه های بالینی 

شــامل اسهال و کاهش وزن و همچنین بیشترین میزان دفع اووسیست تا 

سن 9 روزگی مشاهده گردید. این یافته نشان می دهد که همبستگی زیادی 

بین کاهش وزن و کریپتوسپوریدیوز وجود دارد.کاهش اشتها، اسهال، آسیب 

شدید روده و به دنبال آن اختلال در هضم و جذب مواد مغذی عامل کاهش 

وزن و لاغری مفرط در کریپتوســپوریدیوز اســت )24(. کریپتوســپوریدیوز 

تجربی در حیوانات مختلف مورد مطالعه قرار گرفته است. مطالعه حاضر با 

رویکرد الگوی دفع اووسیســت و ایجاد اسهال و ارتباط آن با تغییرات وزن 

برای اولین بار در کشــور بر روی کریپتوسپوریدیوم پارووم انجام می شود. با 

توجه به اینکه گوســاله مبتلا به کریپتوسپوریدیوز میزان زیادی اووسیست 

کریپتوســپوریدیوم پــارووم در دوره بیماری دفــع می کند، محققین جهت 

کارهای تحقیقاتی معمولًا از آلوده سازی تجربی گوساله جهت دستیابی به 

میزان زیادی اووسیســت کریپتوســپویریدیوم پارووم استفاده می کنند. این 

مطالعه به طور دقیق و کامل، جزئیات نشانه های بالینی، الگوی اسهال و دفع 

اووسیست و همچنین ارتباط آن با تغییرات وزن در گوساله های آلوده شده 

به اووسیست های کریپتوسپوریدیوم پارووم را مشخص کرد. همانطور که در 

این مطالعه نشان داده شد، گوساله ها در دوره بیماری میلیون ها اووسیست 

در هر گرم مدفوع دفع می کنند که رها ســازی مدفوع آلوده در محیط و یا 

استفاده مستقیم از آن در زمین های کشاورزی باعث آلودگی آب ها، زنجیره 

غذایی و محصولات کشــاورزی می شود که این، خطر عامل مهم و تهدید 

کننده بهداشــت عمومی اســت و افراد زیادی بویژه کودکان، سالمندان و 

مبتلایان به ضعف سیستم ایمنی ممکن است در معرض آلودگی قرار گیرند.

تشکر و قدر دانی 
نویســندگان مقالــه از وزارت علوم، تحقیقات و فناوری، پژوهشــکده 

طب تجربی دانشگاه تهران و قطب علمی ایمونوپاتولوژی برای پشتیبانی 

مالی در ارتباط با طرح ملی طراحی و کســب دانش فنی تولید واکســن بر 

علیه کریپتوســپوریدیوز قدر دانی می نمایند. همچنین از همکاری موسسه 

تحقیقاتی امین آباد قدر دانی می گردد.
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Abstract:
BACKGROUND: Cryptosporidium parvum is a protozoan parasite which belongs to 

apicomplexa phylum. The parasite infects both wild and domesticated animals and hu-
man beings as well. OBJECTIVES: The purpose of the present study was to detect oocyst 
shedding and diarrhea pattern in experimental cryptosporidiosis and their correlation with 
weight loss in neonatal calves. METHODS: Twelve Holstein calves of both sexes were 
obtained at birth from dairy farm and randomly divided into two groups of 6 calves. Six 
calves were orally infected with 107 C.Parvum oocysts at the 12h post parturition. The 
control group was not infected. Clinical signs were examined and fecal samples were 
collected by the rectal examination twice a day. All calves were weighed from day 0 to 
day 30 with 3 days intervals to determine effects of cryptosporidiosis on weight gain. 
RESULTS: All infected calves were noticeably depressed and had a decreased appetite 
from 3 days post inoculation (DPI) while they received colostrum. Subsequently, watery 
diarrhea with clumps of mucus and yellow or pale changes of feces color were observed. 
The infected calves have had diarrhea for 5-8 days that remarkably had got dehydrated. 
The most severity of diarrhea was 4-6 DPI. Oocyst excretion started 4 DPI, peaked at 6 
DPI (60.48×106±9.03oocysts/g feces) and continued until 11 DPI. Control calves had no 
diarrhea and other clinical signs during the whole period of the trial. The mean weight 
gain of control group was significantly higher than inoculated group during experiment 
(p<0.001). The Weight of the infected calves was retarded until 9 days old and then risen 
subsequently. CONCLUSIONS: Present study showed the role of C.Parvum as the primary 
cause of diarrhea and weight loss among neonatal calves.
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Figure Legends and Table Captions
Graph 1. Oocyst shedding mean ± SE in test group.

Graph 2. Weight gain mean ± SE in test group (blue line) and control group (red line).


