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Background and Objectives Acanthamoeba can cause serious diseases in humans such as amoebic keratitis 
and granulomatous amebic encephalitis which are most common in immunocompromised individuals. 
The present study aims to investigate the genotype of Acanthamoeba strains isolated from the oral and 
nasal cavities of immunocompromised individuals.
Subjects and Methods In this study, the samples from the oral and nasal cavities of 179 patients with 
immunodeficiency were first collected by swap and then transferred to the laboratory of the department 
of parasitology at Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences. They were cultured in basic agar 
medium and positive samples were used for molecular studies.
Results Of 179 patients, the samples of 6 people were positive for Acanthamoeba. They were sequenced 
and belonged to the T4 genotype. There was a significant difference between positive samples obtained 
from oral (4%) and nasal (1.5%) cavities.
Conclusion The prevalence of infection with Acanthamoeba parasite is higher in immunocompromised 
individuals.
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A
Extended Abstract

Introduction

canthamoeba is a free-living amoeba that can 
be found in various environments. It is found 
in ear, nose and pharyngeal mucosa of patients 
with respiratory problems .This is the most 
common protozoan found in the environ-

ment. The antibodies against Acanthamoeba antigens have 
been found in the serum of more than 80% of people with 
complete immunity, which indicates high human contact with 
this amoeba. Acanthamoeba is the cause of human diseases 
such as amoebic keratitis and granulomatous amebic enceph-
alitis, which is mostly seen in immunocompromised people.

Skin wounds and nasopharyngeal infections caused by 
this amoeba have also been observed, mostly in people with 
AIDS. Based on rRNA gene sequence determination, Acan-
thamoeba genus is divided into 12 different genotypes (T1 
to T12). Most human Acanthamoeba infections are related 
to the T4 genotype. 

Studies have shown that the number of amoebic keratitis is 
increasing worldwide due to use of contact lenses. Acan-
thamoeba genotyping is a useful tool for taxonomic and epi-
demiological studies. It explains the relationships between 
infectious isolates and the phenotype of the disease. Since 
different strains show different pathogenic power, determin-
ing the strains with high pathogenic power can have more 
therapeutic importance. More studies to identify pathogen-
ic features and genetic markers are needed to clarify this 
matter.  The present study aims to determine the genotype 

of Acanthamoeba strains isolated from the oral cavity of 
people with immunodeficiency.

Methods

This cross-sectional descriptive study was conducted for 
18 months.  

The samples were collected with a sterile swab from pha-
ryngeal or nasal secretions of 179 eligible patients in Goles-
tan and Shafa hospitals in Ahvaz, Iran in 2019. The patients 
who had immunodeficiency with various underlying dis-
eases including diabetes, AIDS, those who were under treat-
ment with chemotherapy drugs and steroids, as well as di-
alysis patients were included in the study. In the university 
laboratory, the swab soaked in secretions was cultured on ba-
sic agar medium. Before closing the environment, it was au-
toclaved for 15 minutes at 121°C and divided into plates un-
der the hood.  The plates were fixed with parafilm and kept 
in refrigerator at 4°C. To detect Acanthamoeba, all samples 
were cultured separately in a non-nutrient medium (1.5% 
Bacto agar) along with an old medium of Escherichia coli. 
Then, bacteria were added to the medium to provide a good 
source of food for amoeba. The media were incubated at a 
room temperature and microscopic observation was done 
on days 2-14 to identify the samples positive for Acantham-
oeba. All positive amoebae isolates can be cloned by sub-
culturing method to produce pure culture for extracting pure 
DNA. Therefore, the existing parasites were transferred to 
new plates. To determine the genotype of the target sample, 
after cultivation using the primers presented in Table 1, poly-
merase chain reaction (PCR) was performed under the con-
ditions shown in Table 2.

Table 1. Primers used in the study

423–551 bp
5’-GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A-3’

5’-TCT CAC AAG CTG CTA GGG AGT CA-3’

JDP1

JDP2
18S rRNAAcanthamoeba spp.

Table 2. PCR specifications using JDP1 and JDP2 primers

Steps Temperature (°C) Time Cycle

Pre-denaturation 94 2 min 1

Denaturation
Annealing
Extension

94
50
72

30 sec
30 sec
30 sec

35

Post-extension 72 5 min 1
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Table 3. Values   required to start PCR 

Master Mix Diluted Primer G1 Diluted Primer G2 DNA DW

12.5 µL 2 µL 2 µL 7 µL 1.5 µL

Table 4. Information related to collected samples and type of disease in patients

Group No. (%)

Samples

Positive 6(3.4)

Negative 173(96.6)

Total 179(100)

Sampling site

Throat 99(55.3)

Nose 80(44.7)

Total 179(100)

Type of disease

Diabetes 59(32.9)

Under chemotherapy 89(49.7)

Dialysis 29(16.2)

HIV 2(1.8)

Total 179(100)

Figure 1. Observing the 500-bp bands related to Acanthamoeba on the agarose gel. Lane M: Standard DNA marker (1kb DNA size), 
Lane 1: Positive control, Lane 2: Negative control, Lanes 3-13: Examined samples.
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For PCR, first a 25 microliter of master mix was pre-
pared. After a short centrifuge, the PCR reaction solution 
was placed in a thermocycler. Table 3 shows the com-
pounds used in the PCR reaction for the ITS1 gene in this 
study. The primers were diluted. For this purpose, 180 µL 
of distilled water and 20 µL of primer were added to two 
micro-tubes named as diluted G₁ and diluted G₂. 

To determine the genotype of Acanthamoeba isolated 
from patients, the PCR product was finally determined 
and the information related to sequencing of the frag-
ment for each sample was compared with the informa-
tion available in the gene bank, and the genotype of the 
amoeba was finally determined. Statistical analysis was 
done using SPSS software, version 22.

Results

In this study, 110 men and 69 women participated. Most 
of them (n=48, 26.8%) were at the age group of 60-69 
years, and the mean age of participants was 48±1 years. As 
shown in Table 4, 99 samples were taken from the throat 
and 80 samples were taken from the nose of patients. 
Among the samples examined by PCR, 6(3.4%) were 
positive to Acanthamoeba, collected from the oral (n=4) 
and nasal (n=2) cavities of patients. Acanthamoeba was 
identified in the medium by observing star-shaped cysts. 
The PCR analysis was successfully performed on these 
samples and the nucleotide sequence was determined for 
them. All positive samples of T4 genotype were obtained. 
The PCR analysis was confirmed by observing the 500-
bp band on agarose gel (Figure 1).

Conclusion

The prevalence of infection with Acanthamoeba para-
site in patients with immunodeficiency is higher. The 
Acanthamoeba positive samples identified in these peo-
ple belong to the T4 genotype.
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مقاله پژوهشی

تعیین ژنوتایپ استرین های آکانتامبا جداشده از حلق و بینی افراد با نقص سیستم ایمنی

زمینه و هدف آکانتامبا می تواند بیماری های انسانی وخیم ازجمله کراتیت آمیبی و انسفالیت آمیبی گرانولوماتوز را ایجاد کند که اکثراً در 
افراد با نقص سیستم ایمنی دیده می شود. پژوهش حاضر به بررسی ژنوتایپ استرین های آکانتامبا جداشده از حلق و بینی افراد با نقص 

سیستم ایمنی پرداخته است.
روش بررسی ترشحات حلق و بینی 179 بیمار سندرم نقص ایمنی با سوآپ نمونه گیری شد. پس از انتقال به آزمایشگاه گروه انگل شناسی 
دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز در محیط آگار پایه کشت داده شد و نمونه های مثبت جهت انجام آزمایش مولکولی استفاده شد.

یافته ها از مجموع 179بیمار مورد مطالعه، 6 نمونه ازنظر وجود آمیب مثبت بودند و برای همه موارد مثبت تعیین توالی انجام شد و همه 6 
سویه شناخته شده ژنوتایپ T4 بودند. تفاوت آماری معناداری میان نمونه های مثبت ترشحات حلق )4 درصد( با نمونه های مثبت ترشحات 

بینی )1/5 درصد( وجود داشت.
نتیجه گیری نتایج به دست آمده از مطالعه حاضر نشان داد که میزان آلودگی افراد با نقص سیستم ایمنی به انگل آکانتامبا در جمعیت مورد 

مطالعه بیش از سایر افراد است.
کلیدواژه ها آکانتامبا، آمیب آزاد، حفره های دهان و بینی، نقص ایمنی
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مقدمه

با زندگي آزاد است که در  آکانتامبا یك آمیب فرصت طلب 
محیط هاي مختلفي مانند آب، خاك، گردوغبار، استخر، فاضلاب، 
لنزهاي چشمي و ظروف نگهدارنده لنز، آب معدنی داخل بطری، 
کشت،  محیط های  دیالیز،  دستگاه  دندان پزشکی،  یونیت های 
ناراحتی های  با  بیماران  بینی و مخاط حلق  و  ترشحات گوش 
تنفسی یافت می شود ]1[. این آمیب شایع ترین تك یاخته اي است 
که در محیط یافت مي شود. همچنین آنتي بادي ضدآنتي ژن هاي 
آکانتامبا در سرم بیش از 80 درصد افراد با ایمني کامل دیده شده 

که نشانگر تماس بالاي انسان با این آمیب است ]2[.

 آکانتامبا می تواند بیماری های انسانی وخیم ازجمله کراتیت 
آمیبی و بیماری نادر و کشنده انسفالیت آمیبی گرانولوماتوز را 
ایجاد کند که اکثراً در افراد با نقص سیستم ایمنی دیده می شود. 
زخم هاي پوستي و عفونت هاي نازو فارنشیال ناشی از این انگل نیز 
دیده شده است که بیشتر در افراد مبتلا به ایدز ایجاد می شود. 
امروزه براساس تعیین توالي ژن rRNA، جنس آکانتامبا به 12 
ژنوتیپ مختلف تقسیم مي شود که با شماره هاي1 تا 12 نام گذاري 
مي شوند )T1-T12(. در این تقسیم بندي تفاوت هر ژنوتیپ از 
ژنوتیپ دیگر 5 درصد یا بیشتر است ]3[. بیشترین عفونت هاي 
آکانتامبایي انسان مر بوط به ژنوتیپ T4 است. در سال های اخیر، 
به دلیل افزایش شمار بیماری های نقص سیستم ایمنی مانند ایدز، 

هپاتیت و سرطان، بروز این عفونت ها افزایش یافته است ]4[.

 همچنین مطالعات نشان می دهند که کراتیت آمیبي در ایران 
و جهان به علت استفاده از لنزهاي تماسي، رو به افزایش است. 
یکی از مواردی که می تواند در امر شناختن دقیق عوامل بیماری 
ژنوتایپینگ سویه های  باشد،  اهمیت  و سپس کنترل آن حائز 
مختلف انگل است. ژنوتایپینگ شامل طیف وسیعی از برنامه های 
کاربردی مورد استفاده برای تجزیه و تحلیل تفاوت های ژنتیکی 
بین افراد و یا سلول ها می باشد. این فرایند در تمام زمینه های 
مهم مطالعه علمی ازجمله سرطان، پزشکی قانونی و تحقیقات 
کشاورزی استفاده می شود ]5[. همچنین ژنوتایپینگ آکانتامبا 
یك ابزار مفید جهت مطالعه تاکسونومیك و روابط اپیدمیولوژیك 
است. درنتیجه اجازه می دهد روابط میان ایزوله های عفونت زا و 
فنوتیپ بیماری مثل فاکتورهای بیماری زایی، حساسیت دارویی و 
غیره توضیح داده شوند ]6[. ازآنجاکه استرین های مختلف، قدرت 
بیماری زایی متفاوتی از خود نشان می دهند، تعیین استرین با 
قدرت بیماری زایی بیشتر، اهمیت درمانی بیشتری خواهد داشت.

بیماري زایي  خصوصیات  شناسائي  برای  بیشتري  مطالعات 
و مارکرهاي ژنتیکی جهت روشن شدن این امر ضروري است. 
آکانتامبا  استرین های  ژنوتایپ  تعیین  جهت  حاضر  پژوهش 

جداشده از حلق و بینی افراد با نقص سیستم ایمنی انجام شد.

روش بررسی

شد.   انجام  ماه  به مدت 18  و  مقطعی  توصیفی  مطالعه  این 
جمعیت مورد مطالعه

 نمونه های مورد آزمایش از مراجعان بیمارستان های گلستان 
و شفا شهر اهواز در سال 98 گردآوری شد که شرایط شرکت 
در مطالعه را پذیرفتند. جمعیت مورد مطالعه بیمارانی بودند که 
نقص ایمنی همراه با بیماری های زمینه ای مختلف شامل دیابت، 
ایدز داشتند، کسانی که تحت درمان با داروهای شیمی درمانی و 
استروئیدها قرار داشتند و نیز بیماران دیالیزی بودند. پس از کسب  
رضایت مندی کتبی از آن ها، اطلاعات جمعیت شناختی به صورت 

شفاهی دریافت و به وسیله پژوهشگر ثبت شد. 

روش نمونه گیری

ترشحات حلق  )از  استریل  با سوآپ  نمونه  بیمار یك  از هر 
از  استفاده  با  کار  این  گرفته شد.  تصادفی(  به صورت  بینی،  یا 
سوآپ های استریل و انتقال به محیط کشت انجام شد و نمونه ها 
جهت ادامه بررسی ها به آزمایشگاه گروه انگل شناسی دانشگاه 

علوم پزشکی جندی شاپور اهواز منتقل شدند. 

کشت نمونه

در آزمایشگاه دانشگاه، سوآپ آغشته به ترشحات بر روی محیط 
آگار پایه کشت داده شد.  این محیط با استفاده از پودر باکتوآگار 
به صورت 1/5 درصد تهیه مي شد و در پلیت هاي استریل یك بار 
مصرف ریخته مي شد تا کاملاً ببندد. پیش از بسته شدن محیط، 
به مدت 15 دقیقه در حرارت 121 درجه سانتي گراد اتوکلاو و در 
زیر هود در پلیت ها تقسیم مي شد. دور پلیت ها با پارافیلم بسته شد 
و در یخچال با 4 درجه سانتی گراد تا زمان استفاده نگهداري شد. 

جهت تشخیص آکانتامبا، تمامي نمونه ها به صورت جداگانه 
در محیط کشت غیرمغذي باکتوآگار 1/5 درصد همراه با کشت 
کهنه اي از اشرشیاکلي، کشت داده شدند. سپس به محیط کشت، 
باکتري اضافه شد تا منبع غذایي خوبي براي آمیب تهیه شود. 
محیط ها در دماي اتاق انکوبه شدند. در روزهاي دوم تا چهاردهم 
هر روز به مشاهده میکروسکوپي پرداخته شد تا نمونه مثبت ازنظر 
آکانتامبا شناسایي شود. همه ایزوله های آمیبی مثبت، برای تولید 
کشت خالص به منظور استخراج DNA خالص می توان به روش 
ساب کالچرینگ1 کلون کرد و بدین منظور انگل های موجود به 

پلیت های جدید انتقال داده می شد.

آزمایش ملکولی

 DNA از مجموع 179 نمونه، تعداد 50 مورد آن جهت استخراج

1. Sub-culturing
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جدا شد. جدا کردن نمونه جهت استخراج روی سطح پلیت چند 
سی سی محلول PBS ریخته می شد و با اسکراپر2 سطح پلیت 
با محلول بافر توسط سمپلر3 به میکروتیوپ انتقال داده می شد 
و سپس سانتریفوژ با دور 4000 و زمان 5 دقیقه رسوب حاصل 
جهت مراحل بعدی جدا شد. مراحل استخراج مطابق با بروشور 
کیت جینت بایو4 ) کره جنوبیGeNet Bio)  انجام شد. محصول 
استخراج در واکنش زنجیرهای پلیمراز5 استفاده شد. از پرایمرهای 
JDP1 و JDP2  جهت تکثیر ناحیه ASA.S1 سکانس کامل ژن 

18S rRNA آکانتامبا به اندازه bp 550-420 استفاده شد ]7[.

جهت تعیین ژنوتایپ نمونه مورد نظر، پس از کشت با استفاده از 
پرایمرهاي فوق واکنش زنجیره اي پلیمراز با شرایط زیر انجام شد.

 PCR روش انجام 

میکس6   مستر  اصلي  مخلوط  بایستي  کار  تسریع  جهت   
)سینا کلون، ایران( آماده شود. در این مطالعه، PCR در حجم 

2. Scraper
3. Sampler
4. GeNet Bio
5. PCR: Polymerase Chain Reaction
6. Master Mix

25 میکرولیتر انجام شد. پس از یك سانتریفوژ کوتاه، محلول 
واکنش PCR در ترموسایکلر قرار داده شد )جدول شماره 1(. 
جدول شماره 2 پرایمرهای مورد استفاده واکنش PCR را برای 
ژن ITS1در این مطالعه نشان مي دهد. جهت شروع PCR بنا به 
میزان در نظر گرفته شده که در این مطالعه به شرح جدول شماره 

3 بود، مقادیر مربوطه اضافه شد. 

سکونسینگ

بیماران،  از  اکانتامباهای جداشده  ژنوتایپ  تعیین  منظور  به 
محصول PCR در نهایت تعیین توالي و اطلاعات مربوط به توالي 
قطعه مربوط به هر نمونه با اطلاعات موجود در بانك ژن مقایسه 

شد و ژنوتیپ آمیب تعیین می شد.

آزمون های آماری

به  و  استفاده شد   SPSS از نسخه 23نرم افزار داده ها  تحلیل  برای 
منظور ارتباط سنجی پارامترهای مختلف از آزمون کای دو پاکای 
اسکوئر7 یا آزمون دقیق فیشر8 با سطح معناداری 0/05< استفاده شد.

7. Chi Square
8. Fishers exact test

جدول 2.پرایمرها جهت استفاده در این مطالعه

سایز محصولات ردیف نوکلئوتیدی  نام ژن هدف ارگانیسم

423–551 bp
5’-GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A-3’ JDP1

18S rRNA Acanthamoeba spp.
5’-TCT CAC AAG CTG CTA GGG AGT CA-3’ JDP2

JDP2 و JDP1 با پرایمرهاي PCR جدول 1. برنامه زمانی

چرخهزماندرجه (C̊ ) مراحل

1 2 دقیقه94ذوب اولیه

ذوب
اتصال

طویل سازی

94
50
72

30 ثانیه
30 ثانیه
30 ثانیه

35

1 5 دقیقه  72طویل سازی نهایی

PCR جدول 3. مقادیر مورد نیاز جهت شروع

DNAD.Wپرایمر رقیق شده G₂(R)پرایمر رقیق شده G₁(F)مستر میکس

1/5 میکرولیتر7 میکرولیتر2 میکرولیتر2 میکرولیتر12/5 میکرولیتر
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جدول 4. فراوانی افراد مورد مطالعه برحسب جنسیت

تعداد )درصد(جنسیت

)61/5(110مرد

)38/5(69زن

)100(179جمع

جدول 5. فراوانی افراد مورد مطالعه برحسب سن

تعداد )درصد(سن

30-2030)16/8(

40-3022)12/3(

50-4040)22/3(

60-5039)21/8(

69-6048)26/8(

)100/0(179جمع

جدول 6. اطلاعات مربوط به نمونه گیری و نوع بیماری افراد مورد بررسی

)درصد(گروه

موارد

)3/4(6مثبت

)96/6(173منفی

)100(179جمع

محل نمونه گیری

)55/3(99حلق

)44/7(80بینی

)100(179جمع

نوع بیماری

)32/9(59دیابت

)49/7(89شیمی درمانی

)16/2(29دیالیز

HIV2)1/8(

)100(179جمع
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یافته ها

براساس دیدن  آکانتامبا در محیط کشت،  آمیب  شناسایي 
کیست ستاره اي شکل صورت گرفت )تصویر شماره 1(. تحلیل 
 JDP بر روي نمونه هاي مثبت، با استفاده از پرایمرهاي PCR
و JDP1 2 انجام و با مشاهده باند bp 500 برروي ژل آگارز، 

تأیید شد )تصویر شماره 2(.

همان طورکه در جدول شماره 4 نشان داده شده است، در 
مطالعه حاضر 110 مرد و 69 زن مورد بررسی قرار گرفتند. 
براساس اطلاعات تصویر شماره 3 و جدول شماره 5 بیشترین 
افراد شرکت کننده در گروه سنی 60-69 سال و میانگین سن 

افراد مورد بررسی 48 سال با انحراف معیار 12 می باشد.

ش  صورت ها نمونه همه براي نوكلئوتيدي توالي تعيين و شد انجام موفقيت با مثبت، كشت هاي نمونه تمام درمورد PCR واكن

  ).3به دست آمد(شكل T4. تمامي نمونه هاي مثبت ژنوتايپ پذيرفت

  

  :مقايسه موارد مثبت و منفي بر حسب بيماري زمينه اي2نمودار
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ديابت دياليز شيمی درمانی hiv+

مقايسه مواردمثبت ومنفی برحسب بيماری زمينه ای

تصویر 1. کیست ستاره شکل در محیط آگار غیر مغذي حاوي باکتري اشرشیاي کشته شده، بزرگ نمایي 40

ت -1 شكل   40بزرگنمايي  .شده كشته اشرشياي باكتري حاوي مغذّي غير آگار محيط در شكل ستاره كيس

  

  

  ;M: size markers (1kb DNA ladder)، آگاروز ژل روي بر آكانتامبا bp 500باند مشاهده -2شكل

  : نمونه اي بررسي شده  3-13: كنترل منفي()، 2:كنترل مثبت()، 1

  

  

  

  
  

  تنتيجه تعيين توالي نمونه هاي مثب -3شكل 

  

  بحث:

 جاديرا اگرانولوماتوز  يبيآم تينادر و كشنده انسفال يماريو ب يبيآم تيازجمله كرات ميوخ يانسان يهايماريب توانديآكانتامبا مآميب 

شود. پروگنوز  يم جاديا يدزيدر افراد ا شتريشده كه ب دهيد زيانگل ن نياز ا يكند. زخم هاي پوستي و عفونت هاي نازو فارنشيال ناش

آكانتامبا  يمختلف برا پيزنوتا 20امروزه بالغ بر . )50( دارد زيآم تيو درمان موفق عيسر صيبه تشخ ازياست و ن فيضع تآن به شد

گيپياست.زنوتا يياكانتامبا تيكرات يدر عفونت ها ريغالب درگ پيو ژنوتا پيژنوتا نيتر عيشا T4 پيشده است كه ژنوت ييشناسا  ن

تصویر 2. مشاهده باند Bp ۵۰۰ آکانتاموبا بر روی ژل آگاروز؛ M: سایز مارکر؛ 1: کنترل مثبت؛ 2: کنترل منفی؛ 3-13: نمونه های بیماران

رویا علاسوند جوادی و همکاران. تعیین ژنوتایپ استرین های آکانتامبا جداشده از حلق و بینی افراد با نقص سیستم ایمنی
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همان گونه که جدول شماره 6 نشان می دهد محل نمونه گیری 
99 نمونه از حلق و 80 نمونه از بینی بود. از کل نمونه های مورد 
بررسی نتایج PCR، 6 نمونه مثبت شد. در این بررسی، از بین 
179 نمونه مورد مطالعه، در مجموع 6 نمونه )3/4 درصد( آمیب 
آکانتامبا از ترشحات دهان )4 مورد( و بینی )2 مورد( بیماران 

مورد مطالعه شناسایی شد.

با  مثبت،  کشت  نمونه های  تمام  درمورد   PCR واکنش 
همه  برای  نوکلئوتیدی  توالی  تعیین  و  شد  انجام  موفقیت 
نمونه ها صورت گرفت. تمامی نمونه های مثبت ژنوتایپ T4 به 

دست آمد )تصویر شماره 4(.

بحث

ازجمله  وخیم  انسانی  بیماری های  می تواند  آکانتامبا  آمیب 
آمیبی  انسفالیت  کشنده  و  نادر  بیماری  و  آمیبی  کراتیت 
نازو  گرانولوماتوز را ایجاد کند. زخم هاي پوستي و عفونت هاي 
فارنشیال ناشی از این انگل نیز دیده شده است که بیشتر در افراد 
ایدزی ایجاد می شود. پروگنوز آن به شدت ضعیف است و نیاز به 
تشخیص سریع و درمان موفقیت آمیز دارد ]8[. امروزه بالغ بر 20 

زنوتایپ مختلف برای آکانتامبا شناسایی شده است که ژنوتیپ 
ژنوتایپ غالب درگیر در عفونت های  و  ژنوتایپ  T4 شایع ترین 
ابزار مفید  کراتیت اکانتامبایی است. زنوتایپینگ آکانتامبا یك 
جهت مطالعه تاکسونومیك و روابط اپیدمیولوژیك است. درنتیجه 
اجازه می دهد روابط میان ایزوله های عفونت زا و فنوتیپ بیماری 
مثل فاکتورهای بیماری زایی، حساسیت دارویی و غیره توضیح 

داده شود ]9[.

یکی از مهم ترین راه هاي ورود آمیب آکانتامبا به بدن انسان 
بینی و دهان است و کیست هاي این انگل از این طریق وارد بدن 
انسان می شوند. به دلیل انتشار فراوان انگل آکانتامبا در آب، هوا 
و خاك در اطراف انسان، ورود آن ها به بدن انسان غیر منتظره 
نیست. همچنین این آمیب یك انگل  فرصت طلب نیز محسوب 
می شود، زیرا اکثر مواردِ خطرناك آن از بیمارانی با اختلال سیستم 
ایمنی مانند افراد دریافت کننده عضو )پیوند عضو( و بیماران مبتلا 

به ایدز گزارش شده است ]10[. 

از  یکی  است،  فرصت طلب  پاتوژن  یك  آکانتامبا  ازآنجاکه 
مهم ترین فاکتورهای ایجاد عفونت وضعیت سیستم ایمنی بدن 
است. بنابراین، آن دسته از بیمارانی که سرکوب سیستم ایمنی  ت -1 شكل   40بزرگنمايي  .شده كشته اشرشياي باكتري حاوي مغذّي غير آگار محيط در شكل ستاره كيس

  

  

  ;M: size markers (1kb DNA ladder)، آگاروز ژل روي بر آكانتامبا bp 500باند مشاهده -2شكل

  : نمونه اي بررسي شده  3-13: كنترل منفي()، 2:كنترل مثبت()، 1

  

  

  

  
  

  تنتيجه تعيين توالي نمونه هاي مثب -3شكل 

  

  بحث:

 جاديرا اگرانولوماتوز  يبيآم تينادر و كشنده انسفال يماريو ب يبيآم تيازجمله كرات ميوخ يانسان يهايماريب توانديآكانتامبا مآميب 

شود. پروگنوز  يم جاديا يدزيدر افراد ا شتريشده كه ب دهيد زيانگل ن نياز ا يكند. زخم هاي پوستي و عفونت هاي نازو فارنشيال ناش

آكانتامبا  يمختلف برا پيزنوتا 20امروزه بالغ بر . )50( دارد زيآم تيو درمان موفق عيسر صيبه تشخ ازياست و ن فيضع تآن به شد

گيپياست.زنوتا يياكانتامبا تيكرات يدر عفونت ها ريغالب درگ پيو ژنوتا پيژنوتا نيتر عيشا T4 پيشده است كه ژنوت ييشناسا  ن

تصویر 4. نتیجه تعیین توالی نمونه های مثبت 

  :فراواني افراد مورد مطالعه بر حسب سن1نمودار

  

نمونه از بيني بود. از كل نمونه هاي مورد بررسي  80نمونه از حلق و  99نشان ميدهد محل نمونه گيري  3همانگونه كه جدول 

  نمونه مثبت گرديد. PCR  ،6نتايج 

 

اطلاعات مربوط به نمونه گيري و نوع بيماري افراد مورد بررسي: 3جدول  

 درصد تعداد گروه
 4/3  6 مثبت ردوام

  6/96  173 منفي

  100  179  جمع

محل نمونه 

 گيري
 3/55 99 حلق
  7/44  80 بيني

  100  179  جمع

 
 

  نوع بيماري

  9/32  59  ديابت

  7/49  89  شيمي درماني

  2/16  29  دياليز

HIV 2  8/1  
  100  179 جمع

  

 2) و بيني(مورد 4%) آميب آكانتامبا از ترشحات دهان(4/3( نمونه 6مجموع  در مطالعه، مورد نمونه 179 بين از بررسي، اين در

  .گرديد شناسايي) بيماران مورد مطالعه مورد

30, 17%

22, 13%

40, 23%39, 22%

43, 25%

مطالعه برحسب سنموردفراوانی افراد 

30-20
40-30
50-40
60-50
60-69

تصویر 3. فراوانی افراد مورد مطالعه برحسب سن
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افراد  به عنوان  مي توانند  که  هستند  جمعیت  از  بخشي  دارند، 
پرخطر در نظر گرفته شوند. ازاین رو اهمیت یافتن گونه های بالقوه 
بیماری زای آکانتاموبا در بیماران دارای نقص ایمنی بسیار بالا 
است. در این مطالعه آزمایش-کنترل به بررسی میزان آلودگی 
نمونه هاي به دست آمده از ترشحات دهان و بینی بیماران با نقص 
سیستم ایمنی به این انگل و تعیین ژنوتایپ موارد مثبت با روش 

مولکولی پرداخته شد.

 نتایج مطالعه کنونی نیز مؤید حساسیت بیشتر افراد دچار 
اختلال و تضعیف سیستم ایمنی در برابر این انگل بود )تصویر 
نتایج  بررسی  مورد  نمونه های  کل  از  به طوري که   ،)5 شماره 
با  PCR، در مجموع 6 نمونه )3/4( مثبت شد که درمقایسه 
نتایج مطالعات مشابه دیگري که بر روي افراد مبتلا به سرطان 
بسیار کمتر  انجام شد،  ایران  ایمنی در  اختلال  افراد دچار  و 
است. مطالعات قبلی در ایران حضور ژنوتیپ های بالقوه پاتوژن 
مختلف  بیمارستان های  در  بیوفیلم  و  غبار  منابع  از  آکانتامبا 

گزارش کرده اند ]7، 11[.

نتایج برخی از مطالعات، ارتباط کلونیزه شدن این انگل با میزان 
حساسیت و وضعیت سیستم ایمنی فرد را نشان داده است. برای 
مثال، معماري و همکاران در سال هاي 2015 و 2016 میزان 
آلودگی ترشحات بینی و دهان به انگل آکانتامبا را در افراد دچار 
سرطان و اختلالات ایمنی به ترتیب 45 و 13/4 درصد گزارش 
از  جمع آوری شده  بینی  سواب های  بررسی   .]13  ،12[ کردند 
بیماران سرطانی در ایران، نشانگر وجود ژنوتیپ های T3 ،T4 و 
T5 در این منابع است، نتایج به دست آمده نشان داد که 9 سویه 
جد اشده متعلق به ژنوتیپ T4 آکانتامبا با پتانسیل بیماری زایی 

بالاست که مشابه نتایج مطالعه حاضر است که نشان داد تمام 6 
سویه شناسایی شده متعلق به ژنوتیپ T4 هستند ]12[. 

در مطالعه ای در این زمینه در کشور پرو نشان داده شد که 
از افراد سالم، 21 نفر )28/4 درصد(  از 74 نمونه سواب بیني 
ازنظر آکانتامبا مثبت بودند، ژنوتیپ های T4 و T15 شناسایی شد 
]14[. باوجوداین، مطالعات قبلی گزارش داده اند که فراوانی بالای 
ژنوتیپ T4 ممکن است به دلیل حدت بیشتر آن باشد که مطابق 

با مطالعه فعلی و قبلی است ]12، 14، 15[.

نتیجه گیري

نتایج به دست آمده از مطالعه حاضر نشان داد که میزان آلودگی 
افراد با نقص سیستم ایمنی به انگل آکانتامبا در جمعیت مورد 
مطالعه به میزان 3/4 درصد است. همچنین تمام نمونه های مثبت 

با ژنوتایپ T4 شناسایی شدند.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

این  مقاله رعایت شده است.  این  اصول اخلاقی در  تمامی 
مطالعه در کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور 
 IR.AJUMS.MEDICINE.REC.1398.015 کد  با  اهواز 

تأیید شده است.

تصویر 5. مقایسه موارد مثبت و منفی برحسب بیماری زمینه ای

ش  صورت ها نمونه همه براي نوكلئوتيدي توالي تعيين و شد انجام موفقيت با مثبت، كشت هاي نمونه تمام درمورد PCR واكن

  ).3به دست آمد(شكل T4. تمامي نمونه هاي مثبت ژنوتايپ پذيرفت

  

  :مقايسه موارد مثبت و منفي بر حسب بيماري زمينه اي2نمودار
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حامي مالي

این مقاله برگرفته از پایان نامه کارشناسی ارشد رویا علاسوند 
پزشکی  علوم  دانشگاه  در   OG-9828 با شماره طرح جوادی 
جندی شاپور اهواز است. این پژوهش هیچ گونه کمك مالی از 
سازمانی های دولتی، خصوصی و غیرانتفاعی دریافت نکرده است.

مشارکت نویسندگان

مفهوم سازی: رضا ارجمند و مهدی تولا؛ تحقیق و بررسی: رویا 
علاسوند جوادی، رضا ارجمند و سمیرا رزاقی؛ نگارش پیش نویس 
اصلی: رویا علاسوند جوادی و رضا ارجمند؛ نگارش، نقد و ویرایش: 
رضا ارجمند، مهدی تولا و ملوك بیرموند؛ سرپرستی: رضا ارجمند، 

مهدی تولا و ملوك بیرموند؛ روش شناسی: همه نویسندگان.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

نویسندگان این مقاله از مرکز تحقیقات بیماری های عفونی 
و گرمسیری دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز تشکر و 

قدردانی می کنند.
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