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Abstract: 
  
Background: Microsporidia infections occur in all invertebrate and vertebrate hosts. The 
most common microsporidia infecting humans and animals are Enterocytozoon bieneusi. 
This study aimed to characterize the zoonotic isolates of E. bieneusi using a molecular 
method among the slaughtered cattle in Tehran. 
Materials and Methods: In this descriptive study, 126 fecal samples from slaughtered cattle 
in Tehran were analyzed for Enterocytozoon bieneusi. A transcribed spacer region (500 bp) 
for rRNA gene of E. bieneusi was amplified using a nested PCR technique. For genotyping, 
positive samples were sequenced and the phylogenetic tree was reconstructed to determine 
the relationship between the isolates from human, animal and zoonotic isolates. 
Results: Nineteen out of 126 E. bieneusi PCR-positive samples were sequenced. A high 
degree of genetic polymorphism, represented by four genotypes (IREb4, IREb5, D, M), was 
found among the E. bieneusi isolated from cattle. In this study, the most common genotypes 
were D (38.6%), M and IREb4 (26.3%), respectively followed by IREb5 (10.5%) in the next 
stage. In phylogenetic analysis, 89.5 percent of the isolates (D �IREb4 � IREB5) formed a 
distinct cluster consisting of genotypes from humans and other domestic animals, but one 
genotype clustered as E. bieneusi genotypes taken from cattle and pig.  
Conclusion: Only some E. bieneusi isolates taken from cattle may be of public health 
importance. However, further studies should be conducted on cattle and other hosts to 
determine the role of animals in the transmission of infection to human. 
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 �����  
   ������� ����� �
������!��      � "������# ����$�� ���

%�&�� 
'�&( �( .�) �*  +�#14      �
�'', �-�/0 ��
������!�� *��3 
      6��� �
�7 �����'7 %�&�� .          +��� �- ���� 8��/�� �����1985 �

 ���;'�� %�����������     ����� < �- HIV   �� 6�=>� *   <� %���'�
      ?���) 8�@� +���� A�7 ����7
 . +�� �-     ����� 8� ��B� ��(

   -���� �-HIV           6��� �
7 �
� @�� �C#� � �D(� "�����# ��E'� 
]1[ .             8��� ���&��,� ��'�� FG� ����- -���� �- 6��E� 8� H��7

50-206�� �
7 K��@3 ?D�L� ��(��C, �� 
��- .   
  
1  ������ �	
� ��������  ������ ���� ����
�� ������ ��� � ����� �	
� 

���! "#$% ��	�
��  
2  ���#�
���
�� ������ ���� ����
�� ������ ��� � ����� �	
� ��� ��	

���! "#$%  
3  ���#�
�����! "#$% ��	�
�� ������ ���� ����
�� ��&�'���%�#$ ���  
*����� ��	�
�� ����:  

  ���! "#$% ��	�
��  �               ��(� � �(���� �(	
� ��(� ���(��� ��(�� ����(
��
�����  

���� :5016254 0912    �
�����                  :82883841 021  
��������� ��!: sadraeij@modares.ac.ir 

�"
�� #
�� :14/6/90     �
$� %�
&! #
��               : 22/8/90  

M(8�'N�             �� � �-��� "���E�� @�� "�����# �- H��7 %�@�� 75-30 
     -��- -��� K��@3 
��-]2[.   � %��� �-* 6D� Q���- �- -��=�% 

             FLC�� "������# � %�&��� �- �R�� 8� H��7 %�@�� �"��ST�
���
7�� .  � 6��E� 8�*  -��=� 6D�%        %������� �- U���'� %����- 

  ����-  �� �'�� FE�        
�7�� *��7�- ����=3�� U�V��� 
����)]2[. 
    ��&�� 6��E� A��'� *!'� -������        +��G��� K�� � M&���3�� 8� *� 

 � ���0*      �6�� �
C� FLC� M�G�&� ��T    -��- -��� �
(��7 8!�/
 �� %�C� *,  �W�	 %�!�� %�&�� *� �����# A��'� X�T �� +�G��� 
(-

6��] 3�4.[    *� �����- 6�D��V Q�����  �/��)       XT��'� -���� � �(
   %Y �- �
7 6Z��\�  ��(RNA  K�� �����=�     �^��LC) ���(

 *�	 ��PCR� %Y 8� �� �
7 �#��T ��(����	 �� �-�E��� �� * ��,
 6�� *��� .              _��\/ *�� �
�7 6�Z��\� ���(����	 �� �-�E���� ��

       <N�, 
#�� �� ��>!) �- �!���Y�D��)SSU (    b�@�� �)LSU (
RNA    � �����=�         ���Y 8��� �
'', �
� *�#��)IGS    �� ITS( �

      �� ���&V �/��) 8��c) %�!��RNA   ��(�
������!�� �����=� 
  *���� �- *�B�'7��   �� M(��� �'�/�� ��(
0 .   *�#�� Q�����ITS  %Y 

RNA     �� d�� ������=� 90         K��@�3 M&����3�� 8�� �� e�)��Y 
 6�� �
7 .    e�)��Y 8� %
7 �
� Q�����  �@�� �� �(   �?D�L� %���3 

����:  
  	�
 � ���� :6��E�     ���� %����@�� f��) �- ��
������!�� ��(  �� � ��-  �� g� ����
(- .A�7    �-��/0 ��
�������!�� 8�)   �
�'', 

    "�����# � %�&�� ���;'�� %����������� 6��  .     */�@� ����'7 *c/�h� 8� �� i
(   ����j� ��( ���;'�� %�����������    ���C, ��(��3 �- 
*� %���) �
7�� �/�!/�� K��
7��.  

  ��� � ����
 :     �E���) *c/�h� 8� �-126            -���� 6�� %���) �
7 ���C, ��(��3 �� H��
� *���� ���   ����;'�� %���������   ������ 

�
7 .   *chV <500     %Y ���� 6E� RNA     *�#�� ���7 �����=� ITS   ���;'�� %�����������         <��'!) �� �-�E���� ��� nested-PCR 

 6�� ��>!) .   *���� �e�)��Y 8��c) 6��         */�@� �!���Y�D�� *h��� 8��c) ���� � �
7 �/��) 8��c) �(     *�/�@� �� *c/�h� 8� ��( ��(   ����&��� �
<�)���j� � �����#�
7 M�� ��Y�D�� 6B�- .  

����:   �� 126 *���� � 19   *���� )1/15 
��-  (   �Z� ��PCR     
7 �/��) 8��c) � 6=>�  .�/��)     �D	 �� �m�� *��- ����- �(   ��!���Y M&�����
    �- � �-��4   e�)��Y IREb4  �IREb5  �D   � M
'�7�- ���V  . e�)��YD �� 8/36A�7 
��- �) �e�)��Y 8M � IREb4 �� <�( 3/26 
   � 
��-IREb5   �� 5/10      
'���3 ���V �
c� ��R�� �- 
��-  .    �<���Y�D�� @�/��0 �-5/89  e�)��Y 
��-     �
7 ����'7 ��()D  �IREb4 

  �IREB5 ( *B�7 ��!C)   �� �@�� ���--�e�)��Y ���� �- � �/� �*���3 ���V �D(� "�����# � %�&�� �� �
7 �
� ��( e�)��Y < 8!)M (
e�)��Y ���� �-�3 ���V *B�7 < �- n�B � ��3 �� �
7 �
� ��(6�.  

��������� :   */�@� �� �B�� ��')   ���3 ��()  e�)��YD  ( ���;'�� %�����������       
'�&( ��7�
�� 6��(� ����- � �-�� ����j�  .   8�� ���-

  ����� ��&�� -��� d�� ��(  ��)      �R- %����@�� � ��3 ���               FLC�� %�&��� *�� 6��E� 8� +�G��� �- "�����# dG� �) *���W	 "���
-�7.  

����� ��!��: ���;'�� %����������� �RNA<���Y�D�� 6B�- �����j� �e�)��Y ������=�   
                                                ��� �-�D� *����–C(�o	 �� � ����7 �M(-@��7 ���- �p1���� �6C�=-�� � 8-1391"�\E� � 57-51 
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       6�� �
7 ?�c) M&���3�� 8� ���� ?D�L� ���3 :1-   �
� ���3 
  %�&�� �� �
7r 2-     "�����# �� �
7 �
� ���3  �  3-    �����j� ���3 

]5[ .  �/��)ITS      ���&��� e�)��Y < )   e��)��YD(      �� ��B�� ��� �
*��/�@� ����(�����;'�� %������������� n���B �%������ ) e���)��Y

PigEBITS9 (   �Q���B ����Z� �C��#� "�������# �� ���B�� �
     �� %�&! ����� � %�,�� �"��!���   
�7��]3[ . ��*    �*��C�� ���T

     %�&�� �� ��R- e�)��Y)  e�)��YIV (      e��)��Y ��� ���&! �/��)
 -��- *����3 �� �
��7 �
���) e���)��YK (]6[ .*��/�@� f����) ����(

 ���;'�� %�����������  � n�B �- �
7 6�� *  *�&���� �!���Y ��T
 e�)��Y *�    
'�&( ���&�� ��(]4[ .    �� %��/0 �-88    �
7 ����� ��3 

  ��')8   */�@� %����������� ���;'��     */�@� 8� *, 
7 ����'7  �(
   %��� �-5    ��� ���V e�)��Y            *�� �!���Y��D�� ��Z� �� *�, 
�'���3
e�)��Y          ��� *�&��� �D(� "�����# � %�&�� �� �
7 �
� ��( 
�7�� .

      *, -�- %�C� X�G\) 8� ���;'�� %����������� 
�       ���3 �� �
�7 �
��  ������ ���� 
���)    
7�� ����j� ���]7[ .  � �s�# *c/�h�* ��Z'�

    ��7�
�� 6��(� ����� ���;'�� %�����������     �����'7 �� ���3 
  �/��)ITS   %Y RNA  �� �����=� -��-�	.    *c/�h� t�( %��� �--

     ����'7 ��� �� ������� ���;'�� %������       �
C�� f����� ��3 �- 
                 � %�&��� *�� 6���E� +��G��� �- �� %��@�� 8� dG� %���� �) 6��

  */�@� ��7�
�� 6��(�        FLC�� %��� �- M&���3�� 8� ���3 ��(
-��� . 8� ��           u����� ���� �- M&���3�� 8� 6��(� *� *��) �� ��

     "��E) � -�B %����@�� �- �'�/��    8� �!���Y ��(    ����� �M&����3��
        �/��!/�� ����'7 *� f�
V� ��� 8�/��   ����;'�� %������������  � 

*/�@�              �
�7 ���C�, ���(��3 H��
�� �- %�&�� *� +�G��� ���V ��(
 %���)�T +�� 1389M-���  .  

  
��� � ����
  
A�� *���� ���0 :        �E����) *�c/�h� 8�� �-126   *����� 

H��
�      3���C, �- �
7 ���C, ��(��3 ��    � M�, v��� M>�� ��* ��T
 A�� ��-�^) 
7 ���0 .  A�� �� w	  *����� ����0     +��D\� �- ��(

  �- �
'', 6�=>)    M�����	 "����,5/2          *�� � 6���3 ����V 
���- 
  �R�� ���3 ��RC���0       6��� +��G��� Q�
� 6���) ��RC��- ���'7 .
   *���� 
c� *D#�� �-   �� �(2         x��L��� %��� �) � �
7 i�� ��3 *m 

DNA   �- +�D\� �-     M�����	 "�����,5/2     �- 
���- 4   *���- 
�����
7 ���
�R� -��3 .  

 x��L���DNA : My( K�� �- U�,�) �� *c/�h� 8� �-
      x��L���� 6�, � ���DVDNA       6,��7 H��
�� �� QIAGEN 

 
7 �-�E��� .   ��Z'� 8
��l 200       *� � *�7�-�� �� H��
� *���� �� -

  �- iW# ��Z'�   M����	 "����,5/2 �-      �� *=)�� *� 
�PBS  �- 

��-g  1400 "
� *� 10 �� +�D\� M�# � �C�&7 *G�V- PBS *� 
�l 200
7 �
����  .  ����DV My�( ���� �l6/18DDT ) M1 (� 
�l6/66 KOH) M1 (  *��s�  �
7    ���- �- �56   *�� *��-   "
��
15
7 *��!�� *G�V-  .     ��� �
�7 My�( +��D\��l 6/8 HCl ) 25 


����- (���>'B�
��-�3 S� �   ���� *D����� �l160 Tris-HCl 
)3/8=PH �M2 (
7 ����� . �l500�'� - f�����D,-   ����0 �@�� 

    6=&� *� �!/�)25:24:1 (  *��s�  �
7    ��- �- �g 500 *�    "
��5 
   Y��E����� *G�V-  *�C3         ��G�'� 
�
� z��)��!�� *� ��� A�� �


-�3 . 6�, ��c/�����- X=T 
c� *� *D#�� 8� ��)QIAGEN 

Inc, Valencia, CA, USA (  ����  �
�7 �DNA  x��L���� 
 �- �
720-����� *��- 
7 ���
�R� -��3.   

 �/�!/�� ����'7 :        ���^��B� �����	 �� *D#�� 8� �-
     {���) �
7 �#��TKatzwinkel-Wladarsch    d�����!�( �

   
7 �-�E���]8[ .          ������=� %Y �� ����B *��#�� ���� ����	 8�
���� �����7  �������=� <��N�, 
��#��)SSU( *���#�� �ITS � 

    �����=� b�@� 
#����)LSU (      � ����'7 �- *, �
7 �#��T
 e�)��Y 8��c)���;'�� %������������� �-�E��� ���V 
7�� . <�'!)

         *�c/�h� 8�� �- �
7 �-�E��� �/�!/��nested-PCR  ���  
�7�� .
�� 
')��=� +�� d',�� ��(����	:MSP-1: TGA ATG KGT 

CCC TGT �MSP-2B: GTT CAT TCG CAC TAC T 
  f�- d'�,�� �MSP-3: GGA ATT CAC ACC GCC 

CGT CRY TAT� �MSP-4B: CCA AGC TTA TGC 

TTA AGT CCA GGG AG .����	 �� �-�E��� ��   |��� ���(
      -�
�# *�chV <bp 500    ��� ���>!)   
���.   �� *�c/�h� 8�� �- 

AccuPowerTM PCR PreMix 6,�7 BioNEER� * %��'�
     d',�� �
'(- ��!C) -���PCR   �- -����� M@�0 *, 
7 �-�E���

    H�� �� %0hot-start ��
7�� .  �-PCR      �
'(- ��!C) -��� *� +��
PCR   ��') DNA  ��(����	 �H��
� �� �
7 x��L��� MSP-1  �

MSP-2B *�   %�@��2 ������    *��s� +  �
7        z0 ��� ����� M��# �
    *� ����� �hG�20   
7 �
���� ���/��!��  .   *D#�� �-PCR   �� f�- 

  +�^\�PCR  *� +��   %�@��2      ���(����	 � ���/��!�� MSP-3  � 
MSP-4B *�   %�@��2          ��hG� z0 �� ���� M�# � �-�E��� +������ 
   *� �����20   
7 �
���� ���/��!��  .      �� d'�,�� f����� *������   � +

    *, -�� "��� 8
� f�- :    ��
��� 67���� *D#��95   *�� *��- -

  "
�5     67���� *D#�� �*G�V- 95  *� *��-   "
�1    *�D#�� �*G�V-
   �(����	 +�^)�55  *� *��-   "
�30      %
�7 ���T *�D#�� �*����} 

  ������72  *� *��-   "
�45     8� *, �*���} 3       -�
�c) *�� *D#�� 45 
     6��� �- � �!��10  �- *G�V-  72    6���3 f���� *��-  .  +�^�\�

PCR +Y ��� �� f�- 5/1
��- 6��3 ���V ����� -��� .   
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 e�)��Y 8��c) :    e��)��Y 8��c)   ����;'�� %������������   Q������ 
    *�#�� �
�)�;D,�� �/��)ITS   %YRNA    6��3 "��� �����=� 

]5[ .    *���� ����) ��Z'� 8� ����      �� �/�!/�� _�\/ �� 6=>� ��(*-
     
7 �/��) 8��c) *��T �- "����          ���(��@�� f��� �� �-�E���� �� � 

Sequencher �/��)    ����� �(  �
7  �/��) �� �   6=} -��
����� ��(

-�3 FLC� ���0 e�)��Y � *&�G� %Y <��� �- �
7.   

   6B�- M���)��Y�D�� :  ���� �
��� �- M(   *���3
'N ����) 
�/��)             ��@��� f��� �� �-�E���� ��� �Z� -��� ��(MEGA4   -����

          *�/�@� �� �-�E���� ��� � 6��3 ���V �����   ���(  %������������
�����;'             6�B�- %Y <���� �- �
7 6=} ����j� � ���&�� ������# 

 ��) ��Y�D��� 
-�3 M .       6B�- 8� M�� �- �-�E��� -��� M���R/�
neighbour-joining           8�� *�� %
�C�L� %�'��T� ���� *, 6�� 

 �� 6B�-2000  ���
7 �-�E��� ���!) .  
  

 ����  
 -�
c) ��126 +�^\� �*���� PCR 19 *���� )1/15 


��- ( -�
# �-500 _�\/ �� � �-�� ��� 6E�  %�����������
���;'�� -�� 6=>� )�!7����7  1 .( �� �CL� �
�)�;D,�� �/��)

�� � <N�, 
#�� �����=)SSU ( �����=� b�@� �)LSU (
 *�#�� f��) �ITS*/�@� f��) 
7 8��c) ���3 ��( . H�') -���

*/�@� �- �!���Y ���3 ��(���;'�� %�����������M( {��) -

 *�#�� *��3
'N ����)ITS 
7 ����� )�!7����7  2 .( @�/��0 8�
*/�@� *, -�- %�C� ���3 ��(�;'�� %������������� �- 4 

 �@�� e�)��Y)IREb4 �IREb5 �D � M (*G=T�� �
'�
��7. 
e�)��Y %��� �- *�#�� �- �
7 ����'7 ��(ITS ���&��Y���( 


7 �
(�C� .e�)��Y �>,� 8�� �R
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