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 چکیده
باشد. تشخیص اي انسان در سراسر جهان میهاي رودهترین تک یاختهژیاردیا لامبلیا یکی از شایع مقدمه:

تکنیکهاي  بعنوان  ،ELISA، IFAگیرد ولی روشهاي مبتنی بر آن عمدتاً از طریق مشاهده مستقیم صورت می
، کاربردهاي تحقیقاتی و اپیدمیولوژیکی دارد. براي طراحی تستهاي قدرتمند با قدرت تشخیصی بالا نظیر برتر

باشد. لذا بر آن شدیم تا کلونال میبادي پلیهاي تشخیصی سریع، اولین قدم تولید آنتیدیپ استیک و یا کیت
 بادي پلی کلونال بر ضد ژیاردیا را در خرگوش تولید نماییم.آنتی
سازي شدند ها خالصاي سوکروز، کیستبا استفاده از روش تغییر یافته گرادیان دو مرحله ها:واد و روشم

رسانده شد و به خرگوش در چندین مرحله به فاصله سه هفته  PBSدر  ml/106×1ها به تعداد و غلظت آن
آور با استفاده از ادجوانت ناقص تزریق شد. تزریق مرحله اول با استفاده از ادجوانت کامل فروند و تزریق یاد

جلدي صورت گرفت. پس از  -هاي بعدي بدون استفاده از ادجوانت بصورت عضلانیفروند و تزریق
و  IFAبادي پلی کلونال ضد ژیاردیا و تعیین تیتر آن، تست ایمونیزاسیون خرگوش، براي اثبات تولید آنتی

ELISA .طراحی گردید 
 ��106با میزان  بیانگر ایمن شدن خرگوش بود و آمده در هر دو روش، نتایج بدست یافته هاي پژوهش:

در زیر میکروسکوپ  FITCبا  کونژوگه Goaet anti rabbit IgG 20/1و با رقت  100/1انگل و رقت سرمی 
و رقتهاي  انگل ml١٠۵/ایمنوفلورسانس، جواب کاملا قابل قبولی گرفته شد. در الایزا هم در تیترهاي با میزان 

 ، بهترین جوابها گرفته شد.2000/1و  1000/1، و سرمی 10000/1و  5000/1کونژوگه 
هاي مختلف و بالینی، هاي ژیاردیایی در نمونهبا توجه به اهمیت تشخیص آنتی ژن گیري نهایی:نتیجه

و  IFAاي هبا تیتر بالا قدم اول  و مهمی در راستاي طراحی کیت G.Lambliaبادي پلی کلونال ضد تولید آنتی
توان در مراحل بعدي رود که میشمار میه هاي ژیاردیا بژنالایزاي مستقیم با هدف تشخیص مستقیم آنتی

 بادي تولیدي و کونژوگه نمودن آن با آنزیم اقدام نمود.سازي آنتینسبت به خالص
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  مقدمه
(دئودنالیس) یکـی ا ــا لامبلیـژیاردی

اي مهم است که در طبقه  یاخته هـاي تک ازپاتوژن
. )1( گیرد ندي جزو تاژك داران روده اي قرار میب

 200شیوع آن حدود  ،این انگل انتشار جهانی داشته
. در مرور )2( میلیون نفر در دنیا تخمین زده می شود

بررسی انجام گرفته در زمینه انگل هاي روده  300
، ژیاردیا در کنار انسان درایران در نیم قرن گذشته اي

شایع ترین تک یاخته هاي  آنتامبا هیستولیتیکا،
. مهمترین راه انتقال آن توسط )3( بیماریزا بوده اند

آب آلوده بوده ولی انتقال فرد به فرد و انتقال از راه 
. مهمترین علایم بیماري )4،  5( غذا نیز اهمیت دارد

به ترتیب شیوع شامل: اسهال، نفخ شکم، دفع مدفوع 
بی چرب و بد بو، کرامپ هاي شکمی، تهوع، 

اشتهائی، کاهش وزن، استفراغ، تب، کهیر و یبوست 
گر چه بیماري خوش خیم است،  ).6،  7(د نمی باش

هاي باردار  بعضی افراد بویژه بچه ها و خانم در
ممکن است بیماري شدید با کاهش مایعات بدن و 

اسهال مزمن  ) .6،  8( نیاز به بستري شدن ایجاد کند
ا درمان بهبود می یابد ناشی از ژیاردیا خودبخود یا ب

ولی بویژه در بچه ها با کاهش وزن، علایم شبیه 
، 12اسپرو، استئاتوره و سوءجذب ویتامین ب 

 ویتامین آ، پروتئین دي، گزیلوز و آهن همراه است
گاهی عدم تحمل لاکتوز وجود دارد.  ).9، 10(

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

ون میکروسکوپی ــول ژیاردیازیس، آزمــمعم
 ).11( مستقیم مدفوع براي یافتن انگل می باشد

حساسیت این روش حتی با آزمایش چند نوبته 
  ارانــدر بیم ).13،12( باشد % می50-70مدفوع فقط 

حساسیت این روش ممکن  مزمن،  ژیاردیازیس با
زیرا کیست ها بطور ، )11( است پایین تر هم باشد

متناوب دفع شده و تعداد آنها در سطح پایینی می 
آزمایش آسپیراسیون مایع دئودنوم و یا ژژنوم  باشد.

و بیوپسی از روده باریک ممکن است که داراي 
ولی پرهزینه بوده و  )14( حساسیت بیشتري باشند

یک روش تهاجمی می باشد و بخاطر همین بندرت 
روزه تشخیص هاي آنتی ژنی استفاده می شوند. ام
ارائه می دهند، زیرا تصور می  روش هاي بهتري را 

شود سطح بیشتر آنتی ژن موجود در فرد یا نمونه 
مورد نظر اثبات می کند که مقدار انگل موجود در 

. لذا  شخص بیمار یا نمونه آلوده نیز بیشتر است
روش هاي دیگري نظیر تشخیص ژیاردیا با 

ا الایزا با درصد بالایی از نس یایمنوفلئورسا
و در اینجا متد  )15(حساسیت صورت می گیرد 

الایزا با استفاده از آنتی بادي پلی کلونال جایگاهی 
پس با توجه به  ).16( ویژه و حساسیت بالایی دارد

اهمیت حضور انگل در منابع آبی و نیز مواد غذایی 
و سبزیجات و از طرفی اتخاذ یک روش کلینیکی با 

رت تشخیص بالا به هدف فراهم نمودن زمینه قد
براي طراحی ابزارهایی نظیر دیپ استیک و یا کیت 
هاي تشخیصی سریع، در جهت تشخیص قطعی و 
لزوم تحقیقات بیشتر اپیدمیولوژیکی، بر آن شدیم تا 
آنتی بادي پلی کلونال را بر ضد ژیاردیا در خرگوش 

  تهیه نمائیم. 
  هامواد و روش 

بیمار مختلف  100دفوع از نمونه هاي م
، آوري گردیده و با روش هاي میکروسکوپی جمع

هاي مثبتی که داراي  مورد آزمایش قرار گرفت. نمونه
مقادیر فراوان فرم کیستی انگل بودند، جهت خالص 

سازي کیست مورد استفاده قرار گرفت.

برابر حجم خود  5نمونه هاي فوق الذکر در 
سوسپانسیونی  با آب مقطر حل شده و بصورت

یکنواخت و همگن در آورده شد. پس از عبور دادن 
هاي  لایه تنزیب، مایع در لوله 3سوسپانسیون از 

آزمایش مدرج مخروطی ریخته شده و با روش 
گرادیان تغییر یافته دو مرحله اي سوکروز تحت 

. و در نهایت غلظت  )17(خالص سازي قرار گرفت 
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انگل   ml /106  ×1آن جهت تزریق به حیوان برابر
  تنظیم شد. PBSدر 

براي تولید آنتی بادي پلی کلونال علیه کیست 
و تزریق در چندین ژیاردیا از خرگوش استفاده شد 

هفته بصورت  4و  2، 2، 3، 1مرحله بفواصل 
داخل جلدي انجام شد تا ایمونیزاسیون  –عضلانی 

کامل صورت گیرد. تزریق اول با استفاده از ادجوانت 
فروند و تزریق یادآور بعدي با استفاده از کامل 

ادجوانت ناقص فروند و تزریق هاي دیگر بدون 
  استفاده از ادجوانت انجام شد.

حدود یک هفته پس از تزریق چهارم، جهت 
اثبات ایمن شدن خرگوش و همچنین براي تعیین 
تیتر آن، طراحی کیت الایزاي غیر مستقیم و همچنین 

IFA   الایزا با استفاده از انگل صورت گرفت. که در
انگل در یک میلی  105و  104،  103که در رقتهاي 

به ته پلیت کوت شدند ، رقتهاي مختلفی  PBSلیتر 
)   2000/1و  1000/1از سرم خرگوش ایمن ( 

بادي خرگوش بادي ضد آنتی  اضافه و سپس آنتی
و  5000/1، (با رقت کونژوگه شده با آنزیم

و پس از افزودن سوبستراي ) افزوده شد.  10000/1
و  ) TMB(خاص آنزیم یعنی تترا متیل بنزیدین 

نرمال و خواندن  1توقف واکنش با اسید سولفوریک 
در دستگاه الایزا ریدر در طول موج  ) OD(جذب 

نانومتر، تیتر محصول تولید شده مشخص  450
.گردید

ا ـه لـرتیب، انگـن تـیـمـم به هـــه IFAدر 
ک هاي لام ـدر چاه ) ١٠۴-mlPBS١٠۶/(با مقادیر

ANA  کوت شده، رقتهاي مختلفی از سرم خرگوش
) اضافه و  2000/1و  1000/1، 100/1، 10/1ایمن (

خرگوش کونژوگه  آنتی بادي  سپس آنتی بادي ضد
د ـافزوده ش 20/1و  10/1با رقت  ) (FITCشده با 

ل در زیر میکروسکوپ ـو در نهایت نتیجه عم
ز نظر وجود تشعشعات ایمنوفلورسنت، ا

  ایمنوفلئورسانس بررسی گردید.
  

 
 

  

 
  هاي پژوهش یافته 

  خالص سازي کیست:  -1
از سوسپانسیون نهایی بدست آمده، لام مستقیم 
 تهیه و به روش میکروسکوپی مطالعه شد و همچنین

لام نئوبار جهت تعیین میزان کیستهاي باز یافتی ، از 
   . نتیجه عمل دست یافتن بهاستفاده گردید

  

  
  

سوسپانسیونی از کیستهاي سالم و تقریبا 
یکدست و بدون آلودگی بود که میزان ریکاوري آن 

.کیست از دو گرم مدفوع بود 104 5-1هم حدود  
  
  تعیین تیتر آنتی بادي تولیدي : -2

ر دمیزان انگل  106 105 104
ml١ PBS 

 رقت کونژوگه 10/1 20/1 10/1 20/1 10/1 20/1
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0
/1 
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 رقت سرمی

 نتایج 4+ 3+ - - 3+ 1+ - - - - - - - - - - - - -  - - - - -

  IFA  : تعیین تیتر آنتی بادي تولیدي با استفاده از طراحی تست  1جدول شماره 
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 IFA -الف 

  /106ن در این تست در تیتر هاي با میزا
 100/1و رقت سرمی  20/1انگل و رقت کونژوگه 

جواب ایده آل گرفته شد. جزئیات آن در جدول شماره 
  ) آمده است:1(

  
  ELISA -ب

بدین منظور کیت الایزا طراحی گردید ، همانطور 
  ) آمده است ، در تیتر هاي با 2که در جدول شماره (

  
و  5000/1و رقتهاي کونژوگه  ml/105میزان 

، بهترین 2000/1و  1000/1، و سرمی  10000/1
آن بالاي یک  )OD(جوابها گرفته شد و جذب نوري 

  . )OD≥1(بود 
  
  

  
  

  
   نتیجه گیريبحث و 

ژیاردیا از شایع ترین تک یاخته هاي بیماریزاي روده 
اي انسان در ایران و جهان به شمار می رود و شیوع 

یون نفر در دنیا تخمین زده می میل 200آن حدود 
). انتقال آن از طریق فرم کیستی انگل 1و 2شود (

صورت گرفته و مهمترین راه انتقال توسط آبهاي 
).  سیر تکاملی آن ساده است 4،  5آلوده می باشد (

و به این جهت شیوع آن در مراکز پرورشی و مهد 
). بطور معمول روشی که 5کودکها بسیار بالاست (

تشخیص ژیاردیازیس بکار می رود، استفاده از براي 
). 11باشد ( آزمون میکروسکوپی مستقیم مدفوع می

%  بوده و در 50- 70حساسیت این روش حدود 
) 13،12موارد مزمن بیماري، پایین تر هم می باشد (

هاي بیوپسی و آسپیراسیون روده باریک می  . روش
 تواند حساسیت تشخیص انگل را بهبود بخشد، اما

  شوند  روشی تهاجمی بوده و بندرت استفاده می

  
). تشخیص آنتی ژنی از تشخیص بر اساس 14(

بـادي خیلی اختصاصی تر است. اساسـا یک  آنتی
تشخیص آنتی ژنی وسیله بهتري را بـراي تشخیص 

  ارائـه می کند، 
زیرا که سطح آنتی ژنی فرد یا نمونه موردنظر  

ـابقـت دارد، پس با تعــداد انگل موجـود در آن مط
ژنی یک جایگـزین مطلـوبی بـراي  سیستمهـاي آنتی

باشند،  سیستمهـاي تشخیـص آنتی بادي مـی
مخصوصـاً در بیمــارانی که داراي نقـص ایمنی 

پاسخ دهــی بدن آنها سرکوب شده  بوده و سیستم
  است.

روش هاي مرسوم براي تشخیص آنتی ژن 
الکتروفورز و شامل: ژل دیفیوژن، تست کانتر ایمنو

). 18باشند ( ایمنوفلوئورسنت آنتی بادي تست می
جداي از مشکلات عملی در آزمایشگاهها ، 

میزان انگل در  105 104 103
ml١ PBS 

 رقت کونژوگه 5000/1 10000/1 5000/1 10000/1 5000/1 10000/1

200
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 رقت سرمی

 )ODجذب نوري( 207/1 058/1 027/1 729/0 621/0 431/0 473/0 319/0 352/0 231/0 198/0 222/0

 ELISA : تعیین تیتر آنتی بادي تولیدي با استفاده از طراحی تست 2جدول شماره 
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حساسیت و ویژگی متغیر اغلب تست هاي بالا از 
فاکتور هاي محدود کننده استفاده از آنها می باشد . 
الایزا بعنوان یک ابزار تشخیصی سرولوژیکی 

عفونی مورد استفاده اي براي اغلب بیماریهاي  باالقوه
باشد و  قرار می گیرد و داراي حساسیت بالایی می

اولین قدم در این راستا، تولید آنتی بادي مناسب در 
یک حیوان بر علیه آنتی ژنهاي انگل ژیاردیا می 

جهت ایمن سازي حیوان از کیست ). 16باشد (
هاي خالص شده ژیاردیا بعنوان آنتی ژن استفاده 

ش هاي منتشر شده در ایزولاسیون گردید . در رو
کیست هاي تک یاخته ها از مواد شیمیایی نظیر 
فرمالین، یودین، اتر یا جیوه استفاده گردیده است که 
خصوصیات فیزیکی و شیمیایی کیست ها را تحت 

هاي دیگري نظیر گرادیان  دهد و روش تاثیر قرار می
سوکروز یا پرکول هم باعث بدست آمدن 
سوسپانسیونی از کیست هاي حاوي مواد زاید 

). در این مطالعه کیست ها 20،19مدفوعی می شود (
هاي مختلفی مورد خالص سازي قرار  طی روش

گرفتند و در نهایت با روش گرادیان تغییر یافته دو 
از کیست هاي مرحله اي سوکروز، سوسپانسیونی 

سالم و تقریبا یکدست و بدون آلودگی بدست 
) .17آمد(

جهت تحریک هر چه بیشتر سیستم ایمنی 
حیوان و افزایش تیتر آنتی بادي تولیدي، تزریق اول 
با استفاده از ادجوانت کامل فروند و تزریق یادآور 

هاي بعدي بدون  بعدي با ادجوانت ناقص و تزریق
  ) . 22،21ادجوانت انجام گرفت (

ساده ترین روش براي اثبات پیشرفت تولید 
آنتی بادي پلی کلونال روش الایزاي غیر مستقیم 
است . اغلب آنتی ژن ها و آنتی بادي ها وقتی که 

شوند، براحتی  بطور مستقیم به فاز جامد متصل می
می توانند بوسیله این روش تشخیص داده شوند. در 

تئین ها به این روش براي جلوگیري از جذب پرو
میکرو پلیت ها و براي جلوگیري از بروز واکنش 

هاي غیر اختصاصی، از میکروپلیت هاي پلی 
استیرنی بعنوان فاز جامد استفاده شد ، در غیر 

بایستی از  اینصورت و براي اجتناب از این امر می
آنتی ژن خالص(تخلیص شده) استفاده می شد که 

سیار زیادي این کار مستلزم صرف هزینه و زمان ب
انگل ها با  )Coating(می باشد. در مورد کوتینگ 

/  Tبافر و استفاده از مسدودکننده  PHرعایت دما و 
PBS  0.5  این مراحل با دقت تمام انجام شد و ، %

نتایج بدست آمده از  نتایج مطلوبی بدست آمد.
بررسی الایزا حاکی از خوب ایمن شدن حیوان می 

بالاي یک با تیتر سرمی  )OD(باشد و جذب نوري 
بدست آمد.   10000/1و رقت کونژوگه تا  2000/1

هم نشان دهنده تولید  IFAنتایج حاصل از تست 
  آنتی بادي با تیتر مناسب می باشد. 

از آنجائیکه تشخیص آنتی ژن هاي ژیاردیایی 
هاي مدفوعی و منابع آبی  و نیز مواد غذایی  در نمونه

رخوردار است و از و سبزیجات از اهمیت خاصی ب
طرفی جهت اتخاذ یک روش کلینیکی با قدرت 
تشخیصی بالا و به منظور فراهم نمودن زمینه براي 
طراحی ابزارهایی نظیر دیپ استیک و یا کیت هاي 
تشخیصی قطعی و لزوم تحقیقات بیشتر 
اپیدمیولوژیکی، تولید آنتی بادي پلی کلونال با تیتر 

آید چرا که پس از  بالا گام اول و مهمی بشمار می
تولید و خالص سازي آن و کونژوگاسیون با آنزیم، 

تــوان در راستـاي طراحی کیت الایزاي مستقیم  می
  هاي انگلی اقدام نمود .   ژن آنتی

  
تقدیر و تشکر

مطالعه حاضر، بخشی از طرح تحقیقاتی 
مصوب مرکز تحقیقات کاربردي و داروئی تبریز می 

اتب قدردانی خویش را از باشد، لذا نگارندگان مر
زحمات مدیریت و کارشناسان آن مرکز اعلام می 

  دارند.
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