
 
 
 
 
 

  66

Assessing Different Methods of DNA Extraction from  
Giardia Lamblia Cysts 

 
 

Elham Kialashaki
1
, 

 Mahdi Sharif
2
, 

 Mahdi Fakhar
3
,  

Ahmad Daryani
2
, 

 Abdol Sattar Paghe
4
 

 
1 MSc Student in Parasitology, Student Research Committee, Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical 

Sciences, Sari, Iran 
2 Toxoplasmosis Research Center, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 

3 Molecular and Cell Biology Research Center, Department of Parasitology and Mycology, Faculty of Medicine, Mazandaran 
University of Medical Sciences, Sari, Iran 

4 Toxoplasmosis Research Center, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 
 
 

(Received November 11, 2012 ; Accepted Jan 23, 2012)
 

 
Abstract 
 

Background and purpose: Giardia lamblia (G.lamblia) is one of flagellated protozoan 

pathogens. Giardiasis is the most common human parasite infection in the world, causing a lengthy course 

of diarrhea. The aim of the present study was to compare five different methods of DNA extraction from 

G.Lamblia cyst and determining the most efficient DNA extraction method. 

Materials and methods: This study was carried out in 30 human fecal samples with Giardia 

infection. To diagnose giardiasis wet mount from feces and staining with Lougol’s stain were performed. 

The cysts were purified and concentrated in a sucrose gradient. The isolated DNA from cysts was 

performed using different methods including freeze-thaw cycles, glass beads, and stool DNA extraction 

Kit (Accu prep); freeze-thaw cycles and Pheol-Cholorform-Isoamil alcohol (PCI); boiling and PCI; 

sonication and PCI; freeze-thaw and high salt. Then the gdh gene was amplified through single round 

PCR method. 

Results: The highest and lowest mean of OD were found in FGK and High salts, respectively. 

The highest and lowest means of concentration were seen in the freeze-thaw cycles and PCI and the FGK 

methods, respectively. Moreover, after using the FGK bands of PCR no smears were observed. Also, the 

lowest time of extraction was detected in FGK method. 

Conclusion: To remove problems of DNA extraction and decreasing the time of extraction, glass 

beads along with Accu prep stool DNA extraction Kit (Bioneer) could be suitable and the most efficient 

method. 
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  از كيست ژيارديا لامبليا DNAارزيابي روش هاي مختلف استخراج 
 

        1الهام كيا لاشكي
        2مهدي شريف
        3مهدي فخار
        2احمد درياني
  4عبدالستارپقه

  چكيده
اي  ران رودهاد بندي جزء تـاژك  اي مهم است كه در طبقه هاي تك ياخته لامبليا يكي از پاتوژن ژيارديا :سابقه و هدف

هـدف از  . شود ترين عفونت انگلي انسان در جهان است كه باعث اسهال طولاني مدت مي گيرد ژيارديازيس معمول قرار مي
  .از كيست ژيارديالامبليا به منظور تعيين روش مطلوب بود DNAروش مختلف استخراج  5اين مطالعه مقايسه و ارزيابي 

تشـخيص بيمـاري بـا تهيـه     . دفوع آلوده به انگل ژيارديا صورت گرفتنمونه م 30اين مطالعه بر روي  :ها مواد و روش
هاي ژيارديا به روش گراديان سوكروز تخليص شدند و  كيست.گسترش مستقيم از نمونه مدفوع و رنگ آميزي با لوگل بود

 كيـت  +اي گلولـه هـاي شيشـه   +  ذوب و انجمـاد : كـه شـامل  . ها صورت گرفت روش مختلف استخراج بر روي اين نمونه 5
)(FGK فنل كلروفرم ايزو اميل الكل+، ذوب و انجماد PCI)(، فنل كلروفرم ايـزو اميـل الكـل، سونيكاسـيون    +  جوشاندن  +

بـر   PCR اي سپس واكنش يك مرحله .بود) High salt( نمك با غلظت بالا + فنل كلروفرم ايزو اميل الكل و ذوب وانجماد
  .جام گرفتان gdhاستخراج شده در ناحيه ژني  DNAروي 

از  FGKبـه ترتيـب مربـوط بـه روش اسـتخراج       DNA (OD)ترين ميانگين نسبت جذب نـوري   بالاترين و كم :ها يافته
ترين ميانگين غلظت به ترتيـب   همچنين بالاترين و كم. است )High salt(نمك  غلظت بالا+ انجماد  مدفوع و روش ذوب و

بـا اسـتفاده از روش    PCRست همچنين پس از الكتروفورز محصـول  ا FGKو روش  PCI+ ذوب و انجماد  مربوط به روش
 .بود FGKمربوط به روش ) >2h(استخراج  ترين زمان كم .اسميري در باندها مشاهده نشد FGKاستخراج 

از كيسـت هـاي ژيارديـا و كـاهش زمـان       DNA نتايج مطالعه حاضر نشان داد جهت رفع اشكالات اسـتخراج  :استنتاج
روشـي مطلـوب و    Accu prep (Bioneer)و سپس كيت اسـتخراج  ) Glass beads( اي هاي شيشه از گلوله استخراج استفاده

  .باشد ترين كارآيي مي داراي بيش
  

  PCR, Accuprep كيت استخراج ،DNAهاي مدفوع، استخراج  نمونه ژيارديالامبليا، :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
اي  ياختـه  هـاي تك لامبليــا يكـي از پاتوژنژيارديـا 

اي  بنـدي جـزو تـاژك داران روده    طبقه مهم است كه در
آن  اين انگل انتشار جهاني داشته، شيوع .)1(گيرد قرار مي

در  .)2(شود ميليون نفر در دنيا تخمين زده مي 200حدود 
 اي هـاي روده  بررسي انجام گرفته در زمينه انگـل  300مرور 
  ارـكنا در ـردياـه، ژيـتـال گذشـس 50ران درـاي ان درـانس
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  تحقيقات دانشجويي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي مازندرانكميته ، انگل شناسيدانشجوي كارشناسي ارشد  .1
  ، ساري، ايرانمركز تحقيقات توكسوپلاسموز، دانشگاه علوم پزشكي مازندران. 2
  دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي مازندرانانگل شناسي و قارچ شناسي،  گروهمركز تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي،  .3
  ، ساري، ايرانقيقات توكسوپلاسموز، دانشگاه علوم پزشكي مازندرانمركز تح. 4
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 زا ترين تك ياخته هـاي بيمـاري   آنتامبا هيستوليتيكا، شايع
تشـخيص  عمـول،  هاي م حساسيت پايين روش .)3(اند بوده

روش  اگـر چـه چنـدين    .)4(كنـد  ژيارديازيس را مشكل مي
 Enzyme Immunoassaykit سنتمســتقيمو ايمونوفلــور ماننــد
انگـل   بـراي تشـخيص   Giardiacelisa و Prospect مانند

 هنوز آزمون ميكروسكوپي مـدفوع . در مدفوع وجود دارد
 هر چند اين روش ممكـن  .)5(روش تشخيصي معمول است

يا  اندازه كافي براي تشخيص سطوح پايين آلودگياست به 
 هاي ژنتيكي ژيارديــا لامبليـــا حسـاس    تمايز بين تنوع گونه

هـايي ايـن    بنابراين با وجود چنين محـدوديت  )6-9(نباشد
هــا بــراي مشــخص كــردن اپيــدميولوژي مولكــولي  روش

 هايي اخيراً روش .)10،11(ژيارديازيس رضايت بخش نيست
 وسـيله ه ي تشخيص و ژنوتيپينگ ژيارديا ببرا PCRبر پايه 

 .)12(محققين انجام شده است

هـايي دارد بـراي    هـا محـدوديت   بعضي از اين روش
استخراج شده به دليـل   DNAمثال ممكن است محصول 

ــا      ــد ي ــم باش ــواره كيســت ك ــتن دي ــكلاتي در شكس مش
هـاي مـدفوع بـه دليـل      بـر نمونـه   PCRحساسيت تكنيك 
مثـل ليپيـدها، هموگلـوبين،     PCRهاي  وجود مهار كننده

هاي صفراوي، پلي ساكاريدهاي موكوس، باكتري  نمك
  .)7(و محصولات هضم غذايي كم شود

هـاي   هاي مولكولي از طريق روش حساسيت بررسي
 تكثيـر  تـر  و سيستم هاي حسـاس  DNAثرتر استخراج ؤم

هــاي  بـراي شناســايي ژن افــزايش يافتــه اسـت بــا بررســي  
هـاي مختلفـي از قبيـل     ي ژنمولكولي انجام شـده بـر رو  
ــرازو  تريـــوز ،گلوتامـــات دهيـــدروژناز فســـفات ايزومـ

هاي مختلف ژيارديا لامبليا قابـل تمـايز    بتاژياردين ايزوله
ژيارديا  TPI و GDHناليز توالي ژني آباشند همچنين  مي

  .)11،13،14(سازد هاي مختلط را ممكن مي شناسايي ژنوتايپ
و مـورد   سـتاندارد كـه تـاكنون روش ا   با توجه به اين

از كيسـت ژيارديـا    DNAقبول يكسـان بـراي اسـتخراج    
معرفي نشده است لذا اين مطالعه بـا هـدف مقايسـه چنـد     

ــتخراج  ــوب   DNAروش اسـ ــافتن روش مطلـ جهـــت يـ
  .انجام شد PCRاستخراج و بهبود روش 

  ها روش مواد و
 جمع آوري و جداسازي كيست -

انگــل نمونــه مــدفوع آلــوده بــه  30در ايــن مطالعــه 
هـاي   ژيارديا جمع آوري شدند و در اين بررسي از نمونه

در هـر ميـدان   ( مدفوع حاوي كيسـت بـه ميـزان مناسـب    
عدد  10الي  5حدود  x40ميكروسكوپي با بزرگ نمايي 

اســتفاده شــده و كيســت هــا بــه روش گراديــان ) كيســت
  .)15(سوكروز تخليص شدند

  

  DNAآماده سازي كيست هاي تخليص شده و استخراج 
 بر روي هـر  DNAروش استخراج  5در اين بررسي 

  :نمونه حاوي كيست ژيارديابه شرح زير انجام شد 30
  

  )Accuprep )FGKروش استخراج با كيت  -1
بـار   2ميكروليتر از هر نمونه حاوي كيست  200ابتدا

ها با اضافه نمـودن   با آب مقطر شستشو داده شد و كيست
 400و ) طـــرق 52/0MM-45/0(اي  هـــاي شيشــه  گلولــه 

هـا و بـا كمـك     ميكروليتر بافرليز كننـده بـه ميكروتيـوپ   
دقيقه ديواره كيست ها خرد  10ورتكس نمودن به مدت 

. بار ذوب و انجمـاد تكـرار شـد    10الي  8گرديده سپس 
 جهت انجمـاد از نيتـروژن مـايع و جهـت ذوب از دمـاي      

. دقيقـه اسـتفاده شـد    3تا  2گراد به مدت  درجه سانتي 95
 ميكروليتر پروتئينـاز  40ها  مرحله هر يك از نمونه در اين

k )(  ــولفات     40و ــيل س ــديم دودس ــر س  ميكروليت

سـاعت در بـن    16ها به مدت  اضافه شد و نمونه درصد 1
سـرانجام  . گـراد قـرار داده شـدند    درجه سـانتي  56ماري 

بـه دسـتورالعمل كارخانـه     انگل با توجه DNAاستخراج 
 Accuprepstool Dna (Bioneer Corporahon) :سازنده

Extraction Kit انجام شد.  
  

  )PCI( روش فنل كلروفرم ايزواميل الكل -2
ــن روش  ــه حــاوي   200در اي ــر ازهــر نمون   ميكروليت

  

 DNAسپس استخراج  .بار ذوب و انجماد شد 10كيست 
  .)16(با روش فنل كلروفرم ايزواميل الكل انجام گرفت

  



 
  الهام كيالاشكي و همكاران                                        پژوهشي     
  

9  1391اسفند ،  98، شماره  بيست و دومدوره                                                                 مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

  )Boiling( جوشاندن -3
 200ش ابتــدا در ميكروتيــوپ حــاوي   ايــن رو در

ميكروليتراز هر نمونه حاوي كيست را با پارافيلم محكـم  
 30نمونـه مـذكور بـه مـدت      .بسته درون بشر گذاشته شد

هـا جهـت    ثانيه در مايكروويو قرار داده پـس از ان نمونـه  
ها زيـر ميكروسـكوپ نـوري بـا      مشاهده وضعيت كيست

ــزرگ ــايي  ب ــت   40نم ــرار گرف ــورد بررســي ق ــپس . م س
  .انجام گرفت PCIبا روش  DNAاستخراج 

  
  )Sonication(روش سونيكاسيون  -4

ميكروليتر از هر نمونـه   200ميكروتيوپ حاوي  ابتدا
حاوي كيست را داخل بشرحاوي يخ گذاشته و از طريـق  

دقيقــه در معــرض امــواج  8دســتگاه ســونيكاتوربه مــدت 
 PCIقرار داده و ادامـه اسـتخراج بـه روش     ماوراء صوت

  .انجام شد
  

   High Salt)(نمك با غلظت بالا-5
 10ميكروليتر ازهر نمونه حاوي كيسـت را  200ابتدا 

 بـا روش  DNAبار ذوب و انجماد نموده سپس استخراج 
High Salt  بعـد از اسـتخراج  . )17(انجام شـد DNA   5بـا 

 نسبت جذب نوري در طـول  و DNAروش مذكور غلظت 
 WPA, England)(راپ با دستگاه نانود 280nmو 260موج
  .گيري شد اندازه

  
  PCRبه روش  GDHتكثير ژن 
  :با پرايمرهاي PCRبا يك مرحله  GDHتكثير ژن 

FORWARD 5' TCAACG TCAACCGGC TTCCGT3') GDHF( 

 )REVERSE 5' TCAACG TCAACCGGC TTCCGT3') GDHRو 

 )2004(در سال  READبا كمي تغييرات بر اساس روش 
ــد  ــام ش ــ. )18(انج ــنش مخل ــم   PCRوط واك ــه حج   25ب

، DNA ميكروليتر محصـول اسـتخراج   7ميكروليتر شامل 
، پيكومول ازهريك از پرايمرهـاي رفـت و برگشـت   100

سـپس   .تهيه شـد  Mastermixميكروليتر آب مقطر و  16
تحـت شـرايط   ) ,USA BioRad( با دسـتگاه ترموسـيكلر  

: به ترتيب زيـر انجـام شـد    PCRبرنامه . ذيل انجام گرفت
ــاي  دن ــه در دم  8 گــراد درجــه ســانتي 94اتوراســيون اولي

گـراد   درجه سـانتي  94سيكل با دماي  35دقيقه، در ادامه 
 90گـراد بـه مـدت     درجه سـانتي  5/60ثانيه،  60به مدت 

ثانيه و در نهايت  120گراد به مدت  درجه سانتي 72ثانيه، 
 5گـراد بـه مـدت     درجـه سـانتي   72يك سيكل با دمـاي  

عنـوان كنتـرل منفـي     همطالعه از آب مقطر بدر اين . دقيقه
 1 بـر روي ژل آگـارز   PCRنهايتاً محصـول  . استفاده شد

بـراي  . حـاوي اتيـديوم برومايـد الكتروفـورز شـد      درصد
جفت بـازي اسـتفاده    100 نشان دادن اندازه باند از ماركر

همچنين در اين مطالعه مدت زمان اسـتخراج در هـر    .شد
  .دروش با يكديگر مقايسه ش 5

  

  ها يافته
از كيسـت   DNAروش اسـتخراج   5در اين مطالعـه  

 انگـل  لـوده بـه  آ نمونه مدفوع بيمـاران  30ژيارديا بر روي
نتايج اسـتخراج   .ژيارديا انجام و با يكديگر مقايسه شدند

DNA نشـان   1 شـماره  هـاي مختلـف در جـدول    با روش
  .داده شده است

شـود   مشـاهده مـي   1 شماره طور كه در جدول همان
 به ترتيب مربوط بـه روش  ODترين نسبت الاترين و كمب

FGK  و روشHigh salt ــت ــالاترين و  .اسـ ــين بـ همچنـ
 وط به روش ذوبـترين ميانگين غلظت به ترتيب مرب كم

ــاد  ــت FGKو روش  PCI+ و انجم  DNAروي  بــر .اس
  تنها صورت گرفت و PCRروش  5استخراج شده از هر 

  
  از كيست انگلژيارديالامبليا DNA راجروش استخ 5مقايسه  :1جدول شماره 

  

 روش        
 High salt + ذوب و انجماد PCI + سونيكاسيون PCI +جوشاندن  PCI + ذوب و انجماد FGK متغير

 8/0 08/1 98/0 12/1 645/1 ) نسبت جذب نوري(

 2/33 7/29 1/46 6/57 19/2 ميانگين غلظت

 <h2< h 4> h 4> h 4> h 4 مدت زمان استخراج
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ــر شــد و  GDHژن  FGK در روش ــت تكثي ــا موفقي در  ب
باند بدون اسمير مشاهده شـد   PCRالكتروفورز محصول 

ــا روش ذوب و  در حــالي). 2و  1تصــاوير شــماره ( كــه ب
 يك باند مشـاهده شـد   PCRدر الكتروفورز  PCI+ انجماد 

در سـاير   ).3 تصـوير شـماره  ( نيز مشاهده شـد  ولي اسمير
تا حدي قابل قبول  DNAكه غلظت  نها با وجود اي روش

 .باندي مشاهده نشد PCRبود ولي در الكتروفورز محصول 
آمـده اسـت اسـتخراج بـا      1 شماره طور كه در جدول همان
FGK ترين زمان را بـه   هاي ديگر نيز كم در مقايسه با روش

  .)بدون در نظر گرفتن مرحله مقدماتي( خود اختصاص داد
  

  
  

 5اسـتخراج شـده از    DNAوفورز محصـولات  الكتر :1شماره  تصوير
  درصد 1روش مختلف با استفاده از روش الكتروفورز 

  

M  : 3-100(ماركرkbp(     سونيكاسيون:  8 -11ستون 

  نمك با غلضت بالا:  11-15ستون   روش جوشاندن:  1-3ستون هاي 
  كيت: 4-7ستون 

  

  
  

اسـتخراج شـده بـا     DNAالكتروفـورز محصـولات    :2شـماره   تصوير
  درصد 1با استفاده از روش الكتروفورز  FGKروش 

  

  FGK: 7 -2ستون 

  
اسـتخراج شـده بـا     DNAالكتروفـورز محصـولات    :3شـماره   تصوير
  درصد 1با استفاده از روش الكتروفورز  PCIروش 

  

  فنل كلروفرم: 1 -4ستون 

  

  بحث
ــا هــدف مقايســه   روش مختلــف  5مطالعــه حاضــر ب

تعيين روش مطلوب از كيست ژيارديا و DNA  استخراج
غلظـت   ،متغير جذب نوري 3در اين مطالعه  .طراحي شد

DNA   ومدت زمان استخراج مورد بررسي قـرار گرفـت. 
 FGKروش مـورد بررسـي روش اسـتخراج بـا      5از ميان 

هـاي   نتايج مطلوبي به دست آورد و از استخراج بـا روش 
سونيكاسيون و نمـك بـا غلظـت بـالا نتـايجي       ،جوشاندن

ــا اســتفاده از روش .حاصــل نشــد  PCR-RFLPو PCR ب
 .هاي ژيارديا لامبليا تمـايز قائـل شـد    توان بين ژنوتيپ مي

هاي مدفوع ممكن  براي نمونه PCRهاي  هر چند تكنيك
مشكل بودن  و PCRهاي  است به دليل وجود مهار كننده
بـراي افـزايش حساسـيت    . تخريب كيست حساس نباشـد 

PCR  يك روش اسـتخراج DNA 16(اسـت ثر لازم ؤم ـ(. 
در مطالعه حاضر بعد از بررسي جدول اين گونـه بـه نظـر    

استخراج شـده   DNAرسد كه جذب نوري و غلظت  مي
 يـد ؤم PCRقابل قبول است ولي نتايج  روش تقريباً 5از هر 

 در)  نسـبت ( ODاگر چه  .مطلب ديگري است
هـا موفقيـت    آن PCR ها قابـل قبـول بـودولي    اغلب نمونه

هـايي   ناخالصـي  وانـد بـه علـت حضـور    ت نبود كه مي آميز
بنـابراين روش  . كنـد  را مهـار مـي   DNAباشد كـه تكثيـر   

هـا   هاي مدفوع بايد اين ناخالصي از نمونه DNAتخليص 
اســتفاده از نمونــه مــدفوع جهــت تكثيــر . را خــارج كنــد
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DNA شود ايـن مشـكلات بـه علـت      باعث مشكلاتي مي
ه در وجود انواع مختلف باكتري ومواد غذايي هضم شـد 

پلــي ســاكاريدها، (اغلــب ايــن مــواد . )19(مــدفوع اســت
در نتيجـه  . دارند DNAحلاليت مشابه ....) هموگلوبين و 

هاي معمولي و سـنتي اسـتخراج مثـل اسـتفاده از      با روش
شوند  دترجنت، پروتئاز و فنل كلروفرم كاملاً حذف نمي

ــايي     ــوب نه ــودگي در رس ــوان آل ــه عن ــاقي  DNAو ب ب
دهنـد و بـه عنـوان     را كاهش مـي  DNAمانند خلوص  مي

به اين دليـل بعضـي   . كنند عمل مي PCRهاي  مهار كننده
هاي اسـتخراج جهـت آنـاليز حسـاس تـر بهبـود        از روش
و  DNAهـاي   همچنين جهت حذف ناخالصي )20(يافتند

هاي موجود در مـدفوع از مـوادي ماننـد فنـل      مهار كننده
 CTABو ) پلي وينيـل پلـي پيروليـدون   ( PVP كلروفرم،

روش جوشـاندن   و) ستيل تـري متيـل آمونيـوم برومايـد    (
ايـن مـواد ذكـر شـده هـم مهـار       . )21(استفاده شده اسـت 

 .)22(دهند ها و هم محصول استخراج را كاهش مي  كننده
ــه در روش   ــر چ ــا اگ ــه م ــا ذوب  در مطالع ــتخراج ب و  اس

ها بالاتر  نسبت به ساير روش DNAغلظت  PCI+انجماد 
اين نكته توجه كرد كـه بـا ايـن روش     بود ولي بايستي به

 PCRشـود و در   كـاملاً حـذف نمـي    DNAهاي  ناخالص
در  DNAكــه غلظــت  در حــالي كنــد اخــتلال ايجــاد مــي

همچنين استخراج  .استخراج با كيت كم اما خالص است
زحمـت   پـر و گيـر   كه وقـت  اين با فنل كلروفرم علاوه بر

 وكسـيك و است معايبي مانند استفاده از فنـل دارد كـه ت  
تراز مزاياي  ايمني وخلوص بيش ،سرعت) 23(سمي است
بر  )24(تنها عيب اين روش هزينه بالااست ،باشد كيت مي

 DNA استخراج )2005( همكاران و Jiangاساس مطالعه 
 6بـا   هاي مـدفوع  اووسيت كريپتوسپوريديوم در نمونه از

روش اول  بر پايـه اسـتفاده از كيـت و     5روش انجام شد 
كـه بـين ايـن    بودخر روش معمول فنل كلروفـرم  روش آ
بابـايي و   .)25(عملكرد روش آخـر ضـعيف بـود    ها روش

از گلولـه هـاي    DNAبـراي اسـتخراج   ) 2011( همكاران
اي و تكرار ذوب و انجماد جهـت شكسـتن ديـواره     شيشه

هـاي   مهاركنندهبه منظور حذف  QIAampكيست و كيت 

PCR 26(استفاده كردند(. Nantavisai  همكارانو )2007( 
روش فنـل   3از كيسـت ژيارديـا    DNAجهت اسـتخراج  

 و مقايسه كردند را )FTA(فيلتر كاغذي  كيت و ،كلروفرم
 را به دليل داشـتن حساسـيت   FTAاستفاده از فيلتر كاغذي 

  .)27(ثر معرفي كردندؤسان به عنوان روش مآبالا وكاربرد 
ــت    ــا كيـــ ــتخراج بـــ ــر اســـ ــه حاضـــ در مطالعـــ

BIONEERACCUPREP    ــرين روش ــوان بهتـ ــه عنـ بـ
تـري   تـر اسـت و زمـان كـم     شود چون حساس معرفي مي

ــي  ــت   صــرف م ــاير كي ــد س ــد و مانن ــتخراج   كن ــاي اس ه
)QIAamp( هــاي  ثري مهــار كننــدهؤبــه طــور مــPCR  را

از مقـادير كـم مـواد     DNAاستخراج  .)28(كند حذف مي
بيولوژيكي مانند اسميرهاي خوني يا كرم هـاي كوچـك   

از روش فنل كلروفرم هميشه عملي نيسـت   با استفاده... و
در كشورهاي در حـال توسـعه اسـتفاده     و اين روش غالباً

تــرين روش اســتخراج در  كــه مرسـوم  شــود در حـالي  مـي 
محققين بر ايـن   .كشورهاي صنعتي استفاده از كيت است

هـاي تجـاري مختلـف     هـاي مختلـف بـا نـام     باورند كيت
 DNAاسـتخراج   .)29(ثر باشـند ؤتواند در استخراج م ـ مي

ها، دقـت در   ژيارديا به غلظت كيست، وجود مهار كننده
  .)30(بستگي دارد... حذف ساكارز و  جداسازي كيست،

هاي  در مجموع بايد متذكر شد كه استفاده از گلوله
اي و تكرار ذوب و انجماد قبل از شـروع اسـتخراج    شيشه

 هـا دارد و نتـايج   سزايي در شكستن ديواره كيست تأثير به
ها از گلوله هاي مغناطيسي بـراي   ما با مطالعاتي كه در آن

هـــاي روده و گلولـــه هـــاي  از ســـلول DNAاســـتخراج 
كنند مطابقـت   اي براي تخريب تخم تنيا استفاده مي شيشه
  .)31،32(دارد

ــاران   ــركاري و همك ــه س ــت ) 2012( در مطالع جه
انگــل بــه  DNA هــاي مختلــف ژيارديــا، تعيــين ژنوتايــپ

روش دستي وبا استفاده ازروش رايج فنل و كلروفـرم بـه   
اسـتخراج   Triton X100 همـراه بـافر ليـز كننـده حـاوي     

  .)33(شد
از جمله مطالعات انجام شده اخير در ايران مي توان 

ــه مطالعــات زيــر اشــاره نمــود  منــوچهري و همكــاران . ب
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براي ژنوتايپينگ ژيارديا  DNAجهت استخراج ) 2012(
بـافر ليـز كننـده وكيـت كيـاژن       ،اي هـاي شيشـه   ولهاز گل

  . )34(استفاده كردند
هـاي   در مجموع بايد گفت محققـين مختلـف روش  

سازي روش اسـخراج را تجربـه نمودننـد كـه      متنوع بهينه
توان بر اساس نـوع امكانـات موجـود هـر آزمايشـگاه       مي
  .عملياتي نمود ها راانتخاب و آن

هـت رفـع اشـكالات    نتايج مطالعه حاضر نشان داد ج
از انگل ژيارديا قبل از شـروع اسـتخراج    DNAاستخراج 

تكـرار  +  )Glass Beads( اي هاي شيشـه  استفاده از گلوله
ــاد و ــتخراج   ذوب و انجمـ ــت اسـ ــتفاده از كيـ ــپس اسـ  سـ

Accuprep Bioneer لـذا پيشـنهاد    .باشد ميز ميآ موفقيت

شــود جهــت استانداردســازي روش يكســان جهــت   مــي
 هـاي مختلـف بـاليني و    از نمونـه  DNAوب استخراج مطل

ــا  مطالعــات بــيش )از جملــه منــابع آبــي( محيطــي تــري ب
  .محوريت حذف مواد مهار كننده انجام گيرد

  
  سپاسگزاري

بدين وسيله از معاونت تحقيقات و فناوري دانشـگاه  
علــوم پزشــكي مازنــدران بــه خــاطر حمايــت هــاي مــالي 

ز پايـان نامـه   اين مقاله حاصـل بخشـي ا   .شود قدرداني مي
 خانم الهـام  يانگل شناس كارشناسي ارشد )90-187كد (

 .باشد كيالاشكي مي
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