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  6/5/85:  پذیرش مقاله،23/1/85:دریافت مقاله
Ø از تشخیص آن عمدتاً.  اي انسان در سراسر جهان می باشدژیاردیا لامبلیا از شایع ترین تک یاخته هاي روده: مقدمه 

   نیز کاربردهاي تحقیقاتی و ELISA و IFAنی بر تطریق مشاهده مستقیم صورت می گیرد ولی روش هاي مب
 و لکولیوم مطالعات ،IFA و ELISAهاي  براي تهیه آنتی بادي هاي پلی کلونال به هدف طراحی کیت .دارد سرواپیدمیولوژي

.  و کشت انگل و سایر تحقیقات اپیدمیولوژي،نیاز به خالص سازي کیست هاي انگلی می باشدPCR، آزمایشاتی نظیر ژنومی
 ها را در طی روند خالص سازي تبتواند کیسمنتشر شده است و در این بین روشی که   براي این منظورروش هاي مختلفی

لذا در این  .یر آلودگی هاي مدفوعی و مواد اضافه باشد، نیاز می باشد عاري از سابطور سالم و زنده نگه داشته و نیز تقریباً
از نظر درجه خلوص با همدیگر  مطالعه ما بر آن شدیم که نمونه هاي مثبت را با چندین روش متداول خالص سازي کرده و

  .مقایسه کنیم
Ø وپرکول -گرادیان سوکروز ،وکروزطی سه روش جداگانه گرادیان یک مرحله اي سنمونه هاي مثبت  :مواد و روش ها 

در نهایت نتایج حاصل از هر سه روش فوق از نظر  . مورد خالص سازي قرار گرفت، دو مرحلهدرگرادیان دو مرحله اي سوکروز 
درجه خلوص کیستی و میزان حذف مواد اضافی مدفوع و نیز میزان کیست هاي باز یافتی با لام مستقیم ولام نئوبار مورد 

  .ر گرفتبررسی قرا
Ø محلول کیستی حاصل از روش اول و همچنین دوم حاوي کمی مواد دبري و سلولزي بود، در صورتی که در روش سوم :يافته ها، 

  .)3× 104گرم مدفوع حدود 2از (باکتري ها تقریبا حذف شده و کیست ها سالم بدست آمدند ولی میزان باز یافت آن کمتر بود
Ø در خالص سازي و ایزولاسیون کیست هاي انگل نسبت به دو ) دیان دو مرحله اي سوکروزگرا(روش سوم  :نتيجه گيري

روش قبلی مناسب تر بوده و میزان مواد اضافی مدفوع کاهش پیدا می کند ولی با اینحال ابداع روشی ساده که بتواند مواد 
  . ضروري به نظر می رسد، را بالا ببرداضافی و زاید را تا حد زیادي حذف نموده و از طرفی میزان بازیافتی کیست ها

  خالص سازي، کیست،ژیاردیا :واژه هاي كليدي
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  مقدمه
  هاي تک یاخته اينیکی از پاتوژ) دئودنالیس(ژیاردیا لامبلیا 

  مهم است که در طبقه بندي جزو تاژك داران روده اي قرار 
د شیوع آن حدوو این انگل انتشار جهانی داشته ). 1( می گیرد

در مرور ). 2( میلیون نفر در دنیا تخمین زده می شود 200
 بررسی انجام گرفته در زمینه انگل هاي روده اي انسان 300

 ژیاردیا در کنار آنتامبا ،درایران در نیم قرن گذشته
). 3(  شایع ترین تک یاخته هاي بیماریزا بوده اند،هیستولیتیکا

ده ولی انتقال فرد به مهمترین راه انتقال آن توسط آب آلوده بو
مهمترین علایم ). 4-5( فرد و انتقال از راه غذا نیز اهمیت دارد

دفع ، نفخ شکم،اسهال، سستی:بیماري به ترتیب شیوع شامل
 بی اشتهایی،  تهوع،،مدفوع چرب و بدبو، کرامپ هاي شکمی

). 7، 6(کهیر و یبوست می باشد  تب، استفراغ، کاهش وزن،
 در بعضی افراد بویژه بچه ها و ،استگرچه بیماري خوش خیم 

خانم هاي باردار ممکن است بیماري شدید با کاهش مایعات 
اسهال مزمن ). 8، 6( بدن و نیاز به بستري شدن ایجاد کند

ناشی از ژیاردیا خودبخود یا با درمان بهبود می یابد ولی بویژه 
  استئاتوره و  علایم شبیه اسپرو، ،در بچه ها با کاهش وزن

پروتئین دي گزیلوز و  ،Aویتامین  ،B12 ویتامین ب جذسوء
. گاهی عدم تحمل لاکتوز وجود دارد). 9-10( آهن همراه است

نظرات در مورد تأثیر ژیاردیازیس مزمن در رشد کودکان هنوز 
 ،روش تشخیص معمول ژیاردیازیس). 8( مورد بحث است

 دآزمون میکروسکوپی مستقیم مدفوع براي یافتن انگل می باش
حساسیت این روش حتی با آزمایش چند نوبته ). 12-11(

در بیماران با ). 12-13( می باشد% 50-70مدفوع فقط 
حساسیت این روش ممکن است پایین تر  ژیاردیازیس مزمن،

زیرا کیست ها بطور متناوب دفع شده و تعداد آنها در  هم باشد،
 و یا آزمایش آسپیراسیون مایع دئودنوم .سطح پایینی می باشد

ژژنوم و بیوپسی از روده باریک ممکن است داراي حساسیت 
 تهاجمی  هايولی پرهزینه بوده و روش )14( بیشتري باشند

لذا . د و بخاطر همین بندرت استفاده می شوندنمی باش

 ELISA و یا IFAتشخیص سرولوژیکی با روش هایی نظیر
. )15-16( می تواند با درصد بالایی از حساسیت صورت گیرد

 ،IFA وELISA  در امور تحقیقاتی در جهت طراحی کیت هاي
یکدست و  براي دستیابی به آنتی بادي هاي پلی کلونال تقریباً

 انگل و قدم اول خالص سازي کیست هاي ،خالص بر علیه انگل
تهیه مقادیر زیادي از انگل بدون تغییراتی در آن و عاري از هر 

توان بعنوان آنتی ژن و گونه مواد اضافی مدفوع می باشد که ب
علاوه بر این در  .ایمن سازي حیوان مورد استفاده قرار داد

کشت انگل بمنظور دستیابی به مقادیر فراوان فرم تروفوزوئیت 
 دسترسی به فراکسیون غنی از کیست هاي انگلی ضروري ،انگل

 علاوه بر موارد ،این فراکسیون هاي غنی از کیست. می باشد
لکولی و بررسی هاي ژنومی که نیاز به وم در مطالعات ،فوق

 خالص و یکدست دارد، در تهیه لام هاي  نسبتاDNAًوجود 
ونیزاسیون از راه دهانی حیوان براي تحقیقات یآموزشی و در ایم

درمان با دارو یا مقاومت داروئی و همچنین در مطالعات 
 ، سریعروشبنابراین نیاز به یک . اپیدمیولوژیکی نیز کاربرد دارد

ارزان و آسان که بتواند کیست هاي انگلی را در طی روند 
 عاري از خالص سازي بطور سالم و زنده نگه داشته و نیز تقریباً

 . احساس می شود،افه باشدسایر آلودگی هاي مدفوعی و مواد اض
لذا در این مطالعه ما بر آن شدیم که نمونه هاي مثبت را با 

از نظر درجه خلوص   وچندین روش متداول خالص سازي کرده
  .با همدیگر مقایسه کنیم

  مواد و روش ها
 میکروسکوپی میداندر هر (بعد از انتخاب مدفوع آلوده 

 یا سایر انگل هاي رعدد و بدون آلودگی به مخم 8بیشتر از  ،40
برابر حجم خود با آب مقطر حل  و  5، آن را در )روده اي
 از عبور دادن پس. یونی یکنواخت و همگن تهیه شدسسوسپان

لایه تنزیب، مایع  در لوله هاي آزمایش  3 از نسوسپانسیو
ه  بg500 مدرج مخروطی ریخته شده و جهت شستشو در دور

بعد مایع رویی بیرون ریخته  .گردید ژدقیقه سانتریفیو 5مدت 
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 عمل خالص سازي روي این رسوب ،شده و با سه روش زیر
  .انجام گرفت

 : له ايمرح1 گرادیان سوکروز-الف 

 نیم درصد حل شده و 80رسوب در آب مقطر حاوي توین 
 گردید و تا تمیز شدن ژ دقیقه سانتریفیو5 بمدت g 700در دور

سپس رسوب با آب مقطر .  این کار ادامه یافت،مایع رویی آن
روي محلول  بحالت سوسپانسیونی با غلظت مناسب در آمده و

اوي در لوله هاي  مولار با نسبت مس85/0سوکروز با گراویتی 
 طوري که دو فاز کاملاً آزمایش معمولی به آرامی اضافه شد،

 بمدت g 500 سپس لوله ها در دور .متمایز تشکیل داده باشد
شت در در نهایت ذرات اضافی و . گردیدژ دقیقه سانتریفیو20

لایه میانی (مدفوع در ته لوله رسوب نموده و فاز بینابینی 
به  به دقت و)  آبی و محلول سوکروزتشکیل یافته در بین فاز

آرامی با پی پت پاستور جمع آوري گردید و به لوله دیگري 
 g 500 در دور،سپس جهت حذف سوکروز آن .منتقل شد

در .  شدژبا آب مقطر سانتریفیو ار ب2-3 دقیقه براي 5بمدت 
انتها رسوب حاصله در کمی آب مقطر بحالت سوسپانسیون 

   .درآمد
  :مرحله اي2وکروز گرادیان س-ب 

  مولار حل گردیده و کاملاPBS 2/0ًرسوب در بافر 
 گردید ژ دقیقه سانتریفیو5 بمدت g 500 در دور مخلوط شد و

ادامه ،و این عمل شستشو تا زمانی که مایع رویی آن تمیز شود
روي   سی سی آب مقطر حل شده و5رسوب در  .پیدا کرد

بعد .  اضافه گردید،سبت مولار به همان ن5/1سوکروز با گراویتی 
 شد و نتیجه کار، ژ دقیقه سانتریفیو10 براي g1700در دور 

رسوب  .بدست آمدن یک فاز بینابینی و رسوب ته لوله بود
حاوي قطعات بزرگ سلولز و مواد مدفوعی بوده و فاز میانی هم 

در  .شامل کیست ها و همچنین مقداري مواد دبري و زاید بود
فاز میانی جمع آوري شده و با آب  ،مرحله دوم خالص سازي

 ژدرجه  سانتریفیو 4 دقیقه در 5  بمدت g300مقطر در دور 
سی سی آب  5رسوب حاصله در  .شد تا سوکروز آن حذف شود

 75/0مقطر حل شده و این بار روي محلول سوکروز با گراویتی 
 ژ دقیقه سانتریفیو10 بمدت g1700مولار اضافه شد و در دور 

این مرحله کیست ها در ته لوله رسوب نموده و در . گردید
  .قطعات سلولز در فاز میانی جمع آوري گردیدند

  :پرکول- گرادیان سوکروز-ج 
رسوب با آب مقطر بحالت سوسپانسیونی در آمده و در 

 شد و تا زمانی که مایع ژ دقیقه سانتریفیو5 بمدت g500دور 
 رسوب در سپس.  عمل شستشو ادامه یافت،رویی آن تمیز شود

کمی آب مقطر بحالت سوسپانسیون در آمده و روي محلول 
 بمدت 500در دور  مولار اضافه گردید و1سوکروز با گراویتی 

 بار 2-3فاز میانی جمع آوري و براي .  شدژدقیقه سانتریفیو 10
 لایه از 2و در مرحله بعدي روي  با آب مقطر شستشو داده شد

بعد لوله ها  . اضافه گردید09/1 و05/1پرکول با گراویته هاي 
 شده و فاز تشکیل ژ دقیقه سانتریفیو20 بمدت g500در دور 

 بار 2-3  لایه پرکول جمع آوري گردید و2یافته در بین 
بحالت سوسپانسیون  با کمی آب مقطر شستشو و در آخر

  .درآمد

  یافته ها
بررسی  ،نتیجه عمل هر کدام از روش هاي مورد استفاده

جهت تعیین درجه خلوص . گردیدگر مقایسه و با همدیشده 
از  ،کیست هاي مورد نظر و میزان حذف مواد اضافی مدفوع

به   لام مستقیم تهیه و،سوسپانسیون هاي نهایی بدست آمده
 جهت تعیین میزان کیست هاي. روش میکروسکوپی مطالعه شد

  از لام نئوبار استفاده گردید، هر چند که تعداد کیست هاي،باز یافتی
. حاصله به میزان آلودگی نمونه مورد نظر هم وابسته می باشد

حاوي  ،سوسپانسیون حاصله طی روش اول خالص سازي
مقادیري باکتري و نیز ذرات ریز سلولزي بود و به نظر می رسید 

 کیست 2-5×104 گرم مدفوع حدود 2که می توان از حدود 
ده و  حذف ش باکتریها تقریباً، در روش دوم.استخراج نمود

کیست ها سالم بدست آمدند ولی محلول کیستی کمی داراي 
  گرم مدفوع حدود2دبري و ذرات سلولزي بوده و تقریبا از 
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در روش سوم هم کیست ها .  کیست حاصل گردید10-5×104
به همین وضع باز یافت شدند ولی میزان ریکاوري آن هم کمتر 

  .)3×104 گرم حدود 2از (بود 

  بحث و نتیجه گیري
ژیاردیا لامبلیا یک پاتوژن تک یاخته اي روده اي است که 
انتشار جهانی داشته و عامل بیماري ژیاردیازیس با علایم 

انتقال آن از طریق فرم . می باشد...  سوء جذب و،اسهال
 . غذا و فرد به فرد می باشد،کیستیک انگل و توسط آب آلوده
ایر  سو  و تشخیصیمولکولیجهت کشت انگل و نیز مطالعات 

 نیاز به خالص سازي و بازیافت ،یتحقیقات علمی و داروی
 طوري که کیست ها در روند ،کیست هاي انگل از مدفوع

.  می باشد،خالص سازي بطور زنده و سالم و بدون تغییر بمانند
در روش هاي منتشر شده در ایزولاسیون کیست هاي تک 

اتر یا جیوه  ،یودین ،یاخته ها از مواد شیمیائی نظیر فرمالین
 استفاده گردیده است که خصوصیات فیزیکی و بیولوژي کیست ها

و روش هاي دیگري نظیر ) 18، 17(را تحت تأثیر قرار می دهد 
یا پرکول هم باعث بدست آمدن سوسپانسیونی  گرادیان سوکروز

در  ).19، 18( از کیست هاي حاوي مواد زاید مدفوعی می شود
 از ،GSA65نتی ژن اختصاصی  آجداسازيمطالعه اي به هدف 

) 11( روش گرادیان سوکروز یک مرحله اي استفاده شده بود
 به انجام روشکه ما در این تحقیق روش اول خود را طبق این 

 توسط محققان در  موارد مشابه این روش نیز قبلاً.رساندیم
 نتیجه کار در این .)21، 20( مطالعات دیگر بکار گرفته شده بود

 به همراه ،رضایت بخش نبود زیرا در نهایت امرروش  چندان 
کیست ها مقداري هم ذرات ریز و دبري مدفوعی و باکتري باقی 

 انجام 2002 که در سال روش دیگري با روشمقایسه این . ماند
با روش گرادیان ) 18( 1997و نیز مطالعه سال ) 22( شده

وش  نشان می دهد که نتیجه کار در این ر، مرحله اي2سوکروز 

روش کار در مطالعه دوم  قابل قبول تر از روش اول می باشد و
 صورت پذیرفت و نتایجی که بدست آمد روشما طبق این 

 مشابه نتیجه مطالعه والدریچ بود و با اینکه باکتریها تقریباً
در . حذف شده بودند ولی باز کمی مواد سلولزه و دبري باقی بود

لول سوکروز و پرکول در  از مح1988مطالعه اي دیگر در سال 
که روال کار ما در روش سوم  )23(این راستا استفاده شده بود 

 مشابه این روش بود و در پایان یک سوسپانسیونی از ،مطالعه
 عاري از آلودگی و کمی حاوي کیست هاي یکدست و تقریباً

 عمل 2002در مطالعه اي دیگر در سال . دبري بدست آمد
تولید آنتی بادي پلی کلونال خالص سازي کیست به جهت 

محلول پرکول که در .  بود صورت گرفتهمطابق این روش ،)12(
 بوده و از آنجائیکه ت بسیار گران قیم،این مطالعه بکار رفته

 به همین دلیل در .بسیار کمیاب می باشد ،کاربرد زیادي ندارد
 تغییراتی که در نیزمراکز تحقیقاتی بطور روتین یافت نمیشود و 

لذا استفاده از این  ول ایجاد می کند به مراتب بیشتر بوده و سل
روش سوم  .شود روش با توجه به دلایل ذکر شده پیشنهاد نمی

 جداسازيدر خالص سازي و ) گرادیان دو مرحله اي سوکروز(
کیست هاي انگل نسبت به دو روش قبلی مناسب تر بوده و 

ا اینحال ابداع  ب.میزان مواد اضافی مدفوع کاهش پیدا می کند
روشی ساده که بتواند مواد اضافی و زاید را تا حد زیادي حذف 
نموده و از طرفی میزان بازیافتی کیست ها را بالا ببرد، ضروري 

  . به نظر می رسد

  تقدیر و تشکر
صوب مرکز تحقیق حاضر بخشی از طرح تحقیقاتی م

تب ی تبریز می باشد و نویسندگان مراتحقیقات کاربردي و داروی
  تقدیر و قدردانی را ازمساعدتهاي مسئولین این مرکزاعلام 

 .می دارند
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