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  1*، عميد اطهري2زهرا نوچي

 
  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، دانشكده پزشكي،گروه انگل شناسي و قارچ شناسي 1
  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،هاي گوارش و كبد تحقيقات بيماريمركز  2
   عضو هيات علمي دانشگاه علوم پزشكي هرمزگان3

  چكيده
مشخص شده است كه . برند در آب و خاك به سر مي كه باشد ياخته موجود در محيط مي ترين تك آكانتامبا شايع :سابقه و هدف

هدف از اين . مستقيم موجب آلوده شدن قرنيه شودبطورتواند  ب آلوده يا استفاده از لنزهاي تماسي ميبعد از تروما و تماس با آ آكانتامبا
  .بود (PCR)  با استفاده از واكنش زنجيره اي پلي مراز شهر تهرانسطحميادين  هاي سطحي مطالعه تشخيص  آكانتامبا از آب

 آنها را  به محيط ،ها پس از فيلتر كردن نمونه. آوري شد طحي جمعهاي س  نمونه از آب22،  توصيفيمطالعهدر اين : بررسي روش
   .مورد ارزيابي قرار گرفتند) PCR(اي پلي مراز  هاي كشت مثبت آكانتامبا، با واكنش زنجيره  نمونهمنتقل و NNAكشت 
 كه با ندمبا تشخيص داده شدهاي به دست آمده، آميب آزادزي آكانتا از لحاظ شكل ظاهري كيست)   درصد59( نمونه 13: هايافته

اي   نمونه13 نمونه از 6 .كرد  را تكثير مي18S rRNA جفت بازي از ژن 903استفاده از پرايمر اختصاصي جنس آكانتامبا كه يك قطعه 
   . درصد به دست آمد3/27، بعبارتي شيوع آكانتامبا كه در كشت مثبت بودند، آكانتامبا تشخيص داده شدند

ها و تشخيص  بررسي آلودگي آب، لذا اقداماتي جهت هاي تهران به آكانتامبا شيوع بالايي دارد رسد آلودگي آب ظر ميبه ن: گيرينتيجه
  .شود توصيه ميعوارض ناشي از آن  پيشگيري از آلوده شدن به آكانتامبا وهاي  و يافتن راهصحيح اين انگل 
  .PCR ،هاي سطحي  آب،آكانتا مبا :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
تـرين    و يكـي از شـايع      )1(هاي آزادزي    آكانتامبا از خانواده آميب   

 اين انگـل فرصـت طلـب      .استهاي موجود در طبيعت      ياخته تك
از خاك، گرد و غبار، آب تازه، آب دريا، استخرهاي شـنا، يونيـت              

و فـضاهاي بيمارسـتاني       هاي تهويـه هـوا     دندان پزشكي، دستگاه  
ــا دو. )2( جــدا شــده اســت ــدگي آكانتامب شــكل  در چرخــه زن

ها به مواد كشنده مانند      تروفوزوئيت و كيست وجود دارد، كيست     
                                                 

گروه انگل شناسـي    تهران، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، دانشكده پزشكي،         : آدرس نويسنده مسئول  
  )e-mail: athari@sbmu.ac.ir ( دكتر عميد اطهري قارچ شناسي، و

  23/6/1387: تاريخ دريافت مقاله
  26/1/1388 :تاريخ پذيرش مقاله

ــر و آنتــي ــايي   بيوتيــك كل ــشان داده وطيــف دم ــا مقاومــت ن ه
هاي مختلف آكانتامبـا     گونه. )3،4( كنند اي را تحمل مي    گسترده

ــدازه كيــست در ســه گــروه   ــر اســاس شــكل و ان ) Ш، П، І(ب
با توجه به تغييرات احتمالي مرفولوژي      . )5(شوند   بندي مي  طبقه

هـاي كـشت، اسـتفاده از        و انداره كيست به خـصوص در محـيط        
كننـده   هـا چنـدان كمـك      ونـه معيارهاي فوق در طبقه بنـدي گ      

هاي ايجاد شده بـه وسـيله ايـن        در ميان عفونت  . )6(نخواهد بود   
تــــوان از  آنـــسفاليت گرانولومــــاتوز آميبــــي   انگـــل مــــي 

(Granulomatous Amebic Encephalitis,GAE)  گرانولومـاتوز ،
 Cronic Amebic)پوستي آكانتامبايي و كراتيـت آميبـي مـزمن   

Kratitis,CAK)       كه يك سندرم وابسته بـه آب اسـت نـام بـرد 
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توانـد   اكنـون مـشخص شـده اسـت كـه آكانتامبـا مـي       . )3،7،8(
معمولا بعد از تروما و تمـاس       (مستقيما موجب آلوده شدن قرنيه      

بـا وجـود    . )9(شـود   ) با آب آلوده يا استفاده از لنزهـاي تماسـي         
مطالعـات انـدكي در    )10(اهميت و شيوع اين بيماري در ايـران       

كه  هاي آزادزي از آب صورت گرفته است       زمينه جداسازي آميب  
كــشت و ( هــاي تشخيــصي غيــر حــساس در اكثــر مــوارد روش

 از ايــن رو . )11،12(بــه كارگرفتــه شــده اســت ) ميكروســكوپي
فـوني جـدا    هاي مولكولي در تشخيص عوامـل ع       استفاده از روش  

در ايـن مطالعـه روش مولكـولي         .شـود  شده از محيط توصيه مي    
ــره ــنش زنجي ــشخيص    واك ــايي و ت ــراز جهــت شناس ــي م اي پل

  .هاي سطحي و راكد مورد استفاده قرار گرفت آكانتامبا از آب
  

  مواد و روشها
 نمونـه از    22تعـداد   . اين تحقيق به روش توصيفي انجام گرفـت       

ها و   ران از قبيل آب استخر پارك     هاي سطحي و راكد شهر ته      آب
. ليتر جمـع آوري شـد    ميلي100- 500به ميزان ميادين عمومي،

 نـانومتر   45/0ها به كمك دستگاه پمـپ خـلا و  بـا فيلتـر              نمونه
 .صاف شدند و فيلتر آغشته به انگل كشت داده شد

ــت  ــشت جه ــار   ،Monoxenicك ــل روي آگ ــه قب ــر مرحل  فيلت
 Page's salineحـاوي   (Non Nutrient Agar, NNA)غيرمغذي 

(pH:7.2-7.4)    و آغشته به  اشرشياكلي  كشته شده بـا حـرارت 
هـا در دمـاي      پليت. كشت داده شد  ) به عنوان منبع تغذيه انگل    (

  هفتـه انكوبـه شـدند      2 تـا    1گراد به مدت      سانتي درجه 28- 30
)13( .  

 از محيط كشت  ) شمارش شده با لام نئو بار     (  آميب 1000حدود  
Monoxenicو باه  برداشته شد  PBS  اسـتخراج  .  شسته شـدند

DNA  با استفاده از كيـت DNA TM – Plus)  و طبـق  ) سـيناژن
 استخراج  DNA .مراحل ذكر شده در بروشور كيت صورت گرفت       

با آب مقطر رقيق شد و مقدار جذب آن در  1:50شده به نسبت 
ــوج   ــول م ــيله   280 و 260ط ــه وس ــانومتر ب  UV visible ن

spectrophotometerشناسـائي  جهـت تائيـد    پس س. بدست آمد
هاي جدا شده دركشت به عنوان جنس آكانتامبـا، واكـنش            آميب

كـه روشـي اختـصاصي اسـت مـورد          ) (PCRمراز   اي پلي  زنجيره
  اي از ژنوم آكانتامبا كـه  به اين منظور ناحيه. استفاده قرار گرفت
كنـد   را كد مي) SSU rRNA( ريبوزومي RNA زير واحد كوچك

.   گرديـد   تكثيـر  )14() 1جدول شماره   ( صي  با پرايمرهاي اختصا  
را تكثيـر   ) 903bp( جفـت بـازي      903اين پرايمرها يـك قطعـه       

  .كنند مي
  

   ترادف زوج پرايمر مورد استفاده در  تكثير ژنوم آكانتامبا-1جدول 
 طول پرايمر 

 )جفت باز(

نام پرايمر 3' به 5 'ترادف از

20 GCT CCA ATA GCG TAT ATT AA Acant F

20 AGA AAG AGC TAT CAA TCT GT Acant R

 
 ميكروليتري بـا    25در حجم   ) PCR(اي پليمراز     واكنش زنجيره 

 ســيكل 35 بــا برنامــه زيــر در (Toughch gene)ترموســايكلر 
ــه : صــورت گرفــت ــه در3دناتوراســيون اولي  درجــه 94 ْ دقيق

، گـراد   سـانتي  درجـه  94 ْ  ثانيه در  30، دناتوراسيون   گراد سانتي
 60، طويـل شـدن      گـراد  تي سان درجه 48  ثانيه در  30آنيلينگ  
  دقيقـه    5 طويل شدن نهـايي       و گراد  سانتي درجه 72 ثانيه در 

  .گراد  سانتيدرجه 72در 
هـاي    هـا و نيـز در كـشت         شيوع آلودگي آكانتامبا در كل نمونـه      

 .مثبت تعيين گرديد
  

  هايافته
هاي سطحي راكـد     آوري شده  از آب      نمونه جمع  22از مجموع   

در كــشت )  درصــد1/59(نــه  نمو13 ،در ســطح شــهر تهــران
Monoxenic     هاي به دست آمده،    از لحاظ شكل ظاهري كيست

  ).1شكل( آميب آزادزي آكانتامبا تشخيص داده شدند 
  

  
 )400Xبزرگنمايي ( كيست آكانتامبا جدا شده از آب راكد -1شكل

اي پلي مراز    هاي كشت مثبت آكانتامبا، با واكنش زنجيره       نمونه
)PCR ( ــابي ــورد ارزي ــدم ــرار گرفتن ــا اســتفاده از پرايمــر . ق ب

 جفـت بـازي از      903اختصاصي جنس آكانتامبا كه يك قطعـه        
 باندهاي مورد نظر بـه دسـت   ،كرد  را تكثير مي18S rRNAژن 
اي كه در كشت مثبـت        نمونه 13 نمونه از    6در اين روش،     .آمد

ــدند   ــشخيص داده ش ــا ت ــد، آكانتامب ــكل ( بودن ــيوع  ).2ش ش
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 درصـد مـوارد كـشت       1/46 درصـد بـود و       3/27آكانتامبا بربر   
  . مثبت داشتندPCRمثبت، نتيجه 

  

  
بزرگنمايي ( كيست آكانتامبا جدا شده از آب راكد - 2 شكل

400X .(كنترل مثبت : 7شش ايزوله آكانتامبا، ستون : 1- 6ستون
 .(DNA Ladder Mix)ماركر : 9كنترل منفي، ستون : 8آكانتامبا، ستون 

  
  بحث

هـاي  ] داد كه شيوع آلودگي آكانتامبـا در آب        اين تحقيق نشان  
انتـشار آكانتامبـا در     .  درصـد اسـت    3/27سطحي شهر تهـران     

ي از استوا تا قطب     يمناطق مختلف و شرايط گوناگون آب و هوا       
اي كــه در جامائيكــا  در مطالعــه). 6،3،2( گــزارش شــده اســت

كشي، آب رودخانه و آب دريا به        آب لوله   آلودگي ،صورت گرفت 
 6/49و   درصـد    4/26،   درصـد  1/36آكانتامبا بـه ترتيـب      انگل  
 .)15(  گزارش شددرصد

هـاي   ديگـري ميـزان آلـودگي بـه آكانتامبـا در آب           در مطالعه   
در . )16(  گـزارش شـد     درصـد  7/7خانگي شـهر سـئول كـره        

 از  ، در منطقه كازرون انجـام شـد       1376اي كه در سال      مطالعه
هـاي    نمونه آب و خاك كه از درياچـه و رودخانـه           354مجموع  

 مورد  3 مورد آميب آكانتامبا و      10 ،آوري شده بود   منطقه جمع 
 1387در مطالعه صورت گرفته در سال        . )11( نگلريا جدا شد  

آوري شـده از آب، خـاك و يونيـت            نمونه جمـع   80از مجموع   
هـا بـه آكانتامبـا آلـودگي          نمونـه  درصـد  25/46پزشكي،   دندان

 PCR هرچند در ايـن مطالعـه از روش حـساس         . )12( داشتند
 امـا در دسـترس   ، استفاده شـده اسـت  ي آكانتامبايبراي شناسا 

 DNAن كشت آگزنيك براي جدا سازي انگل و اسـتخراج           نبود
چرا كه جداسازي . باشد هاي اين مطالعه مي   از آن، از محدوديت   

رود  انتظار مي. هاي كشت با مشكلاتي مواجه است انگل از پليت
در صورت در اختيـار داشـتن كـشت خـالص انگـل، اسـتخراج               

DNA و در پي آن واكنش PCR     با موفقيـت بيـشتري همـراه 
هـاي مـستعد كننـده عفونـت          با توجه بـه وجـود زمينـه        .باشد

هـاي آلـودگي جهـت       ي كـانون  يآكانتامبائي در جامعه، شناسـا    
  .نمايد هاي احتمالي الزامي مي جلوگيري از عفونت

هــاي آكانتامبــائي در كودكــان بــا  هرچنــد مــواردي از عفونــت
 ولي ايـن آميـب بـه      ،سيستم ايمني كار آمد گزارش شده است      

ك انگل فرصت طلب، بيشتر در افراد با سيستم ايمنـي   عنوان ي 
چون گيرندگان عـضو، مبتلايـان بـه ايـدز و افـراد              ناكارآمد هم 

هاي سيستميك ناتوان كننده ماننـد هپاتيـت،         مبتلا به بيماري  
بديهي است بـا     ).7،6( كند ميايجاد  ديابت و بدخيمي بيماري     

 ـ       افزايش مـوارد ايـن بيمـاري       هـاي   تهـا احتمـال فزونـي عفون
 كـه آب بـه عنـوان يكـي از           يياز آنجا  .آكانتامبائي افزايش يابد  

هـاي    بررسـي آلـودگي آب     ،كنـد  منابع انتقال انگـل عمـل مـي       
 داراي  ،كشي، سطحي و راكد كـه در دسـترس قـرار دارنـد             لوله

    .باشد  ميياهميت فراوان
 

  و تشكردانيقدر
 نگارنـدگان ايــن مقالــه از زحمــات همكــاران گرامــي در گــروه 

شناسي و قارچ شناسي دانـشكده پزشـكي دانـشگاه علـوم             انگل
پزشكي شهيد بهـشتي و مركـز تحقيقـات سـلولي و مولكـولي              

در انجام اين طـرح بـه    كه دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي
چنـين از    هـم .  صميمانه قدرداني مي كننـد     ،آنها ياري رساندند  

ي از  هـاي ناش ـ   محترم دايره تحقيقات بيماري   كاركنان  زحمات  
هاي گوارش وكبد دانشگاه علـوم   در مركز تحقيقات بيماري غذا

پزشكي شـهيد بهـشتي بـه ويـژه آقـاي اسـماعيل گلدوسـت،               
  .كنند صميمانه تشكر مي
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