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19 85، بهار 1ماره، ش9مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                                 

  راني در ا به روش  ايزوآنزيم سپاري انتامبا د Iمودم ي زاجداسازي
  

   انيرضائدكتر مصطفي  2 ،قييحقدكترعلي 1*
  9/5/84:  تاريخ دريافت
  22/10/84: تاريخ پذيرش

  
  چكيده

  
  هدف 

  ري جهـت درمـان    ي ـم گ يتـصم  منظـور   ه ب ـ از نظـر بهداشـت عمـومي و        سپاريد كا و انتامبا  يتيستولي مشابه انتامبا ه    كاملا هاختيص افتراقي دو تك     يتشخ 
  نـاز و  يم هگزوك ي دو آنـز   اسـتفاده از   بـا     ميزوآنـز يي ا يايميوش ـيروش ب  ري ـدر سـالهاي اخ   . ار دارد يت بـس  ي ـاهماخته شناسـي پزشـكي      يماران در تك    ي ب
بـراي  مرجـع    دروش اسـتاندار  به عنوان   چنان  هماستفاده شده است و      سپاريد كا و انتامبا  يتيستوليه  جهت افتراق انتامبا   عييسطور و ه   ب فسفوگلوكوموتاز 

  . اين مطالعه با هدف تعيين الگوي ايزوآنزيمي ايزوله هاي انتامبا هيستوليتيكا و انتامبا ديسپار در ايران انجام گرفت.مطرح است  گونهن دويز ايتما
   مواد و روش كار

 و (ME)، ماليــك آنــزيم (PGM)، فــسفوگلوكوموتاز (GPI)يزومــرازگلــوكز فــسفات ا: مي آنــزر بــا اســتفاده از چهــارانيــ از ابيــ آمهزولــي دو ا
  .ن گونه شدندييم تعيزوآنزيبا الگوي مشخص ااستاندارد  هي و در كنار چهار سو(HK) هگزوكيناز 

  نتايج
ط يدر مح ـ) همراه بـا بـاكتري  ( كيه هاي گزنينكه سويپس از ا. نشان دادند را سپاريد  انتامبا I مودم يزاالگوي   ه بر روي ژل الكتروفورزي هر دو سو

ن يـي  تع Iمـودم   يري زا ييچگونه تغ ي و الگوي آنها بدون ه     هم شد يزوآنزي ا ا  مجدد  شدند،   )عاري از باكتري   خالص و     (كياختصاصي و غني شده آگزن    
  .شد

  نتيجه گيري
 صورت  ديگرهنمون  8بر روي ديگري كه مطالعه ين مطالعه و نتيجه ا با توجه به .نمايدمي  اعلام  رارانيدر ا سپاريد  انتامبا Iمودمين مطالعه وجود زايا

 كـه الگـوي   Iديسپار در ايـران زايمـودم     ايزوله هاي انتامبااغلب داشتند، مي توان پيش بيني نمود كه به احتمال زياد       Iگرفت  و همه الگوي زايمودم       
  . باشند، غالب در جهان است
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   انتامبا ديسپار I  جداسازي زايمودم

 

20 85، بهار 1ماره، ش9مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

           مقدمه
سالانه آلـوده   مردم جهان   % 10ب  ين زده مي شود كه قر     يتخم

سپار مـي شـوند    يد كا و انتامبا  يتيستوليه اخته انتامبا يبه دو تك    
كروسكوپ نـوري كـاملا مـشابه       يكه از نظر شكل ظاهري با م      

 اسـت كـه   مطالعات انجام شده نـشان داده        .گر مي باشند  يكدي
 مي باشـند    مبتلاسپاريد  انتامبا زاييماريب ري غ  گونه  به اكثر افراد 

% 10كمتر از   كا  يتيستوليه زاي انتامبا يماريآلودگي به گونه ب   و  
بـراي   ري ـدر سـالهاي اخ    ). 2 ،1 (را شامل مي شود   ان  ياز مبتلا 
گر روشــهاي متعــدد ملكــولي، يكــدين دو گونــه از يــافتــراق ا
 روش  . ابداع و استفاده شـده اسـت       ييايميوشيكي و ب  يسرولوژ

 بــراي 1968ن بــار در ســال يكــه اولــم يزوآنــزيا  ييايميوشــيب
 بــا 1978و از ســال ) 3(كــار بــرده شــده كا بــيتيستوليــه انتامبــا

 و همكارانش در سراسر جهان و       Sargeauntع  يمطالعات وس 
 بـه عنـوان   ب مطالعـه شـد،      ي ـزولـه آم  يدو دهه هزاران ا   در طي   

 روش). 5  ،4(افتراقــي مطــرح اســت ع مرجــروش اســتاندارد 
ي ي مبنــاي اصــلي و اساســي اعــلام نهــا  كــهمودمهــايزا زيآنــال

 كا و انتامبـا   يتيستولي ـ ه ك دو گونه مشابه انتامبا    يولوژيتفاوت ب 
و ) 6( 1993 در ســالClark  و  Diamond توســطسپاريــد

 بـه عنـوان    ،)1 (شـد  1997سازمان بهداشـت جهـاني در سـال         
ــريدق ــرايقت ــه و تنهــا روشن روش افت ــي تع جهــتق دوگون ن ي
ــه  يزا ــدر ا). 5 (مــي باشــدمودمهــاي مختلــف هــر دو گون ن ي

 /كايتيستولي ـهه از انتامبا  يدو سو ران  يدر ا  ن بار يبراي اول مطالعه  
زولـه  يم در كنـار چنـد ا      ي، با استفاده از چهار آنز     سپاريد انتامبا

  .مودم شدندين زاييز و تعيآنال ، با الگوي مشخص واستاندارد
  

  را كمواد و روش
كه AS 2 IR : ب با ناميه آميدو سو :ه هاي مورد بررسييسو
  AS 16 IR دركازرون جداشده بـود و   ستيك ك حامل ياز

ماري با علائم گوارشي در مركز طبـي        ي ب نمونه مدفوع    دركه  
هـر دو   . ن گونه شـدند   ييم و تع  يزوآنزيا ،شدمشاهده  كودكان  

ط يدر شـرا   ).7(  شـدند  نـسون كـشت   يط راب يه ابتدا در مح   يسو
 ازه ين دو سـو ي ـا ، در كنـار ) همراه با باكتري (كيكشت گزن 

ــو  ــار س ــتاندارديچه ــودم يزا (SAW1734RclAR: ه اس  Iم
  انتامبــاIمـودم  يزا (IWASAKI، )ليسپار از اســرائي ـانتامبـا د 

ــد ــدونزيي ــودم يزا (SAW755CRclB، )سپار از ان  XIVم

مـودم  يزا(  CYNO 09:TPC و ) مصركا از يتيستوليه انتامبا
III ندكنتـرل اسـتفاده شـد      به عنـوان  ) مونيم از   سپاريد  انتامبا. 

 بـدون   YIGADHA-Sط يه در مح ـيپس از آنكه هر دو سو
ــانيوجــود ه ــه ارگ ــگــري آگزنيزم ديچگون ــدندي ،  )8( ك ش

 بـا الگـوي     ك و ي ـ آگزن ه هـاي اسـتاندارد    يمجدداً در كنار سو   
، )كـا يكا از امر  يتيستولي ـه  انتامبا IIمودم  يز (HK-9: مشخص  

SAW1627)  ــودم ــاα IIزايم ــستوليتيكا  انتامب ــد هي      ،) از هن
HM-1:IMSS cl6) مـــودم يزاIIــا كا از يتيستوليـــه  انتامبـ

سپار از ي ـ انتامبا دIمودم يزا (CYNO 16:TPC و  )كيمكز
  .م شدنديزوآنزيا) مونيم

ــشت  ــايآمك ــاوي ك   :به ــدفوع ح ــاي م ــه ه ــنمون ــست ي ا ي
 ا مـــشكوك بـــه انتامبـــايـــثبـــت و بهـــاي ميت آميـــتروفوزوئ

نـسون  يك راب ي ـط گزن يسپار در مح ـ  ي ـد ا انتامبـا  يكا و   يتيستوليه
بهـا در   يت آم ي ـر تروفوزوئ ي ـپس از تكث  ). 7(كشت داده شدند    

ــا هفتــه اي يمحــ ــار پاســاژ3ط كــشت، ب ه هــاي مثبــت يســو  ب
 در AS 16 IR و AS 2 IR هيدوسـو . شـدند مـي  نگهـداري  

ــ ــل و   يط رابيمحـ ــن منتقـ ــه ژاپـ ــسون بـ ــدا نـ ــابتـ ط يدر محـ
YIGADHA-S   ك و  ي ـكولاتا منوگزن يا فاس يديتي در كنار كر

نمونـه هـاي     ). 8(ند  دش ـك  ي ـا آگزن يدي ـتيسپس با حـذف كر    
 ،) TYI-S-33) 9   طيحــكا در ميتيستوليــه انتامبــا كيــآگزن

 نمونـه هـاي   نـسون و    يط راب يسپار در مح  يد  انتامبا كيگزننمونه هاي   
  YIGADHA-Sصيط اختصايسپاردر محي انتامبادكيآگزن
  . و نگهداري مي شدندپاساژ

ب در هـر    يشترآمي ـا ب ي  5 × 104ط  كشت حاوي     يمح :بيز آم يل
ع يفاز ما . )5 (ش مناسب است  يط كشت براي آزما   يتر مح يلي ل يم

ه  ب ـ rpm  3000فوژ منتقـل و در دور يط كشت به لوله سانتريمح
 ختـه و  يي را دور ر   ي ـع رو يما. فوژ مي شود  يقه سانتر ي دق 10مدت  

 enzyme) مي آنزه مواد ثبات دهندتريكرولي  م10 تا 8 به رسوب
stabilizers)تــــــول يوتريدي ت:  شــــــامل(Dithiothritol) ، 

لن دي يات ـ و(e –aminocaproic acid)ديك اس ـينوكاپروئيآم
 ethylene diaminotetra-acetic) ديك اس ـينـوتترا اسـت  يآم

acid)  با غلظت mM 1 نجمـاد و  بـار ا  بـا چنـد  . اضافه مي شود
  .مها آزاد مي شونديزو آنزي سلولها ل(Freeze & Thaw)ذوب 

ــه در  ــپس نمون ــ  rpm  3000س ــدت ه ب ــانتر ي دق15م ــه س   فوژ يق
   .  مي گردداستفادهش يزماآجهت ي يع روي از مامي شود و
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 دكتر علي حقيقي

21 85، بهار 1ماره، ش9مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                                   

مـي  يزوآنزين الگـوي ا   يـي جهـت تع   :مهاي مورد بررسي  يآنز
  م اســتفاده ير آنــزسپار از چهــايــد كا و انتامبــايتيستوليــه انتامبــا

  ):5( مي شود
                                 (hexokinase, HK)نـاز  يهگزوك 
         (phosphoglucomutase, PGM)فسفوگلوكوموتاز 
  (L-malate:NADP+ oxidoreductase, ME)م ينـز آك ي ـمال

  (glucosephosphate isomerase, GPI)زومرازيگلوكزفسفات ا 

مها مـشاهده مـي شـود    ين آنزيدر الكتروفورز اي كه   يبندها    
  . نشان داده مي شوندγ و α ، β ، δبا علائم 

ــاي الكتروفــورز آنز ــا اســتفاده از پل :مه هــاي تيالكتروفــورز ب
ــشاسته   ــاوي ژل ن ــرژنت و  (Starch gel)ح ــق روش س  طب

 ه هـاي  يمودمهـاي سـو   ين زا يـي همكارانش انجام گرفت و بـراي تع      
  ).5(اندارد سرژنت استفاده شد مورد بررسي از الگوي است

ــر ــو     ب ــه س ــرژنت، هم ــوي س ــاس الگ ــا ياس ــاي انتامب  ه ه
سپار بانـد   ي ـد ه هاي انتامبا  ي و سو  β باند   PGMكا با     يتيستوليه
α  مودم  يزا. دارندXIV كا در  يتيستولي ـ انتامباهGPI  بانـد β و 
دو دارنـد و   ن آنيب ـ ك باند ماي و α  ، β باند XIXمودم يزا
ه ي در همه سـو    (HK)نازيهگزوك.  دارند α باند   مودمهايه زا يبق

نشان مـي دهـد، در حـالي     γ و  βكا باند يتيستوليه هاي انتامبا
 (ME)م  يك آنـز  ي ـ مال  . دارد δ و   α سپار باند   يد كه در انتامبا  
ك ي ـسپار  ي ـد كا و انتامبـا   يتيستولي ـه ه هاي انتامبـا   يدر همه سو  

واني بانـد  ي ـو حبهاي انساني يمآه يكسان دارد، ولي در بقيباند  
 PGMمهـاي   يلذا از روي حركت آنز    . متفاوت نشان مي دهد   

 س اخـــــتلاف انتامبـــــا ي در روي ژل الكتروفـــــورزHKو 
 مودمهــاي مختلــف انتامبــايسپار و زايــد كا و انتامبــايتيستوليــه
ــد ــشخص ي ــسپار م ــودم ــا . ي ش ــا ي زاGPIب ــاي انتامب  مودمه
  .گردند ن ميييتعكا يتيستوليه
  
  جينتا

 AS 16و    AS 2 IRراني يه هاي ايمي سومودي الگوي زا
IR ب تـوأم بـا بـاكتري    ي ـكـشت آم (ك يط كشت گزنيشرا  در

ه بـا الگـوي     ينسون، در كنـار چهـار سـو       يط راب يدر مح )  ناشناخته
ه يسـو  دو هـر بـراي   ). 1شـكل   (شـد   ن  ييمي مشخص تع  يزوآنزيا

در .  مـشاهده شـد    α بانـد    PGM و در    δ و   α بانـد    HK ميآنزدر
  اسـتاندارد  ه هـاي  ي هماننـد سـو    (GPI) زومـراز يگلوكز فسفات ا  

ــا ــد انتامب ــد ي ــا  وند داشــتαسپار بان ــ مالب ــزي   هم در همــيك آن
رانـي  يا هيدو سـو   لـذا    .ده شـد  ي ـكـسان د  يك بانـد    ي ـه هـا    يسو
  .  شناخته شدندسپاريد انتامبا  Iمودم يزا

ديـسپار   هيستوليتيكا و انتامبا   با توجه به برخي نظريه ها كه انتامبا       
كشت خالص بدون حضور هيچ ارگانيزم      (ت آگزنيك   پس از كش  
، از نظر ايزوآنزيم تغيير الگو مـي دهنـد، هـر دو سـويه در                )ديگري

زايمودمهـا  .   آگزنيـك شـدند    YIGADHA-Sمحيط اختصاصي   
پس از كشت آگزنيك در كنار چهار سويه استاندارد ديگر آناليز و 

  تعيـين شـد      Iبدون هيچ تغييـر همـان زايمـودم          نتيجه كاملا مشابه و   
  ).2شكل (
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در AS 16 IR و AS 2 IRالگـوي الكتروفـورتيكي دو سـويه    : 1شـكل  
شرايط كشت گزنيك بر روي ژل نـشاسته در كنـار چهـار سـويه بـا الگـوي                   

، (HK)هگزوكينـــــاز: مـــــشخص و بـــــا اســـــتفاده از چهـــــارآنزيم
كز فـسفات ايزومـراز      و گلو  (ME) ، ماليك آنزيم     (PGM)فسفوگلوكوموتاز

(GPI) .    
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 پس AS 16 IR و AS 2 IRالگوي الكتروفورتيكي دو سويه : 2شكل 
از كشت آگزنيك بر روي ژل نـشاسته در كنـار چهـار سـويه بـا الگـوي                   

ــار  ــتفاده از چهــ ــا اســ ــاز: آنــــزيم مــــشخص بــ ، (HK)هگزوكينــ
گلــوكز فــسفات  و (ME)ماليــك آنــزيم   ، (PGM)فــسفوگلوكوموتاز

     .(GPI)ايزومراز 

  
   و نتيجه گيريبحث

مودمهـاي  يمـي زا  يزوآنزيات حركـت ا   ي خـصوص  هبا مـشاهد  
 ز نمـود  يبها مي توان گونه هاي مختلف انتامباها را از هم متما          يآم
ــا. )5( ــ ن روشيـ ــه  ه  بـ ــراق دو گونـ ــصوص در افتـ ــاخـ  انتامبـ
الي كـه  در ح ـ .ژه اي دارد  ي ـت و يسپار اهم يد كا و انتامبا  يتيستوليه
د روده اي تـوأم بـا    يمـاري شـد   ياست ب  كي پاتوژن است و قادر    ي

 ر سـالانه  يم خارج روده اي با مرگ و     س  يازيبي و آم  اسهال خوني 
گـري  يدجـاد كنـد،       ي هـزار مـورد در جهـان ا        100 تـا    50حدود  

  برابــر نــسبت بــه انتامبــا10وع تــا يزان شــيــ بــا م)سپاريــانتامبــا د(
 ).10 ،2 ،1(د درمـان شـود      ي ـو نبا اسـت    ازيماريب ريكا غ يتيستوليه

ــيمــي جهــت تعيزوآنزيبررســي الگــوي ا ــاي تــك  ي ــه ه   ن گون
ق در سطح جهان اسـت      يكي از روشهاي دق   ياخته هاي مختلف    ي

ــا  ــراي شناس ــه ب ــك  يك ــدي ت ــه بن ــه يي و طبق ــا ازجمل ــه ه : اخت
ــل ــا، ترياها، تريشماني ــها ويپانوزومه ــارديژ كوموناس ــاربرد و ي ا ك

  مـــييزوآنزين الگـــوي ايـــي تع).11، 5(ژه اي دارد يـــت ويـــاهم
 بـراي   اري از كـشورهاي جهـان     يبـس اخته ها در    يگونه هاي تك    

  ا ي ـها انجـام گرفتـه      اخته  يپهاي تك   يفنوت ي  يطبقه بندي و شناسا   
ا يشمانيي گونه هاي ل   ين روش براي شناسا   يا استفاده از . رديگ مي
ــدر ا ــده اســت  ي ــزارش ش ــ  و)11(ران گ ــود  همطالع  حاضــر وج
 ايـن مطالعـه     .ديران را اعلام مي نما    يسپار در ا  يد نتامبا ا Iمودم  ياز

براي اولين بار جهت تعيين الگوي ايزوآنزيمي سويه هاي ايراني          
ــاليز و 2تنهــا  ابتــدا هرچنــد . انجــام گرفــت  ايزولــه از آميــب آن

ديسپار شناسايي شدند، ولي با توجـه بـه مطالعـه        انتامبا Iزايمودم  
 نمونه ديگر صورت گرفت      8ي  اي كه متعاقب اين بررسي بر رو      

،  مي توان پيش بيني نمـود        )12(  داشتند Iو همه الگوي زايمودم     
 كـه   Iديـسپار در ايـران زايمـودم         كه غالـب ايزولـه هـاي انتامبـا        

بـرخلاف    حال ني در ع  .  الگوي غالب در جهان است مي باشند      
ر در الگـوي    يي ـمبنـي بـر تغ    ن  يمحققد نشده برخي    ييگزارشات تأ 

ايـن بررسـي    در   ،)14،13 (كي ـي  پس از كشت آگزن     ميزوآنزيا
 كيك و آگزن  يط كشت گزن  يمها در هر دو شرا    يحركت آنز در  

حركـت   ثابـت بـودن   هي ـدي بـر نظر يي ـ كـه تأ  ثبات مـشاهده شـد    
  .  )15( ك  استي پس از كشت آگزنمها در الكتروفورزيآنز
  

  تشكر و قدرداني
ر شايسته است از زحمات دكتر سيكي كوباياشي و پروفـسو         

تسوتومو تاكئوچي از گروه بيماريهاي گرمسيري دانـشگاه كيـو          
ژاپن كه در آموزش روشها، كمك بـه انجـام كـشت آگزنيـك                 

دو سويه آميب  و همچنـين اجـراي روش ايزوآنـزيم همكـاري              
همچنين از زحمـات بـي دريـغ خـانم شـهره            . داشتند تشكر شود  

داشـت،  فرنيا از گروه انگل شناسي و قارچ شناسي، دانـشكده به          
دانشگاه علوم پزشكي تهران در جداسازي ايزوله هـاي آميـب و            
ــگزاري     ــك سپاس ــيط گزني ــا در مح ــداري آنه   كمــك در نگه

   .مي شود
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