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Abstract  
Background: Regarding the increasing number of acanthamoebiasis cases in recent decades, 
investigating the environmental pollution of this amoeba is now a focus of more attention.  Surface 
stagnant water is considered as one of the important sources of human infections. 
Objective: The aim of this study was isolation and molecular identification of Acanthamoeba spp 
in surface stagnant waters of Qazvin.  
Methods: This was a descriptive study carried out in the autumn of 2010. A total of 40 samples of 
surface stagnant waters from the city parks and squares in Qazvin were collected. Samples were 
initially filtered using 0.45µ nitrocellulose membrane filters and later the residual components left 
on filter membrane cultured on non-nutrient agar. The cultures media were microscopically 
examined for the presence of trophozoites and cysts of free-living amoebae. Positive cultures for 
amoebae were examined by PCR (polymerase chain reaction) method using specific primers for the 
genus of Acanthamoeba. 
Findings: Free-living amoebae were identified in 32 (80%) samples by culture method. In addition, 
Acanthamoeba was identified by PCR method in 14 (43.8%) cases of positive cultures showing a 
nearly 500bp band.      
Conclusion: considering the prevalent of Acanthamoeba in surface stagnant waters of Qazvin, more 
attention to the potential role of such waters in transmission of infection by the regional clinicians 
and health practitioners is necessary. 
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   چكيده
منـابع مهـم    يكـي از . ياخته مورد توجه قـرار گيـرد  محيطي اين تك هاي اخير سبب شده است كه بررسيافزايش موارد آكانتامبيازيس در دهه :زمينه

  .هاي راكد سطحي استهاي انساني، آباحتمالي آلودگي
  . هاي راكد و سطحي شهر قزوين انجام شدبه منظور جداسازي و شناسايي مولكولي آكانتامبا در آبمطالعه  :هدف

هـا از  آوري و نمونـه جمـع  1389ر پاييز ها و ميادين مختلف شهر قزوين دنمونه آب راكد از پارك 40در اين مطالعه توصيفي تعداد : هامواد و روش
هـاي  محـيط . كشت آگار غيرمغـذي كشـت داده شـدند   مانده روي فيلترها در محيط باقيعناصر . ميكروني عبور داده شدند 45/0فيلترهاي نيتروسلولز 

هـاي مثبـت بـا    حاصـل از كشـت  هـاي  سكوپي آزمايش شدند سپس ترفوزوئيتهاي آزادزي به روش ميكروت از نظر تروفوزوئيت و كيست آميبكش
  .آزمايش شدند PCRاستفاده از پرايمرهاي اختصاصي جنس آكانتامبا به روش 

نمونه  14 ، درPCRبا استفاده از روش . هاي آزادزي رشد و تكثير يافتندآميب) 80(%نمونه  32نمونه مورد بررسي به روش كشت، در  40از: هايافته
  .نشان دادند bp500تشخيص داده شد كه باندي اختصاصي حدود هاي آكانتامبا گونه) 8/43(%مثبت 
اندركاران بهداشتي منطقـه بـه نقـش    هاي راكد و سطحي شهر قزوين، ضروري است پزشكان و دستآكانتامبا در آب با توجه به وجود :گيرينتيجه

  . هاي ناشي از آن توجه كنندها در انتقال آكانتامبا و بيمارياحتمالي اين آب
   
  آرسي، پيآكانتامبا، آب راكد سطحي، آميب :هاليدواژهك
  

  

  :مقدمه 
انتشـار  است كـه   آزادزيهاي آميباز  يجنسآكانتامبا      

فاضلاب و  هوا، به طور فراگير در آب، خاك،جهاني دارد و 
هـاي  اين تك ياختـه گونـه   )1(.است ها پراكندهساير محيط

انسـان و حيـوان    هـا بـراي  مختلفي دارد كه برخـي از آن 
ــاري ــتندبيم ــه .زا هس ــكل  گون ــه دو ش ــا ب ــاي آكانتامب ه

كيست در شرايط  .شوندمشاهده ميتروفوزوئيت و كيست 

نامساعد محيطي تشكيل و سبب بقا و تـداوم حيـات ايـن    
ــك ــه  ت ــي ياخت ــت م ــوددر طبيع ــل   .ش ــت در مقاب كيس

عفوني كـردن انـواع   مورد اسـتفاده بـراي ضـد    گندزداهاي
آب و و همچنين كلرينه كردن زات پزشكي ايل و تجهيوس

هـا  مقـاوم   هـاي آب بيمارسـتان  كردن سيستمضدعفوني 
       )2-4(.است 
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هاي مختلف جـدا  هاي مختلف آكانتامبا از محيطگونه     
خــاك، آب، آب معــدني داخــل بطــري، : انــد شــاملشــده

 هـاي پزشـكي، دسـتگاه  هاي دنداناستخرهاي شنا، يونيت
غبار هوا،  و گرد دياليز، هويه مطبوع، دستگاهكننده و تخنك
متعلقـات لنزهـاي تماسـي، ترشـحات      ،هاي كشـت محيط

هـاي  مخـاط حلـق بيمـاران بـا نـاراحتي      و گوش و بينـي 
 هـاي گونـه رغـم انتشـار بسـيار گسـترده     علـي  )1(.تنفسي

بــاره هـاي محـدودي در  گـزارش  زا،آكانتامباهـاي بيمـاري  
هـا   اكثـر گـزارش  . سـت ها در دسـت ا بيماري ناشي از آن

پس از رايـج شـدن اسـتفاده از     اخير و هايمربوط به سال
 آكانتامبيـازيس تظـاهرات مغـزي،   . لنزهاي تماسـي اسـت  

چشمي دارد كه سـه مـورد اول بـه طـور     ريوي و  پوستي،
عفونت  .افتدعمده در بيماران دچار اختلال ايمني اتفاق مي

شـود كـه   مـي  نسفاليت آميبـي گرانولومـاتوز  مغزي سبب ا
آميـب   ،در ايـن مـوارد   )5(.اي مزمن و كشنده اسـت عارضه

هـاي  لزيـون  ،ريـه  ،تليوم بوياييممكن است از طريق اپي
. پوستي يا مخاط وارد خون شود و به مغـز گسـترش يابـد   

 (cutaneous acanthamoebiasis) پوستي مبيازيسآكانتا
مبايي در مبتلايـان بـه   هاي آكانتاترين تظاهر عفونتشايع
هـاي پوسـتي   هتوانـد ضـايع  است كه ميشناخته شده ايدز 

تـر  پنوموني آكانتامبايي با فراواني كم )6(.وسيعي ايجاد كند
اين آميب ممكن است به  .شودمشاهده مياز دو نوع قبلي 

عارضـه   )7(.سبب استئوميليت شـود و  استخوان هجوم ببرد
ــب در   ــن آمي ــلي اي ــت اص ــمي،كراتيت  عفون ــاي چش ه

است كه به طور عمده در افراد جـوان و داراي  آكانتامبايي 
كفايت عملكرد ايمني گزارش شده است و به طور معمول 

افتد كه آسيب جزئي در قرنيه دارند يا اتفاق ميدر افرادي 
لنزهـاي آرايشـي و رنگـي     به خصـوص از لنزهاي تماسي 

  )8(.كننداستفاده مي

مخزنـي  هاي آكانتامبا در طبيعت به عنوان ترفوزوئيت     
 ،هـاي لژيـونلا  هاي پاتوژن نظيـر گونـه  براي انواع باكتري
و مايكوبـاكتريوم اويـوم    ،ويبريو كلـرا  ،هليكوباكتر پيلوري

تكثيـر و   ،و سبب حفظ اندلستريا مونوسيتوژنز شناخته شده
زيسـتگاه معمـول    )1(.شوندانتقال اين عوامل باكتريايي مي

ــاكتري ــا و ايــن ب ــواع   و در  هــا آب اســتآكانتامب ــين ان ب
ترين محيط مناسبهاي راكد سطحي، آب ،هاي آبيمحيط

با توجه بـه ايـن كـه    . براي بقا، رشد و تكثير آميب هستند
هاي انسـاني  عفونت هاي راكد يك منبع احتمالي انواعآب

بـه لحـاظ   ها از نظر آلودگي به آكانتامبا هستند، مطالعه آن
 بسيار ارزشمندمين سلامت افراد جامعه و تأحفظ  ،بهداشت

  . است
شناسايي آكانتامبـا بـه طـور معمـول از طريـق روش           

هـا در محـيط   ها يا كشت آنمستقيم ميكروسكوپي  نمونه
هـاي آن  اساس خصوصيات سـاختاري كيسـت  بركشت و 
ــت ــأ  .اس ــت ت ــه عل ــن روش ب ــا اي ــرايط كشــت ب    ثير ش

هـاي اخيـر روش   در سـال  .هايي همـراه اسـت  محدوديت
اين   Polymerase (PCR) Chain Reactionمولكولي

ييـدي  تأ مشكل را تا حد زيادي برطـرف كـرده و آزمـون   
هـاي آزادزي  مناسبي براي افتراق آكانتامبا از سـاير آميـب  

 18S rRNA از ژن ايتكثير قطعه با هانمونه PCR .است
به عنوان روشي اختصاصي براي شناسايي جنس آكانتامبـا  

ه عدم وجـود اطلاعـات در   با توجه ب )9(.توصيف شده است
مطالعه حاضر به منظور  ،زي در قزوينهاي آزادمورد آميب

راكد و هاي جداسازي و شناسايي مولكولي آكانتامبا در آب
 .شهر انجام شد اين سطحي

  
  :هامواد و روش 

برداري طي فصل پـاييز  نمونهدر اين مطالعه توصيفي،      
ي هـا ماهاي پـارك آب نو  هانداميهاي راكد از آب 1389

 1000تـا   500نمونـه   40تعـداد  . شهر قزوين انجـام شـد  
هـاي  هاي مختلف در داخل ظـرف از مكانليتري آب ميلي

هــا نمونــه. آوري شــداســتريل و عــاري از آلــودگي جمــع
شناسـي دانشـكده پزشـكي    يشـگاه انگـل  به آزما بلافاصله

  .دانشگاه علوم پزشكي قزوين منتقل شدند
هــاي راكــد از روش از آبي آكانتامبــا بــراي جداســاز     

هـاي  نمونـه . فيلتراسيون به كمك پمپ خلاء استفاده شد
 45/0آب به طور جداگانـه از فيلتـر نيتروسـلولز بـا منافـذ      

  عبور فيلتر ازها آميب با اين روش( ندشد داده عبور ميكرون
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  ). مانندكنند و بر سطح آن باقي ميعبور نمي

ــا در        ــت آكانتامبـ ــيطكشـ ــار غير  محـ ــذيآگـ          مغـ
)Non Nutrient Agar( 5/1  ــاكتري درصــد حــاوي ب

اين محـيط بـا اسـتفاده از پـودر      )10(.كلي انجام شداشرشيا
تهيـه   Amoeba Page Salinو بافر  (Difco)باكتو آگار 

مـولار  ميلـي  5/2: مواد زيـر بـود  بافر فوق تركيبي از . شد
           KH2PO4، 5/0 مــــولارميلــــي 1 ،كلريــــد ســــديم

 CaCl2 6H2O ميكرومولار Na2Hpo4  ،40مولارميلي
 نهايي حـدود  PHبا  MgSO2 7H2Oميكرومولار  20و 
هر فيلتر به طور مسـتقيم بـه پليـت محـيط كشـت      .  9/6

بـه طـوري كـه سـطح رويـي آن كـه حـاوي         ؛منتقل شد
هـاي  محيط .رسوبات بود بر روي محيط كشت قرار گرفت

گـراد  درجـه سـانتي   30تـا   25كشت داده شده در دمـاي  
پس از كشـت از نظـر وجـود     انكوبه شدند و از روز چهارم

يا تروفوزوئيت به روش ميكروسكوپي مورد مطالعه كيست 
داري و در هـا حـداكثر يـك مـاه نگـه     كشـت . قرار گرفتند

، منفي در نظر پس از اين مدت صورت عدم مشاهده آميب
  .گرفته شدند

 ،DNAت آوردن مقدار كـافي  دسبه استخراج و براي      
استريل   (PBS)بافر فسفات سالين ليترميلي 5تا  4حدود 

 PBS بـا بـافر   سطح پليت كاملاً وبه محيط كشت افزوده 
بـافر   .ور شـوند در بافر غوطه هامخلوط شد تا تروفوزوئيت

به داخل ميكروتيوب منتقـل   حاوي تروفوزوئيت و كيست 
هـر   .ندانتريفيوژ شـد س ـ 4000در دور دقيقـه   5ت و به مد

و بـه كمـك سـانتريفيوژ     PBSنمونه سه مرتبـه بـا بـافر    
براي  .دحذف شو هانمونه شد تا آگار اضافي از شستشو داده

 DNGTM–PLUS تجاري تكي از آكانتامبا DNA استخراج
. عمـل شـد  آن  كار و طبق دستوراستفاده ) ايران-سيناژن(

                  ســــتخراج شــــده از هــــر نمونــــه  ا DNAغلظــــت 
ــا ــتفاده از بـ ــتگاه اسـ                   Nanodrop ND-1000دسـ

(Ttermo Fisher Scientific, USA)    در طـول مـوج
گيـري  ميكروليتـر انـدازه  حسب نـانوگرم در  نانومتر بر 260
     .شد

هـاي آزادزي از  اي تشخيص آكانتامبا از ساير آميـب بر     
ريبـوزومي   RNAاي از ژن زير واحد كوچـك  تكثير قطعه

(SS rRNA) تشخيص طبق روش افتخار و . استفاده شد
گيري از پرايمرهاي استفاده شده توسط و با بهره همكاران

   )11و9( .شرودر و همكاران انجام شد
ــاز  ــاJDP2  و JDP1يدهااوليگونوكلئوتيـ 5)ترادف بـ ́-

GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA)   5́) و 
TCTCACAAGCTGCTAGGGGAGTCA)  ــه بـ

ه عنوان  پرايمر رفت و پرايمـر برگشـت اسـتفاده    ترتيب ب
ميكروليتـري حـاوي    25هاي در حجم PCRواكنش . شد
 ، DNAنانوگرم  Taq DNA polymerase، 20 واحد 25/1
 2/0 و dNTPمـولار ميكرو MgCl2، 300مولار ميلي5/1

دسـتگاه   ازاسـتفاده   بـا  پرايمرهـا  يـك از هر ازميكرومولار 
Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA) 

: انجام شد كه عبـارت بـود از   دور 32در  PCR. انجام شد
 ،گرادسانتيدرجه  94دقيقه در 5دناتوراسيون اوليه به مدت 

 ،گـراد درجـه سـانتي   94ثانيه در  30به مدت يون دناتوراس
 ،گـراد سـانتي درجـه   60 ثانيـه در  30 به مدتتصال اوليه ا

 گـراد و درجه سـانتي  72در  ثانيه 30 به مدت سازيطويل

ــل ــه مــدت  ســازيطوي ــه در 5نهــايي ب درجــه       72 دقيق
درصـد   5/1بر روي ژل آگاروز  PCRمحصول . ادگرسانتي

حاوي اتيديوم برومايد الكتروفورز شد و باندهاي به دسـت  
ــتگاه   ــتفاده از دســــــ ــا اســــــ ــده بــــــ                           آمــــــ

Gel-documintatio (Uvitec Cambridge, UK) 

نمونه  كنار ها درنمونه PCR. برداري شدعكس ومشاهده 
منفـي در مركـز تحقيقـات سـلولي و      شاهد مثبت و شاهد

  .  مولكولي دانشگاه علوم پزشكي قزوين انجام شد
  
  :هايافته 

نمونـه   32در آميب آزادزي نمونه مورد بررسي،  40 از     
روش بـا  . به روش كشت تشـخيص داده شـد   )درصد 80(

PCR، 8/43( مثبت آميب آزادزينمونه  32نمونه از  14 در 
 bp500آكانتامبا تشخيص داده شدكه باندي حدود ) درصد

  ).1شكل شماره (را نشان دادند 
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 هاي آزادزي درهاي مثبت آميبكشت PCR - 1شكل 
  محيط آگار غيرمغذي از نظر آكانتامبا

M               = ماركر 
NC               = شاهد منفي 

S               = نمونه 
PC               = شاهد مثبت  

   
  

  :گيريبحث و نتيجه 

هـاي  حدود يك سوم نمونـه اين مطالعه نشان داد كه      
از نظر  PCRآب هاي راكد سطحي شهر قزوين به روش 

دهنده خطر بالقوه اين مثبت بودند كه نشانوجود آكانتامبا، 
هـاي در معـرض   ز آكانتامبيـازيس در گـروه  ها در بـرو آب

  .پر خطر استتماس به ويژه افراد 
كراتيـت   امروزه لنزهاي تماسي به عنوان عامل خطـر      

هـاي چشـمي   شوند و ضايعهآكانتامبايي در نظر گرفته مي
كنندگان از ايـن  ناشي از آكانتامبا به طور عمده در استفاده

نيز موارد مربـوط بـه    در ايران .شودنوع لنزها مشاهده مي
كننـدگان از  بـه خصـوص در اسـتفاده   كراتيت آكانتامبايي 

  )12-16(.لنزهاي رنگي و آرايشي رو به افزايش است
فراواني كشت مثبت آميب آزادزي در مطالعـه حاضـر        
درصد بيش از مطالعه مشابهي  25درصد بود كه حدود  80

اوانـي  البتـه فر  )11(.است كه در تهـران انجـام شـده اسـت    
، در مطالعه حاضر و مطالعه تهران PCRآكانتامبا به روش 
ايـن  ). درصـد  46و  44به ترتيب حدود (تقريباً يكسان بود 

 شـرايط اقليمـي  شهرها مركز دو استان همجوار و از نظـر  
. بسيار مشابه هستند و فاصله تقريباً نزديكي با هـم دارنـد  
ط تفاوت فراواني كشت آميب ممكن است تا حـدي مربـو  

بـه  . برداري در اين دو مطالعه باشـد به تفاوت فصل نمونه
برداري در مطالعه حاضر پاييز بوده، طوري كه فصل نمونه

تفاوت فراوانـي  . ولي در مطالعه تهران گزارش نشده است
برداري جداسازي آكانتامبا از محيط با توجه به فصل نمونه

ــت    ــوارد كراتي ــي م ــاوت فصــلي در فراوان ــين تف و همچن
علـت احتمـالي   ) 18و17(.انتامبايي قبلاً گزارش شده اسـت آك

ديگر تفاوت فراواني كشت مثبت آميب در اين دو مطالعه، 
تعداد . هايي است كه مورد آزمايش قرار گرفتندتعداد نمونه

در مطالعه حاضر حـدود دو برابـر    هاي مورد آزمايشنمونه
  .هايي است كه در تهران مطالعه شدندنمونه
هـاي سـطحي زيسـتگاه معمـول     رغم آن كه آبعلي     

هـاي مختلـف از   آكانتامبا هستند، ولي اين آميب با فراواني
هـا  هاي آبي كه انسان در معرض تماس با آنانواع محيط

آلـودگي بـه آكانتامبـا در    . گيرد، گزارش شده استقرار مي
هـاي گـرم طبيعـي در    نمونه آب چشمه 68درصد از 2/13

كشـي خـانگي در   نمونه آب لوله 207از درصد  7/7تايلند، 
گـزارش   نمونه آب رودخانه در ژاپـن  51درصد از  61كره، 

          )19-21(.شده است
براي تأييد تشـخيص   PCRدر مطالعه حاضر از روش      

هـاي كشـت مثبـت اسـتفاده شـد؛ زيـرا       آكانتامبا در نمونه
هـاي آزادزي بـه   تشخيص افتراقي آكانتامبا از ساير آميـب 

ــرممكن     ــاهي غيـ ــكل و گـ ــكوپي مشـ روش ميكروسـ
با اسـتفاده از پرايمرهـاي اختصاصـي جـنس       PCR.است

البتـه  . كندآكانتامبا تا حد زيادي اين مشكل را برطرف مي
اين روش نيز محدوديتي دارد؛ بـراي مثـال بـا ايـن روش     

ــي ــپ نم ــوان ژنوتاي ــخيص داد  ت ــا را تش ــاي آكانتامب .   ه
امبا شناسايي شده اسـت كـه   هاي مختلفي از آكانتژنوتايپ

 )22(.زا هسـتند زا و بقيه غيـر بيمـاري  ها بيماريبرخي از آن
ها در هر محـيط و منطقـه جغرافيـايي و    شناسايي ژنوتايپ

  .     بسيار ارزشمند استتعيين ژنوتايپ غالب آن 
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هاي آكانتامبا آميب آزادزي شايعي در آب ،به طور كلي     

 توجـه پزشـكان بـه    لـذا، . بـود سطحي راكد شهر قـزوين  
هـاي  گروهدر ناشي از اين تك ياخته به ويژه  هايبيماري

توجـه دسـت انـدركاران بهداشـتي     و در معرض خطر بالا 
هاي راكد سـطحي در انتقـال   نقش احتمالي آبمنطقه به 

شناسـايي  . رسـد ضـروري بـه نظـر مـي    اين عامل عفوني 
 ان وفـور ين ميـز ي ـها و تعهاي آكانتامبا در اين آبژنوتايپ

  .شودتوصيه ميزا  نيز هاي بيماريگونه
  

  :گزاريسپاس 
نامه كارشناسي ارشد رشـته  اين مقاله برگرفته از پايان     
هـاي علـوم   شناسي است كـه بـا همكـاري دانشـگاه    انگل

از همكـاري  . پزشكي قزوين و كاشان انجـام شـده اسـت   
هاي علـوم پزشـكي   شناسي دانشگاهمسئولان بخش انگل

ين و كاشــان، مركــز تحقيقــات ســلولي و مولكــولي، قــزو
آزمايشــگاه مرجــع و دانشــكده بهداشــت دانشــگاه علــوم  

   .شودپزشكي قزوين قدرداني مي
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