
 1403 اییزپ، 3، شماره 19، دوره در علوم پایه پزشکی مجله دانش و تندرستی

 دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی شاهرود

25 

DOI: 10.22100/jkh.v19i3.3311 

 مقاله پژوهشي

 

 کیبا استفاده از تکن سیدئودنال ایاردیژ یانسان یها‌زولهیا یکیتنوع ژنت یابیارز نینخست

Multilocus Sequence Typing (MLSTدر استان خوزستان ) 

‌3*انی،‌فاطمه‌عسگر2،1تولا‌یمهد
‌.شاپور‌اهواز،‌اهواز،‌ایران‌یجند‌یدانشگاه‌علوم‌پزشک‌،یدانشکده‌پزشک‌،یشناس‌گروه‌انگل‌-1

‌.شاپور‌اهواز،‌اهواز،‌ایران‌یجند‌یخليج‌فارس،‌دانشگاه‌علوم‌پزشک‌یعفونی‌و‌گرمسير‌یها‌یز‌تحقيقات‌بيمارمرك‌-2
‌.رانیشاهرود،‌شاهرود،‌ا‌یدانشگاه‌علوم‌پزشک‌،یراپزشکيدانشکده‌پ‌-3
 

 30/07/1403تاریخ پذیرش: ، 15/04/1403تاریخ دریافت: 

 چکیده
انگل،  نیا ییزا‌یماریباشد. از عوامل مؤثر در ب میآلوده  ییمنتقله از مصرف آب و مواد غذا یعوامل انگل نیراز مهمت یکی سیدئودنال ایاردیژمقدمه: 

 گاهیاج نیچند نگیپیتا کیبا استفاده از تکن یانسان سیدئودنال ایاردیژ پیژنوتا نییمطالعه تع نیحاضر اول یباشد. بررس میآن  یکیژنت یها‌یژگیو

(MLSTاز ژن )یها‌ Housekeeping .است که در استان خوزستان انجام شده است 
 ایاردیژ SSU-rRNAاز ژن  bp350 قطعه ریاستخراج و با تکث ینمونه مدفوع انسان 129شده از  صیتخل یها ستیک  میژنو DNAها:    مواد و روش

و  bp530 ،bp511قطعات  ریجهت تکث بیبه ترت gdhن ژ Semi-Nested PCRو  β-giardinو  tpi یها‌با هدف ژن Nested-PCR. دیگرد دییتأ سیدئودنال

bp432 شدند. ییشناسا یلوژنیف لیو تحل هیبا تجز ها جیو ساب اسمبل ها جیشدند. سپس اسمبل یتوال نییتع افتهی ریانجام و قطعات تکث قفو یها‌از ژن 
 Bجینمونه متعلق به اسمبل 6درصد( و  31/79) A جیمربوط به اسمبلنمونه  23شدند،  یتوال نییاز سه ژن تع یکیکه در  یا  نمونه 29از مجموع  نتایج:

ساب  ،یلوژنیف لیو تحل هیوجود نداشت. تجز داری یو محل سکونت ارتباط معن ینیم بالیبا علا ها جیاسمبل نیمطالعه ب نیدرصد( بودند. در ا 69/20)
 را نشان داد. BIVو  AII یها جیاسمبل

، BIVو  AII یها جیساب اسمبل ییغالب استان خوزستان نشان داد و شناسا پیعنوان ژنوتا‌هرا ب AII جیو ساب اسمبل A جیاسمبل جینتا :یریگ جهینت
 باشد. میتر  قیو دق شتریمطالعات ب ازمندین سیازیاردیانتقال ژ ییایدر پو واناتینقش ح نیینمود. تع شنهادیرا پ کیآنتروپونوت ریانتقال از مس
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 مقدمه
‌ژ‌ی)اسام‌سيدئودنال‌ایاردیژ ‌ژ‌ايلامبل‌ایاردیمتعارف: ‌ایاردیو
‌شاسينالينتستیا ‌جهان،‌‌یانگل‌تیگاستروانترعامل‌‌نیتر‌عی( ‌سراسر در

‌د‌یا‌اختهی‌تک ‌راسته ‌به ‌متعلق ‌مناطق‌‌پلومونادیتاژكدار ‌در ‌عمدتاً كه
‌ن‌یريگرمس ‌شا‌یريگرمس‌مهيو ‌)‌می‌عیجهان ‌ش1-4باشد ‌نیا‌وعي(.
‌4/0-‌5/7بيترت‌و‌در‌حال‌توسعه‌به‌افتهی‌توسعه‌یورهادركش‌اختهیتک‌
نفر‌در‌سراسر‌جهان‌‌ونيليم‌‌280حدود‌انهيدرصد‌با‌ابتلا‌سال‌8-30و‌
‌به‌می ‌و ‌جادیعنوان‌عامل‌ا‌باشد ‌اسهال‌‌‌3یال‌2كننده ‌موارد ‌از درصد

‌است‌)‌زين‌یمسافرت ‌برآورد‌ش6-‌3و‌1شناخته‌شده ‌سیازیاردیژ‌وعي(.
‌ا ‌‌رانیدر ‌نواح‌درصد‌7/14حدود ‌در ‌كه استان‌‌ییروستا‌یاست

‌م ‌به ‌)‌‌91/10زانيخوزستان ‌است ‌شده ‌گزارش (.‌‌8و‌7درصد
‌مصرف‌آب‌و‌مواد‌غذا‌یعفون‌یها‌یمارياز‌ب‌سیازیاردیژ ‌ییمنتقله‌با

باشد‌كه‌‌میانگل‌‌نیكننده‌ا‌عنوان‌فرم‌مقاوم‌و‌آلوده‌به‌ستيآلوده‌به‌ك
‌شرا ‌محیدر ‌قابل‌ماه‌یطيط ‌و ‌مانده ‌زنده ‌و‌‌لودهآ‌تيها ‌انسان نمودن

از‌مصرف‌آب‌‌یناش‌یها‌میدياز‌اپ‌یرا‌دارد‌كه‌تاكنون‌موارد‌واناتيح
‌است‌)آلو ‌گزارش‌شده ‌آن ‌به ‌ا11-‌9و‌1ده ‌درتعامل ‌اختهی‌تک‌نی(.

‌م‌یا‌روده ‌علا‌زبانيبا ‌فاقد ‌بالیاشکال ‌دارا‌ینيم ‌بالیعلا‌یو ‌ینيم
به‌تهوع،‌‌انتو‌می‌سیازیاردیم‌ژیعلا‌نیتر‌یگردد‌كه‌از‌اصل‌میمشاهده‌

كه‌در‌‌ییها‌اسهال‌چرب،‌استفراغ،‌درد‌شکم‌و‌نفخ‌اشاره‌نمود.‌از‌گروه
‌زمعرض‌خط ‌ا‌یآلودگ‌ادیر ‌‌نیبا ‌دارند ‌كودكان‌‌میانگل‌قرار توان‌به

‌غذا ‌جذب‌مواد ‌كه‌سوء ‌نمود ‌به‌دنبال‌آلودگ‌ییاشاره ‌ایاردیبه‌ژ‌یكه
گردد.‌‌رشدتواند‌منجر‌به‌كاهش‌‌میگردد‌‌می‌جادیا‌آنهادر‌‌سيدئودنال

‌پیعلا‌جادیدرا ‌عوامل‌مختلف‌شرفتيم‌و ‌پاسخ‌س‌یآنها ‌جمله ‌ستمياز
هستند‌‌ليانگل‌دخ‌رولانسیو‌و‌یآلودگ‌زانيم‌زبان،يم‌هیو‌تغذ‌یمنیا
(1،‌4‌ ،6‌ ‌،یدر‌زمان‌آلودگ‌زبانيبدن‌م‌تي.‌علاوه‌بر‌وضع(13و‌‌12،

‌ ‌است ‌ا‌یکیممکن ‌در ‌مؤثر ‌عوامل ‌ژ‌یماريب‌جادیاز ‌ایاردیتوسط
‌ایاردیژ‌یا‌انگل‌باشد.‌كمپلکس‌گونه‌نیا‌یکيژنت‌یها‌یژگیو‌هب‌مربوط
‌‌سيدئودنال ‌از ‌اختصاصA-H)‌جياسمبل‌8متشکل ‌با در‌‌زبانيم‌تي(
‌یها‌یطور‌عمده‌منجر‌به‌آلودگ‌به‌Bو‌‌Aكه‌‌ها‌جياسمبل‌نیاز‌ا‌یبرخ
و‌‌AI-AIV)‌جيساب‌اسمبل‌نیگردند‌و‌هر‌كدام‌شامل‌چند‌می‌یانسان

BI-BIV‌ ‌از‌ح‌‌AIجياسمبل‌سابباشند‌كه‌‌می( ‌یجداساز‌واناتياكثراً
‌حال ‌در ‌است ‌اسمبل‌كه‌یشده ‌‌‌AIIیها‌جيساب معمولاBIV‌‌ًو

‌اسمبل‌کيآنتروپونوت ‌از ‌ح‌ییها‌جيهستند. ‌در شدند‌‌ییشناسا‌واناتيكه
‌اسمبل‌می ‌به ‌‌‌Cیها‌جيتوان ‌سگ‌Dو ‌اسمبلها‌در در‌‌‌Eجي،

‌خوک ‌و ‌ها‌نشخواركنندگان ،Fگربه‌‌ ‌ها‌در ،Gجوندگ‌‌ ‌‌اندر در‌‌Hو
عنوان‌‌به‌Bو‌‌‌Aیها‌جياشاره‌نمود‌كه‌اگرچه‌اسمبل‌ییایپستانداران‌در

‌ب‌یها‌پاتوژن ‌‌نيمشترک ‌گرفته ‌نظر ‌در ‌دام ‌و ‌اما‌‌میانسان شوند
‌آلودگ‌یموارد ‌اسمبل‌یانسان‌یاز ‌‌Cیها‌جيبا ،D‌ ،E‌‌ گزارش‌‌زين‌Fو

‌یدر‌كشورها‌ژهیبه‌و‌سیازیاردیژ‌ی.‌بار‌واقع(13-3‌،6‌،15)‌شده‌است

باشد‌و‌فقط‌با‌تمركز‌بر‌موارد‌‌میمشخص‌ن‌یدر‌حال‌توسعه‌به‌درست
‌بالیعلا‌یدارا ‌بر‌ینيم ‌علا‌میآورد ‌فاقد ‌نقش‌افراد ‌توجه ‌با ‌و م‌یشود
‌ناقل‌به ‌ا‌نيعنوان ‌انتشار ‌در ‌ب‌یآلودگ‌نیانگل ‌و‌‌نيدر ‌خانواده افراد

‌تشخ ‌آلودگ‌صيجامعه، ‌موقع ‌پ‌یبه ‌و ‌كنترل ‌آن‌‌یريشگيجهت از
‌ایاردیمختلف‌ژ‌یها‌جياسمبل‌نکهیرسد.‌با‌توجه‌به‌ا‌میبه‌نظر‌‌یضرور

‌بررس ‌نظر ‌‌کیمرفولوژ‌تايخصوص‌یکروسکوپيم‌یاز قابل‌‌گریکدیاز
انگل‌‌نیموارد‌ابتلا‌به‌ا‌قيدق‌ییدر‌شناسا‌كه‌ییو‌از‌آنجا‌ستنديافتراق‌ن
‌اهم‌یصيتشخ‌قيدق‌یابزارها ‌سال‌تيحائز ‌در ‌رياخ‌یها‌هستند
-18آن‌مورد‌استفاده‌قرار‌گرفتند‌)‌ییجهت‌شناسا‌یمولکول‌یها‌روش
‌آگاه15 دانش‌ما‌‌شیب‌افزاسب‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌یکياز‌تنوع‌ژنت‌ی(.
‌وعيانگل،‌نظارت‌بر‌ش‌نیا‌تيجمع‌کيژنت‌،یبند‌طبقه‌،یولوژيدميدر‌اپ

‌وان،يانسان‌و‌ح‌نيمشترک‌بودن‌ب‌ییشناسا‌،یمنبع‌آلودگ‌یابیآن،‌رد
گردد.‌از‌‌می‌زبانيبا‌م‌ها‌پیانتقال‌آن‌به‌انسان‌و‌تعامل‌ژنوتا‌یچگونگ

‌ارز‌یها‌کيتکن ‌در ‌استفاده ‌ا‌نیا‌یمولکول‌یابیمورد ‌به‌‌مینگل توان
اشاره‌‌(Multilocus Genotyping)‌یژن‌گاهیجا‌نیچند‌پیژنوتا‌نييتع

‌19نمود‌) .)Multilocus Sequence Typing‌(MLSTتکن‌ بر‌‌یکي(
‌اساس‌تع‌یژن‌گاهیجا‌نیچند‌یتوال‌یها‌داده‌یمبنا ‌بر ‌نيياست‌كه
مربوط‌به‌‌یها‌،‌آلل‌Housekeepingیها‌از‌ژن‌یقطعات‌ميمستق‌یتوال
‌بررس‌یها‌سميارگانکرويم ‌شناسا‌یمورد ‌ماركردینما‌می‌ییرا ‌از ‌یها‌.
‌ا‌یکيژنت ‌در ‌استفاده ‌به‌می‌کيتکن‌نیمورد  small subunit توان

ribosomal DNA‌,(SSU-rDNA)‌glutamate dehydrogenase‌
,(gdh)‌beta giardin‌ (bg)یا‌triose  phosphate isomerase ‌

(tpi‌)اشاره‌نمود.‌روش‌PCRاستفاده‌از‌ژن‌‌هیبر‌پا‌SSU-rRNAدر‌‌
باشد‌اما‌توجه‌‌میحساس‌‌یروش‌ایاردیمختلف‌ژ‌یها‌جياسمبل‌صيتشخ
باشد.‌‌میآن‌محدود‌‌جياست‌كه‌تنوع‌داخل‌اسمبل‌ینکته‌ضرور‌نیبه‌ا
‌‌tpiیها‌ژن ،β-giardin‌‌ ‌قابل‌gdhو تنوع‌‌ییدر‌شناسا‌یبالاتر‌تياز

‌3،‌13ردار‌هستند‌)كننده‌برخوزیمتما‌یعنوان‌ماركرها‌به‌جيداخل‌اسمبل
از‌‌یريشگيمنظور‌كنترل‌و‌پ‌هرگونه‌طرح‌و‌برنامه‌به‌یزیر‌هی(.‌پا‌14و

‌گسترش‌آلودگ‌یانگل‌یها‌عفونت ‌شناخت‌نحوه در‌‌ها‌انگل‌یمستلزم
خوزستان،‌موضوع‌مهاجرت‌‌استان‌تيهر‌منطقه‌است.‌با‌توجه‌به‌موقع

‌سا‌یروين ‌از ‌ا‌استان‌ریكار ‌به ‌فرهنگ‌را‌نیها ‌از‌است‌جیمنطقه، فاده
‌ییافراد‌در‌مناطق‌روستا‌کیدر‌فست‌فودها،‌ارتباط‌نزد‌سیسلف‌سرو

‌یو‌الگو‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌یها‌زولهیا‌ییبا‌دام،‌شناسا‌آنهاارتباط‌‌زيو‌ن
‌ا ‌در ‌آن ‌ضرور‌نیانتقال ‌نظ‌یاستان ‌ا‌می‌ربه ‌به ‌توجه ‌با ‌نکهیرسد.

‌سطح‌ ‌در ‌و ‌محدود ‌خوزستان ‌استان ‌در ‌گرفته ‌صورت مطالعات
‌ارزشهرست ‌حاضر ‌مطالعه ‌از ‌هدف ‌است، ‌بوده ‌ژنت‌یابیان ‌یکيتنوع

‌نمونه‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌یانسان‌یها‌زولهیا ‌در مدفوع،‌‌یها‌موجود
و‌‌ها‌زولهیا‌نیا‌نيروابط‌موجود‌ب‌یابیو‌ارز‌آنها‌یلوژنيروابط‌ف‌ییشناسا

‌الگو‌سیازیاردیژ ‌اساس‌تع‌یو ‌گاهیجا‌نیچند‌یتوال‌نييانتقال‌آن‌بر
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بار‌در‌استان‌‌نيكه‌نخست‌gdhو‌‌‌tpi‌،β-giardinیها‌شامل‌ژن‌یژن
‌باشد.‌میخوزستان‌انجام‌شد،‌

 ها   مواد و روش
‌ ‌كد ‌با ‌حاضر توسط‌‌IR.AJUMS.Rec.OG-94150مطالعه

‌تأیيد‌شده‌ ‌اهواز ‌پزشکی‌جندی‌شاپو ‌علوم كميته‌اخلاق‌دانشگاه
‌توصيفی ‌مطالعه ‌این ‌در ‌مناطق‌شهری‌و‌‌-است. ‌در ‌كه تحليلی

صورت‌گرفت،‌‌1395 الی‌1394ستان‌خوزستان‌از‌سال‌روستایی‌ا
و‌با‌استفاده‌از‌فرمول‌‌(20) و‌همکاران‌Rafieiبا‌توجه‌به‌مطالعه‌
‌نمونه ‌حجم n= [Z) تعيين

2
 1-(α/2)×(p(1-p)]/d

2‌ ‌با ،)14/0P=و‌‌
06/0d=05/0و‌‌α=نمونه‌مدفوع‌از‌افراد‌آلوده‌به‌ژیاردیا‌129،‌تعداد‌ 

‌هماهنگی ‌و ‌كسب‌مجوز ‌مسئولين‌آزمایشگاهها‌پس‌از ‌با های‌‌ی‌لازم
ار‌گرفت.‌درمانی‌مناطق‌تحت‌مطالعه‌مورد‌بررسی‌قر-مراكز‌بهداشتی

یی‌كه‌در‌آزمایش‌مستقيم‌از‌نظر‌ميکروسکوپی‌آلوده‌به‌ژیاردیا‌ها‌نمونه
ی‌روده‌ای‌ایجادكننده‌ها‌بودند‌و‌از‌نظر‌آلودگی‌به‌باكتری‌و‌سایر‌انگل

‌جمع‌‌مییعلا ‌شدند، ‌گزارش ‌منفی ‌ژیاردیازیس ‌به‌‌مشابه ‌و آوری
‌انگل ‌گروه ‌شاپور‌آزمایشگاه ‌جندی ‌دانشگاه ‌پزشکی ‌دانشکده ‌شناسی

ای‌نيز‌توسط‌محقق‌كه‌شامل‌اطلاعات‌‌اهواز‌انتقال‌یافتند.‌پرسشنامه
م‌بالينی‌فرد‌آلوده‌به‌ژیاردیا‌بود‌تکميل‌گردید.‌در‌یدموگرافيک‌و‌علا

‌ميدان‌ ‌هر ‌در ‌كيست ‌تعداد ‌اساس ‌بر ‌آلودگی ‌شدت آزمایشگاه
‌سوسپانسيون‌ ‌از ‌گسترش‌مرطوب‌تهيه‌شده ‌مشاهده ميکروسکوپی‌با

‌سر ‌قطره ‌یک ‌و ‌مدفوع ‌بزرگنمایی ‌با ‌فيزیولوژی ‌و‌‌X40م تعيين
+(‌و‌بيشتر‌از‌2كيست‌)‌10-6+(،‌1كيست‌)‌5-1به‌سه‌گروه‌‌ها‌نمونه
‌5یی‌با‌تعداد‌بيش‌از‌ها‌(.‌نمونه20بندی‌شدند‌)‌+(‌تقسيم3كيست‌)‌10
‌1كيست‌در‌هر‌ميدان‌ميکروسکوپی‌با‌روش‌فلوتاسيون‌سوكروز‌ عدد
‌كيستتخلي‌(21)‌مولار ‌و ‌انجام‌ها‌ص ‌زمان ‌تا ‌شده ‌جداسازی ی

نگهداری‌شدند.‌در‌این‌‌سانتيگراددرجه‌‌-20در‌فریزر‌‌DNAاستخراج‌
‌ ‌تکرار ‌با ‌كيست ‌دیواره ‌شکستن ‌انجماد‌7مطالعه ‌ذوب-مرحله

(Freeze-thawنيتروژن‌مایع‌ ‌از ‌استفاده ‌با ‌بن‌‌5)به‌مدت‌‌( ‌و دقيقه(
‌مدت‌‌ماری‌جوش ‌شد‌7)به ‌انجام ‌(22)‌دقيقه( ‌استخراج .DNAاز‌‌

از‌مدفوع‌‌DNAی‌تخليص‌شده‌با‌استفاده‌از‌كيت‌استخراج‌ها‌كيست
‌ (‌(QIAamp DNA stool mini kit (QIAGEN, Germany)كياژن

 به‌این‌ترتيب‌(23)‌ی‌كارخانه‌سازنده‌با‌اندكی‌تغييراتها‌مطابق‌توصيه

‌د ‌كه ‌شد ‌انجام ‌ر ‌اول ‌شده‌‌200مرحله ‌تغليظ ‌نمونه ‌از ميکروليتر
‌انجماد‌ها‌كيست ‌مراحل ‌تکرار ‌با ‌-كه ‌استخراج ‌برای ‌DNAذوب
ميکروليتر‌‌1400ليتری‌منتقل،‌‌ميلی‌2سازی‌شدند‌به‌ميکروتيوپ‌‌آماده
‌ ‌مدت‌‌ASLبافر ‌به ‌اضافه، ‌نمونه ‌هر ‌تغيير‌‌1به ‌با ‌ورتکس‌و دقيقه

انکوبه‌شدند.‌‌سانتيگراددرجه‌‌95دقيقه‌در‌‌15ماری‌به‌مدت‌‌نزمان‌ب
‌مایع ‌سانتریفيوژ، ‌قرص‌پس‌از ‌و ‌منتقل ‌جدید ‌ميکروتيوب ‌به  رویی

InhibitEX آلاینده‌ ‌حذف ‌منظور ‌مهاركننده‌به ‌و ‌مدفوع  های‌های

PCR پروتئيناز‌‌ ‌سوسپانسيون‌سانتریفيوژ‌و‌مایع‌رویی‌با و‌ K اضافه،
برای‌هضم‌‌سانتيگراددرجه‌‌70قه‌در‌دمای‌دقي‌10به‌مدت‌ AL بافر

‌آزادسازی ‌و ‌قبل‌ DNA آنزیمی ‌مرحله ‌از ‌مطلق ‌اتانول ‌شد. انکوبه
ستون‌ اضافه‌و‌مخلوط‌گردید‌و‌محتویات‌فوق‌با‌دقت‌از‌غشاء‌سيليسی

منظور‌به‌دست‌‌‌عبور‌داده‌شد.‌به‌DNA موجود‌در‌كيت‌جهت‌اتصال
‌آلا DNA آوردن ‌و ‌بازدارنده ‌حذف‌عوامل ‌ها‌یندهخالص‌و مرحله‌‌2،

‌بافرهای ‌از ‌استفاده ‌با ‌نهایت AW2 و AW1 شستشو ‌در ‌شد. ‌انجام
DNAميکروليتر‌بافر‌100استخراج‌شده‌در‌‌ AE شسته‌و‌جهت‌انجام‌

‌پرایمرهای‌‌سانتيگراددرجه‌‌-20مراحل‌بعدی‌در‌فریزر‌ نگهداری‌شد.
‌از ‌استفاده ‌جهت‌اختصاصيت‌توالی‌با ‌از ‌این‌مطالعه ‌در ‌استفاده ‌مورد

‌بانک‌ژنی‌‌BLASTافزار‌‌نرم ‌داده ‌پایگاه بررسی‌و‌‌NCBIموجود‌در
‌تکاپوزیست ‌شركت ‌توسط ‌تأیيد، ‌از (‌Metabion, Germany)‌پس

ی‌ها‌(.‌در‌این‌مطالعه،‌برای‌تأیيد‌تشخيص‌نمونه1)جدول‌‌سنتز‌شدند
‌ ‌روش ‌دئودناليس ‌‌PCRژیاردیا ‌از‌‌SSU-rRNAژن ‌استفاده با

‌ -GiF‌(5’-AGCCGGACACCGCTGGCAACCپرایمرهای

3’)‌‌ بر‌‌GiR‌(5’- CGGCTGCTGGCACCAGACCTT-3’)و
‌ ‌همکاران‌Raiاساس‌مطالعه ‌تکثير‌‌(24)‌و ‌جهت ‌تغييرات ‌اندكی با

 از‌این‌ژن‌به‌شرح‌زیر‌انجام‌شد:‌‌bp‌350قطعه

‌ ‌‌PCRواكنش ‌شامل ‌نمونه ‌هر ‌‌5برای ‌‌DNAميکروليتر ‌1الگو،
‌پرایمر ‌هر ‌از ‌ ميکروليتر ‌غلظت ‌‌25)با ‌آب‌ 5/5پيکومول(، ميکروليتر

‌ ‌و ‌دیونيزه  ,2x Master Mix(Ampliqon ‌ميکروليتر‌5/12مقطر

Denmark) از‌)متشکل‌dNTP،‌MgCl2‌(2آنزیم‌ميلی‌‌  Taqمولار(،

polymerase،tracking dye‌‌ ‌نهایی ‌حجم ‌در ‌واكنش( ‌بافر ‌25و
 ,Bio-Rad, My Cycler)‌سایکلروليتر‌انجام‌شد.‌در‌دستگاه‌ترموميکر

US‌ )Denaturation‌‌ ‌دمای ‌در ‌‌94اوليه ‌مدت‌‌سانتيگراددرجه ‌5به
‌سانتيگراددرجه‌‌‌94در‌دمای‌Denaturationسيکل‌شامل‌‌30دقيقه‌و‌
‌1به‌مدت‌‌سانتيگراددرجه‌‌67در‌دمای‌‌Annealingدقيقه،‌‌1به‌مدت‌
دقيقه‌و‌‌1به‌مدت‌‌سانتيگراددرجه‌‌72در‌دمای‌‌extensionدقيقه‌و‌
دقيقه‌‌5به‌مدت‌‌سانتيگراددرجه‌‌72نهایی‌در‌دمای‌‌extensionسپس‌

‌به ‌شد. ‌‌انجام ‌نتایج ‌از ‌اطمينان ‌PCRمنظور ‌یک‌نمونه ،DNAمثبت‌‌
عنوان‌كنترل‌مثبت‌و‌منفی‌مورد‌استفاده‌‌ترتيب‌به‌ژیاردیا‌و‌آب‌مقطر‌به

‌ژل ‌روی ‌بر ‌الکتروفورز ‌واكنش‌با ‌نهایت‌محصولات ‌در ‌گرفتند. ‌‌قرار
‌اتيدیوم‌بروماید،‌‌‌(‌و‌رنگMerck, Germanyدرصد‌)‌2آگارز‌ آميزی‌با

‌ارزیابی‌(Syngene, G: Box, UK)با‌استفاده‌از‌یک‌دستگاه‌ژل‌داک‌
‌لوكوس،‌ ‌مولتی ‌تکنيک ‌از ‌استفاده ‌با ‌ژنوتایپ ‌تعيين ‌برای گردیدند.

Nested-PCRی‌ها‌ژن‌tpiو‌ β-giardinو‌‌Semi-Nested PCRژن‌‌
gdhنمونه‌‌ ‌روی ‌شدهها‌بر ‌تأیيد ‌قطعات‌ ی ‌تکثير ‌جهت ‌ترتيب به

bp530‌،bp511و‌‌bp432جهت‌(28-25)‌ی‌فوق‌انجام‌شدها‌از‌ژن‌‌.
كار‌‌همقادیر‌ب‌gdhو‌‌tpi‌،β-giardinی‌ها‌تکثير‌قطعات‌ذكر‌شده‌از‌ژن
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آورده‌شده‌است.‌در‌‌4و‌‌2‌،3ترتيب‌در‌جداول‌‌رفته‌از‌مواد‌واكنش‌به
سایکلر‌مطابق‌شرایط‌ذكر‌دستگاه‌ترمو‌tpiاز‌ژن‌‌bp530تکثير‌قطعه‌

درجه‌‌95با‌اندكی‌تغيير‌)استفاده‌از‌دمای‌‌(28)شده‌توسط‌محققين‌قبلی
‌مدت‌‌سانتيگراد ‌در‌5به ‌مرحله‌Initial denaturation ‌دقيقه ‌دو هر

PCRدر‌‌سانتيگراددرجه‌‌58و‌دمای‌‌Annealingمرحله‌دوم‌‌PCR‌)
‌برنامه5)جدول‌ ‌در‌بررسی‌ژن‌‌( برنامه‌دمایی‌‌β-giardinریزی‌گردید.

‌شده‌در‌مطالعات‌محققين‌قبلیسایکلر‌مطابق‌شرایط‌ذكر‌دستگاه‌ترمو
‌از‌دمای‌(‌27و‌26) ‌اندكی‌تغييرات‌)استفاده در‌‌سانتيگراددرجه‌‌‌96با

Initial denaturationهر‌دو‌مرحله‌‌PCR96دقيقه،‌دمای‌‌5به‌مدت‌‌‌
‌ ‌‌‌Denaturationدر‌سانتيگراددرجه ‌مدت ‌به ‌دوم ‌و‌‌45مرحله ثانيه
(‌6(‌)جدول‌PCRمرحله‌اول‌‌Annealingدر‌‌سانتيگراددرجه‌‌50دمای‌

‌از‌ژن‌‌bp432استفاده‌گردید.‌برنامه‌دمایی‌مورد‌استفاده‌در‌تکثير‌قطعه
gdhانجام‌شد.7)جدول‌‌(‌29و‌25)‌نيز‌مطابق‌مطالعات‌قبلی‌‌ قطعه‌ (

هر‌ژن‌با‌برش‌ژل‌آگاروز‌جداسازی‌و‌جهت‌‌PCRمربوط‌به‌مرحله‌دوم‌
‌تعيين‌توالی‌به‌شركت‌تکاپوزیست‌ارسال‌شدند.‌
‌نمون ‌هر ‌به ‌مربوط ‌كروماتوگرام ‌بررسی ‌نرمبا ‌از ‌استفاده ‌با افزار‌‌ه

Chromasپيک‌ ‌كيفيت ‌نوكلئوتيدی‌‌ها‌، ‌جابجایی ‌یا ‌و ‌جایگزینی و

‌جایگاه‌ ‌یک ‌در ‌پيک ‌دو ‌مشاهده ‌صورت ‌در ‌و ‌گردید مشخص
‌توالی ‌چندگانه ‌همردیفی ‌جهت ‌شد. ‌انجام ‌تصحيح ،‌ها‌نوكلئوتيدی

‌MEGA6‌(www.megasoftware.net)برنامه‌‌‌ClustalWافزار‌نرم
‌برای‌مقایسه‌توالی ‌سایر‌توالی‌استفاده‌گردید. ی‌ها‌های‌نوكلئوتيدی‌با

‌ ‌ژنی، ‌بانک ‌در ‌آمينه‌‌BLASTnموجود ‌اسيدهای ‌مقایسه ‌برای و
و‌‌ها‌انجام‌شد‌و‌موتاسيون‌BLASTافزار‌‌در‌نرم‌BLASTx،‌ها‌توالی

و‌ساب‌‌ها‌د.‌اسمبليجی‌مورد‌مطالعه‌بررسی‌گردیها‌در‌ژن‌ها‌جایگزینی
‌به‌ها‌اسمبليج ‌ژن ‌هر ‌فيلوژنی ‌درخت ‌ترسيم ‌درخت‌‌با ‌و ‌مجزا طور
‌شامل‌توالی‌مربوط ‌مولتی‌لوكوس‌كه ‌ژن‌ها‌به ‌سه ‌از ی‌كانتيگ‌شده

‌روش ‌اساس ‌بر ‌ها‌بود ‌آماری ‌یا‌‌Neighbour-Joining‌(NJ)ی و
Maximum Liklihoodاطمينان‌‌ ‌برای ‌شدند. پذیری‌‌شناسایی

‌ترسيمها‌درخت ‌‌ی ‌آماری ‌روش ‌از با‌‌Bootstrap methodشده،
‌ ‌توالی‌1000تکرارپذیری ‌گردید. ‌ب‌استفاده ‌این‌‌ههای ‌از ‌آمده دست

‌ ‌پروتئين ‌و ‌‌به‌آنهامطالعه در‌‌Accession Numbers‌(AN)وسيله
‌ثبت‌شدند.‌NCBIبانک‌ژنی‌

 gdhو‌‌tpi‌،bgپرایمرهای‌مورد‌استفاده‌در‌شناسایی‌قطعات‌ژنی‌‌-1جدول‌

 ژن اسم‌پرایمر نوع‌پرایمر ایمرتوالی‌پر

tpi 
5′-AAATIATGCCTGCTCGTCG-3′ اوليه AL3543  
5′-CAAACCTTITCCGCAAACC-3′ AL3546 
5'-CCCTTCATCGGIGGTAACTT-3' ثانویه AL3544 
5'-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3' AL3545 

bg 
5'-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3' اوليه G7  
5'-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3 G759 

5'-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3' ثانویه BG511F 
5'-CTCGACGAGCTTCGTGTT-3' BG511R 

gdh 
5'-TCAACGTYAAYC GYGGYT TCCGT-3' اوليه GDHeF  

5'-GTTRTC CTTGCACAT CTCC-3' GDHiR 
5'-CAGTACAACTCYGCTCTCGG-3' ثانویه GDHiF 

5'-GTTRTCCTTGCACATCTCC-3' GDHiR 
‌

‌‌tpiژن‌Nested PCRکار‌رفته‌برای‌انجام‌آزمایش‌‌مقادیر‌مواد‌به‌-2جدول‌

‌مواد‌موردنياز
‌PCRمرحله‌دوم‌‌PCRمرحله‌اول‌

‌‌(حجم‌)ميکروليتر‌حجم‌)ميکروليتر(
Master Mix 5/12‌5/12‌
‌‌1‌1پرایمر‌اوليه

‌‌1‌1ثانویه پرایمر
‌‌5/5‌5/9آب‌مقطر‌دوبارتقطير‌

DNA‌5‌1لگوا‌‌
‌‌25‌25حجم‌نهایی

 

‌‌β-giardinژن‌Nested PCRکار‌رفته‌برای‌انجام‌آزمایش‌‌مقادیر‌مواد‌به‌-3جدول‌

‌PCRمرحله‌دوم‌‌PCRمرحله‌اول‌‌مواد‌موردنياز
‌حجم‌)ميکروليتر(‌حجم‌)ميکروليتر(‌

Master Mix 5/12‌5/12‌
‌‌1‌1پرایمر‌اوليه

http://www.megasoftware.net/
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‌‌1‌1ثانویه پرایمر
‌‌‌5/9‌5/9آب‌مقطر‌دوبارتقطير

DNA‌1‌1الگو‌‌
‌‌25‌25حجم‌نهایی

 

‌‌gdhژن‌Semi-Nested PCRکار‌رفته‌برای‌انجام‌آزمایش‌‌مقادیر‌مواد‌به‌-4جدول‌

‌مواد‌موردنياز
‌PCRمرحله‌دوم‌‌PCRمرحله‌اول‌

‌حجم‌)ميکروليتر(‌حجم‌)ميکروليتر(
Master Mix 5/12‌5/12‌
‌‌1‌1پرایمر‌اوليه

‌‌1‌1ثانویه پرایمر
‌‌5/9‌5/9مقطر‌دوبارتقطير‌آب‌

DNA‌1‌1الگو‌‌
‌‌25‌25حجم‌نهایی

 

‌tpi‌(28)ژن‌‌Nested PCRبرنامه‌دمایی‌دستگاه‌ترموسایکلر‌برای‌انجام‌آزمایش‌‌-5جدول‌

‌تعداد‌سيکل‌زمان‌)دقيقه:‌ثانيه(‌(سانتيگراددما‌)‌درجه‌ PCRمراحل‌
‌PCRمرحله‌اول‌

 

Initial denaturation 95‌5‌1دقيقه‌‌
Denaturation‌94‌45ثانيه‌‌

35‌ Annealing‌50‌45ثانيه‌‌
Extension‌72‌1دقيقه‌‌

Final extension‌72‌10‌1دقيقه‌‌
‌PCRمرحله‌دوم‌

 

Initial denaturation 95‌5‌1دقيقه‌‌

Denaturation‌94‌45ثانيه‌‌

35‌ Annealing‌58‌45ثانيه‌‌

Extension‌72‌1دقيقه‌‌

Final extension‌72‌10‌1دقيقه‌‌
 

‌(‌27و‌26)‌‌β-giardinژن‌Nested PCRبرنامه‌دمایی‌دستگاه‌ترموسایکلر‌برای‌انجام‌آزمایش‌‌-6جدول‌

‌تعداد‌سيکل‌زمان‌)دقيقه‌:‌ثانيه(‌(سانتيگراددما‌)‌درجه‌ PCRمراحل‌
‌PCRمرحله‌اول‌

 Initial denaturation 96‌5‌1دقيقه‌‌
Denaturation‌95‌30ثانيه‌‌

35‌ Annealing‌50‌30ثانيه‌‌
Extension‌72‌1دقيقه‌‌

Final extension‌72‌7‌1دقيقه‌‌
‌PCRمرحله‌دوم‌

 Initial denaturation 96‌5‌1دقيقه‌‌
Denaturation‌96‌45ثانيه‌‌

35‌ Annealing‌55‌30ثانيه‌‌
Extension‌72‌1دقيقه‌‌

Final extension‌72‌7‌1دقيقه‌‌

‌
‌‌(29و‌‌25)‌‌gdhژن‌Semi-Nested PCRبرنامه‌دمایی‌دستگاه‌ترموسایکلر‌برای‌انجام‌آزمایش‌‌-7جدول‌

‌تعداد‌سيکل‌زمان‌)دقيقه:‌ثانيه(‌(نتيگرادسادما‌)‌درجه‌ PCRمراحل‌
‌PCRمرحله‌اول‌

 Initial denaturation 95‌5دقيقه‌‌
1‌

Denaturation‌94‌2دقيقه‌‌
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Annealing‌56‌1دقيقه‌‌
Extension‌72‌2دقيقه‌‌

Denaturation‌94‌30ثانيه‌‌
55‌ Annealing‌56‌20ثانيه‌‌

Extension‌72‌45ثانيه‌‌
Final extension‌72‌7‌1دقيقه‌‌

‌PCRمرحله‌دوم‌
 Initial denaturation 95‌5دقيقه‌‌

1‌
Denaturation‌94‌2دقيقه‌‌

Annealing‌56‌1دقيقه‌‌
Extension‌72‌2دقيقه‌‌

Denaturation‌94‌30ثانيه‌‌
33‌ Annealing‌56‌20ثانيه‌‌

Extension‌72‌45ثانيه‌‌
Final extension‌72‌7‌1دقيقه‌‌

 نتایج
‌ ‌از ‌مجموع ‌دئودناليس‌كه‌‌129در ‌حاوی‌كيست‌ژیاردیا ‌مدفوع نمونه

DNAاستخراج‌و‌از‌نظر‌تکثير‌قطعه‌‌آنها‌bp‌350ژن‌‌SSU-rRNA‌
‌ ‌گرفتند‌در ‌بررسی‌قرار ‌این‌ژن‌با‌‌79نمونه‌)‌102مورد ‌تکثير درصد(،

‌1)شکل‌‌موفقيت‌انجام‌شد ‌از ‌ژن‌‌102(. ‌در ‌تکثيریافته -SSUنمونه

rRNA‌ نمونه‌‌tpi،62ژن‌‌Nested-PCRدرصد(‌در‌‌3/86نمونه‌)‌88،
(8/60‌‌ ‌در ‌‌β-giardinژن‌Nested-PCRدرصد( ‌)‌76و ‌5/74نمونه

‌ ‌در ‌‌Semi-Nested PCRدرصد( ‌یافتند‌gdhژن ‌تکثير ‌موفقيت ‌با
نمونه‌تعيين‌توالی‌شده‌‌20ی‌نوكلئوتيدی‌ها‌(.‌مقایسه‌توالی2-4)شکل‌
موجود‌در‌‌Bو‌‌Aی‌اسمبليج‌ها‌ایزولهبا‌‌blastnبا‌استفاده‌از‌‌tpiدر‌ژن‌

‌ ‌ژنی، ‌TPI2‌,TPI3‌,TPI7‌,TPI11‌,TPI12,)‌نمونه‌15بانک
,TPI15‌,TPI19‌TPI24-TPI21‌‌ ‌TPI29-TPI26و درصد‌‌99(

‌ ‌ایزوله ‌با ‌را ‌‌TYتشابه  A‌(Accessionاسمبليج

number(AN)=KY554832.1)نمونه‌5و‌‌‌(,TPI5‌,TPI9‌,TPI10‌
TPI18‌‌ ‌TPI20و ‌ایزوله‌99( ‌با ‌را ‌تشابه ‌‌INI 50درصد ‌Bاسمبليج

(AN=KX085492.1)تفاوت‌این‌نمونه‌‌ ‌ایزوله‌ها‌نشان‌دادند. ی‌ها‌با
‌ ‌جایگزینی‌نوكلئوتيدی‌در ‌بانک‌ژنی‌در ‌از ‌شده ‌‌2اشاره موقعيت‌‌3یا

‌توالی‌بود. ‌آمينواسيدی‌ها‌مقایسه ‌توالی‌15ی ‌با ‌در‌ها‌نمونه ی‌موجود
‌ ‌از ‌استفاده ‌blastxبانک‌ژنی‌با ‌تعدادی‌از ‌در ‌در‌‌‌100آنها، ‌و درصد

‌اسمبليج‌‌99تعدادی‌دیگر‌ ‌با ‌A‌(AN=AEK78812.1)درصد‌تشابه
‌مقایسه‌توالی ‌اسمبليج‌‌5ی‌آمينو‌اسيدی‌ها‌مشاهده‌گردید. ‌Bنمونه‌با

(AN=AOR05770.1)‌ ‌جایگزینی‌99، ‌نشان‌داد. ی‌ها‌درصد‌تشابه‌را
‌نمونه‌tpiنوكلئوتيدی‌در‌ژن‌ ‌اسيد‌ها‌در ‌دو ‌منجر‌به‌جابجایی‌یک‌یا ،

‌ ‌در ‌توالی‌آنهاآمينه ‌ها‌گردید. ‌ژن ‌آمينواسيدی ‌و ‌نوكلئوتيدی ‌tpiی
‌ها‌نمونه ‌با -MF535508ی‌ها‌Accession numberی‌مطالعه‌حاضر

MF535494و‌‌MF535515-MF535511بانک‌ژنی‌‌‌ به‌‌NCBIدر
‌با‌رسم‌درخت‌فيلوژنی‌ژن‌ ‌tpiثبت‌رسيدند. ‌TPI2‌,TPI3,)‌نمونه‌9،

,TPI7‌,TPI11‌,TPI12‌TPI24و‌‌TPI29-TPI27در‌اسمبليج‌‌)Aو‌‌
‌AIIساب‌اسمبليج‌ ‌اسمبليج‌‌TPI9و‌TPI5)‌نمونه‌2، ‌در )Bساب‌‌‌ و

‌ ‌نمونهBIIIاسمبليج ،‌TPI18‌ ‌اسمبليج ‌اسمبليج‌Bدر ‌ساب و‌‌BIVو
‌اسمبليج‌‌‌TPI20و‌TPI10ی‌ها‌نمونه ‌گرفتند‌كه‌ساب‌‌Bنيز‌در قرار

ی‌نوكلئوتيدی‌ها‌(.‌مقایسه‌توالی5)شکل‌‌اسمبليج‌آنها‌مشخص‌نگردید
‌استفاده‌‌β-giardinنمونه‌تعيين‌توالی‌شده‌در‌ژن‌21 با‌‌blastnاز‌‌با

‌ها‌ایزوله ‌اسمبليج ‌‌Aی ‌‌Bو ‌بانک‌ژنی، ‌در ‌BG2,)‌نمونه‌10موجود
,BG3‌,BG7‌,BG11‌,BG15‌,BG19 BG23-BG21و‌‌BG26)‌100‌

‌99(‌BG24و‌‌BG4‌,BG6‌,BG12‌BG17,)‌نمونه‌5درصد‌تشابه‌و‌
‌ ‌ایزوله ‌با ‌را ‌تشابه ‌‌86درصد  A‌(Accessionاسمبليج

number=KJ363393.1)نمونه‌6و‌‌‌(,BG5‌,BG9‌,BG10‌,BG14‌
BG18‌‌ ‌BG20و )99‌‌ ‌ایزوله ‌با ‌را ‌شباهت ‌‌31درصد ‌Bاسمبليج

(Accession number=KJ363390.1)با‌‌ها‌نشان‌دادند.‌تفاوت‌نمونه‌
‌1‌،2‌،3نک‌ژنی‌در‌جایگزینی‌نوكلئوتيدی‌در‌ی‌ذكر‌شده‌از‌باها‌ایزوله
‌ ‌یا ‌توالی‌4و ‌مقایسه ‌در ‌بود. ‌از‌ها‌موقعيت ‌استفاده ‌با ‌آمينواسيدی ی

blastxنمونه‌ ‌در ‌‌Bو‌‌Aی‌مربوط‌به‌اسمبليج‌ها‌، ‌100مطالعه‌حاضر،
‌اسمبليج‌ ‌A‌(Accession number=AHY00798.1)درصد‌تشابه‌با

‌ ‌اسمبليج ‌در‌‌B‌(Accession number= AHY00796.1)و موجود
‌توالی -βی‌نوكلئوتيدی‌و‌آمينواسيدی‌ژنها‌بانک‌ژنی‌مشاهده‌گردید.

giardinها‌نمونه‌‌ ‌با ‌حاضر ‌مطالعه ی‌ها‌Accession numberی
MF503629-MF503643‌‌ ‌بانک‌‌MF503651- MF503646و در

‌رسم‌درخت‌فيلوژنی‌ژن‌‌NCBIژنی‌ ‌β-giardinبه‌ثبت‌رسيدند. ،4‌
‌‌BG4‌,BG6‌BG15,)‌نمونه ‌BG22و ‌اسمبليج ‌در ‌را )Aساب‌‌‌ و

‌ ‌AIاسمبليج ‌BG7‌,BG11‌,BG12‌,BG17‌,BG19,)‌نمونه‌9،
,BG21‌,BG23‌BG24و‌‌BG26را‌در‌اسمبليج‌‌)Aو‌ساب‌اسمبليج‌‌

AIIنمونه‌6و‌‌‌(,BG5‌,BG9‌,BG10‌,BG14‌BG18و‌‌BG20را‌‌)
‌(.‌6قرار‌داد‌)شکل‌‌BIVو‌ساب‌اسمبليج‌‌Bدر‌اسمبليج‌

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY554832?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2R3XPYNU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX085492?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2RSSFZ7P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AEK78812?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=2RPBVEV3015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AOR05770?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=2THU31VV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/619324245?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=278D3C2K01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/619324239?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=28D4CUZG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/619324246?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=28BMJYS7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/619324242?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=28G5MFMG015
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‌توالی ‌مقایسه ‌ژن‌26ی‌نوكلئوتيدی‌ها‌در ‌در ‌تعيين‌توالی‌شده  نمونه

gdh ‌‌ ‌از ‌استفاده ‌ایزوله‌blastnبا ‌ها‌با ‌‌Aی‌اسمبليج ‌در‌‌Bو موجود
‌ ‌‌GD13و‌GD2‌,GD4‌,GD6‌GD7,)‌نمونه‌5بانک‌ژنی، )100‌

‌ت ‌درصد ‌ایزوله ‌با ‌‌H.QLD47شابه  A‌(Accessionاسمبليج

number=KY655479.1)و‌ایزوله‌‌KGgH2-IRساب‌اسمبليج‌‌AII‌
(Accession number=KY444770.1)، 15نمونه‌‌,GD11)‌

,GD12‌,GD15‌,GD17,GD16‌GD19و‌GD29-GD21‌ )99‌
‌ایزوله‌ درصد‌شباهت‌‌100و‌‌Aاسمبليج‌‌H.QLD47درصد‌شباهت‌با

‌ایزوله‌ ‌‌AIIساب‌اسمبليج‌‌KGgH2-IRبا ‌GD5‌,GD9,)‌نمونه‌6و
,GD10‌,GD14‌GD18و‌‌GD20‌ ‌ایزوله‌‌99( ‌با ‌شباهت درصد

H.QLD76اسمبليج‌‌B‌(Accession number= KY655477.1)را‌‌
‌تفاوت‌نمونه ‌ایزولهها‌نشان‌دادند. ‌با ‌از‌ها‌ی‌مطالعه‌حاضر ی‌ذكر‌شده

‌جایگزینی‌نوكل ‌بانک‌ژنی‌در ‌1ئوتيدی‌در ،3‌‌ ‌یا ‌در‌‌4و موقعيت‌بود.
‌توالی ‌ها‌مقایسه ‌از ‌استفاده ‌با ‌آمينواسيدی ‌نمونهblastxی ‌در ی‌ها‌،

‌‌Bو‌Aمربوط‌به‌اسمبليج‌ ‌اسمبليج‌‌100مطالعه‌حاضر، درصد‌تشابه‌با
A‌(Accession number=ARS22473.1)‌‌ ‌اسمبليج ‌ساب ‌AIIو

(Accession number=ATJ34015.1)و‌اسمبليج‌‌B‌(Accession 

number=ARS22471.1)توالی‌‌ ‌گردید. ‌و‌ها‌مشاهده ‌نوكلئوتيدی ی
‌ژن ‌‌gdhآمينواسيدی ‌ها‌Accession numberبا -MF535485ی

MF535466و‌‌MF535493-MF535488بانک‌ژنی‌‌‌ به‌‌NCBIدر
‌ژن ‌فيلوژنی ‌درخت ‌رسم ‌‌‌gdhثبت‌رسيدند. ‌كه ‌داد ‌نمونه‌20نشان

(,GD2‌,GD4‌,GD6‌,GD7‌,GD11‌,GD12‌,GD13‌,GD15‌
,GD16‌,GD17‌GD19و‌‌GD29-GD21متعلق‌به‌اسمبليج‌‌ )Aو‌‌

‌ ‌اسمبليج ‌AIIساب ‌‌GD5‌GD9,)‌نمونه‌3، ‌به‌GD14و ‌متعلق )
(‌متعلق‌به‌اسمبليج‌GD18)‌نمونه‌BIII‌،1و‌ساب‌اسمبليج‌‌Bاسمبليج‌

B‌‌ ‌ساب‌اسمبليج ‌‌BIVو ‌‌نمونه‌2و (GD10‌‌ ‌متعلق‌به‌GD20و )
(.‌در‌این‌7مشخص‌نشد‌)شکل‌‌آنهاكه‌ساب‌اسمبليج‌‌بودند‌Bاسمبليج‌

‌توالی ‌فيلوژنی ‌درخت ‌رسم ‌نهایت ‌در ‌سه‌ها‌مطالعه ‌شده ‌كانتيگ ی
‌AIIرا‌در‌ساب‌اسمبليج‌‌Aی‌متعلق‌به‌اسمبليج‌ها‌لوكوس،‌كليه‌نمونه

 (.8قرار‌داد‌)شکل‌‌BIVرا‌در‌ساب‌اسمبليج‌‌Bی‌اسمبليج‌ها‌و‌نمونه

‌ ‌مجموع ‌از ‌كه ‌این‌‌29نتایج‌نشان‌داد ‌به ‌آلوده ‌افراد ‌مربوط‌به نمونه
شناسایی‌‌آنهاانگل‌كه‌در‌یکی‌از‌سه‌ژن‌تعيين‌توالی‌شدند‌و‌اسمبليج‌

نمونه‌متعلق‌‌6درصد(‌و‌‌31/79)‌Aنمونه‌مربوط‌به‌اسمبليج‌‌23گردید،‌
‌این‌بررسی‌بين‌ميانگين‌سن‌‌B‌(69/20به‌اسمبليج‌ ‌در ‌بودند. درصد(

‌‌Aافراد‌و‌فراوانی‌دو‌اسمبليج‌ ‌محل‌زندگی‌افرادBو ‌شدت‌آلودگی، ،‌
‌علا ‌بروز ‌و ‌روستایی( ‌یا ‌ارتباط‌ی)شهری ‌اسمبليج ‌نوع ‌با ‌بالينی م

 داری‌مشاهده‌نگردید.‌معنی

‌
‌درصد‌2بر‌روی‌ژل‌آگاروز‌‌SSU-rRNAژن‌‌PCRالکتروفورز‌محصولات‌‌-1شکل‌
‌PCRحاصل‌از‌‌bp‌350:‌قطعات‌12-1کنترل‌منفی،‌ستون‌‌NC:کنترل‌مثبت،‌bp‌100،‌:PC:‌مارکر‌Mستون‌

‌
‌درصد‌2بر‌روی‌ژل‌آگاروز‌‌tpiژن‌‌Nested-PCRالکتروفورز‌محصولات‌‌-2شکل‌
 Nested-PCR.حاصل‌از‌‌bp‌530:‌قطعات16-‌1کنترل‌منفی،‌ستون‌NC:کنترل‌مثبت،‌bp‌100، :PC:‌مارکر‌Mستون‌

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1194982089?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=22NZ0RMR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1255656667?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=22NZ0RMR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1194982085?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=25SA0XFP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1194982090?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=24JE6RBV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1255656668?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=24JE6RBV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1194982086?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=1NW2JY5901R
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‌
‌رصدد‌2بر‌روی‌ژل‌آگاروز‌‌β-giardinژن‌‌Nested-PCRالکتروفورز‌محصولات‌‌-3شکل‌
 Nested-PCRحاصل‌از‌‌bp‌511:‌قطعات‌16-‌1کنترل‌منفی،‌ستون‌NC:کنترل‌مثبت،‌bp‌100، :PC:‌مارکر‌Mستون‌

 
‌درصد‌2بر‌روی‌ژل‌آگاروز‌‌gdhژن‌‌Semi-Nested PCRالکتروفورز‌محصولات‌‌-4شکل‌
 Semi-Nested PCRاز‌‌حاصل‌bp‌432:‌قطعات‌16-1کنترل‌منفی،‌ستون‌‌NC:کنترل‌مثبت،‌bp‌100،‌:PC:‌مارکر‌Mستون‌

 

 
‌ ‌‌-5شکل ‌ژن ‌از ‌شده ‌ترسیم ‌فیلوژنتیک ‌روش‌‌tpiدرخت ‌از ‌استفاده با

Neighbor-Joining (NJ)نرم‌‌ ‌‌در ‌مدل‌‌MEGA6افزار ‌از ‌استفاده -Kimura 2با

parameter (K2P)با‌‌pairwise-deletion1000و‌تکرار‌‌ bootstrap‌

 
‌ ‌ژن‌-6شکل ‌از ‌شده ‌ترسیم ‌فیلوژنتیک ‌روش‌‌با‌bgدرخت ‌از استفاده

Neighbor-Joining (NJ)نرم‌‌ ‌‌در ‌مدل‌‌MEGA6افزار ‌از ‌استفاده -Kimura 2با

parameter (K2P)با‌‌pairwise-deletion1000و‌تکرار‌‌ bootstrap‌

 TPI-21

 TPI-23

 TPI-15

 TPI-27

 TPI-11

 TPI-8

 TPI-7

 TPI-3

 TPI-2

 TPI-1

 AII(U57897)

 TPI-28

 TPI-29

 TPI-19

 TPI-22

 TPI-26

 TPI-12

 TPI-24

 AI(L02120)

 AIII(DQ650648)

 F(AF069558)

 E(KF891311)

 G(EU781013)

 C(AY228641)

 D(DQ246216)

 TPI-10

 TPI-20

 BIV(AF069560)

 TPI-18

 BIII(AF069561)

 TPI-5

 TPI-9

 Giardia ardeae(AF069564)(AF069564)

 BG4

 BG6

 BG22

 BG15

 AI(X85958)

 AII(AY072723)

 BG7

 BG21

 BG26

 BG2

 BG19

 BG23

 BG3

 BG8

 BG11

 BG1

 BG12

 BG17

 BG24

 AIII(EU216429)

 E(AY072729)

 F(AY647264)

 G(EU769221)

 C (AY545646)

 D(AY545647)

 BIII(AY072726)

 BG9

 BG14

 BG5

 BIV(AY072728)

 BG10

 BG18

 BG20

 Giardia muris(EF455599)
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‌ژن‌-‌7شکل ‌از ‌شده ‌ترسیم ‌فیلوژنتیک ‌روش‌‌gdhدرخت ‌از ‌استفاده با

Neighbor-Joining (NJ)نرم‌‌ ‌‌در ‌استفاده‌MEGA6افزار ‌مدل‌‌با -Kimura 2از

parameter (K2P)با‌‌pairwise-deletion1000و‌تکرار‌‌ bootstrap 

 بحث
‌گونه ‌‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌یا‌كمپلکس (با‌A-H)‌جياسمبل‌8شامل

‌م‌تياختصاص ‌آلودگ‌زبانيمختلف ‌به‌یكه ‌با‌‌انسان ‌عمده طور
‌BIVو‌‌‌AIIیها‌جيشود‌و‌ساب‌اسمبل‌می‌جادیا‌Bو‌‌‌Aیها‌جياسمبل

‌آنتروپونوت‌جياسمبلدو‌‌نیا ‌م13-3،‌6،‌15هستند‌)‌کيمعمولاً ‌زاني(.
‌مرفولوژ ‌در ‌تنوع ‌‌گونه‌زیتما‌ل،انگ‌یكم مختلف‌‌یها‌جياسمبل‌ایها

‌یها‌مشترک‌انسان‌و‌دام‌با‌استفاده‌از‌روش‌ليپتانس‌نييو‌تع‌ایاردیژ
‌یها‌روش‌نی(،‌بنابرا15-18را‌با‌مشکل‌مواجه‌نموده‌است‌)‌یپیفنوتا

‌ای‌پیژنوتا‌نييجهت‌تع‌یکردیرو‌‌MLSTکيله‌تکناز‌جم‌یمولکول
ها‌‌سميارگان‌ریو‌سا‌ییایاكترب‌یها‌زولهیا‌دیجد‌یها‌گونه‌ریز‌صيتشخ

‌اساس‌داده ‌چند‌یقطعات‌یتوال‌یها‌بر ‌ژن‌یژن‌گاهیجا‌نیاز ‌یها‌از
Housekeepingبررس‌می‌‌ ‌به ‌كه ‌یژن‌گاهیجا‌نیچند‌یباشد

ل‌مشترک‌انسان‌و‌دام‌و‌روشن‌ساختن‌موضوع‌انتقا‌یپردازند.‌برا‌می
‌تعامل‌ژنوتا‌ییایپو ‌م‌پیانتقال، ‌با ‌تع‌زبانيها ‌و‌جيسمبلروابط‌ا‌نييو

‌برا‌ازيموردن‌یماريب‌یالگو  ‌جياسمبل‌ییشناسا‌یهستند.

 

 
‌ ‌ژن‌)‌-8شکل ‌سه ‌از ‌از‌MLSTدرخت‌فیلوژنتیک‌ترسیم‌شده ‌استفاده ‌با )
با‌‌Kimura 2-parameter (K2P)با‌استفاده‌از‌مدل‌‌Maximum likelihoodروش‌

pairwise-deletion1000و‌تکرار‌‌ bootstrapافزار‌‌در‌نرم‌MEGA6 

‌تنوع‌داخل‌‌یروش‌SSU-rRNAژن‌‌PCRروش‌‌ا،یاردیژ حساس‌با
تنوع‌داخل‌‌gdhو‌‌‌tpi‌،β-giardinیمحدود‌است‌اما‌ماركرها‌جياسمبل
‌ب‌جياسمبل ‌موفق‌19و‌3،‌13،‌14،‌18دهند‌)‌مینشان‌‌شتريرا در‌‌تي(.
‌پ‌یها‌یراتژاست ‌عفونت‌یريشگيكنترل، ‌درمان ‌ازمندين‌یانگل‌یها‌و

‌آلودگ ‌گسترش ‌نحوه ‌مطالعات‌‌یشناخت ‌مانند ‌منطقه ‌هر ‌در آنها
‌ن‌یمولکول‌یولوژيدمياپ ‌ب‌زيو ‌دارو‌یولوژيمطالعات ‌مقاومت ‌ییو

‌بررس‌می ‌در ‌نمونه‌یباشد. ‌تکن‌ها‌حاضر ‌اساس ‌‌MLSTکيبر
‌‌tpiیها‌لوكوس ،β-giardin‌‌ ‌است‌نينخست‌gdhو ‌سطح ‌در ‌انبار

‌تع ‌‌پیژنوتا‌نييخوزستان ‌مجموع ‌از ‌حاو‌129شدند. ‌ستيك‌ینمونه
‌بر‌سيدئودنال‌ایاردیژ ‌مورد ‌‌یسركه ‌در ‌گرفتند، ‌)‌102قرار ‌79نمونه

كه‌‌افتی‌ريتکث‌تيبا‌موفق‌SSU-rRNAاز‌ژن‌‌bp350درصد(،‌قطعه‌
‌بودن‌نسخه‌نیا ‌نمونه‌یها‌ژن‌به‌علت‌دارا ‌در ‌‌ییها‌متعدد، ‌DNAبا

‌ییبالا‌ريتکث‌زاني،‌از‌م‌PCRیها‌مهاركننده‌یبالا‌ریادمق‌ایالگو‌كم‌و‌
و‌‌‌tpi‌،β-giardinیها‌ژن‌ريكه‌تکث‌ی(‌و‌در‌موارد30برخوردار‌است‌)

gdhنمونه‌‌ ژن‌‌نیا‌‌PCRجهيتوان‌به‌نت‌مینباشد‌‌زيآم‌تيموفق‌یا‌در

‌ا‌نانياطم ‌از ‌ایاردیژ‌صيتشخ‌دیيرو‌در‌مطالعه‌حاضر‌جهت‌تأ‌نینمود

 GD22
 GD29
 GD28
 GD27
 GD26
 GD25
 GD24
 GD23
 GD21
 GD17
 GD15
 GD12
 GD11
 GD8
 GD19
 GD16

 GD1
 GD2
 GD7
 GD13

 AII(AY178737)
 GD4
 GD6

 AI(M84604)
 AIII(DQ100288)

 F(AF069057)
 E(AY178741)
 G(AY178746)

 C(U60983)
 D(U60986)

 GD10
 GD20

 GD18
 BIV(AY178738)

 BIII(AF069059)
 GD14
 GD5
 GD9

 Giardia ardeae(AF069060)

 G12

 G24

 G11

 G8

 G15

 G21

 G23

 G19

 G22

 G26

 G1

 G2

 G7

 AII

 AI

 AIII

 F

 E

 G

 BIII

 G5

 G9

 BIV

 G10

 G18

 G20

 C

 D
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مورد‌استفاده‌قرار‌گرفت.‌از‌عوامل‌مؤثر‌بر‌عدم‌‌ها‌هدر‌نمون‌سيئودنالد
‌ژن‌ريتکث ‌‌NA-SSUیها‌موفق ،tpi‌ ،din-β‌‌ ‌بعض‌gdhو از‌‌یدر

‌‌نیا‌یها‌نمونه ‌ك‌میمطالعه ‌كم‌تيفيتوان‌به ‌اشاره‌‌‌DNAتيو الگو
روش‌‌تيو‌قابل‌DNAقبل‌از‌استخراج‌‌ها‌نمونه‌ینگهدار‌طینمود.‌شرا

‌ب ‌‌هاستخراج ‌كار ‌و ‌حذف ‌در ‌حضور‌‌ایرفته ‌رساندن ‌حداقل به
‌‌‌PCRیها‌مهاركننده ‌كه ‌مدفوع ‌نمونه ‌در ‌نت‌میموجود ‌بر ‌جهيتوانند

PCRبا‌‌مرهایپرا‌یدي(.‌عدم‌انطباق‌نوكلئوت31-34) مؤثر‌باشند‌DNA‌
‌رينظ‌یا‌تک‌نسخه‌یها‌در‌ژن‌ژهیبه‌و‌‌DNAبیتخر‌یالگو‌كه‌در‌پ

tpi‌،β-giardinو‌‌gdhجياسمبل‌یررس(.‌در‌ب‌36و‌35)‌گردد‌می‌جادیا‌‌
‌‌Aجيدر‌استان‌خوزستان،‌اسمبل‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌یها‌جيو‌ساب‌اسمبل

درصد‌B‌(69/20‌‌،)جيبه‌اسمبل‌نسبت‌یشتريب‌یبا‌فراوان‌(درصد‌31/79)
مخلوط‌‌ها‌از‌نمونه‌کی‌چيشد‌و‌در‌ه‌ییغالب‌شناسا‌جيعنوان‌اسمبل‌به
خود‌‌یها‌یدر‌بررس‌نيققاز‌مح‌ی.‌برخدیمشاهده‌نگرد‌جيدو‌اسمبل‌نیا

‌فراوان‌‌Aجياسمبل ‌با ‌اسمبل‌نسبت‌یشتريب‌یرا گزارش‌كردند‌‌‌Bجيبه
را‌‌‌Bجيغالب‌بودن‌اسمبل‌گرید‌نيمحقق‌كه‌ی(‌در‌صورت‌38و‌21،‌37)

‌(.‌30و‌19،‌20نشان‌دادند‌)
‌ییدوتا‌یها‌کيحضور‌پ‌،یدينوكلئوت‌یها‌ینیگزیمطالعه‌جا‌نیا‌در

مشاهده‌شد‌‌Aاز‌‌شتريب‌‌Bجياسمبلدر‌‌Ambiguous nucleotidesو‌
طور‌واضح‌‌به‌ها‌جيساب‌اسمبل‌یبند‌‌مانع‌طبقه‌ها‌از‌نمونه‌یكه‌در‌بعض

‌لوكوس‌دیگرد ‌در .gdhاسمبل‌ ‌از ‌نمونه ‌دو ‌جز ‌به و‌‌‌B‌(GD10جي،
GD20‌ ‌ساب ‌به ‌كه ‌سا‌یخاص‌جياسمبل( ‌نشدند ‌داده ‌ریاختصاص
‌‌ها‌نمونه ‌ساب‌اسمبل‌یکیدر و‌‌‌AII،‌BIII‌(GD5،‌GD9یها‌جياز

GD14و‌ )BIV‌(GD18مطالعات‌محقق‌ ‌در ‌قبلاً ‌كه ‌گرفتند ‌قرار ‌ني(
به‌‌ها‌،‌نمونهbgلوكوس‌‌یشدند.‌در‌بررس‌في(‌توص‌40و‌30،‌39)‌گرید

‌‌‌AI،‌AIIیها‌جيساب‌اسمبل ‌ق‌BIVو ‌كه ‌وس‌بلاًتعلق‌داشتند ‌لهيبه
‌گزارش‌شدند‌)‌فيتوص‌گرید‌نيمحقق ‌چهار‌‌41و‌26،‌30،‌40و ‌از .)
‌BG4)‌یا‌نمونه ،BG6‌ ، BG15‌ ‌رسم‌BG22و ‌از ‌استفاده ‌با ‌كه )

قرار‌گرفتند‌دو‌نمونه‌‌‌AIجيلوكوس‌در‌ساب‌اسمبل‌نیا‌یلوژنيدرخت‌ف
BG15‌‌ ‌درخت‌ف‌BG22و ‌‌‌gdhیها‌لوكوس‌یلوژنيدر ‌ن‌tpiو ‌زيو

‌در‌ساب‌اسمبلMLSTبه‌‌درخت‌مربوط ‌دو‌‌یبند‌طبقه‌‌AIIجي، شدند.
و‌‌‌bgیها‌ا‌در‌لوكوساز‌سه‌ژن‌مورد‌مطالعه‌تنه‌BG6و‌‌BG4نمونه‌

gdhموفق‌‌ ‌تع‌ريتکث‌تيبا ‌ف‌یتوال‌نييو ‌درخت ‌در ‌كه ‌یلوژنيشدند
‌ريقرار‌گرفتند‌و‌به‌علت‌عدم‌تکث‌‌AIIجيدر‌ساب‌اسمبل‌gdhلوكوس‌
‌هي،‌كلbg.‌در‌لوكوس‌شدندن‌یبند‌طبقه‌MLST،‌در‌درخت‌tpiلوكوس‌
وس‌قرار‌گرفتند.‌در‌لوك‌‌BIVجيدر‌ساب‌اسبمبل‌‌Bجياسمبل‌یها‌نمونه

tpiنمونه‌ ‌اسمبل‌ها‌، ‌ساب ‌‌AII،‌ BIIIیها‌جيدر ‌یبند‌طبقه‌BIVو
‌،30)‌و‌گزارش‌شدند‌فيتوص‌گرید‌نيشدند‌كه‌قبلاً‌در‌مطالعات‌محقق

‌اسمبل‌43و‌39،‌42 ‌در ‌نمونه‌Bجي(. ‌‌‌TPI5یها‌، ژن‌‌ابهمش‌TPI9و
gdhجيدر‌ساب‌اسمبل‌‌BIIIو‌نمونه‌‌TPI18جيدر‌ساب‌اسمبل‌‌BIV‌

‌ا ‌در ‌گرفتند. و‌‌‌TPI10یها‌نمونه‌جيساب‌اسمبل‌زيلوكوس‌ن‌نیقرار
TPI20ارزدیمشخص‌نگرد‌‌ ‌در ‌تع‌یابی. ‌در ‌لوكوس ‌سه ‌نييانطباق

‌اسمبل‌پیژنوتا ‌سطح ‌داشت‌و‌‌ج،يدر ‌لوكوس‌توافق‌وجود ‌سه ‌هر در
‌اسمبل‌ها‌نمونه ‌دو ‌اسمبل‌یبند‌طبقه‌‌Bو‌‌Aجيبه ‌داخل ‌در ‌جيشدند.

‌‌Bجياسمبل‌یها‌زولهیا‌یبند‌در‌طبقه‌ژهیبه‌و‌ها‌در‌لوكوس‌ییها‌اختلاف
‌گرد ‌دیمشاهده ‌لوكوس .bgطبقه‌‌ ‌به‌‌4یبند‌در ‌ساب‌‌نمونه عنوان

نمونه‌‌2و‌در‌‌gdhبا‌لوكوس‌‌BG6و‌‌BG4نمونه‌‌2،‌در‌‌AIجياسمبل
BG15و‌‌BG22با‌هر‌دو‌لوكوس‌‌gdhو‌‌tpiیلوژنيبا‌درخت‌ف‌زيو‌ن‌‌

MLSTتع‌‌ ‌در ‌نبود. ‌لوكوس‌‌Bجياسمبل‌یها‌زولهیا‌نييسازگار ،bg‌
قرار‌داد.‌‌‌BIVجيرا‌در‌ساب‌اسمبل‌ها‌،‌همه‌نمونهMLSTمشابه‌درخت‌

توافق‌در‌سه‌‌‌BIVجيعنوان‌ساب‌اسمبل‌به‌BG18نمونه‌‌یبند‌در‌طبقه
‌حال ‌در ‌داشت ‌وجود ‌‌‌GD5یها‌نمونه‌كه‌یلوكوس دو‌‌در‌GD9و

‌‌gdhلوكوس‌ ‌اسمبل‌tpiو ‌ساب ‌خلاف‌‌‌BIIIجيدر ‌بر ‌گرفتند. قرار
در‌‌جيساب‌اسمبل‌ییقادر‌به‌شناسا‌tpiو‌‌gdh،‌دو‌لوكوس‌bgلوكوس‌
را‌در‌‌GD14،‌نمونه‌gdhنبودند.‌لوكوس‌‌GD20و‌‌GD10دو‌نمونه‌
سازگار‌نبود.‌‌bgلوكوس‌‌یقرار‌داد‌كه‌با‌طبقه‌بند‌‌BIIIجيساب‌اسمبل

‌توافق‌لو ‌شناسا‌ها‌كوسعدم در‌‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌یها‌پیژنوتا‌ییدر
‌گزارش‌گرد‌یبرخ ‌مطالعات ‌ا‌45و‌44)‌دیاز ‌در ‌حضور‌‌نی(. مطالعه
‌‌ییدوتا‌یها‌کيپ ‌برخ‌Ambiguous nucleotidesو از‌‌یدر

‌كروماتوگرام‌‌یهتروژن‌یالگوها‌،یدينوكلئوت‌یها‌تيموقع ‌در را
نشان‌داد‌كه‌وقوع‌‌‌Bجيمبلدر‌اس‌ژهیبه‌و‌ها‌از‌نمونه‌یتعداد‌یها‌یتوال
مختلط‌‌یها‌یآلودگ‌یاصل‌سميدر‌سه‌لوكوس‌متفاوت‌بود.‌دو‌مکان‌آنها

‌هتروز  allelic sequence (ASH)‌یآلل‌یتوال‌یتيگوسیو

heterozygosityیدينوكلئوت‌یها‌یتوال‌یدر‌برخ‌یدر‌وقوع‌همپوشان‌‌
‌لوكوس ‌انطباق ‌عدم ‌تع‌ها‌و ‌اسمبل‌ها‌جياسمبل‌نييدر ‌ساب ‌ها‌جيو

از‌هم‌‌سميدو‌مکان‌نینمودن‌ا‌زیتوانند‌نقش‌داشته‌باشند‌كه‌متما‌می
‌‌اريبس ‌دباش‌میدشوار كه‌ممکن‌است‌‌ایاردیبودن‌دو‌هسته‌ژ‌ديپلوئید.

‌به‌یخاص‌یها‌جهش ‌نما‌را ‌حفظ ‌خود ‌در ‌مستقل ‌ا‌ندیطور امر‌‌نیو
فرد‌با‌حضور‌‌کیمختلط‌در‌‌یها‌یشود‌و‌وقوع‌آلودگ‌‌ASHمنجر‌به

‌ن‌ییها‌ستيك ‌‌یکيژنت‌ظراز ‌كه ‌درون‌‌میمتفاوت ‌سطوح ‌در تواند
‌ب‌جياسمبل ‌وقوع‌ن‌جادیا‌جياسمبل‌نيو ‌دلا‌یوزيم‌یبيوتركگردد. ‌لیاز
‌پ‌گرید‌یاحتمال ‌حضور ‌تا‌یها‌کيجهت ‌تول‌ییدو ‌كه مثل‌‌دياست
‌ريدال‌بر‌تکث‌یسازد،‌هرچند‌هنوز‌شواهد‌میمطرح‌‌ایاردیرا‌در‌ژ‌یجنس
گونه‌‌چيمطالعه‌ه‌نی(.‌در‌ا46-48)‌ستيانگل‌در‌دسترس‌ن‌نیا‌یجنس
‌در‌صورتدیمشاهده‌نگرد‌Bو‌‌Aاز‌‌یمختلط‌یآلودگ وقوع‌عدم‌‌كه‌ی.
گردد‌‌دیيتأ‌جياسمبل‌یاختصاص‌یمرهایمختلط‌با‌استفاده‌از‌پرا‌یآلودگ
از‌وجود‌‌یممکن‌است‌ناش‌ییدوتا‌یها‌کينمود‌كه‌پ‌شنهاديتوان‌پ‌می
‌نی(.‌در‌ا15)‌باشد‌ASHوقوع‌‌اینمونه‌‌کیدر‌‌جيساب‌اسمبل‌نیچند

‌مجموع‌ ‌از ‌موفق‌18مطالعه ‌لوكوس‌با ‌سه ‌هر ‌در ‌كه ‌نييتع‌تينمونه
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‌تركش‌یتوال ‌‌به‌آنها‌یها‌یتوال‌بيدند، ‌بررس‌MLSTصورت ‌یها‌یو
‌اسمبل‌‌Aجياسمبل‌یها‌زولهیا‌هيكل‌،یلوژنيف ‌ساب ‌در ‌‌AII‌(72جيرا

‌و‌ا ‌در‌ساب‌اسمبل‌‌Bجياسمبل‌یها‌زولهیدرصد( درصدBIV‌(28‌‌)جيرا
‌كم‌یبند‌هطبق ‌تعداد ‌مطالعات‌اپ‌ینمود. انتقال‌‌تياهم‌ک،یولوژيدمياز

‌ژ ‌وقوع ‌در ‌ارز‌یانسان‌سیازیاردیزئونوز ‌به‌‌یابیرا ‌توجه ‌با ‌و نمودند
شده‌‌یجداساز‌یها‌زولهیا‌نیتر‌عیكه‌شا‌جيدو‌ساب‌اسمبل‌نیمشاهده‌ا

‌ژ ‌موارد ‌الگو3)‌هستند‌یانسان‌سیازیاردیاز ‌استان‌‌ی(، ‌در انتقال
‌م ‌آنتروپونوت‌مکنخوزستان ‌تأ‌کياست ‌كه ‌ن‌دیيباشد ‌ازمنديآن

‌ح‌یها‌یبررس ‌در ‌با‌واناتيجامع ‌رو‌همزمان ‌بر ‌یها‌نمونه‌یمطالعه
‌ا‌یانسان ‌‌نیدر ‌بعض‌میمنطقه ‌در ‌در‌‌یباشد. ‌شده ‌انجام ‌مطالعات از

‌از‌جمله‌ا ‌ا‌ران،یجهان‌و ‌جيدر‌ساب‌اسمبل‌‌Aجياسمبل‌یها‌زولهیاكثر
AIIنيمحقق‌كه‌ی(.‌در‌صورت‌49و‌15،‌19،‌21،‌30)‌نشان‌داده‌شدند‌‌
‌‌Aجينسبت‌به‌اسمبل‌یشتريب‌یرا‌با‌فراوان‌‌Bجياسمبل‌یها‌زولهیا‌گرید

‌نياختلاف‌مشاهده‌شده‌ب‌یاحتمال‌لی(.‌از‌دلا‌50و‌44)‌گزارش‌كردند
‌رانیمطالعات‌انجام‌شده‌در‌ا‌یگزارش‌شده‌از‌برخ‌یها‌ما‌با‌داده‌جینتا

‌اهواز ‌جمله ‌از ‌‌52و‌20،‌51)‌و ‌استفاده‌‌انتو‌می( ‌روش‌مورد ‌نوع به
-PCRبر‌اساس‌انگل‌اشاره‌نمود‌كه‌‌نیا‌یها‌پیژنوتا‌ییجهت‌شناسا

RFLP‌‌ ‌تع‌‌Nested-PCRایو ‌‌یتوال‌نييو ‌ماركر‌‌ای‌کیتنها دو
توان‌به‌پهناور‌بودن‌كشور‌و‌‌میصورت‌گرفتند،‌علاوه‌بر‌آن‌‌یکيژنت

نمود.‌‌شارها‌زيمورد‌مطالعه‌ن‌تيجمع‌یو‌اجتماع‌یرفتار‌،یتنوع‌فرهنگ
ر‌افراد‌د‌یمحل‌زندگ‌نيرا‌ب‌یانجام‌شده،‌ارتباط‌معنادار‌یبررس‌جینتا

‌تاكنون‌در‌ا‌جيو‌نوع‌اسمبل‌ییو‌روستا‌یمناطق‌شهر ‌رانینشان‌نداد.
‌جامع ‌بررس‌یمطالعات ‌مناطق‌‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌وعيش‌یجهت در

‌روستا‌یشهر ‌ا‌ییو ‌در ‌و ‌نگرفته ‌بررس‌نهيزم‌نیصورت ‌یها‌یتنها
كه‌در‌‌یا‌(.‌در‌مطالعه53)‌با‌حجم‌كم‌نمونه‌انجام‌شده‌است‌یمحدود
‌ب‌وراان‌لهيوس‌به‌یمالز ‌انجام‌Orang Asli)‌انيبوم‌نيو‌همکاران‌در )

‌اسمبل ‌دو ‌هر ‌‌‌Aجيشد ‌فراوانBو ‌با ‌اسمبل‌یتوجه‌قابل‌ی، ‌‌Aجياز
‌همکارانو‌معين‌‌لهيوس‌صورت‌گرفته‌به‌ی(.‌در‌بررس54)‌گزارش‌شدند
‌انتش ‌مصر، ‌مناطق‌‌یاختصاص‌‌Eجياسمبل‌عيوس‌اردر ‌افراد ‌در ‌را دام

‌نم‌ییروستا ‌اظهار ‌و ‌دادند ‌ژنشان ‌كنترل ‌كه ‌ا‌سیازیاردیودند ‌نیدر
‌مولينا(.‌55)‌باشد‌می‌زيمنطقه‌مستلزم‌توجه‌به‌چرخه‌انتقال‌زئونوز‌آن‌ن

‌بررس ‌در ‌همکاران ‌شهر‌یو ‌روستا‌یكودكان ‌آرژانت‌ییو در‌‌ن،يدر
‌روستا ‌اسم‌،ییكودكان ‌شناسا‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌‌Bجيبلفقط ‌ییرا

‌زاهد56)‌كردند ‌مطالعه ‌در ‌در‌ی(. ‌همکاران ‌تع‌اياسترال‌و ‌نييجهت
‌‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌پیژنوتا ‌به‌‌88در ‌مبتلا ‌افراد ‌از ‌مدفوع نمونه

‌شهر‌سیازیاردیژ ‌مناطق ‌روستا‌یاز ‌شرق‌ییو ‌نزلند،يكوئ‌یجنوب
در‌‌‌Eجي،‌اسمبلآنها‌یشدند.‌در‌بررس‌ییشناسا‌Eو‌‌‌A‌،Bیها‌جياسمبل

‌دیده‌گردمشاه‌ییو‌روستا‌یافراد‌مبتلا‌به‌اسهال‌از‌هر‌دو‌منطقه‌شهر
‌پ ‌45)‌كردند‌شنهاديكه‌چرخه‌انتقال‌زئونوز‌را و‌همکاران‌در‌‌یوسفی(.

‌آگزن‌یها‌تيتروفوزوئ‌پیژنوتا‌نييتع ‌كشت ‌از ‌ایاردیژ‌کيحاصل
‌کیهر‌‌یلوژنيدرخت‌ف‌تيدر‌شهر‌اهواز‌نشان‌دادند‌كه‌قابل‌سيدئودنال
‌نیا‌جيو‌ساب‌اسمبل‌جياسمبل‌ییدر‌شناسا‌tpiو‌‌gdh،‌ bgیها‌از‌ژن
‌ف‌ها‌نهنمو ‌درخت ‌ژن‌‌گيكانت‌یها‌یتوال‌یلوژنيمشابه ‌سه شده
(MLSTپ‌ ‌بود. ‌دست‌شنهادي( ‌كه ‌جمع‌یابيدادند از‌‌یخالص‌تيبه

‌مح‌ها‌تيتروفوزوئ ‌ب‌طيدر ‌تع‌یها‌ژن‌یريكارگ‌هكشت‌و ‌در ‌نييفوق
‌راهکار‌می‌آنها‌پیژنوتا ‌شناسا‌یتواند ‌جهت تر‌‌قيدق‌ییمناسب

‌مطالعه57)‌انگل‌باشد‌یولوژيدمياپ ‌ب‌یارتباط‌چگونهيحاضر‌ه‌(. ‌نيرا
نشان‌نداد‌كه‌ممکن‌است‌به‌علت‌تعداد‌‌ینيم‌بالیانگل‌و‌علا‌پیژنوتا
‌یرسد‌برا‌میباشد.‌به‌نظر‌‌یلوژنيف‌یابیدر‌ارز‌یمورد‌بررس‌یها‌نمونه

‌یتوال‌نييتع‌یها‌از‌نمونه‌یشتريتعداد‌ب‌باط،ارت‌نیعدم‌وجود‌ا‌ای‌دیيتأ
‌ن ‌مورد ‌بررس‌ازيشده ‌در ‌شناسا‌يبلاپوی‌یبود. ‌جهت ‌همکاران ‌ییو

‌،ییدر‌كودكان‌كوبا‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌یها‌جيو‌ساب‌اسمبل‌ها‌جياسمبل
م‌یدر‌كودكان‌با‌علا‌‌Aجياز‌اسمبل‌شتريب‌یدار‌یطور‌معن‌به‌‌Bجياسمبل

‌ ‌نفخ ‌شکم‌ایاسهال، ‌‌هدهمشا‌یدرد ‌مطالعه ‌موارد ‌اكثر ‌در ‌و ‌آنهاشد
‌رف58)‌دیگزارش‌گرد‌‌AIIجيساب‌اسمبل ‌یابیو‌همکاران‌در‌ارز‌یعي(.
‌ب ‌علا‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌پیژنوتا‌نيارتباط ‌بالیو ‌با‌‌ینيم ‌اهواز در

را‌‌BIIIو‌‌‌AIIیها‌جي،‌اسمبلgdhژن‌‌PCR-RFLPاستفاده‌از‌روش‌
و‌‌جياسمبل‌نيب‌یدار‌یمعن‌هرابط‌چيگزارش‌نمودند‌و‌نشان‌دادند‌كه‌ه

‌بالیعلا ‌نداشت‌ینيم ‌پسته20)‌وجود ‌مطالعه ‌در ‌همکاران‌‌نايچ‌(. و
اسهال‌و‌‌نيارتباط‌ب‌یو‌بررس‌ايلامبل‌ایاردیژ‌یمولکول‌ییجهت‌شناسا

‌PCR-RFLPانگل‌در‌استان‌اصفهان‌با‌استفاده‌از‌روش‌‌نیا‌پیژنوتا
‌ ‌معنtpiژن ‌ارتباط ‌‌‌Aپیژنوتا‌نيب‌یدار‌ی، ‌اسهال، و‌‌‌Bپیژنوتاو

‌(.38)‌فاقد‌علامت‌گزارش‌شد‌یها‌عفونت
‌نخست‌یبررس ‌‌نيحاضر ‌تعمطالعه ‌یها‌زولهیا‌پیژنوتا‌نييجهت

‌تکن‌سيدئودنال‌ایاردیژ‌یانسان ‌از ‌استفاده ‌با ‌خوزستان ‌استان  کيدر
MLSTانگل‌‌نیا‌یها‌جيو‌ساب‌اسمبل‌جياسمبل‌ییاست‌كه‌با‌شناسا‌

‌مشخص‌‌یکيژنت‌عیتوز ‌ادینما‌میآن‌را ‌ب‌نی. از‌‌یدیجد‌نشيمطالعه
‌ژنت ‌فرا‌یکيتنوع ‌را ‌توض‌همانگل ‌با ‌و انتقال‌‌ییایپو‌حينموده

‌جمع‌سیازیاردیژ ‌بررس‌تيدر ‌آگاه‌یمورد ‌زم‌یسبب‌ارتقاء ‌در ‌نهيما
‌ا‌می‌یماريب‌یولوژيدمياپ ‌در ‌دادن‌‌نیگردد. ‌اختصاص ‌در مطالعه

خاص‌در‌هر‌سه‌لوكوس‌توافق‌وجود‌داشت‌‌جياسمبل‌کیبه‌‌ها‌نمونه
‌ها‌در‌لوكوس‌ییها‌،‌اختلافها‌جيساب‌اسمبل‌ییدر‌شناسا‌كه‌یدر‌صورت

‌‌AIIجيو‌ساب‌اسمبل‌‌Aجي.‌اسمبلدیمشاهده‌گرد‌‌Bجير‌اسمبلد‌ژهیو‌به
‌بالاتر ‌اسمبل‌یفراوان‌نیبا ‌به ‌ژنوتا‌به‌‌Bجينسبت غالب‌در‌‌پیعنوان

‌شناسا ‌شدند. ‌مشاهده ‌خوزستان ‌اسمبل‌ییاستان و‌‌‌AIIیها‌جيساب
BIVانتقال‌از‌مس‌ ‌پ‌کيآنتروپونوت‌ري، نقش‌‌نييو‌تع‌دینما‌می‌شنهاديرا

‌پو‌واناتيح ‌ژ‌ییایدر ‌ن‌سیازیاردیانتقال ‌خوزستان ‌استان ‌ازمنديدر



 1403، پاییز 3، شماره 19دوره          علوم پایه پزشکیمجله دانش و تندرستی در 

36 

‌از‌‌یوانيو‌ح‌یانسان‌یها‌در‌نمونهتر‌‌قيو‌دق‌شتريمطالعات‌ب ‌استفاده با
‌باشد.‌می‌‌MLSTکيتکن

 و قدرداني رتشک
‌پزشک‌لهيوس‌نیبد ‌علوم ‌دانشگاه ‌جهت‌‌یجند‌یاز ‌اهواز شاپور
‌دار‌یمال‌تیحما ‌را ‌تشکر ‌همچنمیكمال ‌تحق‌ني. ‌مركز ‌قاتياز
‌گرمس‌یعفون‌یها‌یماريب ‌شناس‌،یريو ‌انگل ‌علوم‌‌یگروه دانشگاه

‌آزما‌یجند‌یپزشک ‌محترم ‌پرسنل ‌از ‌و ‌اهواز ‌یها‌شگاهیشاپور
‌ب‌یدرمان‌-یمراكزبهداشت ‌ا‌ستانا‌یها‌مارستانيو ‌در ‌نیخوزستان‌كه
‌گردد.‌می‌ینمودند‌تشکر‌و‌قدردان‌یاریامر‌ما‌را‌

  تعارض منافع
‌ندارند.‌یتضاد‌منافع‌چيهكه‌‌كنند‌یاعلام‌م‌سندگانینو

 مشارکت نویسندگان
مقاله‌مشاركت‌‌نیا‌یساز‌مقاله‌در‌پژوهش‌و‌آماده‌نیا‌سندگانینو
‌اند.‌داشته

 مالي حمایت
‌قسمت‌نیا ‌پا‌یمقاله ‌دكترا‌انیاز ‌مقطع رشته‌‌یتخصص‌ینامه

باشد.‌‌میشاپور‌اهواز‌‌یجند‌یدانشگاه‌علوم‌پزشک‌یپزشک‌یشناس‌انگل
‌حما‌لهيوس‌نیبد ‌فناور‌قاتيمعاونت‌تحق‌یمال‌تیاز ‌علوم‌‌یو دانشگاه

‌تحق‌یجند‌یپزشک ‌طرح ‌كد ‌با ‌اهواز ‌شماره‌‌یقاتيشاپور ‌به مصوب
94150-‌OGددگر‌می‌یقدردان‌.‌

 ملاحظات اخلاقي
‌اخلاق‌قيتحق‌نیا ‌اصول ‌هلس‌یبا ‌اخلاق‌‌ینکيمعاهده ‌منشور و

شاپور‌‌یجند‌یدانشگاه‌علوم‌پزشک‌یو‌فناور‌قاتيپژوهش‌معاونت‌تحق
‌دیيمطالعه‌مورد‌تأ‌نیدر‌ا‌یمورد‌بررس‌یها‌نمونه‌هيهواز‌انجام‌شد.‌تها

‌پزشک‌تهيكم ‌علوم ‌اخلاق‌‌یجند‌یاخلاق‌دانشگاه ‌كد ‌با ‌اهواز شاپور
IR.AJUMS.Rec.OG-94150‌.است‌
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Abstract: 
 

Introduction: Giardia duodenalis is one of the most important agents of water- and food-borne parasites. The genetic 

characteristics of this parasite play a crucial role in its pathogenesis. This study represents the first genotyping of Giardia 

duodenalis in humans using the MLST technique on housekeeping genes, performed in Khuzestan province. 

Methods: The genomic DNA was extracted from cysts isolated from 129 human fecal specimens, and the diagnosis of G. 

duodenalis was verified by amplifying a 350 bp fragment of the SSU-rRNA gene. Nested PCR targeting the tpi and β-giardin 

genes, as well as semi-nested PCR of the gdh gene, were carried out to amplify the 530 bp, 511 bp, and 432 bp fragments of these 

genes, respectively, followed by sequencing of the amplified fragments. Phylogenetic analysis was then performed to determine 

the assemblages and sub-assemblages present.  

Results: Among the 29 specimens that were successfully genotyped for one of the three genes, assemblages A and B were 

identified in 23 (79.31%) and 6 (20.69%) specimens, respectively. The present study found no significant correlations between 

assemblages and clinical symptoms, nor with the place of residence. Phylogenetic analysis indicated the presence of sub-

assemblages AII and BIV. 

Conclusion: The results showed that assemblage A and sub-assemblage AII are the dominant genotypes in Khuzestan province. 

The identification of sub-assemblages AII and BIV suggests an anthroponotic transmission route. However, further study is 

necessary to determine the transmission route of Giardia infection from animals to humans. 
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