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هاي ژنتیکی ژیاردیا لامبلیا در شهرستان خرم آباد و روستاهاي اطراف آن  بررسی تفاوت
  و تعیین توالی بازي PCR با استفاده از
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 چکیده
این . کند که در سراسر جهان انسان را آلوده می ژیاردیا لامبلیا تک یاخته انگلی آلوده کننده روده کوچک است :هدفزمینه و 

هاي  هدف از این تحقیق ارزیابی تفاوت .یابد کیست انتقال می ههاي آلوده ب آب مواد غذایی و در انسان معمولاً به وسیله انگل 
  .و تعیین توالی بود PCRیا لامبلیا در شهر خرم آباد و روستاهاي اطراف با استفاده از ژنتیکی ژیارد

و  نمونه مثبت مدفوع از نظر ژیاردیا لامبلیا از شهر خرم آباد و روستاهاي اطراف جمع آوري شد 30در این تحقیق  :بررسی  روش
با روش فنل کلروفورم   DNAقبل از استخراج . ندنگهداري شد% 5سپس نمونه ها بعد از صاف کردن در محلول دیکرومات 

بصورت  نمونه  5هاي ژنتیکی  به منظور تعیین تفاوت .شستشو داده شدند PBSتمامی نمونه ها براي زدودن دیکرومات با محلول 
 .انجام شدآنها تعیین توالی بر روي تصادفی انتخاب و 

نمونه با موفقیت  24نمونه مدفوع داراي انگل بر روي  30از  PCRبا روش  GDH، تکثیر ژن DNAپس از استخراج  :یافته ها
 2نمونه شهري و  3و بدلیل محدودیت مالی  گردیدانجام  هاي بانک ژن به دست آمده با توالی GDHهم ردیفی توالی  .انجام شد

   .زیاردیا لامبلیا بودند و تفاوتی مشاهده نشد  Aنمونه روستایی همه از ژنوتایپ 
باشد ولی  بدلیل  Aژنوتایپ می تواند آباد و روستاهاي اطراف  ژنوتایپ غالب در شهر خرمنشان داد که این مطالعه  :نتیجه گیري

  .باشد لازم می يتحقیقات بیشتر محدود بودن نمونه ها 
  .و تعیین توالی  PCRژنوتایپ، ژیاردیا لامبلیا، شهرستان خرم آباد،: کلیدواژگان

  22/1/91: پذیرش  10/11/90: حیه نهاییاصلا   14/4/90:وصول مقاله 
 

 

   مقدمه
 ژیاردیا لامبلیا داراي توزیع جهانی است که سالانهانگل  

ترین  و این شایع شود نفر می میلیون  280 باعث آلودگی
در آفریقا، . اي در کشورهاي توسعه یافته است انگل روده

میلیون نفر داراي آلودگی  200آسیا و آمریکاي لاتین 
   هستندبالینی نفر داراي علائم  500000ردیا هستند که ژیا
  

  
  پستانداران در یک انگل با انتشار وسیع لامبلیا  ژیاردیا .)1(

این  ،لگبدلیل وجود ناقلین سالم ان. جمله انسان است از
مساله مطرح شده که احتمالا تفاوتهاي ژنتیکی در این گونه 

هفت گروه  بررسیهاي اخیر نشان داده که. وجود دارد
 Aاسمبلیج هاي  .ژنتیکی یا اسمبلیج در این گونه وجود دارد
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تا C در انسان و حیوانات مثل سگ وجود دارد ولی   B و
G مطالعات تعیین توالی . داراي میزبان اختصاصی هستند

 B وA ایانگر شمار زیاد زیر ژنو تایپ هاي اسمبلیج هاي من

  .)2( در گونه هاي حیوانی بود 
هاي ژنتیکی  بندي شدن این انگل به گروهبا طبقه 

هاي اختصاصی براي هر  مختلف و مشخص شدن میزبان
بینش ما نسبت به این انگل بیشتر شده ژنوتایپ خاص، 

 PCRهاي  ژنتیکی با استفاده از تکنیکمطالعات . است
هاي مدفوع در  موجود در نمونههاي بر روي کیست 

اما براي رفع . )3( اند هاي طبیعی به دست آمده آلودگی
ابهام کردن سوالات بیشتر به خصوص، انتقال 

با . زئونوتیک، جمع کردن اطلاعات بیشتر ضروري است
  B وA اسمبلیج هاي توجه  به اینکه مشخص  شده که 

عمل می کنند تعیین تفاوتهاي ژنتیکی به صورت زئونوز 
گونه هاي انسانی با استفاده از روش مولکولی و تعیین 

 .ز نظر مولکولار اپیدمیولوژي داراي اهمیت استتوالی ا
بنابراین در این تحقیق هدف مطالعه را بر تعیین تفاوتهاي 
ژنوتایپی در نمونه هاي شهري و روستایی خرم آباد قرار 

 .دادیم

  روش بررسی 
  جمع آوري نمونه 

ها  از بیمارستان لامبلیا ژیاردیاهاي مدفوع مثبت از نظر  نمونه
اي تشخیص طبی شهرستان خرمّ آباد جمع ه و آزمایشگاه
نمونه از مناطق  15 مثبت نمونه 30 مجموع ازآوري شدند 

انتخاب جامعه . نمونه از مناطق روستایی بود 15 و شهري
 .روستایی بدلیل تماس بیشتر این افراد با حیوانات اهلی بود

ها با استفاده از  نمونه. سال سن داشتند 15تا  1افراد بیمار 
هاي  به منظور تعیین تفاوت .ستقیم آزمایش شدندروش م
بصورت  نمونه  5 و با توجه به محدودیت مالی فقط ژنتیکی

  .انجام شدآنها تعیین توالی بر روي تصادفی انتخاب و 
 در نمونه مدفوع ژیاردیا لامبلیاروش تشخیص آزمایشگاهی 

سرم (تشخیص اولیه انگل در مدفوع با تهیه گسترش مستقیم 

هاي مدفوع  انجام شد، سپس نمونه) وژي و لوگولفیزیول
جمع آوري شده به منظور حفظ انگل تا انجام آزمایش مثبت 

به خوبی مخلوط شد و % 5/2با محلول دي کرومات پتاسیم 
ها از الک  گراد نگه داري شد، سپس نمونه درجه سانتی 4در 

عبور داده شد و محلول صاف شده با دي  80شماره 
. میکرولیتر نگه داري شد 15در فالکون % 5 کرومات پتاسیم

لام مستقیم جهت تایید مجدد آلودگی  از محلول صاف شده
  . تهیه شد

  DNAآماده سازي نمونه مدفوع براي استخراج 
 زدودن براي  1PBSبا بافر مثبتهاي مدفوع  شستشوي نمونه

شسته  هايدي کرومات پتاسیم انجام شد و در نهایت رسوب
در فریزر نگه داري  مولکولی  ایر آزمایشاتشده تا انجام س

  .ندشد
  DNAاستخراج 
هاي  کلروفورم و کیت/ با روش فنل DNAاستخراج 
با موفقیت بر  3و کیاژن 2از مدفوع بیونر DNAاستخراج 

مراحل استخراج با . انجام شدهاي مثبت  روي تمام نمونه
  ):4( کلروفورم به صورت زیر انجام شد/ روش فنل
 میکرولیتر بافر 170میکرولیتر از نمونه  300قریبی به مقدار ت

TE4 ،70  5میکرولیترSDS   میکرولیتر پروتئیناز  10وK 
ساعت در بن  10سوسپانسیون حاصل به مدت . اضافه شد

سپس به نمونه . گراد نگه داري شد درجه سانتی 56ماري 
اضافه شد  CTAB6میکرولیتر  100و  Naclمیکرولیتر  100

پس از آن . درجه نگه داري شد 56دقیقه در  10و به مدت 
. میکرولیتر کلروفورم ایزوآمیل الکل اضافه شد 700به نمونه 

میکرولیتر اتانول سرد رسوب  1000با افزودن  DNAسپس 
میکرولیتر آب مقطر استریل  70در نهایت با افزودن . داده شد
DNA  رقیق شد و تا انجامPCR  گراد  درجه سانتی -20در

  .داري شدنگه 

                                                             
1 Phosphate buffered saline 
2 Cat.n: K-3036    AccuPrep Stool DNA Extraction Kit 
3 Cat.n: 51504  QIAamp DNA Stool Mini Kit 
4 Tris EDTA buffer 
5- Sodium Dodecyl Sulfate 
6- Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 
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تکثیر ژن  و الکتروفورز PCRبا روش  GDHتکثیر ژن 
GDH  با یک مرحلهPCR  انجام شدبا پرایمرهاي ذیل.  

Forward (GDHF):  5' 
TCAACGTCAACCGCGGCTTCCGT3' 
Reverse (GDHR):  5' 
GTTGTCCTTGCACATCTCC3'  

نمونه حاوي (استاندارد ژیاردیا  DNAپرایمرها با نمونه  
آن با کیت استخراج بیونیر  DNAه تروفوزوایت ک

مخلوط . به عنوان کنترل مثبت بررسی شدند) استخراج شد
میکرولیتر  2میکرولیتر شامل  25به حجم  PCRواکنش 

 DNA ،1میکرولیتر محصول استخراج  7، 7مستر میکس
. میکرولیتر از هر یک از پرایمرهاي رفت و برگشت تهیه شد

گراد،  درجه سانتی 94 دقیقه در 8: به صورت PCRبرنامه 
 1گراد،  درجه سانتی 94دقیقه در  1چرخه به صورت  35

 72دقیقه در  2گراد،  درجه سانتی 5/60ثانیه در  30دقیقه و 
درجه  72دقیقه در  5گراد و در نهایت  درجه سانتی

کنترل منفی شامل محلول واکنش . گراد استفاده شد سانتی
PCR  استخراجبود که بجاي استفاده از محصولDNA  

بر   PCRمحصول . در آن از آب مقطر استریل استفاده شد
. حاوي اتیدیوم بروماید الکتروفورز شد% 1روي ژل آگارز 

جفت بازي استفاده  100براي نشان دادن اندازه باند از مارکر 
  .)5(شد

 نتایج 
  نتایج نمونه گیري 

. نمونه مثبت از شهر خرم آباد و روستاها جمع آوري شد 30
مناطق از نمونه علاوه بر انگل مورد نظر در این تحقیق 

روستایی یک مورد تخم آسکاریس و دو مورد تخم 
  .هیمنولپیس نانا نیز مشاهده شد

  نتایج الکتروفورز روي ژل
% 1با موفقیت بر روي ژل آگارز مورد  24نمونه مثبت  30از 

. مورد نظر را نشان دادند bp458الکتروفورز شدند و باند 

                                                             
7 - Master mix 

ها روي ژل به ترتیب در  ها و کنترل ایج الکتروفورز نمونهنت
  .نشان داده شده است 2و  1هاي  شکل

 

  

نشان دهنده کنترل  4ستون . روي ژل PCRنتایج حاصل از الکتروفورز محصول  -1شکل 

هاي مثبت  نمونه 7و  6، 5، 3، 2، 1هاي  نمونه. نشان دهنده مارکر است Mمنفی است و 

  .هستند

  

هاي استاندارد و کنترل منفی  نمونه PCRنتایج حاصل از الکتروفورز محصول  -2شکل 

هاي  نمونه GDHدر ناحیه  PCRالکتروفورز محصول  2و  1هاي  روي ژل، ستون

  .يجفت باز 100مارکر  Mکنترل منفی، ستون  3، ستون ژیاردیا لامبلیااستاندارد 
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  هاي ژیاردیا لامبلیا نتایج تعیین توالی ایزوله

  .از مناطق روستایی بودند 30و ایزوله شماره  12ایزوله شماره . ها به شرح زیر هستند این توالی. ها تا از نمونه 5در  GDHتوالی ژن 

        Seq1 [Giardia lamblia] isolate 16, Glutamate Dehydrogenase gene, partial sequence<16 ایزوله شماره

  

TCAACGTCAACCGCGGCTTCCGTGTCCAGTACAACTCTGCTCTCGGCCCCTACAAGGGTGGCCTCCGCTTCCAC

CCCTCTGTCAATCTTTCGATTCTCAAGTTCCTCGGTTTCGAGCAGATCCTGAAGAACTCCCTCACCACGCTCCCG

ATGGGCGGCGGCAAGGGCGGCTCCGACTTTGACCCAAAGGGCAAGTCCGACAACGAGGTCATGCGCTTCTGCC

AGTCCTTCATGACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGCGCCGACACTGACGTTCCTGCCGGCGACATCGGCGTCGG

CGCCCGCGAGATCGGGTACCTGTACGGACAGTACAAGCGCCTGAGGAACGAGTTCACAGGCGTCCTCACAGGC

AAGAACGTCAAGTGGGGCGGGTCCTTCATCAGGCCGGAGGCTACGGGCTATGGCGCTGTCTACTTCCTGGAGG

AGATGTGCAAGGACAAC  

      Seq2 [Giardia lamblia] isolate 30, Glutamate Dehydrogenase gene, partial sequence<30ایزوله شماره 

TCAACGTCAACCGCGGCTTCCGTGTCCAGTACAACTCTGCTCTCGGCCCCTACAAGGGTGGCCTCCGCTTCCAC

CCCTCTGTCAATCTTTCGATTCTCAAGTTCCTCGGTTTCGAGCAGATCCTGAAGAACTCCCTCACCACGCTCCCG

ATGGGCGGCGGCAAGGGCGGCTCCGACTTTGACCCAAAGGGCAAGTCCGACAACGAGGTCATGCGCTTCTGCC

AGTCCTTCATGACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGCGCCGACACTGACGTTCCTGCCGGCGACATCGGCGTCGG

CGCCCGCGAGATCGGGTACCTGTACGGACAGTACAAGCGCCTGAGGAACGAGTTCACAGGCGTCCTCACAGGC

AAGAACGTCAAGTGGGGCGGGTCCTTCATCAGGCCGGAGGCTACGGGCTATGGCGCTGTCTACTTCCTGGAGG

AGATGTGCAAGGACAAC 

 Seq3 [Giardia lamblia] isolate 12, Glutamate Dehydrogenase gene, partial<                 12 ایزوله شماره

sequence 

TCAACGTCAACCGCGGCTTCCGTGTCCAGTACAACTCTGCTCTCGGCCCCTACAAGGGTGGCCTCCGCTTCCAC

CCCTCTGTCAATCTTTCGATTCGCAAGTTCCTCGGTTTCGAGCAGATCCTGAAGAACTCCCTCACCACGCTCCC

GATGGGCGGCGGCAAGGGCGGCTCCGACTTTGACCCAAAGGGCAAGTCCGACAACGAGGTCATGCGCTTCTGC

CAGTCCTTCATGACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGCGCCGACACTGACGTTCCTGCCGGCGACATCGGCGTCG

GCGCCCGCGAGATCGGGTACCTGTACGGACAGTACAAGCGCCTGAGGAACGAGTTCACAGGCGTCCTCACAG

GCAAGAACGTCAAGTGGGGCGGGTCCTTCATCAGGCCGGAGGCTACGGGCTATGGCGCTGTCTACTTCCTGGA

GGAGATGTGCAAGGACAAC  
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  Seq4 [Giardia lamblia] isolate 4, Glutamate Dehydrogenase gene, partial sequence< 14ایزوله شماره 

TCAACGTCAACCGCGGCTTCCGTGTCCAGTACAACTCTGCTCTCGGCCCCTACAAGGGTGGCCTCCGCTTCCAC

CCCTCTGTCAATCTTTCGATTCTCAAGTTCCTCGGTTTCGAGCAGATCCTGAAGAACTCCCTCACCACGCTCCCG

ATGGGCGGCGGCAAGGGCGGCTCCGACTTTGACCCAAAGGGCAAGTCCGACAACGAGGTCATGCGCTTCTGCC

AGTCCTTCATGACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGCGCCGACACTGACGTTCCTGCCGGCGACATCGGCGTCGG

CGCCCGCGAGATCGGGTACCTGTACGGACAGTACAAGCGCCTGAGGAACGAGTTCACAGGCGTCCTCACAGGC

AAGAACGTCAAGTGGGGCGGGTCCTTCATCAGGCCGGAGGCTACGGGCTATGGCGCTGTCTACTTCCTGGAGG

AGATGTGCAAGGACAAC 

  Seq5 [Giardia lamblia] isolate 28, Glutamate Dehydrogenase gene, partial sequence<  28ایزوله شماره 

TCAACGTCAACCGCGGCTTCCGTGTCCAGTACAACTCTGCTCTCGGCCCCTACAAGGGTGGCCTCCGCTTCCAC

CCCTCTGTCAATCTTTCGATTCTCAAGTTCCTCGGTTTCGAGCAGATCCTGAAGAACTCCCTCACCACGCTCCCG

ATGGGCGGCGGCAAGGGCGGCTCCGACTTTGACCCAAAGGGCAAGTCCGACAACGAGGTCATGCGCTTCTGCC

AGTCCTTCATGACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGCGCCGACCCTGACGTTCCTGCCGGCGACATCGGCGTCGG

CGCCCGCGAGATCGGGTACCTGTACGGACAGTACAAGCGCCTGAGGAACGAGTTCACAGGCGTCCTCACAGGC

AAGAACGTCAAGTGGGGCGGGTCCTTCATCAGGCCGGAGGCTACGGGCTATGGCGCTGTCTACTTCCTGGAGG

AGATGTGCAAGGACAAC 

  

  

  هاي نوکلئوتیدي توالی 8نتایج هم ردیفی
هاي نوکلئوتیدي مورد پردازش قرار گرفت که نتیجه  جهت مشخص شدن هم ردیفی توالی Clustal Xنتیجه تعیین توالی با برنامه 

ر که در پایان مشخص شد که د. انجام شد ncbiمرتب سازي چندگانه با استفاده از سایت . است نشان داده شده 3آن در شکل 
  .تغییر یافته است Cبه  Aاز  264باز شماره  28و در ایزوله  Gبه  Tاز  97باز شماره  12ایزوله 

  

  

  

  

  

                                                             
8- Alignment 
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  .GDHدر ناحیه  ژیاردیا لامبلیاهاي نوکلئوتیدي  هم ردیفی توالی -3شکل 
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  هاي مشابه در بانک ژن ها با نمونه نمونه GDH نتایج آنالیز فیلوژنتیک توالی 

 .ترسیم شد MegAlign هاي مشابه در بانک ژن توسط برنامه  نمونه تعیین توالی شده و نمونه 5راي درخت فیلوژنتیک ب

  

 

 هاي مشابه در بانک ژن با نمونهژیاردیا لامبلیا هاي  نتیجه آنالیز فیلوژنتیک نمونه 4شکل 

  هاي موجود در بانک ژن ها با نمونه نتایج حاصل از مقایسه نمونه

  .بودند Aایزوله از ژنوتایپ  5هاي موجود در بانک ژن مقایسه شد که نشان داده شد که همه  با ایزولهنمونه  GDHتوالی ژن 

  

  هاي موجود در بانک ژن با ایزوله GDHمقایسه توالی ژن . 1جدول

  30  28  16  12  4  شماره ایزوله

  روستا  شهر  شهر  روستا  شهر  منطقه

ایزوله یا سویه و شماره دسترسی 

  در بانک ژن

Brazil: 
  

Sao Paulo 
 

EF507679.1 
 

USA: 
 

West Virginia 
 

ZEF685688.1 
 

Japan: 
 

Tokyo 
 

AB569385.1 
  

Brazil: Sao 
 

 Paulo 
 

EF507660.1 
  

 
USA: 

 
Maryland 

 
EF685689.1 

  

  100  100  100  100  100  درصد شباهت

  assemblage A  assemblage A  Assemblage A assemblage A  assemblage A  ژنوتایپ
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، با استفاده از GDHتکثیر ژن  DNAبعد از استخراج 
PCR  براي . نمونه مثبت شدند 24نمونه  30انجام شد که از

نمونه تعیین توالی انجام  5تعیین اختلافات ژنتیکی بر روي 
نمونه  5نشان داد که همه  GDHتوالی ژن  9هم ردیفی. شد

هاي  ه ایزولهها نشان داد ک این یافته. بودند Aاز ژنوتایپ 
از می توانند و روستاهاي اطراف آن، شهرستان خرم آباد 

، اما مطالعات بیشتري نیاز هم باشندلحاظ ژنوتایپ شبیه 
انجام  ncbiمرتب سازي چندگانه با استفاده از سایت .است

که ایزوله منطقه ( 12مشخص شد که در ایزوله  و شد
که ( 28یزوله و در ا Gبه  Tاز  97باز شماره ) روستایی بود

تغییر  Cبه  Aاز  264باز شماره ) ایزوله منطقه شهري بود
  .یافته است

  بحث 
نمونه که با روش میکروسکوپی مثبت  30در این مطالعه 

مورد آنها مثبت شد با توجه به  24بودند با روش مولکولی
محدودیت بودجه امکان تعیین توالی همه نمونه ها میسر نشد 

نمونه روستایی  2نمونه شهري و  3لذا بصورت تصادفی 
  .بودند Aتعیین توالی شدند و همه آنها از ژنو تایپ 

انجام  2009و همکارانش در سال  10اي که ویلک طالعهدر م
دارنده  نگه% 5مشخص شد که دیکرومات پتاسیم . دادند

است در این مطالعه ژیاردیا لامبلیا هاي  خوبی براي کیست
استخراج  DNA دارنده مختلف را از لحاظ  نگه 4ها  آن

هاي مثبت ژیاردیا که از  نمونه. شده با هم مقایسه کردند
یکروسکوپ تشخیص داده شده بودند، در طریق م

نگه  PBS، اتانول مطلق و %4، فرمالین %5دیکرومات پتاسیم 
هاي زمانی مختلف از لحاظ کیفیت  داري شدند و در بازه

DNA ندگردیدها استخراج شد با هم مقایسه  یی که از آن .
در . استفاده شد PCRبراي  18S SSU-rRNAاز ژن 

آمد که نگهداري کیست ژیاردیا نهایت این نتیجه به دست 
دارنده دیگر  بهتر از سه نگه C4°و % 5در دیکرومات پتاسیم 

                                                             
 
1- Lalli 

اگر چه بعضی تحقیقات نشان داده  .)P=()3 016/0(است 
که استفاده از نمونه مدفوع تازه باعث جلوگیري از منفی 

، چون تحقیق این درولی  )4(کاذب شدن جواب می شود 
هاي سطح شهر و  ز آزمایشگاهها به صورت متوالی ا نمونه

ها به  شدند و جمع آوري این نمونه روستا جمع آوري می
استفاده از دي کرومات پتاسیم به عنوان  ،طول انجامید

  .ها اجتناب نا پذیر بود دارنده کیست نگه

و همکاران در ایتالیا با استفاده از توالی  1لالی 2005در سال 
هاي  نمونه لامبلیا ژیاردیاژن بتا ژیاردین به بررسی هتروژنی 

نمونه انسانی با استفاده از  37. انسانی و حیوانی پرداختند
ایزوله  16. تعیین توالی ژن بتا ژیاردین تعیین ژنوتایپ شدند

نمونه داراي هر دو  11و  Bایزوله ژنوتایپ  A ،10ژنوتایپ 
، Aایزوله از ژنوتایپ  6ایزوله سگ،  21از . ژنوتایپ بودند

و یک  Dایزوله از ژنوتایپ  C ،13از ژنوتایپ  ایزوله 1
گربه  هاينمونه . بودند Dو  Aهاي  ایزوله داراي ژنوتایپ

تعیین  GDHبا استفاده از تعیین توالی کد کننده ژن 
هاي گاوي یک  از نمونه. بود Fژنوتایپ شد که ژنوتایپ 

درصد از  5/13. دیده شد Aزیر ژنوتایپ جدید در ژنوتایپ 
 در صدB ،5/13و  Aهاي  گاوي شامل ژنوتایپ هاي ایزوله

در این . ها بودند بودند و بقیه از سایر ژنوتایپ Bاز ژنوتایپ 
 لامبلیا ژیاردیامطالعه که به بررسی توانایی زئونوز بودن 

در زئونوز بودن به  AIبود نقش زیر ژنوتایپ  پرداخته شده
  .)6(طور واضح نشان داده شد

 ژیاردیاهاي  ایزوله  یین ژنوتایپدر ژاپن براي تع 11ایتاگی
با هاي حیوانات اهلی و وحشی یک مطالعه  از نمونه لامبلیا

هاي سگ شامل  ایزوله. انجام داد GDHاز ژن استفاده 
هاي گربه فقط  ، ایزولهA/D، و A ،C ،Dهاي ژنتیکی  گروه

هاي ژنتیکی  هاي گاو شامل گروه ، ایزولهFاز گروه ژنتیکی 
A  وEي میمون فقط از گروه ژنتیکی ها ، ایزولهB بودند .

                                                             
11  - Itagaki 
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هاي گربه،  این اولین گزارش از تعیین ژنوتایپ در نمونه
  .)7(سگ، گاو و میمون وحشی در ژاپن بود

ژن  PCR-RFLPبا استفاده از  2007بابایی در سال 
ژیاردیا هاي  گلوتامات دهیدروژناز به تعیین ژنوتایپ ایزوله

نمونه مدفوع به  38ن مطالعه در ای. در تهران پرداخت لامبلیا
بیمار ژیاردیایی که از لحاظ  125طور تصادفی از 

. میکروسکوپی مثبت بودند براي کار مولکولی انتخاب شدند
/ کلروفرم/با استفاده از روش فنول DNAاستخراج 

بر روي  PCR-RFLPروش . ایزوآمیل الکل انجام گرفت
برده  به کار Bو  Aهاي  براي تشخیص ژنوتایپ GDHژن 
 AIIاز ژنوتایپ %) 87(نمونه  33ایزوله،  38در نتیجه از . شد
و دو نمونه داراي هر دو  BIIIاز ژنوتایپ %) 8/7(نمونه   3و 

  . )5( ژنوتایپ بودند

و همکاران به مطالعه تعیین ژنوتایپ  12مینویلی 2008در سال 
نمونه  60در این مطالعه . در آرژانتین پرداختند لامبلیا ژیاردیا
نمونه مدفوع سگ و  8، )سالان از کودکان و بزرگ(انسانی 

از  DNAپس از استخراج . دو نمونه گاو جمع آوري شدند
ن تنوع ژن تریوز فسفات یبراي تعی PCR-RFLPروش 

از %) 98/6(نمونه  3ها  که در میان آن. ایزومراز استفاده شد
. بودند Bاز ژنوتایپ %) 02/93(نمونه  40و AIIژنوتایپ 

هاي بیماري مختلف  ژنوتایپ همچنین در افراد با نشانه این
 Bژنوتایپ . ها به اسهال مبتلا بودند مشاهده شد که بیشتر آن

هاي گاو هر دو از ژنوتایپ  نمونه. در یک سگ مشاهده شد
E 8(بودند(.  

به بررسی ژنتیکی  2007و همکاران در سال  13جلانئو
از قطعه ژن . داختندانسانی در اتیوپی پر يهاي ژیاردیا ایزوله

 59از . اي استفاده کردند لانه PCRبتا ژیاردین براي انجام 
از % 52بودند،  آزمایش شده RFLPایزوله به وسیله 

یک ارتباط قوي . بودند Bاز ژنوتایپ % 22و  Aژنوتایپ 

                                                             
1- Minvielle 
13- Gelanew 

داراي % 25. هاي بیماري مشاهده شد و نشانه Bبین ژنوتایپ 
هاي  ز تعیین توالی عفونتبا استفاده ا. عفونت مختلط بودند

این اولین بار بود که ژنوتایپ . به اثبات رسید A+Fمختلط 
F  9(شد که به گربه اختصاص دارد در انسان مشاهده( .  

هاي مدفوع را از  نمونه 2007و همکاران در سال  14لئونارد
نمونه ژیاردیا  60از . هاي خانگی جمع آوري کردند سگ

به طور موفق  18S rDNA نمونه تکثیر ژن 55مثبت، در 
بعد از آن  بیشترین شیوع را داشت Aژنوتایپ . انجام گرفت

هاي  بالا بود و ژنوتایپ Cو  Aهاي  عفونت مختلط ژنوتایپ
C  وD 10(ترین شیوع را داشتند تنهایی کم به.(  

یک مطالعه در آذربایجان  2008فلاح و همکاران در سال 
نمونه مدفوع مثبت  325در این مطالعه . نددشرقی انجام دا

براي تعیین ژنوتایپ استفاده شد از میان  TPIاز ژن  و بودند
 DNAنمونه مدفوع استخراج  34از به طور تصادفی ها  نمونه

نمونه  3مثبت و %) 1/91(نمونه  31انجام گرفت که  PCRو 
نمونه RFLP 13در نتیجه انجام . منفی شدند%) 8/8(
 Aاز ژنوتایپ %) 8/54(ه نمون 17و  Bاز ژنوتایپ %) 9/41(

. ها با هر دو ژنوتایپ آلوده بود بودند در ضمن یکی از نمونه
یک روش مناسب و آسان  PCRنتایج نشان داد که روش 

علاوه بر آن نشان داده . براي تشخیص آلودگی مدفوع است
در استان آذربایجان شرقی  Bو  Aهاي  شد که ژنوتایپ

  .)11(آندمیک هستند

اي انجام  در تبریز مطالعه 2011اران در سال نهاوندي و همک
 ژیاردیانمونه مدفوع مثبت از لحاظ  34دادند، در این مطالعه 

براي  PCR-RFLPروش  .جمع آوري شدند لامبلیا
در . به کار برده شد GDHو  TPIهاي  شناسایی تنوع ژن

از %) 9/41(نمونه  13در این مطالعه  TPIاستفاده از ژن 
نمونه  1و  Aاز ژنوتایپ %) 8/54(مونه ن B ،17ژنوتایپ 

شده منفی %) 8/8(نمونه  3از هر دو ژنوتایپ بودند و %) 2/3(
نمونه %) 9/52( 18فقط  GDHاما در استفاده از ژن . بود

                                                             
14- Leonhard 
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 AII ،8از ژنوتایپ ) %33/33(نمونه  6که . مثبت بودند
از ) %22/22(نمونه  4و  BIIIاز ژنوتایپ ) %44/44(نمونه 

تعیین ژنوتایپ تعداد زیادي از . )12(بودند BIVژنوتایپ 
اند که  هاي ژیاردیا در مناطق مختلف جهان نشان داده ایزوله

. شوند آلوده می Bیا  Aهاي  تقریباً انسان منحصراً با ژنوتایپ
اند  ها که به ندرت در انسان دیده شده دیگر ژنوتایپ

اثبات هستند که البته به مطالعات بیشتري براي  Dو   C:شامل
داراي  Aهمچنین گزارش شده است که ژنوتایپ . نیاز است

در  AIکه AIIIو  AI ،AII: سه زیر ژنوتایپ است شامل
فقط در حیوانات  AIIIفقط در انسان و  AIIانسان و سگ، 

داراي دو زیر ژنوتایپ  Bژنوتایپ . شود بجز انسان دیده می
BIII  وBIV  است، که ژنوتایپBIII  ،بین انسان، سگ

مشترك است در حالی که ژنوتایپ ... بوزینه خرگوش و 
BIV 13(فقط در انسان گزارش شده است(.  

استخراج با توجه به مطالعات ذکر شده، در این تحقیق 
DNA و کیاژن 15کلروفورم و کیت هاي بیونر/ با روش فنل 

 با کیت ها  در مقایسه کلروفورم/ روش فنلشد که  انجام
ژن   ررسی هابجه به اینکه در اغلب بهتر نتیجه داد و با تو

GDH  ژن از این استفاده شده بود در این بررسی هم
در روش مولکولی باید دقت کرد چون  .استفاده گردید

شستشو هاي مکرر فیکساتیو احتمال منفی شدن نمونه بدلیل 
وجود دارد بنابراین توصیه می شود از کم شدن انگل بدلیل 

با توجه به مطالعات محققین ذکر . نمونه تازه استفاده گردد
می باشند ولی در  B و A شده گونه هاي انسانی از ژنوتیپ 

و تفاوتی بین مشاهده شد  A مطالعه حاضر فقط ژنوتیپ 
در حالیکه نگردید نمونه هاي شهري و روستایی مشاهده 

روستاییان با حیوانات اهلی انتظار می رفت بدلیل تماس بیشتر 
در مطالعه  .نوع شهري مشاهده شوداز ژنوتیپ متفاوتی 

به دست  ناز کودکا AIIاي ژنوتایپ  سه ایزولهمینویلی 
این کودکان مدفوع اسهالی نداشتند و علائم  کهآمده 

                                                             
15 Cat.n: K-3036    AccuPrep Stool DNA 
Extraction Kit 

شیوع . این ژنوتایپ در حیوانات دیده نشد. خفیفی داشتند
این ژنوتایپ . در کودکان و بالغین بسیار بالا بود Bژنوتایپ 

هاي بیماري مختلف مشاهده شد  نشانه همچنین در افراد با
 Bبرخی منابع ژنوتیپ . ها به اسهال مبتلا بودند که بیشتر آن

اند ولی دراین مطالعه این  را عامل اسهال معرفی کرده
این مساله می تواند بدلیل تعداد کم  و ژنوتیپ مشاهده نشد

   .نمونه هاي مورد بررسی و تعیین توالی شده باشد

  
  نتیجه گیري

نمونه  2نمونه شهري و  3بصورت تصادفی نمونه مثبت  24از 
 .بودند Aروستایی تعیین توالی شدند و همه آنها از ژنو تایپ 

این مطالعه نشان داد که ایزوله هاي شهر خرم آباد و 
تایپی شبیه هم حاظ ژنولاز  انندروستاهاي اطراف آن می تو

  .است نیاز مطالعات دیگريباشند اما جهت اظهار نظر قطعی 
  

  تشکر و قدردانی
نویسندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه تربیت مدرس براي 

هاي تأمین اجتماعی،  هاي علمی و عملی، بیمارستان حمایت
بیمارستان شهید مدنی و مراکز بهداشت روستایی براي 

آقایان دکتر مجید  بدینوسیله از گیري همکاري در نمونه
وزي صمیمانه تشکر پیرستانی، و روح االله ولی پور نور

 .نمایند می
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