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ABSTRACT 
 

Background & Objectives: Giardia duodenalis is the most common intestinal parasite with 

cosmopolitan distribution. This parasite has been found in the intestine of humans and other 

mammalian hosts including cats, dogs, cattle, sheep, deer, pigs and muskrats. It is postulated 

that animals maybe reservoir for human infection and viceversa. In present study, the possible 

genetic similarity between cat and humans Giardia and its probable zoonosis were 

investigated. 

Methods: Direct examination and formalin-ether concentration techniques were performed on 

stray and semi stray cat fecal specimens. Gradient sucrose method was applied for collection 

and purification of cysts and DNA extraction was performed by phenol-chloroform and 

CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromid  ) methods. DNA of cysts could hardly be extracted 

after repeated freezing and thawing. Polymerase chain reaction (PCR) was performed for 

DNA amplification. In this study triosephosphate isomerase (tpi) gene was selected as a 

molecular marker. Two sets of primers (PM 290 and PM 924) were considered. Two 

restriction enzymes RsaI and AvaI were also used to determine restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) for PCR fragments amplified by both primer sets. 

Results: Ten samples were positive for Giardia cysts which were examined for molecular 

investigation. Four cat isolates were amplified by PM 290. PCR-RFLP patterns were found to 

be similar to human isolates AC≠AF 069556 (subgroup of AC≠U 57897) with possibility of 

cross-transmission.  

Conclusion: Therefore the similarity of genomic characters of isolates of cat and human 

Giardia implies possibility of zoonosis and transmission of these protozoa from cat to human 

and vice versa. 
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  165و همكاران  علي پزشكي                                ...                                                                  ژياردياي در tpiبررسي تشابه ژن  

  با استفاده از روش و انسان ژياردياي گربه در tpi تشابه ژن بررسي

 PCR-RFLP  
  

   * 3ميترا زارع بواني ،2 مصطفي رضائيان، 1علي پزشكي
  

 ،شناسي پزشكيگروه انگل شناسي و قارچ  2        ايران اردبيل، دانشگاه علوم پزشكي اردبيل، ،دانشكده پزشكي گروه انگل شناسي و ميكروب شناسي، 1 

دانشگاه علوم پزشكي  دانشكده پيراپزشكي،گروه ميكروب شناسي و انگل شناسي،  3       ، ايرانتهران ،دانشگاه علوم پزشكي تهران، دانشكده بهداشت

    ، تهران، ايرانتهران

   zarebava@tums.ac.ir: پست الكترونيك     02182944645:  كساف  02182944645: تلفن .نويسنده مسئول* 
   

  29/1/92: پذيرش     4/10/91: دريافت
  

  مقدمه

اي  شامل تك ياخته تاژكدار دو هسته ياجنس ژيارد

باشد  داراي دو مرحله در سيكل زندگي مي. ]1[ است

كه به صورت تروفوزوئيت تاژكدار، در روده كوچك 

نمايد و ديگري به فرم كيستي كه  ميزبان زندگي مي

مدفوع ميزبان دفع  آلوده كننده بوده و به همراه

در . ]2[ ماند ها باقي مي شده و در محيط براي هفته

سه گونه ژيارديا را با توجه به  Filice، 1952سال 

شناسايي و طبقه بندي كرد كه  1جسم ميانيشكل 

و  G.intestinalisمترادف ( G.duodenalis شامل

G.lamblia (فولوژي كه ورگروه مشابه از نظر م

 G.agilisنمايد،  انسان و ساير پستانداران را آلوده مي

. ]3،4[ بودنددر جوندگان  G.murisدر خزندگان و 

                                                
1
 Median Body 

  

  چكيده

اين انگل در بسياري از گونه هاي حيوانات از  .شايعترين انگل روده اي با انتشار جهاني است ژيارديا دئودناليس :زمينه و هدف

در اين مطالعه احتمال تشابه ژنومي . گوزن، خوك و موش آبي به انضمام انسان يافت مي شود گوسفند، جمله گربه، سگ، گاو،

  .ه استبررسي گرديد آن) بيماري مشترك ميان انسان وحيوان( انسان و گربه و نيز احتمال زئونوز بودن دئودناليس ژيارديا

هاي مثبت  در نمونه. شدروي مدفوع گربه انجام  براتر -مستقيم و روش تغليظي فرمل به دو روش آزمايش :كار روش

از  DNAجهت استخراج  .جمع آوري و تخليص كيست ها با روش گراديان ساكارز صورت پذيرفتحاوي كيست ژيارديا، 

ي كيست ها به DNA. استفاده گرديد) Cetyl trimethyl ammonium bromid )CTAB كلروفرم و روش -روش فنل

با  DNAسپس تكثير . در نظر گرفته شد (tpi)تريوز فسفات ايزومراز  ژن. سختي و با تكرار فريز و ذوب كردن استخراج شد

 PM924و  PM290دو جفت پرايمر اختصاصي . شدانجام ) Polymerase Chain Reaction( واكنش زنجيره اي پليمراز روش

      نزيميآهضم  براي .نمايند، مورد استفاده قرار گرفتند جفت بازي را تكثير مي 924و  290كه به ترتيب دو آمپليكون 

restriction fragment length polymorphism )RFLP (آنزيمهاي از پرايمر، مجموعه قطعات حاصل از تكثير توسط اين دو

  .گرديد استفاده AvaIو RsaIه هضم كنند

از نظر كيست  مدفوع نمونه 10.وري شدآنمونه مدفوع گربه ولگرد و نيمه ولگرد جمع  166 در اين مطالعه :يافته ها

باند در  و تكثير PM290 هايمورد از اين نمونه ها با پرايمر 4. ندقرار گرفت مولكولي مورد بررسي  كه ،ژيارديا مثبت بودند

 با هاي تكثير يافته ايزوله PCR-RFLPالگوي  .تكثير نشدند PM 924 هيچيك از نمونه ها با پرايمر. دادند 290ناحيه 

   .تطابق داشتند) AC≠U57897زيرگروه ( AC≠AF069556هاي انساني  ايزوله

توان احتمال  اي وجود داشته و مي رسد كه تشابه ژنومي بين ژياردياي انساني و گربه در مجموع به نظر مي :نتيجه گيري

  . را مطرح كرد) Cross-transmission( زئونوز بودن و انتقال اين تك ياخته از گربه به انسان و بالعكس

  انسان، ژيارديا، گربه، PCR-RFLP: كلمات كليدي
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 Filiceاخيراً علاوه بر سه گروه معرفي شده توسط 

 G.ardeaeو  G.psittaciدو گونه جديد به نامهاي 

  . ]4[اند  در پرندگان شناخته شده

اي با انتشار جهاني  روده اين تك ياخته شايعترين انگل

ميزان شيوع عفونت بر اساس سن افراد، . است

منطقه جغرافيايي، شرايط بهداشتي و وضعيت آب 

. باشد درصد متفاوت مي 50تا  2مصرفي بين 

كيست انگل اتفاق  10آلودگي با خوردن كمتر از 

 ميزبان آلوده كيست انگل از طريق مدفوع. افتد مي

دوران . گردد گي ديگران ميدفع و سبب انتشار آلود

چند روز  ،دفع كيست انگل از طريق مدفوع فرد مبتلا

كودكان كمتر از . انجامد لغايت چند ماه به طول مي

را تشكيل مي سال بيشترين گروه در معرض خطر  10

عارضه اين تك ياخته يكي از عوامل  .]5-7[ دهند

دل پيچ هاي ، سوء جذب و اي روده -التهاب معده

 همچنين به عنوان يكي از عوا. ]8[شكم ميباشد شديد 

 .]9،10[آيد  مل اصلي اسهال اپيدميك نيز به حساب مي

ميليون  200در آسيا، آفريقا و آمريكاي لاتين، تقريباً 

 .]4[نفر مبتلا به ژيارديازيس با علائم باليني هستند 

ژيارديا دئودناليس توسط آناليزهاي  تنوع ژنتيكي در

و ژنتيك  ]12،13[بيوشيميايي  ]11[سرولوژيك 

  . نشان داده شده است ]14[مولكولي 

دهند كه  اطلاعات قابل توجهي نشان مي

G.duodenalis اي در نظر  توان كمپلكس گونه را مي

گرفت كه اعضا آن هر چند از نظر مورفولوژيكي 

هاي ژنتيكي  باشند اما بر اساس بررسي يكسان مي

 ]15،16[تواند به هفت اسمبلاژ مجزا تقسيم شود  مي

و  Bو ) WBو JHشامل ايزوله ( Aو فقط اسمبلاژ 

هاي آن در انسان و در گستره وسيعي از  زيرگروه

زبانان پستاندار ديگر يافت شده است و ساير مي

باشند  از نظر ميزبان اختصاصي مي) Gتا  C(ها  اسمبلاژ

هاي ژيارديادئودناليس از  در اين تحقيق ايزوله. ]17[

گربه براي ارزيابي پتانسيل انتقال زئونوتيك عفونت 

ژيارديايي براي ژن تريوز فسفات ايزومراز انساني 

  .بررسي ژنتيكي شدند

واهد دال بر انتقال زئونوتيك ژيارديا بسيار قوي ش

است، اما به چه ميزان و تحت چه شرايطي اين انتقال 

افتد و همچنين نقش حيوانات در انتقال به  اتفاق مي

به علت . ]18،19[انسان هنوز مشخص نشده است 

افزون و نگهداري حيوانات خانگي از جمله  افزايش روز

تماس نزديك با انسان خطر  نشيني و  گربه و آپارتمان

انتقال عوامل بيماريزا مانند ژيارديا از حيوانات به 

انسان يا برعكس وجود دارد، لذا جهت ارزيابي احتمال 

هاي ژيارديا  انتقال زئونوتيك اين انگل در ايران ايزوله

انساني كه   بدست آمده از گربه در مقايسه با سويه

ي قرار در ايران بدست آمده است مورد بررس

  . گرفته است

  

  كار روش

  جمع آوري نمونه

هاي ولگرد و  از نمونه مدفوع گربه تحقيقدر اين 

  166 شد واستفاده  نيمه ولگرد به روش تله گذاري

. آوري گرديد نمونه از نقاط مختلف تهران جمع

آوري شده جهت تشخيص كيست  هاي جمع نمونه

ژيارديا دئودناليس به روش مستقيم و روش تغليظي 

هاي مثبت  نمونه. بررسي گرديدند ]20[اتر  -فرمل

به روش گراديان سوكروز  ژيارديااز نظر كيست 

آوري شدند  ها به طور خالص جمع تخليص و كيست

]21[ .  

  DNAاستخراج 

ابتدا نمونه هاي حاوي كيست  DNAبراي استخراج 

 كه جهت انجماد از  شدندو ذوب  انجماد بار 15

نيتروژن مايع و جهت ذوب از دماي جوش استفاده 

 -با دو روش فنل DNAسپس استخراج  .شد

(CTAB) و روش ]22[كلروفرم 
انجام گرديد  ]23[ 1

نتيجه بهتري حاصل  CTABكه با استفاده از روش 

  . شد

  PCRي مورد استفاده براي انجام واكنش پرايمرها

                                                
1
 Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 
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طبق اطلاعات بدست آمده در بانك ژني، ژن 

هاي مختلف ژيارديا  تريوزفسفات ايزومراز ايزوله

 AC#L02120ايزوله AC#U57897 (JH  ،)ايزوله(

(WB  وAC#AF069559 ،AC#AF069558 ،

AC#AF069556 )هاي  زيرگروه(JH آمد بدست .  

دو جفت پرايمر اختصاصي طراحي شده در توالي ژن 

tpi ]24[  كه اختصاصي گونه ژيارديادئودناليس انساني

به منظور تكثير ژن مذكور مورد  استفاده  باشند مي

  . قرار گرفت
PM290-F - 5`-GCC ATT GCT GCC CAC AAG AT -3` 
PM290 - R-5`-GTC ATC CCC TTT TCT AGA GC-3` 

PM924-F- 5`-TCA TGC ACC GTC ATT TGG AG-3` 

PM924-R - 5`-AGT TGC TTC CAT TGG CCG AT-3` 

كه قادر به  AvaIو  RsaI هضم كنندههاي  آنزيم

شناسائي اختلاف توالي در ژن مذكور بودند توسط 

هر دو آنزيم  .انتخاب گرديدند DNASISافزار  نرم

حاصل از تكثير با  bp 924نامبرده بر روي قطعه 

PM924 ها گروه  جايگاه دارد و با اين آنزيمJH  و

WB ژيارديادئودناليس قابل افتراق از يكديگرند .

حاصل (تكثير شود  PM290اي فقط با  چنانچه نمونه

دهنده  نشان) است bp290 تكثير قطعه اي به طول

اين است كه زير گروهي از گروههاي نامبرده 

جهت افتراق  به كار  RsaIباشد و فقط آنزيم  مي

بر روي اين قطعه   AvaIشود و آنزيم  برده مي

  . جايگاهي ندارد

  PCRواكنش انجام 

  :عبارت بود از PCRمقدار مواد لازم براي انجام 

pmol 20 از هر يك از پرايمر هاي رفت و برگشت ،

MgCl2 mM 5/1  ،dNTPs mM 10 ،Taq DNA 

polymerase U1،  PCRbuffer X 10  وTemplate  

DNA ng100 25به حجم  آب مقطر استريلبا  كه 

و با دستگاه ترموسيكلر  ميكروليتر رسانيده شد

 CORBETT RESEARCH استراليايي ساخت شركت

  . تحت شرايط ذيل انجام گرفت

  

  

  

  PCRشرايط 

 94دقيقه در  4اوليه به مدت  1واسرشته شدنمرحله 

جفت  ،واسرشته شدندرجه سانتيگراد و سپس مرحله 

ثانيه و  30هر كدام به مدت  3گسترانيدنو  2شدن

براي جفت شدن دماي . دگرديمرتبه تكرار  35

 PM924 درجه و براي پرايمر PM290 5/52پرايمر 

درجه  72 گسترانيدندرجه و دماي مرحله  5/58

گراد در نظر گرفته شد و نهايتاً واكنش به  سانتي

اد قرار گر درجه سانتي 72دقيقه در دماي  5مدت 

  .گرفت

و اطمينان از تكثير قطعه مورد  PCRجهت تاييد انجام 

بايد رويت  PCRهدف در مورد هر ايزوله، محصول 

مشاهده با الكتروفورز بر روي ژل آگارز و . مي شد

  .  رنگ آميزي با اتيديوم برومايد انجام گرفت

RFLP 

ميكروليتر بافر آنزيم  5/2براي انجام هضم آنزيمي، 

RsaI  ،2/0 ميكروليتر محصول  15 و ميكروليتر آنزيم

PCR  مربوط به پرايمرPM290  25در حجم 

ميكروليتر تهيه گرديد و بلافاصله محلول آنزيمي تهيه 

گراد قرار  درجه سانتي 37ساعت در  3شده به مدت 

براي مشاهده قطعات حاصل از برش و . داده شد

از  تفكيك هر چه بهتر قطعات مختلف به دست آمده

آكريل  ژل پلي در زرهضم آنزيمي از الكتروفو

آميزي با نيترات نقره استفاده  و رنگ %10آميد

  .گرديد

  

   يافته ها 

هاي انساني كه به عنوان كنترل مثبت مورد  نمونه

با شماره دسترسي  JHاستفاده قرار گرفتند يا گروه 

AC#U57897  بوده كه هر دو آنزيمRsaI  وAvaI  

اه داشته و الگوي هضم آنزيمي آن بر روي آن جايگ

با  JHو يا زيرگروه ) 1شكل (باشد  مي 1طبق جدول 

بوده و فقط  AC#AF069556شماره دسترسي 

                                                
1 Denaturation 
2
 Annealing 

3
 Extension 
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  ). 2شكل (باشد  مي 2 آنزيمي آن طبق جدولروي آن جايگاه دارد و الگوي هضم  RsaIآنزيم 
   PM924 پرايمرو جفت ) bp 924(هاي انساني  ايزوله PCRبرروي محصول AvaI و  RsaIقطعات حاصله از تاثير آنزيمهاي هضم كننده .1جدول 

  هاي انساني ايزوله

  آنزيم                    

AC#U57897 AC# L02120 

  bp 924قطعات حاصله از هضم    bp924قطعات حاصله از هضم 

RsaI 65 ،97 ،101 ،297 ،364 65 ،97 ،297 ،465 

AvaI 119 ،213 ،592 119 ،805 

  

  PM290جفت پرايمر ) bp 290(هاي انساني   نمونه PCRبرروي محصول   RsaIقطعات حاصله از تاثير آنزيمهاي هضم كننده  .2جدول 

                       هاي انساني ايزوله

  آنزيم                              
AC# 069558 AC#069559  AC#AF069556  

RsaI 
 قطعات حاصله قطعات حاصله قطعات حاصله

123 ،167 58 ،65 ،69 ،98 58 ،65 ،167 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  ايزوله انساني PCR-RFLPنتايج حاصله از . 1شكل 

 VIII (Roche)شماره  DNA marker -8و  1ستون 

  PM 924با پرايمر  PCRحاصل از  bp 924قطعه  -2ستون 

  RsaIپس از هضم با آنزيم  bp 924الگوي باندي قطعه  -3ستون 

  AvaIپس از هضم با آنزيم  bp 924الگوي باندي قطعه  -4ستون 

  PM 290با پرايمر  PCRحاصل از  bp 290قطعه  -5ستون 

  RsaIپس از هضم با آنزيم  bp 290الگوي باندي قطعه  -6ستون 

  AvaIپس از هضم با آنزيم  bp 290الگوي باندي قطعه  -7ستون 
  

ي مدفوع گربه ها نمونه 10در طي اين پژوهش 

نيمه ولگرد كه از نظر كيست ژيارديا مثبت  ولگرد و

 مورد بررسي قرار گرفتند كه) 166/10% = 6( بودند

با هر  روي ژن بر PCRواكنش  DNAپس از تخليص 

انجام  PM924و   PM290هايپرايمر مجموعه دو

ها براي  مورد از نمونه 4گرديد كه از اين تعداد 

تكثير  PM290 هايچندين بار متوالي فقط با پرايمر

     .تكثير نگشتند PM924 هايشدند و با پرايمر

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

بر روي قطعه  RsaIنتايج بدست آمده پس از هضم با آنزيم . 2شكل 

bp 290  حاصل ازPCR  با پرايمرPM 290 10بر روي ژل اكريل آميد%  

 VIII (Roche)شماره  DNA marker -1ستون 

  ايزولة انساني  PCR-RFLP -2ستون 

  اي هاي گربه ايزوله PCR-RFLP -6و  5، 4، 3ستون 

               6   5   4   3    2   1  
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هايي كه با  تمام ايزوله. اي تكثير نشدند گربه  ايزوله 6 

تكثير شده بودند پس از انجام عمل  PM290پرايمر 

و  bp58 ،bp65در نواحي  RsaIهضم با آنزيم 

bp167 با سويه  1طبق جدولردند كه باند ايجاد ك

AC#AF069556  كه زيرگروهي از گروهJH  با

مطابقت  ،باشد مي AC#U57897شماره دسترسي 

هاي انساني كه با  با ايزولهو در واقع ) 2شكل (دارد 

برش داده  RsaIآنزيم  با و تكثير PM290پرايمر 

   . ]24[ داشتندمطابقت  شده بودند،

  

  بحث

به عنوان يك بيماري مهم آگاهي از ژيارديازيس 

انسان، سبب شده تا مطالعات زيادي روي انگل عامل 

هر چند، هنوز كمبودهاي اساسي در . آن انجام پذيرد

دانش ما در مورد تمام جنبه هاي بيولوژي ارگانيسم 

اهميت حيوانات به عنوان  و و بيماري وجود دارد

هنوز كاملا مشخص  ميزبانان مخزن بيماري انسان

هاي ژيارديا كه در حيوانات پست  و گونه ستنشده ا

هاي  مشابه گونه معلوم نيست شوند تر يافت مي

هاي  اخيراً توجه روي مسأله تكوين گونه .باشند يانسان

معطوف گشته و مشخص گرديده كه  1جديد

در بسياري از  G.duodenalisارگانيسم هاي تيپ 

 شوند هاي حيوانات به انضمام انسان يافت مي گونه

روي  و همكاران Nashدر بررسي كه توسط . ]25[

انجام گرفت  مسئله زئونوز بودن انگل ژيارديا

هاي انساني،  كه تفاوت كمي بين ايزوله شدمشخص 

. وجود دارد آبي و خرگوش هندي، سگ  گربه، خوكچه

رسد احتمال اينكه ژياردياي انسان به  لذا به نظر مي

ي كه حيوان و بالعكس منتقل شود، بدين معن

وجود دارد  باشدژيارديازيس يك بيماري زئونوز 

از طرفي مطالعات اپيدميولوژيك بر روي . ]26،11[

ژيارديازيس انسان و نقش پستانداران اهلي و وحشي 

به عنوان يك منبع عفونت، نشان دهنده اين است كه 

                                                
1
 Speciation 

تواند حيوانات ديگر را  هاي ژيارديا از انسان مي ايزوله

 G.duodenalisل وجود دارد كه آلوده كند و اين اص

. باشد ن انسان و حيوانات ميدداراي توان آلوده كر

بنابراين اخيراً به عنوان يك بيماري 

Zooanthroponotic  25،27[شناخته شده است[ .

و همكارانش با استفاده از روشهاي سكانس  هاپكينز

آنزيمي  و ايزو) rRNA )ssu-rRNAزير واحد كوچك 

هاي انساني، سگي و  رخي ايزولهنشان دادند كه ب

 .]28[ اند اي متعلق به يك منطقه، مشابه هم بوده گربه

و همكاران در بررسي كه انجام  2ملوني همچنين

دادند از نتايج الكتروفورز ايزوآنزيم بر روي 

هاي به دست آمده از انسان و گربه، به اين  ايزوله

كه  P-1 (Portland-1(نتيجه رسيدند كه ايزوله 

-cat باشد، خصوصيات منشاء اصلي از منبع انساني مي

1- Portland دهد و ايزوله  را نشان ميP-1  كم و

نتايج اين . باشد بيش در تمام نقاط دنيا پخش مي

از  هاييسوشدهد كه  بررسي نشان مي

G.duodenalis باشند،  كه از نظر ژنتيكي مشخص مي

امكان انتقال شود و  محدود به يك گونه از ميزبان نمي

اي مشابه  هاي گربه وجود دارد و ايزوله 3متقاطع

هاي  انگل. ]13[هاي انساني هستند  بسياري از ايزوله

گونه ژيارديا دئودناليس از لحاظ خصوصيات 

مورفولوژيكي بسيار مشابه هم بوده و بنابراين با 

مشاهده ظاهري آنها و بررسي ميكروسكوپ نوري 

گونه بنابراين . ]29-31[شند با قابل تفكيك از هم نمي

اي بوده كه به لحاظ  ژيارديادئودناليس كمپلكس گونه

باشند لذا بررسي  مورفولوژيكي قابل تشخيص نمي

تواند  مولكولي و ساختار ژنتيكي در افتراق آنها مي

  . كمك كننده باشد

در اين بررسي چون هدف بررسي احتمال آلودگي 

عكس بوده است لذا انسان به ژيارديا از گربه و يا بر

هاي انساني به  هايي كه جهت تشخيص ايزوله از پرايمر

                                                
2
 Meloni 

3
 Cross-Transmission 
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اي به كار  هاي گربه كار برده شده است براي ايزوله

  . گرفته شده است

و  PM924هاي انساني يا با هر دو پرايمر  ايزوله

PM290 شدند كه در اينصورت طبق   تكثير مي

يا  AvaI و RsaIو پس از هضم با دو آنزيم  1جدول

و يا   AC#U57897با شماره دسترسي JHگروه 

 AC#L02120با شماره دسترسي  WBگروه 

بدست  JHشدند كه در ايران سويه غالب گروه  مي

تكثير  PM290هاي انساني فقط با  برخي از سويه. آمد

شدند كه بر روي قطعه تكثير يافته با اين پرايمر فقط 

زيمي زير جايگاه دارد كه پس از هضم آن RsaIآنزيم 

در اين ). 2جدول (نمايد  ها را مشخص مي گروه

تحقيق نمونه انساني به عنوان كنترل مثبت جهت 

هاي انساني بدست آمده از ايران استفاده  ايزوله

  . گرديد

اي و كنترل مثبت همزمان با هر دو  هاي گربه ايزوله

هاي گربه  ايزوله. پرايمر، مورد بررسي قرارگرفتند

تكثير شدند كه پس از هضم  PM290فقط با پرايمر 

كه زير گروه، گروه  AC#AF069556آنزيمي الگوي 

JH 2شكل(باشد را نشان دادند  مي .(  

هاي  آوري مدفوع از گربه به علت مشكلات جمع

ولگرد و دفع تعداد كمي كيست ژيارديا توسط گربه و 

از كيست ژيارديا بر  DNAنيز مشكلات استخراج 

اوي كيست اين انگل در گربه نمونه مثبت ح 10روي 

  .كار شد

تخليص شده از  DNAبر روي  PCRواكنش 

 انجام گرديد كيستهاي بدست آمده از مدفوع گربه

ها روبرو  اين نمونه PCRكه با مشكلات عديده جهت 

براي  بوديم كه يكي از مشكلات شكستن كيستها

 تعداد مراحل براي اين كار بود كه DNAاستخراج 

موفق به  را افزايش داديم و سرانجام ذوب و انجماد

در اين مطالعه  متوجه شديم كه در . اين كار شديم

ها، سيگنالها در رقتهاي بالاتر ديده  اكثر نمونه

تر، كه حكايت از وجود  شوند تا در رقتهاي پائين مي

لذا لازم بود كه  .در محيط داشت PCRبازدارنده 

 اما با رقيق شدن ها رقيق شوند بازدارنده

، نيز كاهش يافته كه DNA Templateها   بازدارنده

هاي ضعيف ايجاد  دخالت و باند PCRدر جواب 

، لذا نمود تداخل مي RFLPگرديد كه در جواب  مي

توانستيم به  Double PCRپس از آزمايشات مكرر با 

نتايج به دست آمده، با  . نتيجه مطلوب دست يابيم

 1مهبوداني. داردهاي ديگر محققين نيز مطابقت  يافته

و همكاران در بررسيهاي متعددي كه بر روي آب 

اند به اين نتيجه  جهت يافتن كيست ژيارديا انجام داده

، PCRرسيدند كه در يافتن كيستهاي ژيارديا توسط 

Double PCR  حساسيت بيشتري در مقايسه با يكبار

PCR هاي  دارد و فاكتورهاي بازدارنده مانند اسيد

humic  وfulvic  كه در فاضلاب وجود دارند ممكن

جهت به  Double PCRاست توجيه گر اينكه چرا يك 

باشد،  ژيارديا نيازمند ميآمپليكون دست آوردن 

هدف ديگر اين مطالعه، بررسي الگوي   .]32-34[باشد 

ژيارديا با منشاء گربه پس از انجام  ”tpi“باندي ژن 

PCR-RFLP با  و تعيين تشابه يا عدم تشابه

هاي با منشا انساني و احتمال زئونوز بودن آن  ايزوله

اي مورد  ايزوله گربه 10بر اين اساس از . باشد  مي

كه تكثير نشدند  PCRپس از انجام ايزوله  6ارزيابي 

يا به علت از دست دادن كيستهاي اندك موجود در 

و در نتيجه عدم وجود نمونه هنگام تخليص كيستها 

DNA  يا به علت عدم موفقيت است در محيط بوده

ژنومي يا  DNAيا مقدار ناچيز  DNAدر استخراج 

و يا عدم تشابه در محيط ها  حضور بازدارنده

و  باشد هاي مزبور به ژياردياي انساني مي ايزوله

 (F)ها مربوط به زيرگروه ژياردياي گربه  ايزوله

  .اند بوده

 مورد 4همچنان كه در بخش نتايج ذكر گرديد در  

 باتكثير مشابه  PM290با جفت پرايمر  ط فق

هاي انساني صورت گرفت و هيچ تكثيري با  ايزوله

 4الگوي باندي . مشاهده نشد PM924جفت پرايمر 

تكثير  PM290اي كه فقط با پرايمر  گربه  ايزوله

                                                
1
 Mahbodani 
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مشابه كيستهاي انساني  RFLPگشتند، پس از انجام 

 گشت ]24[ بودند كه فقط با همين پرايمر تكثير شده

  .بدست آمد JHو زيرگروه 

اين بررسي اوليه با توجه بايد خاطر نشان كرد كه در

به مشكلات موجود در بررسي و تشابه مورفوموژيكي 

و ژنومي در برخي از ايزوله هاي گربه اي با ايزوله 

رسد كه به نقش گربه ها بايستي  به نظر مي، انساني

كه در توجه بيشتري معطوف داشت و با توجه به اين

تاثير  ،ايران تعداد گربه هاي ولگرد زياد مي باشند

نقش گربه هاي ولگرد در انتقال و انتشار اين انگل 

همچنين در مورد ساير نمونه  .بايستي مد نظر باشد

رايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق تكثير پها كه با 

نشدند بايد خاطر نشان كرد كه علاوه بر مشكلات 

بوده و  DNAبه علت عدم استخراج ذكر شده كه يا 

بايستي توجه داشت كه  ،يا وجود بازدارنده در محيط

 ،رايمرپنمونه هاي تكثير نشده با اين دو مجموعه 

سويه هاي خاص گربه بوده اند كه چون هدف از اين 

بررسي تشابه و احتمال انتقال از گربه به انسان يا 

ن در بررسيهاي آبرعكس و اهميت و نقش 

سويه گربه اي مورد بررسي  ،باشد يولوژيك مييدمپا

  .قرار نگرفت

  

  نتيجه گيري

برخي  ،مدهآبا توجه به اين بررسي و نتايج به دست 

زير گروهي از  ،هاي با منشا گربه اي از ايزوله

باشند كه در كيستهاي ژيارديا با  مي JHهاي  سويه

منشا انساني نيز همين زير گروهها در ايران به دست 

كه با توجه به بررسي محققين در نقاط  ]24[مد آ

در ) JH(سويه انساني غالب در ايران  ]28[ديگر دنيا 

در حاليكه در ساير مناطق دنيا . گربه نيز مشاهده شد

كه بر روي انسان و گربه كار شده است سويه انساني 

است و سويه گربه اي نيز  WBن مناطق آغالب در

ن مناطق شده مطابق با همين سويه انساني در آ

  .]13[است 

تواند يك  بايد خاطر نشان كرد كه ژيارديازيس مي

زئونوز باشد ولي چيزي كه واضح است توان 

زئونوتيك ژيارديا ممكن است از يك منطقه اندميك تا 

منطقه ديگر تفاوت نمايد و در اكثر مناطقي كه 

آلودگي به ژيارديا بالا مي باشد، سطح بهداشتي پائين 

و عدم آگاهي بهداشتي افراد مشاهده شده و در 

ه در انتقال بيماري از واقع اين خود افراد هستند ك

  .]35[حيوانات به انسان نقش دارند 

زشكي بايد هشدار پبنابراين سيستمهاي بهداشتي و دام

لازم را به افراد جامعه در مورد افزايش سطح 

بهداشتي فردي و عمومي و انتقال بيماريهاي زئونوز 

باشد را  ازجمله ژيارديوز كه در كودكان شايعتر مي

  .       بدهند

  

  و قدرداني تشكر

بدين وسيله از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه 

علوم پزشكي تهران به خاطر تامين هزينه اجرائي اين 

تحقيق و پرسنل آزمايشگاه تك ياخته هاي روده اي 

دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران خانمها 

و از سركار خانم دكتر  طريقي و آقاي رحيميو  فرنيا

 هيئت علمي دانشگاه علوم پزشكي كرمانبابائي عضو 

مولكولي  - همچنين از كليه پرسنل بخش سلوليو 

 دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي

كه ما را در اجراي اين طرح ياري كردند كمال تشكر 

  .گردد قدرداني مي و

 References ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  

1- Mayerhofer G, Andrews RH, Ey PL, Chilton NB. Division of Giardia isolates from humans into 

two genetically distinct assemblages by electrophoretic analysis of enzymes encoded at 27 loci and 

comparison with Giardia muris. J Parasitol. 1995 Jul; 111: 11-17. 

2- Adam RD. The biology of Giardia spp. Microbiol Review. 1991 Dec; 55(4): 706-732. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 e

jo
ur

na
ls

.a
ru

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
4-

19
 ]

 

                             8 / 10

https://ejournals.arums.ac.ir/jarums/article-1-114-en.html


  1392 تابستان ، دوم شماره ،سيزدهمدوره                                                                    مجله دانشگاه علوم پزشكي اردبيل      172

 

3- Meloni BP, lymbery AJ, Thompson RCA. Characterization of Giardia isolates using a non-

radiolabled and Probe, and correlation with the results of isoenzyme analysis. Am J Trop Med Hyg. 

1989 Jun; 40(6): 629-637. 

4- Thompson RCA, Hopkins RM, Homans WL. Nomenclature and genetic grouping of Giardia 

infecting mammals. Parasitol Today. 2000 May; 16(5): 210-213. 

5- Ortega RY, Adam DR. Giardia: overview and apdate. Clin infect Dis. 1997 Sep; 25(3): 545-50. 

6- Davidson AR. The treatment of Giardiasis. Am J Gastroenterology. 1984 Apr; 79(4): 250-267. 

7- Nash TE. Treatment of Giardia lamblia infections. The ped infect Dis J. 2001 Feb; 20(2): 193-194. 

8- Farthing MJG. Giardia lamblia. MJ Blaser, PD Smith, JI Ravdin, HB Green, RL Guerrant, editors. 

Infections of the gastrointestinal tract. New York: Raven press, 1995: 1081-1106. 

9- Mintz ED, Hudson W, Mashar P, carterr ML, Halder JL. Food borne giardiasis in a corporate office 

setting. J infect Dis. 1993 Jan; 167: 250-253. 

10-  Barwick RS, Levy DA, Craun GF, Beach MG, Calderon RL. Surveillance for waterborne 

disease outbreaks, united states, 1997-1998. Morb Mortal Wkly Rep CDC Surveill Summ, 2000 Oct; 

49 (ss-4): 1- 35. 

11-  Nash TE, Keister DB. Differences in excretory-secretory products and surface antigen among 19 

Isolates of Giardia. J infect Dis. 1985 Dec; 152: 1166-71. 

12- Bertram MA, Mayer EA, LiLe JD, Morse SA. A comparison of isoenzyme of five axenic Giardia 

isolates. J parasitol. 1983 Oct; 69(5):793-801. 

13-  Meloni BP, lymbery AJ, Thompson RCA. Isoenzyme electrophoresis of 30 isolates of Giardia 

from humans and felines. Am J Trop Med Hyg. 1988 Jan; 38: 65-73. 

14-  Nash TE, Mccutchan T, Keister D, Dame JB, Gillin FD. Restriction – endonuclease analysis of 

DNA from 15 Giardia isolates obtained from man and animals. J Infect Dis. 1985 July; 152: 64-73. 

15- Monis PT, Andrews RH, Mayrhofer G. Genetic diversity within the morphological species 

Giardia intestinalis and its relationship to host origin. Infect Genet Evol. 2003 May; 3: 29-38. 

16- Jaros D, Zygner W, Jaros S, Wedrychowicz H. Detection of Giardia intestinalis assemblages A, 

B and D in domestic cats from Warsaw, Poland. Polish J Microbiology. 2011 July; 60(3): 259-263. 

17- Thompson RC. The zoonotic significance and molecular epidemiology of Giardia and giardiasis. 

Vet Parasitol. 2004 Dec; 126(1-2): 15-35. 

18- Lalle M, Pozio E, Capelli G, Bruschi F, Crotti D, Caccio SM. Genetic heterogeneity at the beta-

giardian locus among human and animal isolates of Giardia duodenalis and identification of 

potentially zoonotic subgenotypes. Int J Parasitol. 2005 Feb; 35(2): 207-13.  

19- Monis PT, Thompson RC. Cryptosporidium and Giardia zoonosis. Fact or fiction? Infect Genet 

Evol. 2003 Nov; 3: 233-244. 

20- Ridley DS, Hawgood BC. The value of formol –ether concentration of fecal cysts and ova. J clin 

pathology. 1956 Feb; 9: 74 -76. 

21- Roberts-Thompson IC, Stevens DP, Mahmoud AAF, Warren KS. Giardiasis in the mouse: An 

animal model. Gastroentrol. 1976 July; 71: 57-61. 

22- Sambrook J, Fritsch EF, Maniatist T. Molecular cloning. A laboratory manual, 2
nd

 ed. cold spring 

Habor laboratory, New York, 1989: E3-E4.  

23- Appelbee AJ, Frederick LM, Heitmen TL, Olson ME. Prevalence and genotyping of Giardia 

duodenalis from beef calves in Alberta – Canada. Vet parasitol. 2003 Mar; 112: 289-294. 

24- Zare Bavani M, Rezaian M, Jeddi Tehrani M, Kazemi B. Application of PCR-RFLP for 

identification of Giardia isolates of human in Iran. Yakhteh J. 2001 Mar; 12: 1-4. (Full text in Persian) 

25- Capon AG, upcroft JA, Boreham PFL, cottis LE, Bundesen PG. Similarities of Giardia antigens 

derived from human and animal sources. Int J parasitol. 1989 Feb; 19(1): 91-98. 

26- Suzuki J, Murata R, Kobayashi S, Sadamasu K, Kai A, Takeuchi T. Risk of human infection with 

Giardia duodenalis from cats in Japan and genotyping of the isolates to assess the route of infection in 

cats. Parasitology. 2011 Apr; 138(4): 493-500. 

27- Dixon B, Parrington L, Cook A, Pintar K, Pollari F, Kelton D, et al. The potential for zoonotic 

transmission of Giardia duodenalis and Cryptosporidium spp from beef and dairy cattle in Ontario, 

Canada. Vet Parasitol. 2011 Oct; 176(1-2): 20-26. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 e

jo
ur

na
ls

.a
ru

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
4-

19
 ]

 

                             9 / 10

https://ejournals.arums.ac.ir/jarums/article-1-114-en.html


  173علي پزشكي و همكاران                                 ...                                                                  ژياردياي در tpiبررسي تشابه ژن  

 

28- Hopkins RM, Meloni BP, Groth DM, Wethorall JD, Reynoldson JA, Thompson RCA. Ribosomal 

RNA sequencing reveals differences between the genotype of Giardia isolates recovered from humans 

and dogs living is the same locality. J parasitol. 1997 Feb; 83(1): 44-51. 

29- Buret A, Denhollander N, Wallis PM, Betus D, Olson ME. zoonotic potential of giardiasis in 

domestic ruminants. J Infect dis. 1990 July; 162(1): 233-236. 

30- Siqi LU, Jianfan WEN, jihong L, Fengyun W. DNA sequence analysis of the triose phosphate 

isomerase gene from isolates of Giardia lamblia. Chinese Med J. 2002 Jan; 115(1): 99-102. 

31- Corinne FL, Amar CFL, Dear PH, Jim MCL. Detection and genotyping by real-time PCR/RFLP 

analyses of Giardia duodenalis from human faeces. J M Microbiol. 2003 Sep; 52: 681-683. 

32- Mahbubani MH, Bej AK, Perlin MH, Schaefer FW, Jakubowski W, Atlas RM. Differentiation of 

Giardia duodenalis from other spp by using Polymerase Chain Reaction an Gene Probes. J Clinic 

Microbiol. 1992 Jan; 30(1): 74-78. 

33- Cerkasovova A, cerkasov J, Kuld J. Metabolic differences between metronidazole resistant and 

susceptible strains of tri-trichomonas foetus. Mol Bio Parasitol. 1984 Apr; 11: 105-118. 

34- Meyer CL, palmar CJ. Evaluation of PCR, Nested PCR and Fluorescent antibodies for detection 

of Giardia and Cryptosporidium species in waste water. A Env Microbiol. 1996 Jun; 62(6): 2081-

2089. 

35- Thompson RCA. Parasitic zoonoses problem created by people, not animals. Int J Parasitol. 1992 

Aug; 22: 501-505. 

  

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 e

jo
ur

na
ls

.a
ru

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
4-

19
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

https://ejournals.arums.ac.ir/jarums/article-1-114-en.html
http://www.tcpdf.org

