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  چكيده 
          اي مهـم انسـان اسـت كـه در      دهور نماتـد (Strongyloides stercoralis)   اسـتركوراليس  سـترونژيلوئيدس ا :هـدف  و سـابقه 

كرم در بيشتر افراد بدون علامت است اما در  اين آلودگي به اگرچه .مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري از شيوع بالاتري برخوردار است
 عفونت منتشـر يا    (hyperinfection)عفونتازدياد ممكن به شكل ، به هر دليل سركوب شده است هابيماراني كه سيستم ايمني آن

(disseminated) با توجه بـه افـزايش تعـداد بيمـاراني كـه بـا نقـص         .ردمرگ بيمار را بدنبال دا در آيد كه اگر به موقع درمان نشود
از آن عفونـت   ازديـاد يس بـه ويـژه مـوارد    زكنند، اسـترونژيلوئيديا  سيستم ايمني روبرو هستند يا از داروهاي ايمنوساپرسيو استفاده مي

 اين تحقيق به منظور تعيين  ويژگيهاي مولكولي ايزوله هاي جدا شده از بيماران مبـتلا بـه    .آيد بحساب مي  كشور مشكلات بهداشتي
  .خوزستان انجام شد در استانيس زاسترونژيلوئيديا

برخي بيمارستانها وآزمايشگاههاي تشـخيص   بيماران مراجعه كننده به نمونه مدفوع از 200در اين مطالعه توصيفي  :مواد و روش ها 
سپس از نمونـه  . و از نظر آلودگي به استرونژيلوئيدس استركوراليس بررسي شدجمع أوري  85 -83طي سالهاي  استان خوزستانطبي 

  مربـوط بـه    ITS1لاروها استخراج شد و ناحية   DNAها،  به منظور بررسي مولكولي ايزوله . هاي مثبت لاروهاي فيلاريفرم جدا گرديد
  . تقويت شد PCRآنها با روش 

محصولات حاصـل  . . بيمار آلوده به استرونژيلوئيدس استركوراليس بودند و همگي از سندرم ازدياد عفونت رنج مي بردند 6  :يافته ها 
هـاي ارايـه شـده بـه بانـك ژن       پس از تعيين توالي و مقايسه با تواليمربوط به ايزوله هاي بدست آمده از اين بيماران  PCRاز فرآيند 

(GenBank) همگي به عنوان استرونژيلوئيدس استركوراليس شناسايي شدند.   
كاربرد روشـهاي   استان خوزستان ،  در علاوه بر تأكيد بر اهميت بهداشتي اين نماتد فرصت طلب هاي اين مطالعه يافته:  نتيجه گيري

 . دهد را مورد بررسي قرار مي  اين انگل اي گونه ونهاي درمولكولي در شناسايي دقيق كرم و حتي بررسي تفاوت
 خوزستان ،  hyperinfection  ،PCR  ،ITS1 يس،زاسترونژيلوئيديا : واژگان كليدي     
  

  مقدمه 
ــترونژيلوئيدا ــتركورا سس ــد  (Strongyloides stercoralis)ليس اس نمات

رمسـيري و نيمـه   داراي انتشار جهاني اسـت ولـي در منـاطق گ    انساني اي روده
ريفـرم  انسان از طريق لارو مرحلـه سـوم يـا فيلا   . داردگرمسيري شيوع بالاتري 

كنـد و در   كرم بالغ مـاده در روده باريـك زنـدگي مـي    . شود آلوده مي انگلاين 
عفونـت در بيمـاراني كـه    ) . 2و  1(بيشتر افراد، بيمـاري بـدون علامـت اسـت     

وم، ف ـاتوايميـون، بـدخيمي، لن   بيماريهـاي  داشـتن سيستم ايمني آنهـا بـدليل   
كين يا استفاده از كورتيكوستروئيدها سركوب شده است، ممكن اسـت بـه   وچه

مـرگ و  % 80عفونت يا عفونت منتشر در آيد كه اگر درمان نشود، ازدياد شكل 
 عفونـت  ايـن تشـخيص دقيـق و درمـان بـه موقـع       از اينرو .مير را بدنبال دارد

با توجه به شـباهت خصوصـيات   ).  3-5(كند تواند از مرگ بيمار جلوگيري  مي
با همه موارد آلوده  تشخيص عدم واز كرمها  تعداديريخت شناسي اين انگل با 

 DNAاً روشهاي مبتني بر كاربرد اخير، روشهاي رايج انگل شناسي استفاده از
از جملـه  . نتيك اين كرم مطرح گرديده اسـت وژدر شناسايي، تاكسونومي و فيل

 در ريبـوزومي  DNA. وزومي اسـت يب ـر DNAي اين كار، برا DNAقطعات 
ت تواليهـاي  ف ـوكاريوتيك يك مجموعه ژني بـزرگ شـامل ج  يِهسته موجودات 

بـه طـور گروهـي در كرومـوزوم ديـده        تكرار شونده مـنظم اسـت كـه معمـولاً    
 S 28و  S  18 ،S8/5 (coding)ژنهاي كد كننـده   هر واحد شامل. شوند مي

  ).  6-9(است  ITSموسوم به بين نواحي كد كننده و تواليهاي جدا كننده 
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نماتدهاي بـومي اسـتان    ليس ازورااسترك سسترونژيلوئيدبا توجه به اينكه ا

خوزستان بوده است و به علت افـزايش مصـرف داروهـاي سـركوب كننـده      
ها خطر وقوع اشكال خطرناك اين بيمـاري  ئيدايمني به ويژه كورتيكوسترو

اين مطالعه به منظـور بررسـي اوليـه بـروز ايـن       در افراد مبتلا وجود دارد، 
  . ايزوله ها انجام گرفتولي بررسي  مولكموارد در استان خوزستان و 

  
  روش كار 

بيمـاران مراجعـه كننـده بـه      نمونه مدفوع از 200در اين مطالعه توصيفي 
طـي   اسـتان خوزسـتان  برخي بيمارستانها و آزمايشگاههاي تشخيص طبي 

نمونه ها بـا اسـتفاده از روش گسـترش    . جمع آوري شد  85 -83سالهاي 
محـيط نوترنيـت آگـار از نظـر      مستقيم ، رسوبي فرمالين اتـر و كشـت در  

 نمونـه . آلودگي به استرونژيلوئيدس استركوراليس مورد بررسي قرار گرفتند
 (nutrient agar)مغذي  محيط كشت آگار ليت حاويپروي  مدفوع هاي

ساعت لاروهاي فيلاريفرم رشد يافته از سطح  72س از پ داده شده و كشت
درصــد  70%د در الكــل آگـار جمــع آوري و بـراي اســتفاده در مراحــل بع ـ  

 . نگهداري شدند
 Tris-Hcl( ميكروليتر بافر ليـز شـامل   250ابتدا  DNAبراي استخراج  

10 mM,  EDTA 20 mM,  Nacl 100 mM (  25   ميكروليتـر
10 %SDS  يناز ئيروتپميكروليتر  10وK  ندورف حاوي حدود پبه تيوب ا

ساعت در  5/1مدت  ميكروليتر نمونه لارو جمع آوري شده اضافه و به 250
س محلول فنل كلروفرم ايزوآميل الكـل  پس. قرار داده شد ºc56حمام آبي  

،  5000دقيقـه سـانتريفوژ در دور    5س  از پ ـبه محلول فوق افزوده شـد و  
حجـم اسـتات     1/0آنگـاه  . مايع رويي جداسازي و با  كلروفرم شسته شـد 

ول اين مرحله بـه  محص. انل اضافه شدپروپ -مولار و يك حجم دو 3سديم  
بـه مـدت    12000گذاشته شد و آنگـاه در دور   -ºc 20دقيقه در 10مدت 

دراين مرحله مايع رويي جدا و به رسـوب حاصـله     . دقيقه سانتريفوژ شد10
 70س از سـانتريفوژ  مجـدد الكـل    پاضافه شد و  70ميكروليتر الكل  300

  .ميكروليتر آب مقطر افزوده شد 50جداسازي و به رسوب 
در اين مطالعـه از   ITS1مورد نظر يعني ناحيه   DNA راي تقويت بهينهب

رايمر با تـوالي  پبدين منظور دو جفت   .استفاده شدnested-PCR روش 
-'SS-FO :5رايمرهاي رفـت   پ PCRبراي انجام اولين . زير برگزيده شد

ATC CTT CCA ATC GCT GTT GT-3' (  و برگشـت)SS-
RO:5'-TTT CGT GAT GGG CTA ATT CC-3' (  و بـراي

 SS-F1(5'-GTA ACA AGGرايمرهـاي رفـت    پ PCRدومـين   
TTT TCG TAG GTG A-3')  و برگشتS-R1(5'-ATT TAG 

TTT CTT TTC TCT CGC TT-3')   مورد استفاده قرار گرفت.  
استخراج شده بـه    DNAميكروليتر 1 ،مرحله اول  PCRبه منظورانجام  

 100  ،ميلـي مولاركلريـد منيـزيم     5/2ليتـر حـاوي    ميلـي  2/0تيوبهـاي  
واحد  PCR  ، 5/1ميكروليتر بافر 5 ،ميكرومولار دينوكلوزيد تري فسفات 

رايمرهـا اضـافه گرديـد و    پيكو مول از هر كدام از پ 20و  ليمرازپآنزيم تك 
 .ميكروليتر رسانده شد 50حجم نهايي با آب مقطر دو بار تقطير به 

دقيقــه  بــه منظــور   5بــه مــدت  ºc  94اول  نمونــه هــا در   PCR در
denaturation  سپاوليه و سºc  94     ثانيـه،   30به مـدتºc   58   بـه

دقيقـه  بـه    1بـه مـدت     ºc   72و  anealingثانيـه بـراي       30مدت  
  Extension.  سيكل قـرار داده شـدند   35به تعداد    extensionمنظور

  .دقيقه انجام شد 5نهايي به مدت  
  
 

 
ميكروليتــر  از محصــول  nested-PCR (1( مرحلــه دوم   PCRبــراي  

PCR       مرحله اول به عنوان الگو  استفاده شد و غلظـت بقيـه مـواد ماننـد
به  ºc  94آنگاه در  ،دقيقه  2به مدت   ºc  94نمونه ها در. مرحله اول بود

ثانيـه     60به مـدت   ºc  72ثانيه و 45به مدت   ºc  60در ،ثانيه  45مدت 
  . داده شدند قرار 

بـه ژل آگـارز    PCRو هر كدام از واكنشـهاي   DNAمحصولات استخراج 
مولار تريس  90/0شامل ( درصد انتقال و با استفاده از بافر الكتروفورز  3/1

تانسـيل  پدر ميدان الكتريكـي  )  ميلي مولار 20مولار اسيد بوريك و  90/0
مونه ها بـا اتيـديوم   ايان نپدر. دقيقه الكتروفورز شد 45ولت به مدت  100

منتقـل و   )UVdoc( برومايد رنگ آميزي و به دستگاه ترانس ايلومينـاتور 
  .تصاوير آنها گرفته شد

يدي به تنوكلئو )(Sequencingبراي تعيين توالي  دوم PCRمحصولات 
، با از دريافت نتايج  سپ. فرستاده شددر كشور آلمان  SEQLABشركت 

در بانك ژن  ساير سكانسهاي موجود توالي ها با  Blast  افزار استفاده از نرم
  .قرار گرفتمقايسه مورد 

  
  ها  يافته

مدفوع جمع آوري شده از برخي بيمارستانها وآزمايشگاههاي نمونه  200از 
نمونـه در   6، 1383-1385طي سـالهاي   استان خوزستانتشخيص طبي  

اسـترونژيلوئيدس اسـتركوراليس تشـخيص    آلوده به آزمايش ميكروسكوپي 
هـاي    كرم جدا و براي مطالعهفيلاريفرم داده شد كه با كشت روي آگار، لارو

بيمار مبتلا به سندرم ازدياد عفونـت بودنـد و در    6هر  .بعدي نگهداري شد
بعد . نمونه مدفوع تازه آنها تعداد بسيار زيادي لارو رابتيديفرم وجود داشت

نوترينت آگار، كرمهاي نر و ماده بـالغ آزادزي زيـادي   از كشت روي محيط 
 3( مــرد  4، ينفكشــنبيمــار دچــار هيپرا 6از  .در محــيط حضــور داشــتند
دو نفـر از  .  بودنـد ) هـر دو خانـه دار   ( زن  2و ) كشاورز و يك دانش آموز

بيماران سـابقه بسـتري در بيمارسـتان داشـته و همگـي داراي اخـتلالات       
  . تنفسي در دو نفر و پوستي در يك نفر وجود داشت علايم. گوارشي بودند

 DNAاسـتخراج   ابتـدا ها،  به منظور انجام مطالعات مولكولي بر روي نمونه
همه نمونه ها يك باند با وزن بـالا و در غلظـت متفـاوت     در. صورت گرفت

استخراج شده   DNAشكل يك الكتروفورز .  مشاهده شد) بسته به نمونه(
  .ده از بيماران را نشان مي دهداز لاروهاي جدا ش

 
نومي استخراج شده از لاروهاي ژ DNA الكتروفورز:  1شكل 

  فيلاريفرم جدا شده از محيط
  .شماره ايزوله ها 1- 6ماركرمولكولي ؛    :  Mكشت آگار ؛  
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، بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي طراحـي شـده قطعـة       DNAپس از اسـتخراج  

ITS1  با روشnested-PCR تروفـورز  نتيجـه الك  2شكل  .تقويت گرديد
چنانچه .نمونه بيمار را نشان مي دهد 6مربوط به  nested-PCRمحصول 

بـوده و    bp700 ملاحظه مي شود تمام نمونه ها داراي وزن يكسان برابـر  
رايمرها انتظار مـي رفـت بطـور كامـل     پ س ار طراحيپاين وزن با آنچه كه 

  . مطابقت داشت
  

كنترل منفي ،  :  7شماره   ،نمونه هاي بيماران : 6تا  1؛   شماره % 3/1ل آگارز ژروي   بر  nested-PCRالكتروفورز محصولات :  2شكل 
M   :ماركر مولكولي.  

  
  

 PCRمحصول      DNAنمونه  6هر يدي بدست آمده توئدر پايان توالي نوكل
در  سـاير سكانسـهاي موجـود    بـا  (Blast) هاي مولكـولي  افزار با استفاده از نرم

توالي همه نمونه ها بيشترين همخواني  مقايسه شد و  (Gen Bank)بانك ژن
نمونــه بــه عنــوان  6داشــت و لــذا هــر  ITS1را بــا تــوالي متعلــق بــه ناحيــه 
  .تعيين هويت گرديدند استرونژيلوئيدس استروكوراليس

  
   بحث

 در ايران هماننـد  استرونژيلوئيدس استروكوراليس خوشبختانه شيوع آلودگي به
). 10(مقايسه با دهه هاي گذشته كاهش يافته است در ديگر كرمهاي روده اي 

 يسزاسـترونژيلوئيديا  با اين وجود مواردي از نشانگان ازديـاد عفونـت ناشـي از   
مبتلايان به ايـدز و همچنـين مـواردي در سـاكنين اسـتان       در درسالهاي اخير

ژيلوييديازيس در يچيـده اسـترون  مـوارد پ افـزايش  . مازندران وجود داشته اسـت 
زيادي تا حدود متأسفانه اين مسأله ). 11(ساير كشورها نيز مشاهده شده است 

ايمنـي ماننـد ايـدز،    تضـعيف كننـده   بـه بيماريهـاي    افـراد  از ابتلاي اينناشي 
و درمـان بـه موقـع ايـن      دقيـق عدم تشخيص . استكين وچه و ومفلوسمي، لن

مـرگ بيمـار را   مـي توانـد   كـه  افراد ممكن است به عفونت منتشر منجر گردد 

اين رو اين مطالعه اوليـه بـا بررسـي احتمـال بـروز      از). 12(شته باشد بدنبال دا
دراستان خوزستان كه  استرونژيلوئيدس استركوراليس اشكال خطرناك ناشي از

بـر اسـاس يافتـه هـا در طـي      . از مناطق بومي اين انگل بوده است انجام گرفت
لوده بـه اسـترونژيلوئيدس اسـتركوراليس شناسـايي     بيمار آ 6انجام اين مطالعه 

رنج مي بردند و دو مـورد از   همه آنها ازسندرم ازدياد عفونتمتأسفانه شدندكه 
نظر به اينكه عدم كنترل رشد بـي رويـه ايـن    . آنها در بيمارستان بستري بودند

اسخ مناسب به پانگل منجر به وقوع عفونت منتشر مي گردد، كه در اين مرحله 
 اسـتان مان وجود ندارد، از اين رو  اهميت باليني و بهداشتي ايـن نماتـد در   در

بيمـار   6با توجه بـه اينكـه در مـورد هـر     . مورد تأكيد قرار مي گيرد خوزستان
امكان كشت انگل و جدا سازي لاروهاي فيلاريفرم وجود داشـت بررسـي اوليـه    

از روشـهاي مولكـولي   اسـتفاده  اي در مورد ويژگيهاي ايزوله هاي اين استان با 
ناحيـه   متعلـق بـه   ITS1بخـش  مبتني بر تعيين تـوالي اسـيدهاي نوكلئيـك    

DNA  ريبوزومي(rDNA) عمل آمدب .DNA  داراي قطعات مختلفي بوده و
با توجه به مطالعـه هـاي فـراوان قبلـي بنظـر ميرسـد كـه ژن مناسـبي بـراي          

نجام  شده در ا PCRقطعه هدف در . بررسيهاي تاكسونومي و فيلوژنتيك باشد
قرار داشـته و    S8/5 وS 18 اين قطعه بين ژن.  بود ITS1اين مطالعه ناحيه 

در اين مطالعـه،  . در بسياري ارگانيسمها داراي توالي متغير در سطح گونه است



  

هـاي   نمونـه  DNAكرم از محيط كشـت،   فيلاريفرم پس از جداسازي لاروهاي
در . مورد تقويت قـرار گرفـت   PCRروش با   ITS1بيماران استخراج و قطعه 

بدسـت آمـد كـه پـس از تعيـين تـوالي        bp 700هـا يـك قطعـه     همة نمونـه 
 سنوكلئوتيدي آنها و مقايسه با سكانسهاي موجود در بانك ژن، اسـترونژيلوئيد 

در اين مطالعه كه براي اولين بـار در  ). 13(د استركوراليس تشخيص داده شدن
 PCRو   DNAموفق روشهاي اسـتخراج   ايران انجام شده است با راه اندازي 

  .ويژگي هاي مولكولي ايزوله هاي استرونژيلوئيدس استركوراليس بررسي شدند
 توان چنـين نتيجـه گرفـت كـه گونـاگوني      هاي بدست آمده، مي براساس يافته

خوزسـتان   سـتان اجـدا شـده از   ايزوله هاي در   چنداني ژنتيكييك و ژمرفولو
كم وبيش مشابه يكديگر هستند، اگـر چـه  بـراي     وجود ندارد و همه ايزوله ها

قضاوت بهتر نياز به نمونه بيشتر و بررسيهاي مولكولي دقيق تري مي باشد كـه  
اطلاعات حاصل از ايـن  . چنين مطالعه اي توسط نگارندگان در حال انجام است

هاي ژنومي  كمكي است در بدست آوردن دادهتحقيق بر روي ايزوله هاي بيشتر
تواند سبب افزايش دانش مـا در   در مورد اين  انگل فرصت طلب و ميبيشتـــر 

بــه منظــور اتخــاذ راهكارهــاي مناســب در درمــان ،  لمــورد ماهيــت ايــن انگــ
 .پيشگيري و كنترل آن گردد

  
  تشكر و قدرداني 

سركارخانم ذهبيون ازگروه انگـل شناسـي و    ،آقاي غلامي ،از آقاي دكتر معمار
سركارخانم جلالي  ،شت دانشگاه علوم پزشكي تهرانقارچ شناسي دانشكده بهدا

آمـوزش   رئيس و كارمندان مركز ،آموزش و تحقيقات بهداشتي اصفهان از مركز
مسؤولين و كارمنـــــدان دانشـگاه علـوم پزشـكي     ،و تحقيقات بهداشتي اهواز

  .تشكر و قدرداني مي شود ،اهواز كه در اين تحقيق  ما را ياري نمودند
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