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A Survey on Giardia and Cryptosporidium Infection and 
Genotyping Common Giardia in Children in Alborz Province

[1] Giardiasis as a re-emerging infectious disease and its zoonotic ... [2] Prevalence of 
enteric pathogens among community based ... [3] The zoonotic significance and molecular 
epidemiology of Giardia ... [4] Epidemiology of cryptosporidium: Transmission, detection 
and ... [5] Update on human infections caused by intestinal ... [6] Low-level environmental 
lead exposure and intellectual impairmenren-the current concepts of risk assessment [7] 
Genetic modification of the diarrhoeal pathogen ... [8] Molecular identification of Giardia 
duodenalis ... [9] Molecular characterization of the Iranian isolates ... [10] Genetic 
characterization of Giardia intestinalis strains ... [11] Evaluattion of Giardia lamblia genetic 
differences ... [12] Genotyping of Giardia lamblia isolates ... [13] Identification of genotypes 
of Giardia duodenalis ... [14] Genotyping of Giardia duodenalis isolates in individuals ... [15] 
Genotyping of human isolates of Giardia ... [16] The correlation between clinical signs and 
genotypes ... [17] Molecular identification of Giardia duodenalis ... [18] Genotyping of 
Giardia duodenalis by β-giardin gene in ... [19] The Prevalence of giardiasis infections 
among people admitted ... [20] Detection of enteric viruses, Giardia and Cryptosporidium 
in two different ... [21] Multilocus genotyping of Giardia duodenalis isolates from ... [22] 
Giardia assemblage A infection and diarrhea in ...  [23] Giardia and Cryptosporidium and 
public health: The epidemiological ...  [24] Triosephosphate isomerase gene characterization 
and ... [25] Study of Cryptosporidium in children below five years of age with diarrhea ... 
[26] Cryptosporidial infection in the children referred to ... [27] The prevalence of 
Cryptosporidium Parvum infection in adults presenting ... [28] Prevalence of 
Cryptosporidium in children suffering ... [29] A survey study of Cryptosporidium infection 
in children under 10 years old referred to the health care centers  ... [30] Prevalence of 
cryptosporidium in children under 5 years of age, immunocompromised patients and  ...

Aims Giardia and Cryptosporidium are enteric protozoans, causing gastrointestinal infection 
in humans and animals such as mammalian and birds worldwide. Both protozoans causae 
diarrhea and nutritional disorders in human. The present research aimed at investigating the 
Giardia and Cryptosporidium infection and genotyping common Giardia in children in Alborz 
province.
Materials & Methods In this descriptive cross sectional study, 160 stool samples of children 
aged 2-10 years old in Alborz province were first stained with the modified Ziehl-Neelsen 
staining method for Cryptosporidium and trichrome staining method for Giardia, and they were 
evaluated for infection with these two protozoans. Then, positive samples were analyzed by 
molecular method to genotype. Giardia duodenalis based on the TPI gene and Cryptosporidium 
based on the 18SrRNA gene were investigated by Nested PCR and to determine the groups 
and subgroups by sequencing. For drawing phylogenetic tree, MEGA 7 software and Maximum 
liklihood algorithm with 1000 replications were used.
Findings Cryptosporidium was detected in 4 (2.50%) samples, while Giardia was detected in 
15 (9.37 %) samples with staining method. In no sample of patients with clinical symptoms 
of diarrhea, Cryptosporidium was observed. Among 4 isolates of Giardia duodenalis, 1 BIV, 2 
BIII, and 1 All isolates were detected, some of which belonged to asymptomatic children and 
the drawn phylogenetic tree confirmed it. Attempts to determine genotype Cryptosporidium 
failed.
Conclusion Identification of AII, BIV, and BIII genotypes in 2-10 years old children in Alborz 
province indicates anthroponotic and anthropozoonotic transmission of Giardia infection, 
respectively, in this province.
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  چکيده
 زا هستند که ای بیماری های روده یاخته تکژیاردیا و کریپتوسپوریدیوم، اهداف: 

 انسان و حیوانات مختلف از قبیل پستانداران و پرندگان را در تمام دنیا آلوده
 ای در های تغذیه یاخته از عوامل ایجادکننده اسهال و اختلال کنند. هر دو تک می

جوامع انسانی هستند. هدف این پژوهش، بررسی آلودگی به ژیاردیا و 
  پوریدیوم و تعیین ژنوتیپ ژیاردیای شایع در کودکان استان البرز بود.کریپتوس

نمونه مدفوع کودکان  ۱۶۰ مقطعی حاضر، - در پژوهش توصیفی: ها مواد و روش
شده برای  نلسون اصلاح ساله استان البرز، ابتدا با روش زیل۲- ۱۰

ودگی به این آمیزی و از لحاظ آل کروم برای ژیاردیا، رنگ کریپتوسپوریدیوم و تری
های مثبت  یاخته بررسی شدند. سپس برای تعیین ژنوتیپ، نمونه دو تک

براساس ژن  ژیاردیا دئودنالیسوسیله روش مولکولی مورد مطالعه قرار گرفتند.  به TPI  18و کریپتوسپوریدیوم براساس ژنSrRNA  با روشNested PCR  و برای
وسیله تعیین توالی بررسی شدند. برای رسم درخت  ها به ها و زیرگروه تعیین گروه

 تکرار ۱۰۰۰با  Maximum liklihoodو الگوریتم  MEGA 7افزار  فیلوژنی از نرم
  استفاده شد.

%) ۳۷/۹نمونه ( ۱۵%) و ژیاردیا در ۵۰/۲نمونه ( ۴کریپتوسپوریدیوم در  ها: یافته
ای از افراد دارای علایم بالینی  یافت شدند. در هیچ نمونه آمیزی با روش رنگ

ژیاردیا اسهال، انگل کریپتوسپوریدیوم مشاهده نشد. از مجموع چهار ایزوله 
تشخیص داده شد  AIIو یک ایزوله  BIII، دو ایزوله BIV، یک ایزوله دئودنالیس

فیلوژنی  که بعضی از آنها مربوط به کودکان بدون علایم بالینی بود و درخت
شده آن را تایید کرد. تلاش برای تعیین ژنوتایپ کریپتوسپوریدیوم به نتیجه  رسم

 نرسید.
ساله استان ۲- ۱۰در کودکان  BIIIو  AII ،BIVهای  شناسایی ژنوتیپ گیری: نتیجه
دهنده چرخه انتقال آنتروپونوتیک و آنتروپوزئونوتیک عفونت  ترتیب نشان البرز به

  استان است.ژیاردیا در این 
  ژیاردیا، کریپتوسپوریدیوم، تعیین ژنوتیپ، کودکان ها: کلیدواژه

  
  ۱۶/۱۱/۱۳۹۶ تاريخ دريافت:
  ۰۱/۰۲/۱۳۹۷ تاريخ پذيرش:

  dalimi_a@modares.ac.irنويسنده مسئول: *
  

 مقدمه
ها است که  کمپلکس ای از گروه اپی یاخته کریپتوسپوریدیوم تک

صورت یک  ایمنی سالم بهاغلب در کودکان و افراد با سیستم 
 ناراحتی گوارشی ساده تا اسهال حاد خودمحدودشونده بروز

نماید، ولی در افراد با سیستم ایمنی ناکارآمد اکتسابی یا  می
. این [2 ,1]تواند موجب اسهال شدید و مرگ شود غیراکتسابی می

یاخته اهمیت پزشکی و دامپزشکی دارد و سبب گاستروآنتریت  تک
هایی از درجات  شود. گزارش دار می ای مختلف مهرهه در میزبان

های مختلف  ها و ایزوله مختلفی از پاتوژنیسیته و ویرولانس گونه
. بیماری [3]آن در میزبانان مشکوک به این عفونت رسیده است

سال در سراسر جهان  ۵های زیر  اسهال دومین عامل مرگ در بچه
عنوان دومین  وزیس بهها، کریپتوسپوریدی است. بعد از روتاویروس

عامل اسهال متوسط تا شدید است. کودکان با سوء تغذیه در معرض 
ها در  ها و حتی سال اسهال مزمن با این انگل هستند. عفونت ماه

  .[4]ماند افراد با نقص سیستم ایمنی یا نقص مادرزادی آن باقی می
ترین عامل اسهالی  عنوان اصلی ژیاردیایی به  عفونتاز طرفی 

شود. عفونت  های غیرصنعتی محسوب می  غیرویروسی در کشور
زایی بالا و اثرات آن بر رشد و  دلیل شیوع و بیماری ژیاردیایی به

عملکرد ادراکی کودکان آلوده، نقش بسیار مهمی در بهداشت 
عمومی دارد. تشخیص آلودگی براساس تهیه گسترش و مشاهده 

های  ی روشگیرد، ول میکروسکوپی رسوب مدفوع صورت می
مولکولی از حساسیت و اختصاصیت بالایی نسبت به روش 

های  میکروسکوپی برخوردار هستند. در واقع با استفاده از روش
 توان ماهیت زئونوتیک ژیاردیا را بیشتر تشخیص مولکولی می

های اخیر، ژیاردیازیس را  آشکار کرد. بر همین اساس در سال
 .[6 ,5]اند ان و دام مطرح کردهعنوان یک بیماری مشترک بین انس به

برای درک صحیح این نکته، اطلاع از نقش حیوانات مزرعه و خانگی 
های  زایی کیست در انتقال و انتشار ژیاردیازیس نوع انسانی، عفونت

 ها در سازی این کیست کننده انسان و توان آلوده ژیاردیائی آلوده
ژیک، تظاهرات های بیولو های آشامیدنی، تفاوت منابع آبی و آب

ژیاردیا های  تایپ ها و ساب بالینی و قدرت انتشار ژنوتایپ
شده در مناطق مختلف  مطالعات انجام .[7]ضروری است دئودنالیس

های ژیاردیا گواه بر این  جهان در خصوص تعیین ژنوتایپ ایزوله
شود.  آلوده می Bیا  Aهای  است که تقریباً انسان غالباً با ژنوتایپ 

اند شامل  ندرت در انسان دیده شده های دیگری که به ژنوتایپ
، AIدارای سه زیرژنوتایپ  Aهستند. ژنوتایپ  Dو  Cهای  ژنوتایپ AII  وAIII  هستند کهAI  ،در انسان و سگAII  فقط در انسان و AIII شود. ژنوتایپ  فقط در حیوانات دیده میB  دارای دو

بین انسان، سگ،  BIIIاست که ژنوتایپ  BIVو  BIIIزیرژنوتایپ 
 BIVبوزینه، خرگوش و غیره مشترک است، در حالی که ژنوتایپ 

  .[8]فقط در انسان گزارش شده است
در ایران نیز تعدادی از مطالعات در این زمینه در برخی مناطق و 

توان به مطالعات  های مختلف کشور انجام شده است که می استان
و همکاران در آذربایجان  حفلا، [9]و همکاران در تهران بابایی
و همکاران  سرکاری، [11]آباد و همکاران در خرم اکبریان، [10]شرقی

، [13]و همکاران در اصفهان چیان پسته، [12]در استان فارس
 در خرمازرد رحیمیان، [14]و همکاران در شهرکرد نائینی منوچهری

 و همکاران در رایانی، [16]و همکاران در کرمان اعتمادی، [15]کرج
اشاره کرد. نظر به اینکه  [18]و همکاران گورآبی نصیریو  [17]شیراز

ای صورت نگرفته است،  در سطح استان البرز تاکنون چنین مطالعه
بنابراین هدف پژوهش حاضر بررسی آلودگی به ژیاردیا و 
کریپتوسپوریدیوم و تعیین ژنوتیپ ژیاردیای شایع در کودکان 

  استان البرز بود.
  

  ها مواد و روش
تا  ۲نمونه مدفوع کودکان  ۱۶۰مقطعی حاضر روی  -مطالعه توصیفی

ساله که به بیمارستان کودکان شهیدباهنر کرج و آزمایشگاه ۱۰
تشخیص طبی شهرستان فردیس، نظرآباد و اشتهارد مراجعه کرده 

شهرستان کرج، نظرآباد،  ۶بودند، اجرا شد. استان البرز دارای 
هارد است که در این مطالعه با فردیس، ساوجبلاغ، طالقان و اشت

گیری هدفمند، یک بیمارستان کودکان در مرکز استان  روش نمونه
البرز یعنی شهرستان کرج و چهار آزمایشگاه مرکزی و رازی فردیس 

نمونه طی یک  ۱۶۰و تشخیص طبی نظرآباد و اشتهارد انتخاب شد. 
. آوری شد ) جمع۱۳۹۵الی مرداد  ۱۳۹۴ماهه (اسفند سال ۶دوره 
ساله از هر دو جنس دختر و پسر که به ۱۰تا  ۲ها از کودکان  نمونه

تشخیص پزشک و بدون درنظرگرفتن خصوصیات خاص برای 
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آوری شد.  آزمایش مدفوع به آزمایشگاه معرفی شده بودند، جمع
شده به مراکز  داده صورت تازه از کودکان ارجاع های مدفوع به نمونه

وینیل الکل)،  (پلی PVA آوری و در ظروف حاوی فوق جمع
صورت  % به۵% و فرمالین ۷۵%، الکل ۲کرومات پتاسیم  دی

ها براساس فرمول  شدند. محاسبه تعداد نمونه جداگانه نگهداری می
 ۱۰% کودکان زیر ۳/۶۰تعیین نمونه و با درنظرگرفتن نسبت آلودگی 

  محاسبه شد. [19]و همکاران علمیشده توسط  سال کرج گزارش
آوری به دو بخش تقسیم شدند. یک قسمت  ها پس از جمع نمونه

% برای بررسی انگل ۵/۲کرومات  درون مواد نگهدارنده دی
برای  PVAکریپتوسپوریدیوم و قسمت دیگر درون مواد نگهدارنده 

کروم برای بررسی  آمیزی تری بررسی انگل ژیاردیا قرار گرفتند. از رنگ
نلسون برای تشخیص  میزی زیلآ میکروسکوپی ژیاردیا و از رنگ

  انگل کریپتوسپوریدیوم استفاده شد.
از روش  DNAبرای استخراج  :DNAاستخراج 

پس از استفاده شد.  (CTAB)مايد وبر ممونيوآ متيل یتر ستيل
. [20]نگهداری شد - ºC۲۰آمده در دمای  دست به DNAاستخراج، 

شده با استفاده از دستگاه  های استخراج نمونه DNAغلظت 
  گیری شد. نانودراپ و ژل الکتروفورز اندازه

ای  در این مطالعه از روش واکنش زنجیره :ژیاردیا TPIتکثیر ژن 
منظور تکثیر قطعه  به (nested-PCR)ای  پلیمراز آشیانه

های  های ایزوله ژیاردیا و تعیین ژنوتایپ TPIژن بازی  جفت۵۳۰
های مورد استفاده در   پرایمر استفاده شد. ژیاردیا دئودنالیسانسانی 

 Primary PCR primers  a. Forward (F1):AL3543: AAATIATGCCTGCTCGTCG b. Reverse (R1):AL3546: CAAACCTTITCCGCAAACC 2. Secondary PCR primers c.Forward (F2):AL3544: CCCTTCATCGGIGGTAACTT d.Reverse (R2):AL3545: GTGGCCACCACICCCGTGCC.1  ، عبارت از موارد زیر بودند: TPIاین تحقیق برای ژن 
  

 PCRپیکومول برای ۱۰ها (ماکروژن؛ کره جنوبی) با غلظت   پرایمر
میکرولیتر شامل ۱۵اولیه در حجم  PCRاستفاده شدند. واکنش 

میکرولیتر مسترمیکس و ۵/۷انگل،  DNAتر از میکرولی۵/۵
با غلظت  R1و  F1میکرولیتر از هر کدام از پرایمرهای  یک
 PCRثانویه همانند  PCRپیکومول انجام شد. حجم واکنش ۱۰

 PCRو از محصول  R2و  F2اولیه بود. در این مرحله از پرایمرهای 
  الگو استفاده شد. DNAعنوان  اولیه به

اولیه بدین شرح بود که  PCRشرایط چرخه حرارتی برای انجام 
چرخه با  ۳۵دقیقه، سپس ۵مدت  به Cº۹۵واسرشت اولیه در دمای 

مدت  به Cº۷۲ثانیه، دمای تکثیر ۳۰مدت  به Cº۹۵دمای واسرشت 
 Cº۷۲ثانیه و در نهایت ۳۰مدت  به Cº۵۰/۵۲ثانیه، دمای اتصال ۳۰
ثانویه به  PCRچرخه حرارتی در  دقیقه انجام شد. شرایط۱۰مدت  به

 PCRاستثنای دمای اتصال همانند مرحله اول بود. دمای اتصال در 
بود. در این مطالعه نمونه انگل ژیاردیای موجود در  Cº۵۵ثانویه 

عنوان کنترل مثبت و  شناسی دانشگاه تربیت مدرس به گروه انگل
خاتمه عنوان کنترل منفی استفاده شد. در  آب مقطر استریل به

  .آمیزی شد رنگ DNA Safe stainشده با آمیزی % رنگ۱روی ژل آگارز  PCRمحصول 
% ۵/۱بازی روی ژل  ~جفت۵۳۰، قطعه TPIثانویه ژن  PCRپس از 

لومیناتور  بارگذاری و باند مورد نظر با استفاده از دستگاه ترانس
  مشاهده شد.

-Nestedکریپتوسپوریدیوم از پرایمر اختصاصی زیر و از روش  srRNA 18ژنبرای تکثیر  کریپتوسپوریدیوم: srRNA 18تکثیر ژن 

PCR .وسیله این پرایمرها  طول قطعه تكثیریافته به استفاده شد
  ’Primary PCR primers  a. Forward (F1):HSP1 5’-ATG AGA TTG TCG CTC ATT ATC-3’ b. Reverse (R1):HSP2 5’-TTA CAA CAC GAATAA GGC TGC-3’ 2. Secondary PCR primers c. Forward (F2)):R3 5’-CCA CAT TAC AAA TGA AGT GCC GC-3’ d.Reverse (R2: HSP3 5’- GCC GTT CCA CTC AGA GGA AC-3.1  بازی بود. جفت۷۵۰

  

 PCRپیکومول برای ۱۰ها (ماکروژن؛ کره جنوبی) با غلظت   پرایمر
رولیتر شامل میک۱۵اولیه در حجم  PCRاستفاده شدند. واکنش 

میکرولیتر مسترمیکس و ۵/۷انگل،  DNAمیکرولیتر از ۵/۵
با غلظت  HSP2و  HSP1میکرولیتر از هر کدام از پرایمرهای  یک
 PCRثانویه همانند  PCRپیکومول انجام شد. حجم واکنش ۱۰

و از محصول  HSP3و  R3اولیه بود و در این مرحله از پرایمرهای  PCR عنوان  اولیه بهDNA .الگو استفاده شد  
اولیه بدین شرح بود که  PCRشرایط چرخه حرارتی برای انجام 

چرخه با  ۳۵دقیقه، سپس ۵مدت  به ºC۹۵واسرشت اولیه در دمای 
مدت  به ºC۵۰ثانیه، دمای اتصال ۴۵مدت  به ºC۹۵دمای واسرشت 

ثانیه و در نهایت در ۴۵مدت  به ºC۷۲ثانیه، دمای تکثیر در ۳۰
ºC۷۲ یقه انجام شد. شرایط چرخه حرارتی در دق۵مدت  بهPCR 

دقیقه و  مدت یک به ºC۹۵استثنای دمای واسرشت که در  ثانویه به
دقیقه انجام شد، همانند مرحله اول  مدت یک به ºC۶۱اتصال که در 

بود. در این مطالعه نمونه انگل کریپتوسپوریدیوم موجود در گروه 
کنترل مثبت و آب  عنوان شناسی دانشگاه تربیت مدرس به انگل

عنوان کنترل منفی استفاده شد. در خاتمه محصول  مقطر استریل به PCR  شده با  آمیزی % رنگ۱روی ژل آگارزSafe DNA stain 
محصول حاصل توسط ژل  PCRآمیزی شد. بعد از انجام عمل  رنگ

  شناسایی شد. safe stainآمیزی  الکتروفورز و رنگ
بازی روی ژل  ~جفت۵۳۰قطعه ، SRNA18ثانویه ژن  PCRپس از 

% بارگذاری و باند مورد نظر با استفاده از دستگاه ۵/۱
  لومیناتور مشاهده شد. ترانس

 PCRبرای تعیین توالی، پس از انجام الکتروفورز روی محصولات 
شده توسط کیت استخراج  های مشاهده دوم و استخراج باند

)GeneAllلی (پیشگام؛ ها برای تعیین توا ؛ کره جنوبی)، نمونه
های مربوط به تعیین  ایران) ارسال شدند. پس از دریافت فایل

 Gene Codes Sequencher v5.4.6افزار  توالی با استفاده از نرم
 FASTAهایی با پسوند  صورت فایل اقدام به استخراج اطلاعات به

ترازی پایه  وجوی هم شد تا در مرحله بعد با استفاده از ابزار جست (BLAST) ایت سNCBIهای  ، اقدام به تعیین همولوژی داده
شده در بانک ژن شود. سپس محصولات  آمده با موارد ثبت دست به

  شده برای تعیین توالی (پیشگام؛ ایران) ارسال شدند. تخلیص
  اده شد.استف BIOEDITE 7.2افزار  و نرم ClustalW2 (WWW.ebi.ac.uk)های ژن از برنامه  ترازی توالی منظور تعیین هم به

کردن توالی  پس از بلاست ها: ترسیم درخت فیلوژنتیک توالی
، با تحلیل http://blast.ncbi.nlm.nih.govها در سایت  نمونه

ها برای ترسیم درخت  و آنالیز اطلاعات، تعداد محدودی از توالی
افزار  فیلوژنتیک انتخاب شد. برای رسم درخت فیلوژنی از نرم MEGA 7  و الگوریتمMaximum liklihood  تکرار  ۱۰۰۰با

  استفاده شد.
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  ۱۳۹۷، پاییز ۳، شماره ۲۱دوره                                                                                                                                    شناسی زیستی                                                                     های آسیب پژوهش

  ها یافته
نمونه از لحاظ قوام و  ۱۴۵شده،  آوری نمونه مدفوع جمع ۱۶۰از 

  صورت آبکی و اسهالی بود.  نمونه به ۱۵علایم بالینی، غیراسهالی و 
آمیزی  %) با روش رنگ۳۷/۹نمونه ( ۱۵ها،  از مجموع نمونه

%) با روش ۳۷/۴نمونه ( ۷کروم و مشاهده میکروسکوپی و  تری PCR  از نظر آلودگی به کیست ژیاردیا مثبت بودند. همچنین
% از افراد تحت مطالعه دارای علایم بالینی اسهال ۲۵/۱% و ۵۰/۲
کروسکوپی و با روش آمیزی و مشاهده می ترتیب با روش رنگ به PCR پس از ۱داده شدند (جدول ، آلوده تشخیص .(PCR  ثانویه

بازی روی ژل مشاهده  ~جفت۵۳۰، باند مورد نظر در قطعه TPIژن 
  ).۱شد (شکل 

  
ژیاردیا و آلودگی به ( تعداد و درصد)  مطلق و نسبیراوانی توزیع ف) ۱جدول 

کودک  PCR ۱۶۰آمیزی، مشاهده میکروسکوپی و  با روش رنگ کریپتوسپوریدیوم
  صورت درصد هستند) ساله استان البرز (اعداد داخل پرانتز به۲- ۱۰

علایم 
بالینی 
 (اسهال)

  کل
  ها نمونه

  روش رنگ آمیزی و
  PCRروش   مشاهده میکروسکوپی

  نمونه
  مثبت

  نمونه
  منفی

  نمونه
  مثبت

  نمونه
  منفی

  ژیاردیا
  ۱۳) ۱۲/۸(  ۲) ۲۵/۱(  ۱۱) ۸۷/۶(  ۴) ۵۰/۲(  ۱۵) ۳۷/۹(  دارد

) ۷۵/۸۳( ۱۱) ۸۷/۶( ۱۴۵) ۶۳/۹۰(  ندارد
۱۳۴   )۱۲/۳ (۵ )۵۰/۸۷ (۱۴۰  

 ۱۵۳) ۶۳/۹۵( ۷) ۳۷/۴( ۱۴۵) ۶۳/۹۰( ۱۵) ۳۷/۹(  ۱۶۰) ۱۰۰(  جمع
  کریپتوسپوریدیوم

  ۱۵) ۳۷/۹(  صفر  ۱۵) ۳۷/۹(  صفر  ۱۵) ۳۷/۹(  دارد
 ۱۴۳) ۳۷/۸۹(  ۲) ۲۵/۱( ۱۴۱) ۱۲/۸۸(  ۴) ۵۰/۲(۱۴۵) ۶۳/۹۰(   ندارد
 ۱۵۸) ۷۵/۹۸(  ۲) ۲۵/۱( ۱۵۶) ۵۰/۹۷(  ۴) ۵۰/۲(  ۱۶۰) ۱۰۰(   جمع

  
%) با روش ۵۰/۲نمونه ( ۴شده،  آوری های جمع از مجموع نمونه

نمونه  ۲آمیزی اسیدفست و مشاهده میکروسکوپی و  رنگ
از نظر اووسیست کریپتوسپوریدیوم، مثبت  PCR%) با روش ۲۵/۱(

ای از افراد دارای علایم بالینی اسهال، انگل  بودند. در هیچ نمونه
کریپتوسپوریدیوم با هر دو روش تشخیصی مشاهده نشد (جدول 

آمیزی اسیدفست یک نمونه سیکلوسپورای مثبت نیز  ). در رنگ۱

نظر در ، باند مورد SRNA18ثانویه ژن  PCRیافت شد. پس از 
تلاش برای ). ۲بازی روی ژل مشاهده شد (شکل  ~جفت۵۳۰قطعه 

  تعیین ژنوتایپ کریپتوسپوریدیوم به نتیجه نرسید.
ای بود که در  گونه ها نتایج به نمودن هر یک از داده پس از بلاست

شده در  % همولوژی با موارد ثبت۱۰۰تا  ۹۹ ژیاردیا دئودنالیسمورد 
، KY613604 ،KY613607بانک ژنی تحت عناوین  KY613605 و KY613605 .وجود داشت  

شده در  های ثبت آمده با ژنوتایپ دست های به پس از مقایسه توالی
و یک ایزوله  Bبانک ژنی مشخص شد که سه ایزوله متعلق به ژنوتایپ 

ترازی  همچنین براساس نتایج همبودند.  Aمتعلق به ژنوتایپ 
مشخص شد که ایزوله  EBIسایت  CLUSTAL OMEGAچندگانه 

متعلق به  ۳و  ۲، ایزوله شماره AIIمتعلق به زیرگروه  ۵شماره 
(شکل  بودند BIVمتعلق به زیر گروه  ۱و ایزوله شماره  BIIIزیرگروه 

۳.(  
  

  
  ژیاردیا TPIژن  PCR% الکتروفورز مربوط به محصولات ۵/۱تصویر ژل  )۱شکل 

 ،: کنترل مثبت۱ بازی، جفت۱۰۰مولکولی : مارکر M ترتیب به از چپ به راست
  بازی هستند. جفت۵۳۰باندهای مربوط به نمونه مثبت  ۶تا ۲های  شماره

  

  
 18SRNA ژن PCR% الکتروفورز مربوط به محصولات ۵/۱تصویر ژل  )۲شکل 

 N: بازی، جفت۱۰۰: مارکر مولکولی M ترتیب به از راست به چپ کریپتوسپوریدیوم
  :کنترل مثبتP بازی، جفت۵۳۰قطعات  ۳و ۲ های شماره ،کنترل منفی

  

  
، ۲، ۱های این مطالعه با اعداد  ژنوتیپ Maximum Likelihoodالگوریتم  باشده  استنباط ژیاردیا دئودنالیسهای  ایزوله TPI های درخت روابط فیلوژنیک ژنوتیپ )۳شکل 
  مشخص شده است ۵ و ۳
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  بحث
  

 پژوهش حاضر با هدف بررسی آلودگی به ژیاردیا و
کریپتوسپوریدیوم و تعیین ژنوتیپ ژیاردیای شایع در کودکان 

شده در جهان،  استان البرز انجام شد. در بسیاری از مطالعات انجام
های غالب  عنوان ژنوتایپ به ژیاردیا دئودنالیس Bیا  Aهای  ژنوتایپ

اند. در مطالعه حاضر براساس نتایج حاصل از  در انسان شناخته شده
روی چهار ایزوله ژیاردیا، سه ایزوله، متعلق  TPIتعیین توالی ژن 

تشخیص داده  Aو یک ایزوله، متعلق به ژنوتایپ  Bبه ژنوتایپ 
د. همان شده نیز نتایج فوق را تایید نمو شد. درخت فیلوژنی رسم

های  و زیرگروه Bو  Aهای  طور که پیش از این ذکر شد، وجود گروه
شده حاکی از تنوع ژنتیکی  های بررسی مختلف از آنها در نمونه

های این انگل در استان البرز بود. مطالعه حاضر، اولین  ایزوله
کننده کودکان در  های آلوده مطالعه برای تعیین ژنوتایپ ژیاردیا

و  AII ،BIVهای  برز بود. از طرفی شناسایی ژنوتیپسطح استان ال BIII دهنده چرخه انتقال آنتروپونوتیک و  ترتیب نشان به
آنتروپوزئونوتیک عفونت ژیاردیا در این استان بود. یکی از 

تراکم بالای جمعیتی و  های بارز جمعیتی در استان البرز،  پدیده
اعی، اقتصادی، های اجتم  مهاجرت است که موجب دگرگونی ساختار

شده  فرهنگی و بهداشتی در آن شده است و تنوع ژنتیکی مشاهده
نوعی با پدیده مهاجرت در ارتباط باشد. در  تواند به در نتایج فوق می
ها و تدابیر بهداشتی در این زمینه بایستی به شیوه  نتیجه کنترل

  مطلوب صورت گیرد.
  

های مثبت هم در کودکان مبتلا به اسهال و  در مطالعه حاضر، نمونه
در سنین مهد  Bهای گروه  هم غیرمبتلا به اسهال دیده شد. ایزوله

سال قرار داشتند و مبتلا  ۵و  ۳کودک بودند که دو ایزوله در سنین 
ساله بود. همچنین در یک نمونه، فرد مبتلا به A ،۱۰به ژنوتایپ 

شناسایی شد. در مقایسه با سایر مطالعات  Bاسهال ژنوتیپ 
 ۳۲۰و همکاران از  گورآبی نصیریشده در ایران، در مطالعه  انجام

نمونه مورد بررسی در شهرستان بهارستان (جنوب غربی استان 
%) و کلیه ۸/۷نمونه از لحاظ کیست ژیاردیا مثبت ( ۲۵تهران)، 

پس از بیماران مبتلا به ژیاردیازیس فاقد علامت بودند. 
ترتیب  ، بهHaeIIIتکثیربخشی از ژن بتاژیاردین و هضم با آنزیم 

% مربوط به مجموعه بوده ۳۶و  Aها مربوط به ژنوتیپ  % نمونه۶۴
در  BIVو  AII ،BIIIهای  است. پس از تعیین توالی، ژنوتیپ

. علاوه بر این، [18]شهرستان بهارستان تشخیص داده شده است
و همکاران در  فلاح، [9]مکاران در تهرانو ه باباییهای  طبق گزارش

و  سرکاری، [11]آباد و همکاران در خرم اکبریان، [10]آذربایجان شرقی
، [13]و همکاران در اصفهان چیان پسته، [12]همکاران در استان فارس

، [17]و همکاران در شیراز رایانیو  [16]و همکاران در کرمان اعتمادی
بوده است که مطالعه حاضر  Aژنوتیپ غالب در همه این مطالعات 

  با آنها متفاوت بود.
  

های  در مورد ارتباط بین ژنوتایپ و بروز علایم اسهال گزارش
و همکاران در اتیوپی  وگایهومتفاوتی وجود داشته است. در مطالعه 

و عفونت بدون نشانه بیان شده  Bارتباط قوی بین ژنوتایپ 
و  هاکشده در بنگلادش توسط  در مطالعه انجام .[21]است

تر است،  شایع Bهمکاران، نشان داده شده است که اگر چه ژنوتایپ 
های  باعث ایجاد اسهال Aاما در ایجاد اسهال نقشی ندارد و ژنوتایپ 

وضوح  و همکاران نیز به ژیانگاسپرو  . بررسی[22]شود رونده می پیش
نشان داده که اگر چه در برخی مطالعات ارتباط قوی بین عفونت با 

گزارش شده، ولی نتایج برخی  AIIهای بالینی و ژنوتایپ  نشانه
در ایجاد اسهال فرقی  Bمطالعات دیگر موید این بوده که ژنوتایپ 

و  نائینی منوچهری. در مطالعه [23]نداشته است Aبا ژنوتایپ 
های بدون علامت و ژنوتیپ  همکاران همبستگی آماری بین عفونت B  و همچنین اسهال و ژنوتیپA در مطالعه [14]گزارش شده است .

در شهرستان کرج نیز ارتباط مستقیمی بین  خرمازرد رحیمیان
. در مطالعه [15]گزارش شده است Aهای اسهالی و ژنوتایپ  نمونه

ین ژنوتیپ و علایم بالینی و همکاران نیز ارتباطی ب اعتمادی
و همکاران نیز  گورآبی نصیری. در مطالعه [16]مشاهده نشده است

. [18]اند هیچ یک از افراد آلوده، علایم گوارشی نظیر اسهال نداشته
های پژوهش حاضر را تایید کرد که حداقل این دو  این نتایج، یافته

ارند. به هر حال، ژنوتایپ در ایجاد علایم بالینی با یکدیگر تفاوتی ند
های مربوط به میزبان نیز در ایجاد بیماری نقش دارند و این   فاکتور

کند. از  موضوع، مطالعه بین ژنوتایپ و علایم بیماری را دشوار می
ای معمولاً  های انگلی روده طرفی علایم بالینی در عفونت
ها است. در این تحقیق  ای از نشانه غیراختصاصی و شامل مجموعه

بودن نحوه سنجش علایم بالینی و  توان با توجه به مبهم نمینیز 
ها در دو گروه  معیارهای مربوط به آن و تفاوت آشکار تعداد نمونه

نفر) از یک طرف و عدم تعیین  ۱۴۵نفر) و غیراسهالی ( ۱۵اسهالی (
هر گونه ارتباط آماری بین آنها، تفاوت آلودگی انگلی را بین کسانی 

ارند با آنها که ندارند، قضاوت درستی نمود. برای که علایم بالینی د
دستیابی به چنین ارتباطی نیاز به یک مطالعه تحلیلی است تا 

فاکتوری یک عامل خطر در بروز یک مشکل مشخص  نقش ریسک
  شود.

ژیاردیا برای شناسایی منبع عفونت در انسان و توانایی زئونوزبودن 
و از طریق  nested-PCRو همکاران از روش  سلیمان، دئودنالیس

، RNAایزومراز و زیرواحد کوچک ریبوزومی  تکثیر ژن تریوزفسفات
نمونه  ۷نمونه از موش آبی،  ۸نمونه از سگ،  ۱۵نمونه انسانی،  ۳۷

نمونه از سگ آبی، یک نمونه خرگوش و یک نمونه از  ۷گاوی، 
در انسان،  Bاند. ژنوتایپ  موش صحرایی را مورد آزمایش قرار داده

شده این  موش آبی و همچنین در خرگوش غالب بود. نتیجه اعلام
تواند از برخی حیوانات به انسان  می ژیاردیا دئودنالیسبود که 

  .[24]منتقل و باعث آلودگی انسان شود
های اخیر در مورد آلودگی کودکان به  خصوص در سال در ایران به

شده است. از جمله در  های متعددی ارایه کریپتوسپوریدیوم گزارش
بیمار مبتلا به  ۵۲۸و همکاران که در زاهدان روی  دبیرزادهمطالعه 

شناسی بیمارستان  کننده به مرکز انگل سال مراجعه ۵اسهال زیر 
انجام شده، شیوع بیماری و ارتباط آن با فصل،  (ع)اصغر کودکان علی

ه از مهد جنس، سن، تغذیه از شیر مادر، ابتلا به ژیاردیا و استفاد
کودک مورد بررسی قرار گرفته و شیوع کرپیتوسپوریدیوم در این 

سال از  ۱-۲% تعیین شده است. انگل در گروه سنی ۷/۴مطالعه 
مورد)  ۸مورد) از دخترها ( ۱۷شیوع بیشتری برخوردار بود. پسرها (

کردند  آلودگی بیشتری داشتند. کودکانی که از شیر مادر تغذیه نمی
اری از آلودگی بیشتری برخوردار بودند و نیز کودکانی د طور معنی به

. در [25]که به مهد کودک سپرده شده بودند، آلودگی بیشتری داشتند
منظور تعیین شیوع آلودگی به  و همکاران که به قریشیمطالعه 

کننده به  انگل کریپتوسپوریدیوم در کودکان مبتلا به اسهال مراجعه
ده است، شیوع آلودگی به این بیمارستان قدس قزوین انجام ش

و همکاران با هدف تعیین  کارگرجهرمی. مطالعه [26]% بود۳/۰انگل 
فراوانی آلودگی به کریپتوسپوریدیوم در کودکان مبتلا به اسهال در 

نمونه مدفوع کودکان  ۱۰۶شهرستان جهرم انجام شده است و در آن 
یص طبی های تشخ سال مبتلا به اسهال که به آزمایشگاه ۱۲زیر 

یاخته  شهرستان جهرم مراجعه کرده بودند، از نظر آلودگی به تک
کریپتوسپوریدیوم مورد بررسی قرار گرفتند. در این مطالعه دو کودک 
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%) مبتلا به کریپتوسپوریدیوزیس بودند که یک مورد مربوط به ۹/۱(
ساله بود. بین  ساله و مورد دوم مربوط به یک دختر سه یک پسر یک
دگی به کریپتوسپوریدیوم با سن، جنس، استفاده از شیر میزان آلو

مادر در کودکان زیر دو سال، منطقه جغرافیایی و آب آشامیدنی 
و  بین قلعه محمدی. در مطالعه [27]داری دیده نشد ارتباط معنی

همکاران که با هدف بررسی شیوع کریپتوسپوریدیوم بین كودكان 
و اجرا شده است، مجموعاً  های اردبیل طراحی بستری در بیمارستان

نمونه مدفوع كودكان مبتلا به اسهال تحت آزمایش قرار گرفت.  ۳۷۱
%) به دست ۰۴/۴نمونه ( ۱۵های کریپتوسپوریدیوم در  اووسیست

% در رده سنی ۲۰ماه،  ۲۴تا  ۶% افراد آلوده در رده سنی ۶۶/۷آمد. 
ماه قرار  ۷۲تا  ۴۹% در رده سنی بین ۱۳/۳ماه و  ۴۸تا  ۲۵

کودک  ۴۲۰و همکاران که روی  اسدی. در مطالعه [28]داشتند
کننده به مراکز بهداشتی و درمانی شهرستان همدان انجام  مراجعه

%) مبتلا ۴۷/۰پذیرفته است، از کل کودکان مورد مطالعه، دو نفر (
به عفونت ناشی از کریپتوسپوریدیوم و هر دو ساکن روستا و در 

و همکاران در  اعظمی. در مطالعه [29]تماس مستقیم با دام بودند
سال،  ۵نمونه مدفوع از کودکان زیر  ۶۴۲استان اصفهان تعداد 

بیماران مبتلا به ضعف سیستم ایمنی و افراد در معرض خطر 
 ۳۰های مورد بررسی،  آوری شده و از مجموع نمونه بیماری جمع

%) آلوده به انگل کریپتوسپوریدیوم تشخیص داده ۷/۴نمونه (
سال، بیماران مبتلا به  ۵اند. میزان آلودگی در کودکان زیر  هشد

و  ۵/۳، ۶/۴ترتیب  ضعف سیستم ایمنی و افراد در معرض خطر به
% برآورد شد. بیشترین میزان آلودگی در کودکان در گروه سنی ۴/۵

%)، در بیماران مبتلا به ضعف سیستم ایمنی در ۱۰یک تا دو سال (
و در افراد در معرض خطر بیماری در %) ۲/۶ساله (۳-۴گروه سنی 
. در مطالعه [30]%) مشاهده شده است۸/۱۴سال ( ۵- ۱۰گروه سنی 

های افراد اسهالی و غیراسهالی انجام شد، هر  حاضر که روی نمونه
دو نمونه مثبت متعلق به افراد غیراسهالی و کودکان پسر در سن 

ن عفونت در تواند گواهی باشد که ای دبستان بود و می قبل از پیش
  شود.  کودکان بدون علایم بالینی نیز دیده می

های مطالعه حاضر، عدم دسترسی آسان و کافی به  از محدودیت
  های بالینی بود. نمونه

  

  گیری نتیجه
های  % نمونه۳۷/۹% و ژیاردیا در ۵۰/۲کریپتوسپوریدیوم در 

 سژیاردیا دئودنالیایزوله  ۴شده وجود دارند. از مجموع  آمیزی رنگ
تشخیص داده  AIIو یک ایزوله  BIIIدو ایزوله  BIVیک ایزوله 

شود که بعضی از آنها مربوط به کودکان بدون علایم بالینی  می
به ترتیب  BIIIو  AII ،BIVهای  اسهال است. شناسایی ژنوتیپ

دهنده چرخه انتقال آنتروپونوتیک و آنتروپوزئونوتیک عفونت  نشان
  ژیاردیا در این استان است.
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