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  ۱ زايمودم هاي انتامبا هيستوليتيكا در جنوب ايران                  دکتر صاحباني و همکاران                                              

  

  

  

 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
  

بررسي و تفكيك زايمودم هاي انتامبا هيستوليتيكا و انتامبا ديسپار در 

  جنوب ايران

  

  ۵دكتر محمد حسين معتضديان،  ۴ دكتر غلامرضا حاتم،  ۳دكتر هرمزد اورمزدي،  ۲دكتر لامع اخلاقي،  ۱*دكتر نعمت اله صاحباني

  

  ه علوم پزشکي بوشهر استاديار انگل شناسي ، دانشکده پزشکي ، دانشگا۱

   ايراناستاديار انگل شناسي ، دانشکده پزشکي ، دانشگاه علوم پزشکي ۲

   ايراناستاد انگل شناسي ، دانشکده پزشکي ، دانشگاه علوم پزشکي ۳

  استاديار انگل شناسي ، دانشکده پزشکي ، دانشگاه علوم پزشکي شيراز ۴

   شيرازاه علوم پزشکي يار انگل شناسي ، دانشکده پزشکي ، دانشگ دانش۵

  :چکيده

  

جهت تشخيص و تفريـق ايـن دو گونـه از    .ع نمي تواند انتامبا هيستوليتيكا را از انتامبا ديسپار تفريق دهد         وپي مدف وآزمايش ميكروسك 

 در ديسـپار / يكا براي شناسائي زايمودم هاي مختلـف انتامبـا هيسـتوليت    .يكديگر،ايزوآنزيم الكتروفورزيس يك روش استاندارد طلايي مي باشد

موتاز و   نمونه مثبت شناسائي شدند و با استفاده از الكتروفورز، ايزوآنزيم هاي چهار آنزيم هگزوكيناز،ماليك انزيم،فسفوگلوكو               ۲۳ ،   جنوب کشور 

 ديسـپار تشـخيص داده       مـورد انتامبـا    ۱۷ مورد انتامبا هيسـتوليتيكا و بقيـه         ۶از اين تعداد    .ها مورد بررسي قرار گرفت    گلوكز فسفات ايزومراز آن   

 در . تشخيص داده شدندXVIIIو  I، XVI،XVII و زايمودم نمونه هاي انتامبا ديسپار XIV و IIزايمودم نمونه هاي انتامبا هيستوليتيكا .شدند

 ـ     الكتروفورزيس ، بسياري از نمونه هايي که بعنوان          زوآنزيمي آيز نتيجه بر اساس روش شناساي     ده انـد در حقيقـت      انتامبا هيستوليتيكا گـزارش ش

  . آنتامبا ديسپار مي باشند 

  

  انتامبا هيستوليتيكا، انتامبا ديسپار، آيزوانزيم، زايمودم :واژگان كليدي

 

  دو فصلنامه طب جنوب

  دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني بوشهر

  )۱۳۸۳اسفند (۱۱۲ ‐۱۰۷ ، صفحه۲، شماره هفتمسال 

 ۳۶۳۱: پ.ص  ۰۷۷۱‐۲۵۲۸۵۸۷ بوشهر، خيابان معلم، دانشگاه علوم پزشکي، مديريت پژوهشي تلفن  *

E.mail : hatam25@hotmail.com  www.SID.ir
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  ۱۳۸۳ اسفند / ۲ شمارههفتم سال                                             طب جنوب                                                / ۱۰۸ 

  مقدمه

 بـا   تـك ياختـه اي روده اي       يك عفونت  آميبيازيس،      

انتامبـا هيسـتوليتيكا    گسترش جهاني است كه به وسيله ي        

يون نفر بـه انتامبـا       ميل ۵۰۰همه ساله حدود    .ايجاد مي شود  

‐۱۰۰شوند كه قريـب      ميانتامبا ديسپار آلوده    /هيستوليتيكا

در اثر آميبيازيس فوت مي كنند و بعد         از آنان     نفر  هزار ۴۰

ــا و شيســـتوزوميازيس   (Schistosomiasis)از مالاريـ

  را بين بيمـاري هـاي انگلـي      در بيشترين مورد مرگ و مير    

  ).۲و۱(به خود اختصاص داده است

 مدفوع نمي تواند انتامبا      معمولي آزمايش ميكروسكپي       

 در مواردي   مگر،تفريق كند هيستوليتيكا را از انتامبا ديسپار      

كه فرم تروفوزوئيت هماتوفـاژ انگـل ديـده شـود و يـا از               

تست سرولوژي و آزمايش هاي تكميلي ديگر نيز اسـتفاده       

  ).۳(گردد

 از انتامبـا          براي تشخيص و تفريق انتامبا هيسـتوليتيكا      

 و زايمـودم هـاي ايـن دو          سـويه  ديسپار و نيز براي تعيين    

ــه،  ــل در جامع ــورزايزوآانگ ــيس نزيم الكتروف ــزار ي ك اب

  .)۴(بيوشيميائي مناسب مي باشد

بـا اسـتفاده از     ۱۹۸۵در سـال     (Sargeaunt)     سرژانت

  نزيم الكتروفورز آنزيم هاي گلوكز فسفات ايزوآ

  HK) ،هگزوكيناز( GPI  E.C. 5 3 1 9)ايزومراز

E.C  2 7 1 1 )ماليك آنزيم،(ME  E.C 1 1 1 40)   

 و آزمايش  ( PGM  E.C 2 7 5 1)و فسفوگلوكوموتاز

 بــيش از بيســت ، هــزار نمونــه از سراسـر دنيــا ۱۰حـدود  

را براي اين دو انگل تعريف كرده اسـت         زايمودم مختلف   

 زايمـودم آن مربـوط بـه انتامبـا هيسـتوليتيكا و بقيـه               ۸كه  

الگـوي مربـوط بـه      ).۵(مربوط به انتامبا ديسپار مـي باشـد       

   α و عـدم بانـد   β وجود بانـد انتامبا هيستوليتيكا مبتني بر

در آنزيم فسفو گلوكوموتاز و وجود باند با مهاجرت نسبي          

  .)۶(سريع در آنزيم هگزوكيناز مي باشد

كه براي نخستين بار در ايران انجـام             مطالعه ي حاضر    

ي  زايمودم ها  بررسي و مشخص كردن      جهتگرفته است   

 ايــران طراحــي ديســپار در جنــوب / انتامبــا هيســتوليتيكا 

  .گرديده است

  

   مواد و روش ها

      نمونه ي مدفوع از افـرادي كـه بـه آزمايشـگاه هـا و               

بيمارستان هاي مختلف شهرستان شيراز ونيز يك مركز در         

ايش و  مراجعه مـي كردنـد آزم ـ     شهرستان بوشهر و آبادان     

ــوده بودنــد در محــيط كشــت   ــه آميــب آل مــواردي كــه ب

 ـ .كشـت داده مـي شـدند      ) ۷ ((Robinson)رابينسون ر  ب

اساس دستورالعمل كشت مذكور  و زماني كه تعداد آميب          

ــه حــدود  ــر رســوب  ۵×   ۱۰۴ب ــي ليت ــر ميل ــب در ه    آمي

 آوري و بعد از چند بار شستشـو       مي رسيد، انگل ها جمع      

هم حجم آن ماده ي نگـه دارنـده ي          با نرمال سالين، ابتدا     

 ( Dithiothritol ) شـامل دي تيـو ترايتـول    آنـزيم كـه  

،EDTA  آمينو كوپروئيك اسيد و (Amino coproic 

acid)     در مرحله ي بعد و بعد از        . مي باشد اضافه مي شد

ــاد  ۲ ــار ذوب و انجم  (Freezing and thawing) ب

ار دور و    هـز  ۱۰ دقيقـه در     ۱۰بلافاصله نمونه ها به مدت      

 درجه سانتي گراد سانتريفيوژ كرده و مايع روئـي آن           ۴در  

آنزيم هاي آميب مي باشد براي انجـام مراحـل          كه محتوي   

 درجه و يا نيتروژن مايع نگه داري مي         ‐۲۰الكتروفورز در   

  .شد

 يا پلي PAGEاز سيستم       براي انجام الكتروفورز

  اكريلامايدژل الكتروفورزيس غير پيوسته يا 

 (Discontinious Poly Acrylamaide 
Gel Electrophoresis) و با استفاده از دستگاه 

استفاده  Bio rad (Cat.No.#165-3301)الكتروفورز 

  .گرديد

 و  Separating ژل هاي ساخت      بعد از تهيه و 

Stucking و ايجاد چاهك در ژل  (Stucking)  ، در

 هگزوكيناز،( مبسته به نوع آنزيهر كدام از چاهك ها 

 )،گلوكزفسفات آيزومراز و ماليك انزيم فسفوگلوكوموتاز

  ميكروليتر از ۸‐۳۰و با استفاده از سرنگ هاميلتون مقدار

نمونه را به همراه يك ميكروليتر رنگ نشانه ي بروموفنل 

گليسرول ريخته و سيستم به جريان برق متصل مي +بلو

ه و خارج شد قطع و ژل  برق جريان دقيقه۴۵بعد از .شد

 سوبستراي آنزيم مربوطه ، كوآنزيم و رنگ هاي روي ژل

 فنازين متوسولفات و )MTT(متيل تيازوليل تترازوليوم

www.SID.ir
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 ۱۰۹ زايمودم هاي انتامبا هيستوليتيكا در جنوب ايران                  دکتر صاحباني و همکاران                                              

(PMS) ۳۷ دقيقه در ۵‐۳۰ و آگارز اضافه و به مدت 

. دندرجه سانتي گراد اينكوبه شده تا باند هاي آن ظاهر شو

 مشخصات باند هاي تشكيل شده يادداشت و از آن سپس

  .ا عكس تهيه مي شده

جهت مقايسه نياز است كه نمونـه هـاي اسـتاندارد انتامبـا             

هيستوليتيكا و انتامبا ديسپار و نيز آنزيم باكتري هاي همراه          

   . لود شوند ايآميب نيز در چاهك هاي جداگانه

        

  جينتا

  

 کايتيستولي مورد مثبت انتامبا  ه۲۳ قيدر طول دوره  تحق  

 کردند که بعد از کشت ی کشت رشدط هايسپار در محيد/

س ي الکتروفورز آنزيمشيری مورد آزمايانبوه  و رسوب گ

  .قرار گرفتند

نتايج حاصل از ايزوانزيم نمونه هاي مجهول در مقايسه         

  با نمونه هاي استاندارد

  : گلوكز فسفات ايزومراز‐الف

در الكتروفورز اين آنزيم ، نمونه هاي شماره 

 ايجاد يك باند منفرد در منطقه ۲۲،۱۷،۱۵،۱۳،۹،۸،۷،۴،۲،۱

 داراي دو باند ۲۱ و۱۴،۱۲نمونه هاي شماره  .آلفا نمودند

 ايجاد يك باند در ۱۱در منطقه آلفا و دلتا و نمونه شماره 

 داراي ۲۳ و۱۸،۱۶،۶،۵،۳،۱۹منطقه بتا و نمونه هاي شماره 

 ايجاد دو ۱۰دو باند در منطقه آلفا و گاما و نمونه شماره 

  .)۱تصوير (  منطقه آلفا و دلتا نمودندباند در

  : فسفوگلوكوموتاز‐ب

 ۱،۲۰،۱۱،۲در الكتروفورز اين آنزيم نمونه هاي شماره 

اين در حالي . ايجاد يك باند منفرد در منطقه بتا نمودند

 ۹،۸،۵،۳، ۲۱،۱۴،۱۳،۱۲،۱۰ است كه نمونه هاي شماره

  .)۲تصوير  ( در منطقه آلفا ايجاد باند نمودند۲۳و

  :ماليك انزيم ‐ج

تمام ايزوله هاي جدا شده از جنوب كشور ايجاد يك باند 

منفرد در يك محدوده خاص نمودند و از اين نظر تفاوتي 

  .بين نمونه هاي مختلف مشاهده نگرديد

  

 
 

23       19      18      17      Bac.   16     13      12     11     10  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 ديسپار و انتامبا هيستوليتيكا  نمونه هاي انتامبا  ( GPI ) يسه ي الكتروفورز آيزوزيم هاي گلوكز فسفات ايزومراز مقا  : ۱تصوير شماره 

  .روي ژل پلي اكريلامايد

Bac. = Bacterial  sample.  

  

www.SID.ir
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  ۱۳۸۳ اسفند / ۲ شمارههفتم سال                                             طب جنوب                                                / ۱۱۰ 

1       2         3       11       5        S.h    S.d       8         9      10      12       13      14     E.ch. 
 

  (PGM)مقايسه ي الكتروفورز آيزوزيم هاي فسفوگلوكو موتاز: ۲تصوير شماره 

   روي ژل نشاستهديسپار و انتامبا هيستوليتيكانمونه هاي انتامبا 

 
S.h = Standard of Entamoeba histolytica 

S.d = Standard of Entamoeba dispar 
E.ch.= Entamoeba chatton 

 

 

 

  زايمودم نمونه هاي جدا شده از بيماران آلوده به انتامبا هيستوليتيكا و انتامبا ديسپار در جنوب ايران: ۱ دول شمارهج
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  ايي نگرديدمودم اين دو سويه شناساي شماره ي زHK  و PGMبه دليل مشخص نشدن باندها در آنزيم هاي = ∗

  
 
   هگزوكيناز–د 

در اين انزيم نمونه ها ايجاد دو باند مجزا مي نمايند كه يا 

با حركت نسبي سريع و يا با حركت نسبي كند مشخص 

 با ۲۰ و۱۱،۴،۱بر اين اساس نمونه هاي شماره. مي شوند

مهاجرت نسبي تندتر و نمونه هاي شماره 

  سبيــرت نـــ با مهاج۲۳ و۱۹،۱۸،۱۶،۱۵،۱۲،۱۰،۹،۸،۷،۶

  . كندتر ايجاد باند نمودند

  

ص داده شده در يمودم های تشخي زا۱   جدول شماره ی 

  چنانکه مشاهده  .دهد نشان می  رانمونه های مختلف

ص داده يکا تشخيتيستولي موردی که انتامبا ه۶می شود از 

ک مورد از استان بوشهر جمع آوری شده بود ي بود، شده
www.SID.ir
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 ۱۱۱ زايمودم هاي انتامبا هيستوليتيكا در جنوب ايران                  دکتر صاحباني و همکاران                                              

مودم شماره ی يه زاي و بق (XIV)مودم شماره ی يکه زا

(II) بودند .  

مودم های شماره ی يسپار شامل زايمودم های انتامبا ديزا

(I)، (XVI)، (XVII)،(XVIII)بودند .  

   
    بحث

 
تفكيك س برای يم الکتروفورزيزوآنزيک آي   تکن  

زايمودم هاي انتامبا هيستوليتيكا و انتامبا ديسپار مستلزم 

 بدست آوردن اين و استم يمناسب آنز وجود مقدار

انجام .سر نمی باشديب ميجز با کشت آم مقدار آنزيم

ط های يک و هم در محيط  های اگزنيکشت هم در مح

ک مستلزم ير است ولی چون کشت اگزنيک امکان پذيگزن

ن از يمحققن اکثر ي طولانی است بنابرااريصرف وقت بس

نسون يط کشت رابيک  مخصوصا محير اگزنيکشت های غ

  .)۸ و ۴(استفاده می کنند

کشت سرم منعقده محيط در ابتدا هم از ق ين تحقيدر ا

)Hrs-S (شد نسون استفادهيط کشت رابي مح ازو هم .

آماده سازي محيط كشت سرم منعقده بسيار ساده بوده و 

از مواد محدودي در تهيه ي آن استفاده مي شود و براي 

) ۹( مي باشد آميب بسيار مناسب و نقل و انتقالنگهداري

 و بدست نسونيط کشت رابيل بازدهی بهتر محي به دلاما

ط يج محيتدر به آمدن تعداد مناسب آميب در اين محيط

  .سرم منعقده کنار گذاشته شد

 به نمونه ی استاندارد ازي     در انجام الکتروفورز حتما ن

ن يکه در ا. سپار می باشديکا و انتامبا ديتيستوليانتامبا ه

-HM): کا شامليتيستوليه نمونه های استاندارد  ازقيتحق

1) (Z=19),(Z=14)سپاري و نمونه انتامبا د(AS-16)  

اخته شناسی ياز بخش تک استفاده شد كه صميمانه 

در  Keio دانشکده بهداشت دانشگاه تهران و دانشگاه 

  .ار قرار گرفتيکشور ژاپن در اخت

شايع ترين در اين تحقيق ج بدست آمده ي     بر اساس نتا

مودم ي زا ، ايرانجنوب درکايتيستوليمودم انتامبا هيزا

ن يع تريشااين زايمودم .مي باشد%)۸۳ ((II)   شماره

 خصوصا در ا يمودم گزارش شده از نقاط مختلف دنيزا

يكي XIV زايمودم شماره ي  ).۱۰ و ۶(آفريقا مي باشد

ديگر از زايمودم هاي تشخيص داده شده در اين تحقيق 

اين زايمودم در . از استان بوشهر جدا گرديدكهاست 

كشور هند جزو شايع ترين زايمودم هاي انتامبا 

اگر چه در ساير كشورها نيز .هيستوليتيكا مي باشد

   .)۴(گزارش گرديده است

زايمودم شماره دو  ۲۲ و ۱،۲،۴،۲۰  شماره ي ها     نمونه

فرد اين نمونه ها با ايجاد يك باند من.تشخيص داده شدند 

 د بايلاماي روی ژل پلی اکردر منطقه آلفاGPI در آنزيم 

۲۳/۰RM= م و بايک انزيم ماليک باند منفرد در آنزي  و 

۶۵/۰ RM=ع در ژل يبا مهاجرت نسبی سر  و دو باند

ک باند در ي ايجاد  و   RM =۹۴/۰ و ۶۴/۰ناز با يهگزوک

     .    مشخص شدند PGMم يمنطقه ی بتا در آنز

 تشـخيص   ۱۴ زايمودم شـماره     ۱۱ ی شماره ی          نمونه

م يک بانـد در منطقـه ی بتـا در آنـز           يجاد  ي با ا  داده شد كه  

GPI م يع در آنزي با مهاجرت نسبی سرايجاد باند هايي و

HK  م ي منطقه ی بتا در آنزک باند دري وPGM ز ي متمـا

  .ديگرد

 مشـاهده مـی     ۱،۲،۳،۴گونه که در شـکل هـای             همان 

 بـا   HKم يدر آنز سپاري مربوط به انتامبا دشود،نمونه های

 کنـدتر از نمونـه هـای        يجاد دو باند بـا مهـاجرت نسـب        يا

جاد  باند در منطقـه ی  ي با ا  PGMم  يکا و در آنز   يتيستوليه

  .می شوندآلفا مشخص 

جاد باند در مناطق ين ها بر حسب ا آمودمي    شماره  زا

ن اساس يبر ا. مشخص می شودGPIم يمختلف آنز

مودم شماره ي،زا%) ۵/۲۹(  (I)مودم های شماره ی يزا

و %)۴۷ ((XVII)مودم شماره ی ي،زا%)XVI)(۱۷(ی

  .دنديگردشناسايي  %)۶ ((XVIII)مودم شماره ی يزا

ص داده  يکا تشـخ  يتيستوليی که انتامبا ه   ي     تمام نمونه ها  

 ـا.مـاری همـراه بودنـد     يم ب يماران با علا  يشدند در ب   ن در  ي

سـپار  يدادی از افرادی که به انتامبـا د       حالی است که در تع    

 ـآلوده بودند هم ناراحتی های گوارشی        لازم بـه   .ده شـد  دي

ذکر است که بـر اسـاس دسـتورالعمل سـازمان بهداشـت             

ب يم گوارشی است آم   يجهانی اگر در فردی که دارای علا      

د آن را صد در صـد انتامبـا     ي مشاهده شود،نبا  ر هماتوفاژ يغ

لـی  يآنکـه تسـت هـای تکم   کا فـرض کرد،مگـر     يتيستوليه
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ن صـورت   ي ـدر ا .دايد نم ييکا بودن آن را تا    يتيستوليگر،هيد

جاد کننده اسهال مـد نظـر قـرار         ير عوامل ا  يست سا يمی با 

از طرف ديگر به دليل آنكه كارشناسان آزمايشگاه        .)۳(رديگ

 عمدتا   نمونه هايي در اختيار اين تحقيق قرار مي دادند كه         

و انتامبـا هيسـتوليتيكا      هدبصورت اسهالي و ديسـانتري بـو      

با آزمايشات تكميلـي كـه روي        .تشخيص داده شده بودند   

 بسـياري از      مشخص گرديد كـه    اين نمونه ها به عمل آمد     

 ماكروفاژ، بلاستوسيستيس هومينيس و   حاوي   اين نمونه ها  

يا انتامبا كولي بودند و تعدادي هم به انتامبا ديسـپار آلـوده         

 ايجـاد كننـده      بـه سـاير عوامـل        اين افراد  احتمالا   . بودند

لـذا ايـن    . آلوده بودند  ) ويروسي و باكتريايي   عوامل(اسهال  

بيماران در حالي كه در اثر عوامل ويروسي و يا باكتريـايي            

 نمونه مرضـي آن هـا آميـب         در.دچار علايم بيماري بودند   

  .هم ديده مي شد

  :از اين مشاهدات دو نتيجه بدست مي آيد

ط به انتامبا ديسپار است كـه       علايم ايجاد شده مربو    ‐۱

بدست آمـده سـال هـاي اخيـر         اين ادعا خلاف نتايج     

  .)۳(مبني بر غير بيماري زا بودن انتامبا ديسپار است

افرادي كه علائم بيماري در آن ها بوجود آمـده در            ‐۲

حالي كه به انتامبا ديسپار غير بيماري زا آلـوده بودنـد            

مـاري  حد اقل بـه يـك ارگانيسـم ايجـاد كننـده ي بي             

 مبتلا بودند و علائم ايجاد شـده مربـوط بـه     هم ، ديگر

دست آوردهاي  با  گيري   نتيجهاين  .عامل دوم مي باشد   

 .جديد سازگاري بيشتري دارد
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