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  مقاله كوتاه

  شيوع ژنوتيپي آميب آكانتامبا از منابع آب شهر بجنورد: مقاله كوتاه
  

   1ميترا صالحي
  

  چكيده
 افتيخاك، آب و گرد وخاك : مانند يطيدر منابع مح عيطور وس به عت،ياست كه در طب يآزادز بيآكانتامبا، آم بيآم :و هدف زمينه

شهر  يدر منابع آب پ،يآكانتامبا بر اساس ژنوت بيآم وعيش يمطالعه، بررس نيدف از اه. است يبيآم تيانگل، عامل كرات نيا. شود يم
  .بجنورد بود

كشت،  فيلتراسيون و .آوري گرديد ها و استخر شناي شهر بجنورد جمع نمونه آب، از كانال كشاورزي، رودخانه 50 :تحقيقروش 
 10، بر روي Sequencing .عمل آمد به  PCRي مثبت، آزمايشها برروي محيط آگار غير مغذّي صورت گرفت؛ سپس بر روي نمونه

 SPSSافزار  از نرمها با استفاده  داده. تعيين ژنوتيپ، با استفاده برنامه بلاست و همولوژي انجام گرفت .انجام پذيرفت  PCRمحصول
  .تجزيه و تحليل شد )16 شيرايو(

 T4به  ژنوتيپ آكانتامباها، متعلقّكه  مشخص كردنمونه  Genotyping 10. دنمونه آب يافت ش )%68( 34آميب آكانتامبا در  :ها يافته
  .باشد مي )100%(

الوده  ميخود متوجه باش نكهيبدون ا ب،يآم نياطراف ما وجود دارد و روزانه با ا طيآكانتامبا در مح بيكه آم يياز آنجا :گيري نتيجه
  .شود يم شنهاديپ ينكات بهداشت تيانگل، رعا نياز انتقال ا يريجلوگ ياساس، برا ني، بر هم. ميشويم

  بجنورد شهر؛ آب ؛آكانتامبا :هاي كليدي واژه
  .266-260): 2( 21 ؛1393. مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند

   09/10/1392 :پذيرش                25/06/1392: دريافت

                                                           
  .، ايرانبجنورد، يخراسان شمال يعلوم پزشك ، دانشگاهپزشكي ، دانشكدهشناسي  انگل، گروه استاديار 1

  يجنب بيمارستان امام عل-يخراسان شمال يعلوم پزشك -بجنورد: آدرس
  misssalehi@yahoo.com: پست الكترونيكي  09361889383 :تلفن
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  مقدمه
طور  آميب آكانتامبا، آميب آزادزي است كه در طبيعت به

خاك يافت  و خاك، آب و گرد :مانندسيع در منابع محيطي و
ها در  تواند سال مي ،فرم كيست اين آميب). 4-1(شود  مي

  اين آميب را . محيط باقي بماند و به حيات خود ادامه دهد
 )T1-T17( ژنوتايپ 17به  ،rRNAبر اساس سكانس ژن 

 اند اين آميب را از همچنين توانسته ؛اند بندي كرده طبقه
  ).6، 5(نازوفارنكس و پوست جدا نمايند 

. قرار داردا آكانتامبآميب در تماس با  دائمطور  بهانسان  
 راه از ؛هاي ورود آميب آكانتامبا به بدن انسان متفاوت است راه

 طريق از يا باشد، مي انگل با تماس در ديده كه  آسيب پوست
 وارد ،باد يا هوا در موجود كيست صورت هتنفسي، ب مجاري

 به را خود ،خون گردش دستگاه از طريق شود و مي بدن
  )2، 1( رساند مي ديگر هاي و اندام عصبي سيستم

 نقص با در افراد :دهد مي آلودگي نوع آميب آكانتامبا دو
آميبي  آنسفاليت گرانولوماتوز عامل ايدزي، و ايمني سيستم

)GAE(1 ي آميب كراتيت ،با اين آميب آلودگي ديگر نوع ؛است
 لنزهاي .آيد وجود هب سالم افراد در است ممكن كه است

 آميبي كراتيت ايجاد در عامل خطر ترين اصلي ،تماسي
 از ترس چشم، شديد درد :شامل علائم كراتيت آميبي. باشد مي
 زائي بيماري در مرحله اولين .است قرنيه حلقوي التهاب و نور

  داده شانن مطالعات .است سلول به سطح چسبيدن، آكانتامبا
 با 2MBPنام هب پروتئيني هايي گيرنده ،آميب سطح در كه است
 هاي گليكوپروتئين به كه دارد وجود كيلودالتون 136 وزن

، 3، 1( شود مي متصل هاي هدف سلول سطح مانوز در حاوي
7-9.(  

  علت استفاده از آب  كراتيت آميبي نيز ممكن است به
 ،آكانتامبا. ده رخ دهدهاي آلوغير استريل و يا شنا در استخر

لژيونلا و  :مانندهايي  ها و باكتري ها، ويروس تواند قارچ مي
و موجب  كندميزبان بدن و وارد  ردهمايكوباكتريوم را حمل ك

                                                           
1 Granulomatose Amoebic Encephalitis 
2 Mannose Binding Protein 

  ).11، 10( زايي و علائم ديگر شود بيماري
اولين مورد كراتيت آميبي را  ،يان و باقرييدر ايران، رضا

هاي  در سال). 12( كردندييد أت ،هاي كشت وسيله روش به
تفاده از علت اس كراتيت آميبي در ايران و جهان به ،اخير
در ايران حضور ). 10 ،6(رو به افزايش است  ،هاي تماسيلنز

خاك، مدفوع گاو و استخر شنا  آكانتامبا در آب، خاك، گرد و
را   T4آكانتامبا با ژنوتايپ ،قينمحقّ). 13( گزارش شده است

 اند هاي تهران جدا كرده هاي بيمارستان بخش 3از بيوفيلم
هاي ايران جدا  از آب شير بيمارستان ،همچنين آكانتامبا؛ )14(

  ).15( شده است
كه هيچ اطلاعاتي از شيوع آميب آكانتامبا از  از آنجايي

با  بنابراين مطالعه حاضر ؛شهر بجنورد در دسترس نيست
ابع آبي شهر هاي آكانتامبا از من بررسي حضور و ژنوتايپهدف 

  . انجام گرفتبجنورد واقع در استان خراسان شمالي 
  

  تحقيقروش 
  گيري نمونه

در  1390ماه ماه تا اسفند از دي ،اين مطالعه توصيفي
نمونه بر  حجمدر اين مطالعه، . شهرستان بجنورد انجام گرفت

نمونه آب تعيين  50 ،در كل ،)18( اساس تحقيقات قبلي
متناسب با حجم  ،اي گيري طبقه نمونه روش ها به نمونه. گرديد

، نمونه 14 هاي كشاورزي نمونه، كانال 18ها  طبقه، از رودخانه
و استخرهاي شنا نمونه  5ها  ، استخر پاركنمونه 10آب شير 

  .آوري شد جمع ليتر ميلي 100-500حجم   به ،نمونه 3
  كشت
سلولز با منافذ  با فيلتر نيترات ،ليتر آب ميلي 500 تقريباً

، فيلتر Monoxenicكشت  براي. ميكرون، فيلتر گرديد45/0
 Saline pageحاوي  4يغير مغذّمرحله قبل بر روي آگار 

)PH=7/2-7/4 (يك خراش  ،در كنار پليت. كشت داده شد
از راه  ،كند زماني كه آميب در محيط نفوذ مي تا شدايجاد 

                                                           
3 Biofilm 
4 NNA Non Nutrient Agar 
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 30-28ها در دماي  پليت. پديدار گرددخراش، در سطح محيط 
  ).13(مدت يك تا دو هفته انكوبه شدند  به ،گراد درجه سانتي
  )Cloning( كلونينگ

كه داراي را قسمتي از محيط  ،كار براي انجام اين
برداشته و در  ،بيشترين آميب آكانتامبا و كمترين قارچ بود

 شد و تا زمان حذف قرار داده يي ديگرمحيط غير مغذّ
وقتي فقط آميب . فتياادامه  ها از محيط، اين كار قارچ

، باكتري ها حذف شد آكانتامبا در محيط باقي ماند و قارچ
به محيط  ،)عنوان منبع غذايي انگل به(شده  اشرشياي كشته
درجه  30در دماي  ،مدت يك ماه به ، ها كشت  اضافه و محيط

؛ سپس زير رديد تا تعداد آميب افزايش يابدگگراد انكوبه  سانتي
هاي  و كيستشد شسته  ،استريل PBS و روي محيط، با

ها  سانتريفيوژ و رسوب و آوري اي استريل جمع در لولهآميب، 
  .آوري گرديد جمع

 و انجام آناليز مولكولي DNAاستخراج 
كلروفرم انجام  با استفاده از روش فنل ،DNAاستخراج  
با آب مقطر  1:50به نسبت  ،شده استخراج DNA). 16( فتگر

 ،نانومتر 260و  280 آن در طول موجرقيق شد و مقدار جذب 
؛ دست آمد هب UV visible spectrophotometerوسيله  به

جداشده از كشت،  يييد شناسايي آكانتامباأت برايسپس 
. مورد استفاده قرار گرفت) PCR( مراز اي پلي واكنش زنجيره
واحد كوچك اي از ژنوم آكانتامبا كه زير ناحيه ،در اين روش

RNA جدول ( با پرايمر اختصاصي ،كند ا كد ميريبوزومي ر
 .تكثير گرديد )1

 هاي مورد استفاده در تكثير ژنوم آكانتامباج پرايمرزو ترادف -1جدول 

نام 
 ′3به′5ترادف از  پرايمر

طول 
پرايمر 
 جفت باز

JDP1 5′-GGCCCAGAT CGTTTACCGTGAA-3′ 22 
JDP2 5′- TCTCACAAGCTGCTAGGGGAGTCA-3′. 24 

 ،ميكروليتري 30در حجم ) PCR( مراز اي پلي رهواكنش زنجي
سيكل صورت  33در ، ترموسايكلر با برنامه زيراستفاده از با 

درجه  94دقيقه در  3شدن دو رشته هدف اوليه جدا :گرفت
درجه  95ثانيه در  35شدن دو رشته هدف گراد، جدا سانتي
ثانيه  45گراد، اتصال اختصاصي پرايمر به توالي هدف  سانتي

درجه  72دقيقه در  يك شدن گراد، طويل درجه سانتي 56 رد
درجه  72دقيقه در  5 شدن نهايي طويل گراد و سانتي
  .گراد سانتي

عدد بر  2، گيري از هر محل نمونه( PCRمحصول  10
و بعد از شد به شركت پيشگام فرستاده ، )حسب تصادف

 ارسال و پس از ويرايش با نرم افزار ،سازي، توالي ژن خالص
در  DF3هاي ديگر بر اساس آناليز ناحيه  كروماس، با ژن

در . بانك اطلاعات ژني بررسي و ژنوتايپ آنها مشخص گرديد
 SPSS افزار از نرم ،ها تجريه و تحليل داده براي ،نهايت

  .استفاده شد) 16ويرايش (
  
  ها يافته

شده بر روي محيط كشت آگار  نمونه كشت داده 50از 
آلوده به آميب آكانتامبا  ،نمونه آب) درصد 68( 34 ي،غير مغذّ

  ). 2جدول ( بودند
  گيري و موارد مثبت محل و تعداد نمونه -2جدول 

شكل صورت  اي بر اساس ديدن كيست ستاره ،شناسايي
  ).1 شكل( گرفت

 با استفاده از پرايمرهاي ،هاي مثبت برروي نمونه PCR آناليز
JDP1 و JDP2  انجام و با مشاهده باندbp500  برروي ژل
  ).2شكل ( ييد گرديدأت ،آگارز

  

گيري محل نمونه  درصد موارد مثبت تعداد كل 
22/72 13 18 رودخانه  

14/57 8 14 كانال كشاورزي  
 70 7 10 آب شير

 80 4 5 استخر پارك
66/66 2 3 استخر شنا  
 68 34 50 تعداد كل
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 تريحاوي باك يكيست ستاره شكل در محيط آگار غير مغذّ- 1 شكل
  40بزرگنمايي . شده اشرشياي كشته

  آكانتامبا بر روي ژل آگاروز bp500 مشاهده باند - 2 شكل

  Molecular weight marker (100bp) :(M)ماركر
W :Water  
Nc :Negative control  
Pc :Positive control  

 ،ها درصد ژنوتايپ100نشان داد كه  1توالي ژننتايج حاصل از 
هاي ثبت  سپس شماره؛ باشد مي T4 مربوط به ژنوتايپ

در بانك ژن  KF038139تا  KF038130 هاي ، با نام2ها ژن
  ).3جدول ( ثبت گرديد

  
                                                           

1 Sequencing 
2 accession numbers 

  ژن بانكها در  ژن شماره ثبت ها و شماره نمونه -3جدول 

 شماره  ژنوتايپشماره ثبت
KF038130T4 W1 
KF038131T4 W2 
KF038132T4 W3 
KF038133T4 W4 
KF038134T4 W5 
KF038135T4 W6 
KF038136T4W7 
KF038137T4W8 
KF038138T4W9 
KF038139T4W10 

  بحث
شهر بجنورد  حضور و ژنوتايپ آميب را در ،اين مطالعه

ها از  نمونه. دهد واقع در استان خراسان شمالي نشان مي
مردم در آن مناطق ه مرّجاهايي تهيه گرديد كه فعاليت روز

در هاي جاري  هاي آب درصد نمونه68. كاملاً مشهود بود
ها و  پارك هاي شنا، استخركانال كشاورزي، آب شير، استخر

مطالعات قبلي در . آلوده به آميب آكانتامبا بودند ،ها رودخانه
حضور اين آميب را در آب، خاك و گرد و خاك ثابت  ،ايران
براي بررسي حضور محققين  ،اي ديگر در مطالعه). 17( كردند
هاي ايران  آب شير، از آب شير بيمارستان آميب دراين 
همچنين بر اساس روش كشت  ؛)15( برداري كردند نمونه

مربوط  آب شير،%) 83( نشان دادند كه بيشترين ميزان آلودگي
وجود آميب اكانتامبا در . هاي شهر مشهد است به بيمارستان

ن تواند يك نقطه خطر براي بيمارا مي ،ها آب شير بيمارستان
در ). 15( ها محسوب شود بستري و پرسنل بيمارستان

هاي شهر  از بيوفيلم بيمارستانمحققين،  ،اي ديگر مطالعه
ها بستري  تهران كه بيماران نقص سيستم ايمني در آن بخش

 را جدا )ه پاتوژنژنوتايپ بالقوT4  )بودند، آكانتامبا با ژنوتايپ
بع آبي شهر اهواز اي ديگر كه بر روي منا مطالعه). 14(كردند 
كانال  درصد منابع آبي6/71م گرفته است، نشان داد كه انجا

آلوده به آكانتامبا با ژنوتايپ  ،ها آب شير و رودخانه كشاورزي،
T4 هاي مطالعه حاضر  با يافته ،بوده است كه اين نتايج

آكانتامبا در آب و  حضور بالاي آميب). 18( همخواني دارد
خطر بهداشتي براي سلامت عمومي يك  ،ديگر منابع محيطي
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و كساني براي بيماران داراي نقص سيستم ايمني ويژه  هافراد ب
؛ علاوه بر شود كنند، محسوب مي كه از لنز تماسي استفاده مي

 شود ميجدا  از بيماران مبتلا به كراتيت چشمياين، آكانتامبا 
كه بر اساس روش مولكولي مشخص شد كه ژنوتايپ غالب، 

T4 5( شدبا مي.(  
و  T11 ،T2 هاي مطالعات نشان داده است كه ژنوتايپ

4T، 1 هاي عامل ايجاد كراتيت آميبي و ژنوتايپT، 4T، 10T 
همچنين  ؛باشد با بيماري آنسفاليت آميبي مرتبط مي ،2T و

 4T هاي كلينيكي و محيطي، ژنوتايپ در نمونه ژنوتايپ غالب
در منابع آبي كه  مطالعه ما نيز نشان داد). 20، 19، 17( است

اي كه بر  در مطالعه. باشد مي T4ژنوتايپ غالب،  ،شهر بجنورد
مولكولي هاي سطحي شهر تهران بر اساس آناليز  روي آب

آلوده به  ،ها درصد آب 1/59 انجام شد، مشخص گرديد كه
 همخواني دارد ست كه اين نتيجه با نتايج مطالعه ماآكانتامبا ا

)21(.  
، در تحقيقي كه در آب گرم سرعين بديرزاده و همكاران

دادند كه نشان  شهر اردبيل به روش مولكولي انجام دادند،
آلوده به آميب آكانتامبا با  ،هاي اين مكان صد آبدر43

  ).22( و والكافيا است T4ژنوتايپ 
واند براي همه افراد ت وجود آكانتامبا در آب شير مي

لنز  لي اين خطر آلودگي براي كساني كهو ،باشد تهديدكننده
. شويند، بيشتر قابل توجه است تماسي خود را آب شير مي

كننده ، عامل تهديدوجود اين آميب در كانال كشاورزي
حضور اين آميب در . گردد سلامتي كشاورزان محسوب مي

شهر بجنورد نكه مردم از طبيعت زيباي ها، به علت اي رودخانه
خود  آن براي گذراندن اوقات فراغتاف اطرهاي  رودخانهو 

، در اين مطالعه. آيد كنند، نقطه خطر به حساب مي استفاده مي
اين آميب  .هاي شنا جدا شده استآميب آكانتامبا، از استخر

كنند،  هاي شنا استفاده ميتواند براي افرادي كه از استخر مي
ا ه وجود آميب آكانتامبا در آب حوض پارك. حائز اهميت باشد

ويژه در فصول  ههاي آلوده ب بازي كودكان با اين آب علت آب به
كه  شود مينقطه خطر محسوب  آنهابراي سلامتي  ،گرم سال

نتيجه اين مطالعه با نتايج مطالعات ديگر محققين همخواني 
  ).18( دارد

  
  گيري نتيجه

از آنجايي كه آميب آكانتامبا در محيط اطراف ما وجود 
ين آميب بدون اينكه خود متوجه باشيم، دارد و روزانه با ا

سروكار داريم، بر همين اساس رعايت نكات بهداشتي توصيه 
  .گردد مي
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Abstract                  Short Communication 
 
 

Acanthamoeba Strains genotypes prevalence in water 
Sources in Bojnurd City 

Mitra Salehi1 

 

Background and Aim:  Acanthamoeba is a free-living amoebae commonly found in the environmental 
sources such as soil, water, and dust. This parasite is the causative agent of amoebic keratitis (AK). The 
objective of the present study was to investigate the presence of Acanthamoeba genotypes in water sources in 
Bojnurd City. 
Materials and Methods: Totally, 50 samples of water were taken from different localities of Bojnurd 
including agricultural canals, rivers, and swimming pools. Filtration and cultivation were carried out on non-
nutrient agar medium (NNA). PCR analysis was conducted on positive samples. Sequencing was done for 10 
PCR products. Genotypes were identified by means of Blast search and homology analysis. The obtained 
data was analyzed using SPSS software (V: 16). 

Results: Acanthamoeba amoebae was found in 34 (68%) samples of the water. Genotyping of 10 samples 
proved to be T4 (100%) genotype. 

Conclusion: While Acanthamoeba amoebae is found in our surrounding environment which unknowingly 
contaminates us every day. Thus, to prevent the contamination, hygiene consideration is recommended. 

Key Words: Acanthamoeba spp; Water; Bojnurd city 
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