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باشـد.   زای انگلی با گسترش جهانی در جوامع انسانی می ياخته بيماری : ژيارديا لامبليا تک مقدمه

تواند بسيار با ارزش    شناسايی، تشخيص و تعيين شيوع گونه عامل عفونی برای جوامع انسانی می

های سطحی شهر رشت بر پايه  باشد. هدف اين مطالعه جداسازی و تشخيص کيست ژيارديا از آب

 روش ميکروسکوپی و مولکولی است.

ها و    آوری شده از رودخانه نمونه آب سطحی جمع 45: طی اين مطالعه مقطعی بر روی  کار روش

های اطراف شهر رشت، جداسازی و شناسايی کيست ژيارديا از روی رسوب تغلي  شده بـه   تالاب

های اختصاصی از روی ژنوم استخراج شده،  آميزی با لوگل  و تکثير ژنوم توسط پرايمر روش رن 

 انجام گرديد. 

 ( بـر پـايـه روش تـغـلـيـ  و                     33 33نمونه )  15نمونه آب سطحی، تعداد  45: از  ها يافته

( PCRای پليـمـراز )       ( با استفاده از روش واکنش زنجيره  43نمونه )  18ميکروسکوپی و تعداد 

آمـيـزی کـيـسـت و           در مقايسه با روش استاندارد رن   PCRروش  مثبت تشخيص داده شد. 

   بود.63  و اختصاصيت 133ميکروسکوپی دارای حساسيت 

تـر از روش       تر و اختصاصی حساس PCR: شناسايی کيست ژيارديا لامبليا با روش گیری نتیجه

باشد. با توجه به اينکه استفاده از منابع آبی برای صنعت کشاورزی امری رايـج      ميکروسکوپی می

زا، از جمله جلوگيری از ورود هرگونـه   های کنترل بهداشتی عوامل بيماری است، استفاده از روش

 گردد. فاضلاب انسانی به داخل اين منابع آبی پيشنهاد می
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 مقدمه     

ياخته ژيارديا لامبليا يکی عوامل عفونی مهـم از خـانـواده                                                                        تک  

باشد کـه مـنـجـر بـه                                          ای با گسترش جهانی می                      تاژکدران روده             

(. تخميـن                 1شود )         ترين عفونت انگلی انسان در جهان می                                   معمول     

ميليون نفر در آسـيـا، آفـريـقـا و                                                       233شود که حدود               زده می      

اند و سـالـيـانـه حـدود                                             آمريکای لاتين به ژيارديا لامبليا آلوده                                    

(.      2شـود)               ها گزارش مـی                    مورد جديد بيماری در بچه                         533333

زا          های ژيارديا لامبليا به شدت برای انسـان بـيـمـاری                                                                 کيست    

هستند. در يک مطالعه کلينيکی که بر روی افراد داوطلب انجام                                                            

گرفت مشخص گرديد که خوردن کپسول های ژلاتينی حـاوی                                                       

تواند منجر به ژيارديـازيـس گـردد.                                               عدد کيست ژيارديا می                     13

علايم بيماری ژيارديازيس از يک اسهال مزمن، سو  تغـذيـه و                                                                

باشد      کاهش وزن تا ابتلا به بيماری بدون هي  علامتی متغير می                                                  

(. تشخيص ژيارديازيس در کشور ما بر اسـاس جسـتـجـوی                                                                   3)   

گيرد کـه ايـن                             های ژيارديا لامبليا در مدفوع صورت می                                     کيست    

روش برای تشخيص انگل در سطوح پايين بيماری حسـاسـيـت                                                          

  1652در سـال                         فيليـس        (. اولين بار                  4باشد)         کافی را دارا نمی                

های ژيارديا و نوع مـديـن                                    گيری ابعاد ترفوزئيت                     توانست با اندازه                

بادی سه گونه ژيارديا دئودناليس، ژيارديا موريـس و ژيـارديـا                                                                          

هـای              آرژيليس را از هم تفکيک کند. ولی با استفـاده از روش                                                              

های ژيارديا را از هم تفکـيـک                                    توان گونه           آميزی کيست نمی                رن    

آمـيـزی                   های رن          ای بر روی روش               (. در مطالعات مقايسه                        5کرد)      

تريـن و                 آميزی تری کروم به عنوان حساس                              کيست ژيارديا، رن                  

(. در               6بهترين روش شناسايی کيست ژيارديا معرفی شده است)                                                

زای دستگاه گوارش                    کشورهای درحال توسعه، انگل های بيماری                                    

شوند از جمله آنتاموبا هيستوليـتـيـکـا،                                                  که از راه آب منتقل می                     

ژيارديا لامبليا و کريپتوسپورديوم پاروم غالباا به عنـوان عـامـل                                                                         

مر  و مير به ويژه در کودکان مطرح می باشند. اين انگـل هـا                                                                    

(. اگـر                   7شايع ترين عامل عفونت زايی در سراسر جهان هستند)                                                

چه آب محيط مناسبی برای رشد ژيارديا نيست، اما پتـانسـيـل                                                               

بالايی را برای انتقال اين انگل دارد و با وجود کـاهـش تـعـداد                                                                         

ها  ورودی به منابع آبی به علت مر  و تـرقـيـق، ايـن                                                                      کيست    

توانند در آب سرد برای مدت طولانی                                   ای می       های تک ياخته              انگل    

(. عوامل عفونی مـوجـود در                                       8قابليت حيات خود را حف  کنند)                              

خصوص در مواقع بروز بحران                            منابع آبی در صورت عدم کنترل به                              

تواند بسيار خطرناک باشـنـد. سـالانـه                                                     از قبيل سيل و زلزله می                      
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مطالعات بسياری در سراسر جهان در راستای غربالگری عوامـل                                                          

شود. اطلاعات                 زايی عفونی منتقل شونده از آب انجام می                                       بيماری      

سزايی در کنترل اين                      تواند تأثيرات به                  حاصل از اين مطالعات می                      

عوامل عفونی ايفا کند. با توجه به جايگاه تشخيص مولکولـی و                                                                  

اهميت بيماری ژيارديازيس به خصوص در بين کودکان  مطالعه                                                       

فوق در راستای شناسايی مولکولی انگل ژيارديا لامبليا در نمونه                                                            

 گيرد.       های سطحی شهر رشت انجام می                           آب  

 

 کار     روش   

  1نمـونـه آب                          45: طی اين مطالعه مقطعی                         آوری نمونه            جمع   

تالاب مختلف حومه رشت بين مهر و                                 8رودخانه و             12ليتری از          

متری        سانتی       33جمع آوری گرديد. نمونه ها از عمق                                   1361آبان      

متری از کنار رودخانه برداشت شد و در هـنـگـام                                                                  1و فاصله         

گيری سعی شد حدالامکان از نواحی آلوده برداشت شـود.                                                      نمونه     

ساعت        48داری و طی             گراد نگه          درجه سانتی            4همه نمونه ها در                 

 گيری مورد پردازش قرار گرفتند.                               پس از نمونه           

 سازی      پردازش نمونه ها و آماده                       

بـا         Wattman-scheicher and schuellنمونه های آب با فيلتر                     

ميکرومتر فيلتر شد و بلافاصـلـه بـا اسـتـفـاده از                                                                           2 3منافذ       

مورد شستشو قرار گرفت. جستجوی ميکروسـکـوپـی                                                      PBSبافر    

های فيلتر شده بعد از سانتريفـيـوژ                                         های ژيارديا در نمونه                      کيست    

آمـيـزی                   دقيقه با استفاده از رنـ                                     15دور به مدت            13333در  

 لوگول انجام گرديد.                  

 استخراج ژنوم            

، از                DNAبه منظور شکستن ديواره کيست قبل از استخراج                                             

ای در             دقيقه       3سيکل دمايی              15شامل        Freeze-Thawروش     

گـراد اسـتـفـاده شـد. بـرای                                                         درجه سانتی            133و     -81دمای      

-های آب تغلي  شده از روش فـنـل                                               سازی ژنوم نمونه                 خالص    

 کلروفرم استفاده گرديد.                      

 مراز      ای پلی        واکنش زنجیره            

در راستای تشخيص مولکولی ژيارديا لامبلـيـا پـرايـمـرهـای                                                                          

جفت باز           353به طول        heat shock proteinژن  اختصاصی برای              

 'GCATGTCGTCAGTATAGGCG-3-'5و با توالی            

طـراحـی              'GCTTCACTGACTCGGCCTTA-3-'5و 

ميکروليـتـر تـهـيـه و                                           25با استوک نهايی در                     PCRگرديد.            

پروتکل دمايی با استفاده از ترموسايکلر اپندروف به ترتيـب در                                                                  

گـراد               درجه سـانـتـی                         64دقيقه در دمای                 4سيکل شامل:                35

  64ثانـيـه دمـای                         33عنوان مرحله اوليه دناتوراسيون، شامل                                       به  

ثانيـه            33گراد به عنوان مرحله ثانويه دناتوراسيون،                                           درجه سانتی          

درجـه               72ثانيه در دمـای                      33گراد،         درجه سانتی            47در دمای         

درجـه               72گراد و يک مرحله دمای گسـتـرش نـهـايـی                                                     سانتی     

دقيقه انجام گرديد. مشاهده و تفسـيـر                                             5گراد برای مدت                 سانتی     

  در            5 1های تکثير شده پس از الکتروفورز در ژل آگارز                                                  نمونه     

 زير دستگاه ترانس لوميناتور صورت گرفت.                                       

کنترل مثبت و منفی: کيست ژيارديا از نمونه استول بـيـمـاران                                                                   

جدا و پـس               Percoll/Sucroseمبتلا به ژيارديوزيس به روش                           

ز نمونه فوق به عنوان کنترل مثبت و                                   ا     PCRاز استخراج ژنوم و                 

 عنوان کنترل منفی استفاده شد.                              از آب مقطر به             

 

 ها    يافته     

 ( از نـظـر وجـود                                   33 33نمونه )           15نمونه آب سطحی،                  45از    

کيست ژيارديا با استفاده از روش ميکروسکوپی مثبت تشخيـص                                                         

داده شدند. جستجوی کيست با استفاده از لوگول رقيـق شـده                                                                 

انجام گرديد، به طوری که بعد از ورود لوگول به داخل کيسـت،                                                            

 ( نمـونـه                    43)   18ای به خود گرفتند. تعداد                             ها رن  قهوه             کيست    

مثبت گزارش شدند )شکـل و جـدول                                               PCRنيز با استفاده از                   

 (.  1شماره       

با توجه به اينکه روش طلايی استاندارد تشخيص ژيارديـا روش                                                              

باشد، محاسبه حساسيت و اختصاصيت آزمـون                                           ميکروسکوپی می             

در مـقـايسـه بـا روش                                                PCRنشان داد که روش تشخيصی                        

  اخـتـصـاصـيـت                                 63  حساسيت و              133ميکروسکوپی دارای                  

 باشد.       می  

 

 گیری      بحث و نتیجه           

باشد و کيفيت آب نقش                       ترين ماده مصرفی انسان می                          آب عمومی        

مهمی در سلامت افراد جامعه دارد. امروزه بسياری از مشکـلات                                                            

بهداشتی کشورهای در حال توسعه، عـدم بـرخـوردای از آب                                                                       

آشاميدنی سالم است. يکی از مهمترين معضلات بهداشتی آب،                                                           

زا در آن است. شنـاسـايـی ايـن عـوامـل                                                               وجود عوامل بيماری                 

بيولوژيک در راستای حذف و کـنـتـرل، از مسـايـل مـهـم                                                                                       

(. آلـودگـی آب                                6آيـنـد)                   بهــــداشتی آب به شمــــــار می                               

: کيست ژيارديا در نمونه آب تغلي  شده. شکل            A:1  –شکل  

های آب : چاهک       : نتايج تکثير ژنوم بر روی نمونه          Bشماره

: کنترل مثبت،   2، چاهک شماره    Ladder 100 bp  1شماره  

های   نمونه  4،5،6،7های    : کنترل منفی ، چاهک    3چاهک شماره   

 های سطحی مثبت ژيارديا در آب
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وسيله کيست های ژيارديا رابطه مستقيمی با سطح بهداشـت                                                         به  

خصوص در مواردی که دفـع                            و وضعيت اقتصادی جامعه دارد، به                              

ويژه در فصل               ها در محيط صورت  گيرد. که به                                بهداشتی فاضلاب             

های بارندگی اين روان آب ها موجب انتقال کيست ها به آب و                                                            

آلودگی شديد آن می شود و درصورت عدم رسيـدگـی خـطـر                                                               

هـای          (. بسياری از آب                   13انتقال بيماری به انسان نيز وجود دارد)                                       

سطحی پس از فرآيند تصفيه مـورد مصـرف خـانـگـی قـرار                                                                            

های مهم در تصفيه آب، کلرزنی اسـت)                                         گيرند. يکی از روش                     می  

(. با توجه به مقاومت بالای پروتوزوآها از جمله کيست هـای                                                              11

وسـيلـه                   ژيارديا نسبت به کلرزنی، اهميت حذف انـگـلـی بـه                                                              

(.      12فيلتراسيون منابع آبی بيش از کلرزنی توصيه مـی گـردد)                                                             

تواند بخش عمـده                       ای می         های شنی و يا دياتومه                      استفاده از صافی               

تک ياختگان را از آب آلوده جدا کند. با اين شرايط مطـالـعـات                                                                    

جداسازی کيست ژيارديا از آب شرب که تحت فرآيند تصفيه و                                                          

(. انجام مطالعـات                         13کند)        اند، اهميت پيدا می                    کلرزنی قرار گرفته                 

اپيدميولوژيکی بر روی منابع آبی در زمانی که ژيارديازيـس بـه                                                                    

تواند بسيار با ارزش بـاشـد. در                                            گيری بروز کند، می                   صورت همه        

رديابی کيست ژيارديا به دنبال شيوع ژيـارديـازيـس                                                         1674سال   

(. رديابی و تشخـيـص                             14روی منابع آب در نيويورک انجام شد)                                   

های منابع آبی، مستلزم انجام سـه                                         های ژيارديا در نمونه                      کيست    

سازی، بازيابی و شناسايی می باشد. امروزه                                             مرحله تغلي ، خالص                 

در بيشتر مطالعات برای تغلي  نمونه آب جمع آوری شـده، از                                                                  

شود. درميان انواع                       ها استفاده می                 روش فيلتر کردن کردن نمونه                         

و         (Slow Sand filtration(فيلترهای کاربردی همچـون                               

)Precoat filtration)                             تـريـن                    ، ميکروفيلترها به عنوان مناسب

ميکرومتر يا               3 1باشند که دارای منافذ با اندازه                                  روش مطرح می           

 گیری های آب تغلیظ شده مثبت بر اساس مکان نمونه نمونه -1جدول 

 شماره نمونه مکان نمونه گیری روش میکروسکوپی واکنش زنجیره ای پلیمراز

 1 (1رودخانه طش)-جاده پير بازار -  

 2 (1رودخانه پل طالشان)    

 3  (2رودخانه باربند)    

 4  (2رودخانه خوبک)    

 5 (1خمام رود) -  

 6 (3خمام رود)    

 7 (2رودخانه پسيخان)    

 8 (2رودخانه سياه صوفيان)    

 6 (1سياه سوفيان) 2رودخانه–جعفر آباد     

 13 (2سياه سوفيان) 2رودخانه–جعفر آباد     

 11 (2داروسازی)-نيشاوندان 1رودخانه     

 12 (1داروسازی)-نيشاوندان 2رودخانه    

 13 (1تالاب عينک)    

 14 (2تالاب عينک) -  

 15 (2رودخانه )  -احمد گوراب     

 16 (1رودخانه )  -احمد گوراب     

 17 (1) 3اتوبان انزلی کيلومتر–اشکيک     

 18 (3) 3اتوبان انزلی کيلومتر–اشکيک     
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هـای              سازی و بازيابی کيست                     (. برای خالص                15بيشتر می باشند)                 

سازی بـا              های شناور           های آب تغلي  شده از روش                           ژيارديا از نمونه                

/Percollهای سـولـفـات روی، سـاکـارز،                                                    استفاده از محلول                

Sucrose                            شود. در اين مطالعه ما                         و سيترات پتاسيم استفاده می

اسـتـفـاده                    Percoll/Sucroseها از روش             برای بازيابی کيست                 

ميلادی در بيشتر مطالعات انـجـام                                          63(. تا قبل از دهه                      16شد)     

هـای مـيـکـروسـکـوپـی و                                                     شده بيشترين کاربـرد را روش                                    

( برای شناسايی کيست ژيارديا در منابع                                        IFAايمونوفلوروسنس)                 

در شناسـايـی                  IFAاستفاده از روش                1676آبی داشتند. در سال                    

و همکاران مطـرح گـرديـد. در                                             Visvesvaraژيارديا توسط                

مرحله تغلي  و شناسايی ژيارديا بـا اسـتـفـاده از                                                                      IFAروش   

(. در               17گـيـرد)                   های مونوکلونال فلورسنت انجام می                                 بادی      آنتی    

شود چرا که کار                  مطالعات کنونی از روش فوق کمتر استفاده می                                        

آيی بازيابی، تحت تاثير کيفيت آب به ويژه کدورت قرار دارد .                                                                   

گير، خسـتـه کـنـنـده و                                            روشی وقت          IFAعلاوه بر اين روش               

پرهزينه بوده و نياز به افراد بسيار ماهر و با تجربه دارد. واکنـش                                                                     

زنجيره ای پليمراز يک روش تشـخـيـص بـا حسـاسـيـت و                                                                             

باشد کـه در                         اختصاصيت بالا در شناسايی عوامل بيولوزيک می                                         

توسط کری موليس ابداع شد. اولين بار در سـال                                                          1687سال     

عباس زادگان و همکارانش موفق به شناسايی و تشخيص                                                  1666

(. در مطالعات بعدی رديابـی                                  18های آب شدند)                ژيارديا در نمونه                

ژيارديا تا سطح حساسيت يک کيست بر پايـه روش واکـنـش                                                                  

  PCR(. از مـزايـای روش                                        16مراز عملی شد)                 زنجيره ای پلی             

های زنـده از کـيـسـت مـرده و                                                          توان به تشخيص کيست                    می  

-23های ژيارديا را از هم اشـاره کـرد)                                           تشخـيص و افتراق گونه                    

های اختصاصی بـرای ژن                              (. در اين مطالعه با طراحی پرايمر                                    21

heat shock protein                                          هـای              ژيارديا لامبليا ، آلـودگـی آب

   گزارش گرديد.              43سطحی رشت را به ژيارديا لامبليا                               

و     IFA, LAMPهـای            محمودی و همکاران با استفاده روش                               

در شناسايی کيست ژيارديا، آلودگی دو رودخـانـه                                                  PCRواکنش     

  گزارش نمودند که نتايج فوق با نتايـج                                           5 37استان گيلان را تا                  

و    Fernandes(. در مـطـالـعـه                                22خوانی دارد)               اين تحقيق هم            

های سطحی، کشـاورزی و                              همکاران در کشور برزيل آلودگی آب                               

    PCR       ،41 6فاضلاب به ژيارديا دئودناله با استفاده از روش                                                     

گزارش شد. با رعايت اصول بهداشتی در راستای جلوگـيـری از                                                                  

صـورت               ورود عامل عفونی به منابع آبی آلودگی منابع فـوق بـه                                                          

طوری کـه در                         کند، به         گيری در منابع آبی کاهش پيدا می                                چشم   

های پيشرفته نظير آلمان و فنلاند آلودگی بـه کـيـسـت                                                                     کشور    

  گزارش شده است               7 13  و     2 4ژيارديا در منابع آبی به ترتيب                               

 (23-24  .) 

توجهی را            خيز سهم قابل              های حاصل          استان گيلان با داشتن زمين                        

باشد. سيـسـتـم آبـيـاری                                           در صنعت کشاورزی ايران را دارا می                                

کشاورزی در اين منطقه بيشتر پر پايه روش سنتی و استفاده از                                                          

های آلوده در صنـعـت                           های سطحی می باشد. استفاده از آب                                   آب  

تواند سبب آلودگی محصولات توليد شـده و در                                                         کشاورزی می          

های عفونی در بيـن                       نهايت منجر به بروز طيف وسيعی از بيماری                                      

کنندگان گردد. چنين مطالعاتی به آلودگی با کـيـسـت                                                                مصرف    

اند،        های آلوده آبياری شده                      ژيارديا در ميوه و سبزيجاتی که با آب                                   

(.  نتايج بدست آمده از اين تـحـقـيـق                                                      25کند)        اهميت پيدا می             

هـای سـطـحـی                            دهد که حضور کيست ژيارديا در آب                                نشان می       

توانـد در                   می    PCRباشد. استفاده از روش                          رشت قابل توجه می                

های روتين غربالگری ديگر آب بسيار با ارزش واقـع                                                            کنار روش        

تـريـن                  گردد. با توجه به اهميت سلامت اين ماده حياتی مـهـم                                                      

هـای انسـانـی                               عملکرد بهداشتی يعنی دفع بهداشتی فاضـلاب                                        

 گردد.       پيشنهاد می          

 

 تشکر و قدردانی              

نويسندگان اين مقاله از کليه همکاران دانشگاه آزاد اسـلامـی                                                                      

واحد رشت به دليل همکاری صميمانه در اجرای اين پـژوهـش                                                              

 کمال تشکر را دارند.                   
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Isolation and identification of Giardia lamblia cysts from surface waters of Rasht city 
Saeedi. E (MSc), Joneidi Jafari. N (PhD), Saleh Zadeh. A (PhD)*, Kazemi. R (MSc) 

 

Abstract 

Introduction: Giardia Lamblia is a protozoan parasite with global spread in the human population. 

Identification, diagnosis and determination of the incidence of the infectious agent can be valuable to 

control the possible sources of spread of this infectious agent in human communities. Therefore, the 

aim of this study was isolation and diagnosis of Giardia cysts from surface waters of Rasht based on 

microscopic and molecular methods.   

Methods: This Cross-sectional study was performed on 45 samples of surface water collected from 

rivers and wetlands in the vicinity of Rasht. The samples were concentrated using nitrocellulose 

membrane filters. Giardia cysts were sought in concentrated deposits using Lugol staining. Giardia 

lamblia genome amplification was done by specific primers on DNA extracted from sediment samples 

using phenol-chloroform method.  

Results: From 45 surface water samples, 15 (33.33%) were positive based on concentration and 

microscopic observation and 18 (40%) were positive in PCR. PCR had 100% sensitivity and 90% 

specificity in comparison with the standard staining method.  

Conclusion: In detection of Giardia lamblia cysts from concentrated water samples, PCR is more 

sensitive and specific than microscopy. Given the common use of water resources for agriculture, use 

of sanitary methods of pathogen control including preventing human sewage from entering into any 

water source is recommended.  

Keywords: Giardia lamblia, cysts, PCR, Rasht 
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