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Background and Aim: Acanthamoeba species are abundant in soil and water samples and 

isolated from eye wash equipment sectors in medical laboratory. This single cell is as a cause of 

opportunistic infections, especially in patients with AIDS and organ recipients. The aim of this 

study was to isolate and identify the Acanthamoeba spp. from Tonekabon Rivers. 

Materials and Methods: This study was a descriptive study. 100 samples were collected 

from the river in the Tonekabon city and were cultured on nutrient agar medium. Then 

Acanthamoeba to evaluate and identify common species identified using morphological and 

polymerase chain reaction (PCR) tests. 

Results: 23 samples (23%) of the Acanthamoeba were identified morphologically and also 

using specific primers to amplify a 500 bp 18SrRNA. After sequencing, it was found that 

genotypes of Acanthamoeba, belongs to a new species, Acanthamoeba palestinensis. 

Conclusions: The results show that A. palestinensis is one of the Amoebic keratitis risk 

factors in Tonekabon rivers. Health planners must take note and make people aware of the risk 

of contamination. 

 KeyWords: Amoeba, Amoebic keratitis, Acanthamoeba palestinensis, Tonekabon 
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از  هایشگاهآزمادر وجود دارند و  وخاکآبمختلف آمیب آکانتامبا به فراوانی در نمونه  یهاگونه زمینه و اهداف:

، طلبفرصت هایعفونتمل ایجاد عا عنوانبه هایاختهتک. این اندشدهجداسازی چشم  یشستشو زاتیو تجه هابخش

. هدف از این مطالعه، جداسازی و شناسایی باشندیماعضا مطرح  کنندگاندریافتایدز و  مبتلابهدر بیماران  خصوصاً

 .باشدیممنطقه تنکابن  یهارودخانهآمیب آکانتامبا از 

 یهارودخانهنه از آب نمو 100مطالعه حاضر یک مطالعه توصیفی است. در این پژوهش مواد و روش کار: 

 هاییبآمکشت داده شدند. سپس  غیرمغذیو بعد از فیلتر نمودن، در محیط کشت آگار  آوریجمعشهرستان تنکابن 

( مورد ارزیابی PCRو واکنش زنجیره پلی مراز ) با تری کروم آمیزیرنگاکانتامبا با استفاده از بررسی مورفولوژی و 

 با استفاده از انجام سکانس گونه شایع مشخص گردید. تدرنهای و شناسایی قرار گرفتند.

مورفولوژی آمیب آکانتامبا شناسایی شدند که با استفاده از پرایمرهای  ازلحاظ( %23نمونه ) 23 :هایافته

از تعیین توالی، مشخص شد که ژنوتیپ آکانتامبا،  جفت بازی تائید شدند. بعد 500با تکثیر قطعه  18SrRNAاختصاصی 

 .باشدیم (Acanthamoeba palestinensis) آکانتامبا پالستیننزیزجدید  گونهیکبه  متعلق

که گونه آکانتامبا پالستیننزیز که یکی از عوامل ابتلا به التهاب قرنیه  دهدیمنشان  آمدهدستبهنتایج : گیرینتیجه

رنامه ریزان سلامت این منطقه به شهر تنکابن وجود دارد، لذا پزشکان و ب هایآبدر  باشدیمآمیبی در ایران 

 این آمیب توجه داشته و مردم را از خطر به آلوده شدن آن آگاهی دهند. زاییبیماری

 PCRشهرستان تنکابن،  یهارودخانه، آکانتامبا پالستیننزیزآمیب، التهاب قرنیه،  :کلیدی کلمات 
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 مهمقد

و دارد  یجهان تشاران هک است یزآزاد هاییبآم از انتامباکآ

 ازجملهمتعددی  هاییستگاهزوجود دارد. در  وخاکآبدر محیط 

مناطق استوایی و  هایخاکساحل، فاضلاب،  یهاماسهآب دریا، 

قطب جنوب انتشار دارند. در محیط خانه از خاک گلدان، 

 یهاحمامتهویه،  یهادستگاه، محیط بیمارستان، هاپساب

 هابخش ،هایشگاهآزمادر . (1)زی شدند جداسا کولرهاو  درمانیآب

افراد دچار  یکه برا شدند ییچشم شناسا یشستشو زاتیو تجه

 مبتلادر افراد  هایاختهتکاین  .کندیم جادیخطر ا هیقرن بیآس

 هایعفونتز ایمنی سالم ایجاد نقص سیستم ایمنی و نی به

و پوست  هایهرعفونت سینوس،  کراتیت، ،یمرکز اعصاب سیستم

. ممکن است طی ارزیابی هیستوپاتولوژیکی عادی، به نمایدیم

 .(2)تشخیص داده نشوند  هاعفونتدلیل عدم آشنایی با آمیب 

 تیراتک، یچشم هایعفونت در بیآم نیا یاصل عارضه

 تیفاک یدارا و جوان افراد در عمده طوربه هک است ییانتامباکآ

 اتفاق یافراد در طورمعمولبه و است شدهگزارش یمنیا ردکعمل

 یتماس یلنزها از ای دارند هیقرن در یجزئ بیآس هک افتدمی

برخلاف . کنندیم استفاده یرنگ و یشیآرا یلنزها خصوصبه

، کراتیت شودیمسیستمیک که با آکانتامبا ایجاد  هایعفونت

. (2) گرددیمآمیبی سبب درد، ضعف بینایی، حساسیت به نور 

است، که یک  شدهتشکیلچرخه زندگی آکانتامبا از دو مرحله 

فوزوئیت . ترو(3) باشدیممرحله تروفوزوئیت و یک مرحله کیست 

ی پاهای کاذب خاردار و سوزنی شکل و حرکت ها دارا

 ماتیفاقد تقس ستیک. (4)تروفوزوئیت کند و آهسته است 

 تیفوزوئوهسته با مشخصات هسته تر کیا است و تنه یاهسته

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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و نور  یخشک ،کنندهضدعفونیدر برابر مواد  هایستک دارد.

حدوداً به  توانندیم هایستک .(5) هستند مقاوم اریبس دیخورش

 طورمعمولبه انتامباکآ ییناساش. (6)سال زندگی کنند  20مدت 

 در هاآن شتک ای هانمونه یوپکروسیکم میمستق روش قیطر از

 آن هاییستک یساختار اتیخصوص بر اساس و شتک طیمح

 هایییتمحدود با شتک طیشرا تأثیر علت به روش نیا است.

 روش مولکولی واکنش زنجیره  ریاخ یهاسال است. در همراه

 یبرا یمناسب یدییتأ آزمون و ردهک برطرف یادیز حد تا پلی مراز

 با هانمونه PCRاست.  یآزادز هاییبآم ریسا از انتامباکآ افتراق

 یبرا یاختصاص یروش عنوانبه 18SrRNAژن  از ییهاقطعه ریثکت

وفور با توجه به اینکه  .است شدهتوصیف انتامباکآ جنس ییشناسا

در  ییت زیاددر طبیعت اهم یآزادز هاییبآمو پراکندگی 

و با توجه دارد در افراد  طلبفرصت هایعفونتپیشگیری از بروز 

 یهارودخانهبه اینکه هیچ اطلاع قبلی از تنوع آکانتامبا در 

جداسازی و  باهدفشهرستان تنکابن وجود نداشت، این مطالعه 

شهر تنکابن انجام  یهارودخانه هایآبشناسایی آکانتامبا در 

 گردید.

 هاروشمواد و 

نمونه  100 تعداد گرفت. انجام یفیتوص روش به قیتحق نیا

ساکن و با حرکت کند( و  هایآب)رودخانه پریشان  21آب از 

، 11-9، 9-7جاری با سرعت زیاد( در ساعات  هایآبخروشان )

دارای پوشش  یهارودخانهو از سطح آب در حاشیه  12-14

دار  درپوش یهایبطر وسیلهبهلیتر  5الی  1گیاهی به حجم 

شهرستان تنکابن  یهارودخانهاستریل، در فصل تابستان از 

به کمک دستگاه  شدهآوریجمع یهانمونه. (7)گردید  آوریجمع

میکرون، فیلتر گردید  45/0و با فیلتر نیترو سلولزی  خلأپمپ 

فیلتر شده در سرم فیزیولوژی شستشو داده شد  یهانمونه. (8)

از سرم فیزیولوژی در مرکز پلیت حاوی  لیترمیکرو 200سپس 

که به  Pag,s Salin (2/7- 4/7:pH)و  غیرمغذیار محیط کشت آگ

بود  شدهاضافه شدهکشته کلیاشریشیاآن سوسپانسیون باکتری 

درجه سلسیوس  30-25داده شد. سپس در دمای  یاسفرهکشت 

 .(9)به مدت یک تا دو هفته گرما گذاری شدند 

موجود در محیط کشت، چندین بار  یهاقارچبرای حذف 

که در هر پلیت،  صورتبدینمورد کشت مجدد قرار گرفتند. 

بیشتر وجود داشت را  FLAتراکم که قارچ کمتر و  یانقطه

انتخاب و با تیغه اسکالپل استریل برش داده شد سپس در محیط 

ادامه  قدرآنگردید. این عمل  جاگذاریوارونه  صورتبهجدید 

 .(9)داشت تا محیط بدون قارچ تهیه گردید 

در محیط کشت، به آن بافر  FLA سازیخالصبعد از 

اضافه شد و با تیغه اسکالپل استریل محیط  (PBS)فسفات سالین 

شناور شوند.  PBSو تروفوزئیت ها در  هایستکبرش داده شد تا 

در محیط را در درون میکروتیوب منتقل و با دور  PBSسپس بافر 

 ماندهباقیدقیقه سانتریفیوژ گردید. رسوب  5به مدت  4000

تا آگار موجود در رسوب شستشو داده شد  PBSچندین بار با 

 یهانمونه، هایبآم. برای شناسایی (9, 10)حذف گردد  کاملاً

تری کروم در زیر  آمیزیرنگبا و بدون  شدهآوریجمع

، بررسی و از 100Xو  10X ،40Xمیکروسکوپ نوری با بزرگنمایی 

 هاییژگیوبا توجه به  هایبآمعکس گرفته شد.  هانمونهتمام 

و تروفوزوئیت مورد ارزیابی و شناسایی قرار  هایستکمورفولوژی 

 .(10)گرفتند 

 DNAتوسط کشت، پس از استخراج  هایزولهاجهت تائید 

 شرکت ویوژن DNAبا استفاده از کیت استخراج  هایزولها

 (Mini TMGeno Plus)  یاختصاص مریپرابا استفاده از 

18SrRNA  واکنش ( 1)جدولPCR   (7)انجام گردید. 

 

 انتامباکجنس آ شناساییاین مطالعه جهت  در مورداستفاده یمرهای: پرا1 جدول

 پرایمر )جفت باز( طول توالی نام پرایمر

Acant F 5′-GGCCCAGATCGTTTACCGTG-3 20 
Acant R 5′-TCTCACAAGCTGGGGAGTCA-3′ 20 

 

با استفاده از  FLA یهانمونههای  DNA، روی PCRواکنش 

 و در حجم کلی Bio Rad (My cycler) دستگاه ترموسایکلر

 µL 25  .ون ینش شامل دناتوراسکط انجام وایشراانجام گرفت

 لیکس 30قه و سپس یدق 10به مدت  سلسیوسدرجه  95 هیاول

 سلسیوسدرجه  60دقیقه،  1به مدت  سلسیوسدرجه  95 شامل

و  دقیقه 2به مدت  سلسیوسدرجه  72 دقیقه و 1به مدت 

 5به مدت  سلسیوسدرجه  72 در ییگسترش نهاهمچنین 

پس از الکترفورز  PCR ییمحصولات نهاگردید. روی قه انجام یدق
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سکانسینگ انجام شد و در مرحله  ،درصد 5/1روی ژل اگاروز 

افزار با استفاده از نرم ین توالییحاصل از تع یهاانسکس ،بعد

Blast سه شدند.یمقا یژن کموجود در بان یهایبا توال 

 هایافته

 آمیزیرنگ شدهتهیهبر اساس مشاهده مستقیم و گسترش 

( مثبت %23نمونه ) 23(، تعداد 2و  1شده با تری کروم )شکل 

با  PCRنتایج  چنینهمرودخانه مشاهده و گزارش گردید.  7در 

را تائید کرد. نتایج  آمیزیرنگنتایج کشت و  bp 500 محصول

ه از ا ایزوله شداکانتامب یبآماین مطالعه نشان داد که همه 

(. نتایج بررسی 2بودند )جدول  پریشان یهارودخانه هایآب

 14-12 یهازمانمختلف نشان داد که در  یهازمانجداسازی در 

 باشدیممسیر  هاآبدر  یبآمبیشترین امکان ایزوله کردن این 

 .(3)جدول 

 

با دیواره خارجی صاف و نازک و تروفوزوئیت  ایدایرهکیست  :1شکل 

حاوی  غیرمغذیخاردار و سوزنی شکل آکانتامبا در محیط آگار 

 : تروفوزوئیت آکانتامباB: کیست آکانتامبا A شدهکشته کلیاشریشیا

 
تری کروم و  آمیزیرنگکیست و تروفوزئیت آکانتامبا با  :2 شکل

 : کیست آکانتامباB: تروفوزوئیت آکانتامبا 100X Aبزرگنمایی 

 

 امبا بر اساس جریان آب: فراوانی آکانت2جدول 

 موارد مثبت )درصد( تعداد نمونه نوع رودخانه

 (%7/37) 23 61 پریشان

 0 39 خروشان

 (%23) 23 100 تعداد کل

 

 گیرینمونه: فراوانی آکانتامبا بر اساس زمان 3جدول 

 موارد مثبت )درصد( گیرینمونهتعداد  گیرینمونهساعت 

7 - 9 21 0 

9 - 11 27 5 (52/18%) 

12 - 14 52 18 (62/34%) 

 (%23) 23 100 تعداد کل
 

 
 : لدرMآکانتامبا بر روی ژل آگارز bp 500: مشاهده باند 3شکل 

DNA Lader 50 bp  ،A ،نمونه :Nکنترل منفی : 
 

 آمدهدستبهیپ حاصل از توالی ژن نشان داد، ژنوتنتایج 

 به ذکرلازم  بود. C21/FB2ایزوله  آکانتامبا پالستینزیزمربوط به 

به شماره ثبت ژنی  NCBIدر بانک ژنی  است که توالی ژنی

GenBank KU364623.1  ایزوله  آکانتامبا پالستیننزیزبه نام

(، ثبت Acanthamoeba Palestinensis strain Mataji) متاجی

 گردید.

 
فیلوژنتیک آکانتامبا بر اساس توالی  وتحلیلتجزیه :4شکل 

18SrRNA 
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 بحث

در  هانمونه آوریجمع، شدهانجامنتایج تحقیقات  بر اساس

 رانتایج بهتری  هایاچهدرو  هارودخانهفصل سرد از رسوبات کف 

 هایاختهتک. در فصل زمستان به دلیل سرد بودن هوا این دارند

. با گرم شدن شوندیمو در کف جایگزین  درآمدهکیست  صورتبه

، لذا این (11-13) دندگریمبه تروفوزئیت تبدیل  هایستکهوا 

در سطح آب  یحاًترجاشکال فعال که بسیار به اکسیژن نیازمندند 

و همکاران در اعماق  Rezaianبیشتر موجودند. در تحقیقی که 

مختلف دریاچه پریشان کازرون انجام دادند، مؤید این موضوع 

، در تحقیق حاضر که در فصل تابستان درنتیجه. (14) باشدیم

برای بررسی  هارودخانهرا از سطح  هانمونهانجام شد،  گیرینمونه

با نتایج محققین  آمدهدستبهانتخاب کرده که بر اساس نتایج 

( گرمادوست، ترموفیل )هایاختهتکدیگر همخوانی داشت. این 

عیت بیشتری در درجه حرارت بالا، از جم یحاًترجهستند و 

بعدازظهر  16الی  12. در ساعات گرم روز بین باشندیمبرخوردار 

، گرددیمکه در اثر تابش نور خورشید آب سطح دریاچه گرم 

. در تحقیقاتی (15) یابدیمنیز افزایش  هایبآماحتمال یافتن این 

در دریاچه فلوریدا انجام داده بود، توانست بیشترین  Wellingsکه 

 خصوصهبگرم تابستان  یهاماهسطح زمینی آمیب نگلریا را در 

 منظوربهو همکاران  Rezaian. (16)در ساعات گرم به دست آورد 

انجام دادند،  گیرینمونهبررسی وجود آمیب در ساعات مختلف 

ساعات به دست آوردند  ینترگرمرا در  هاجواببهترین  درواقع

بررسی این احتمال، در ساعات مختلف روز از صبح  منظوربه. (14)

درجه حرارت سطحی آب تفاوت چشمگیری وجود  عصر درتا 

را در ساعات گرم  هایجهنتانجام گردید. بهترین  گیرینمونهدارد، 

 11الی  9روز در فصل تابستان، برای گروه آکانتامبا در ساعات 

 52بعدازظهر از  2الی  12( و %52/18مورد ) 5نمونه  27صبح از 

بررسی جدا گردید. این  منظوربه( %62/34مورد ) 18نمونه 

آن است، نتیجه تحقیق حاضر با نتایج تحقیقات اخیر  دهندهنشان

آمفی زوئیک، بیشتر در  هاییبررسهمخوانی دارد. در اکثر  کاملاً

 یهادستگاهآلوده به پساب  هایآبشنا و  یاستخرهایا  هایاچهدر

کمتر  هایبآممعمولی این  هایآباست. در  شدهگزارشعتی صن

 عنوانبهبا درجه حرارت بالا ممکن است  هاآباست.  شدهگزارش

. (16, 17) عمل کنند هاآنمخازن برای ادامه حیات و انتشار 

با پوشش  یامنطقهمناطقی که تروفوزئیت آکانتامبا جدا گردید، 

(، شیلات 50,80 36,84شیرود ) یهارودخانهگیاهی در حاشیه 

 محلهسادات(، 5077 36,87(، میاندوج محله )50,90 36,79)

 19,52نسارود )(، 50,76 36,87(، چالکرود )50,70 36,89)

آن است،  دهندهنشان( بود. این 50,84 36,80(، افشره )50,45

وابسته به  هایاختهتکت این که تکثیر فراوانی و افزایش جمعی

 خصوصبه. هر چه این زنجیره غذایی باشدیمزنجیره غذایی آب 

 یستماکوسباشد  تریغن سلولیتک یهاکنندهفتوسنتز  ازنظر

 باشدیم ترمناسب هایاختهتکحاصله برای جمعیت 

 (18 ,16 ,15). 

و  Rezaian ،Craryانند مطالعه در این بررسی هم

Badirzadeh   خروشان )قسمت  یهارودخانهکه از  ییهانمونهاز

ایزوله نشد و تمامی  اییاختهتکبودند،  شدهگرفتهجاری آب( 

پریشان )قسمت ساکن آب( بود که  یهارودخانهایزوله مربوط به 

 هارودخانهبه این دلیل باشد که قسمت حواشی  تواندیماین 

و جریان بسیار ضعیف  آینددرمیمجموعه بسته  صورتبهاهی گ

و از زنجیره غذایی کاملی  نمایدیمعبور  هاآنآب از روی 

فرصت خوبی برای رشد و تکثیر پیدا  هایاختهتکبوده و  برخوردار

گالیسیا در اسپانیا نیز مواردی از نگلریا و  یهاچشمه. از کندیم

 .(5, 14, 19)آکانتامبا جدا نمودند 

 FLAجداسازی و شناسایی  منظوربهدر تحقیق حاضر که 

منطقه تنکابن به روش کشت و بررسی  یهارودخانهدر 

مورفولوژیک و بررسی مولکولی  هاییژگیومیکروسکوپی بر اساس 

نمونه  100انجام گردید. از  18SrRNA یهاژنبر اساس ترادف 

( برای آمیب آکانتامبا مثبت گزارش %23مورد ) 23، شدهررسیب

آلوده به آمیب، برای  یهانمونهمولکولی  هاییبررسگردید. بعد از 

در تحقیقاتی شناسایی شدند.  آکانتامبا پالستیننزیزگروه آکانتامبا، 

و دریاچه پریشان کازرون  هارودخانه وخاکآبروی  Rezaianکه 

نمونه به روش کشت و میکروسکوپی  354موع انجام دادند، از مج

مورد نگلریا گزارش  3مورد آکانتامبا و  10بررسی کردند که 

. نتایج تحقیق اخیر نشان داد که درصد آلودگی (14)کردند 

آکانتامبا نسبت به نگلریا بیشتر است. همچنین این نتایج نسبت 

کمتر بوده است.  FLAدرصد آلودگی به  ازنظربه تحقیق حاضر 

Ghadar-ghadr  و همکاران طی تحقیقاتی بر روی منابع آب

جداسازی  FLAمورفولوژی توانستند،  هایگییژوشیراز بر اساس 

 42، شدهبررسینمونه  120. از مجموع (10)و شناسایی نمایند 

مورد  31آلوده به آمیب،  یهانمونه( مثبت بودند. از %35مورد )

نوع  2( به %19/26مورد ) 11( به یک نوع آمیب و 81/73%)

مورد(  39آکانتامبا ) یهاگونهآمیب آلودگی داشتند. فراوانی 

 یهانمونهمورد( بیشتر بوده است.  14نسبت به نگلریا )

 یهاشبکهچاه،  هایآبدر این تحقیق، بر روی  شدهآوریجمع
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( از درصد %4/44) هاچاه. (10)و مخزن بوده است  رسانیآب

ولی در  بت به سایر منابع برخوردار بودند،آلودگی بیشتری نس

پریشان  یهارودخانهحاضر که بیشترین درصد آلودگی در  تحقیق

زنجیره غذایی کاملی برای  هامکانبوده، این مؤید آن است که در 

وجود دارد، اما تحقیقات قبلی درصد آلودگی  هایبآماین 

و  Leivaبیشتری نسبت به تحقیق حاضر برخوردار است. 

مثبت  %43 شدهبررسینمونه  201، از Nicaraguaهمکاران در 

که در مناطق شهری و  دهدیماین تحقیق نشان  هاییافتهبودند. 

. نتایج این (20)است  %2و  %21گرمسیری آلودگی به آکانتامبا 

تحقیق نسبت به تحقیق حاضر از بالاتر بودن درصد آلودگی به 

FLA جدا کمتر از تحقیق  صورتبه، اما درصد آلودگی باشدیم

 %7/37پریشان  یهارودخانهحاضر که درصد آلودگی آکانتامبا در 

در آب  FLAو همکاران در بررسی شیوع  Edagawa .باشدیم

آب  خانهتصفیهو  هارودخانهآشامیدنی که منبع تغذیه آن، آب 

آکانتامبا و نگلریا  یهاگونهبه  %7/68واقع در اوزاکای ژاپن بود، 

 ونه . همچنین در بررسی مولکولی، گ(21)گزارش شد 

. نتایج این تحقیق نسبت به (21)نشان داد  آکانتامبا آسترونکسیز

تحقیق حاضر از درصد آلودگی بیشتری برخوردار است. گونه 

، که با تحقیق باشدیمآکانتامبا پالستیننزیز نتیجه حاضر  جداشده

 اخیر مشابه نیست.

 آکانتامبا پالستیننزیزاین تحقیق، گونه  یهایافتهبه  با توجه

در  باشدیمکه یکی از عوامل ابتلا به التهاب قرنیه آمیبی در ایران 

خروشان در ساعت هائی  هایآب خصوصبهشهر تنکابن  هایآب

، لذا پزشکان و برنامه ریزان شوندیمکه اوج گرما وجود دارد یافت 

یب توجه داشته و مردم این آم زاییبیماریسلامت این منطقه به 

 را از خطر به آلوده شدن آن در هنگام شنا آگاهی دهند.

 تقدیر و تشکر

کارشناسی ارشد رشته  نامهپایاناین مقاله برگرفته از 

که با همکاری دانشگاه آزاد واحد تنکابن  باشدیم شناسیمیکروب

و ژنتیک  شناسیمیکروب یهابخشانجام گردید. از مسئولان 

 .شودیمتنکابن قدردانی دانشگاه 

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونههیچ
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