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Background and Aims: Acanthamoeba, the causative agent of granulomatous amebic 

encephalitis )GAE), is among the most prevalent free-living amoebas (FLA) existing in water, 

soil and dust. This study was conducted to determine FLA and identify Acanthamoeba 

genotypes isolated from stagnant water in Kashan, Iran. 

Materials and Methods: In this descriptive study, 138 stagnant water samples were 

collected from Kashan mosques and public parks. The samples were filtered (0.45µm) and 

cultured onto non-nutrient agar for the presence of FLA. Acanthamoeba spp. was identified by 

polymerase chain reaction (PCR) using specific primers, which amplified a 490 bp fragment. 

Among ten sequenced isolates of Acanthamoeba, different genotypes were determined by 

sequence analysis. The parameters such as pH, temperature, sampling season and related results 

were recorded and analyzed using SPSS16. 

Results: The rate of FLA was 88.4 %, 59.4% of which were confirmed as Acanthamoeba 

spp. using PCR method. The rate of Acanthamoeba T4 and T2 genotypes were 80% and 20%, 

respectively. There was a significant relation between FLA rate and sampling season (P= 0.01). 

The highest rate of FLA and Acanthamoeba was observed at pH 7. There was no significant 

relationship between FLA and Acanthamoeba spp. with pH and temperature. 

 

 Conclusions: The rate of FLA and Acanthamoeba in stagnant water were high in Kashan. 

The dominant Acanthamoeba genotype (T4) is pathogen. Due to serious amoeba-induced 

complications, hygienic education is recommended to increase the public awareness on 

transmission and health/preventive measurements. 
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 های راکد کاشاناز آب  آکانتامباهای آزادزی و شناسایی مولکولی جداسازی آمیب
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 یتنسفالعامل آ و دخاک و گردوغبار وجود دار ،در آبوفور ی است که بهآزادزیب آم ترینشایع آکانتامبا :زمینه و هدف

کاشان  شهرراکد  ایهآبدر  آکانتامبا یهایپژنوتا ییو شناسا یآزادز یهایبآم یصتشخرای حاضر ب ة. مطالعیبی استگرانولوماتوز آم

 است. شدهانجام 

 پس از هاشد. این نمونه یآورکاشان جمع یهانمونه آب راکد از مساجد و پارک 13۸، یفیتوص ةمطالع ایندر  :کار روش و مواد

از  آکانتامبا یمولکول ییشناسا برایشدند.  یبررس یآزادز یباز نظر آم یمغذیرآگار غ کشت در و یکرونیم45/0فیلتر  عبوردادن از

 10 یپ، ژنوتایدینوکلئوت یتوال یینتعو  bp490 ةقطع یرپس از تکث .ی استفاده شداختصاص یهایمرپرا ومراز  یپل یاهیرهواکنش زنج

 ثبت و تحلیل شد. 16نسخة  SPSS در و نتایج گیریل نمونهفص ،دما ،pH. شناسایی شد آکانتامبا یزولةا

 آکانتامبا عنوانبه آنها درصد PCR  4/59بودند که با استفاده از یآزادز یبآلوده به آم هادرصد از نمونه 4/۸۸ ها:یافته

فصول . بین ندبودT2 درصد  20 و T4 آکانتامبا ژنوتایپمربوط به درصد  ۸0 های تأییدشدهاز میان نمونه. ندیید شدأتشناسایی و 

آب راکد به آمیب آزادزی و  بیشترین میزان آلودگی .(P=  01/0ه شد )داری مشاهدآمیب آزادزی ارتباط معنی اآلودگی ب گیری ونمونه

 مشاهده نشد. آکانتامبادما با آلودگی آمیب آزادزی و  و pH داری بینارتباط معنیدر این مطالعه  .مشاهده شد 7pHدر  آکانتامبا

همچنین ژنوتیپ  .استبالا  کاشاندر  تامباآکانزی و دراکد به آمیب آزا هایآبآلودگی این مطالعه نشان داد که  :گیرینتیجه

افزایش  برایآموزش بهداشت  آمیب، عوارض خطرناک ناشی از اینبا توجه به  زا است.های بیماریاست که از سویه  T4آکانتامباغالب 

 شود. پیشگیری از آلودگی توصیه می برایاقدامات بهداشتی  نیز انتقال و ةآگاهی در زمین

 

 ژنوتایپ، آکانتامبا آمیب آزادزی، ،راکد هایآب کلمات کلیدی:
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مهمقد

های آزادزی از منابع محیطی از های گوناگون آمیبجنس

ی هاگونهی برخ. اندشده جدا فاضلاب و گردوغبار خاک، آب، جمله

 ،آزاد یقادرند ضمن زندگ دارند و دوگانهی دگزن هابیآم نیا

های آلوده کنند. اگرچه همة آمیب زیانسان را ن یاتفاق شکلبه

، نگلریا و آکانتامباهای هستند؛ اما جنس زاآزادزی بالقوه بیماری

مننگوانسفالیت آمیبی،  ،هابالاموثیا بیشتر در انسان و دیگر حیوان

های . گونه(۱،۲) کنندمیهای چشمی و پوستی ایجاد بیماری

 های آمفی زوئیک هستند که معمولایاختهترین تکرایج ،آکانتامبا

های خشک و مرطوب در سراسر جهان وجود دارند. این در محیط

های راکد، آب بطری های متنوعی از جمله آبآمیب از زیستگاه

پزشکی، مواد های دندانآشامیدنی، استخرهای شنا، یونیت

 .(4،۳) ندة لنز و دیالیز و گردوغبار جدا شده استوشودهشست

شود. فرم در سیر تکاملی خود به دو شکل مشاهده می آکانتامبا

تروفوزوئیت توانایی تغذیه از منابع گوناگون را دارد و از راه تقسیم 

شود. فرم مقاوم یا کیستی از مقاومت بسیار بالایی دوتایی زیاد می

ها کیست .(۵) یطی برخوردار استبه شرایط نامساعد مح نسبت

 پزشکی ایران یشناسکروبیمجله م
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زایی خود را در محیط حفظ مانند و بیماریچندین سال زنده می

توانند گردوغبار آلوده می ها از راه خاک، آب وکیست .(6)کنند می

های بدن انسان و منجر به بروز بیماری شوند. همچنین وارد بافت

و دیدن ممکن است آمیب از راه خراش در پوست یا آسیب

جسم خارجی و ورود علت خوردن اپی تلیوم قرنیه بهضربه

 .(۱) همچنین استفاده از لنزهای تماسی به بدن راه پیدا کند

شناسایی شده است که در  آکانتامباگونه از جنس چندین

صورت ورود به بدن انسان ممکن است آنسفالیت آمیبی 

ی ایجاد کشنده، ضایعات پوستی و نیز کراتیت آمیب گرانولوماتوز

شکل کنند. بروز کراتیت آمیبی در طول سه دهة گذشته به

یی عفونتی آکانتامباکراتیت  .(7) گیری افزایش یافته استچشم

کند. این بیماری در افرادی که حاد است و قرنیه را درگیر می

شود و از راه واردشدن سیستم ایمنی نرمال هم دارند ایجاد می

نکردن اصول بهداشتی در استفاده ل رعایتدلیتروما به قرنیه و یا به

های تشخیصدر ایران نیز نمونه .(۸) دهداز لنزهای تماسی رخ می

شده در دانشکدة بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران از سال داده

که علت آن را بیشتر استفاده  ندنمونه بوده ا 150بر  افزون 1374

 . (7)اند هکرداز لنزهای نرم گزارش 

میانگین  مثلوهوایی خاص دلیل شرایط آبقة کاشان بهمنط

پایین بارش سالیانه و میزان زیاد گردوغبار، یکی از مناطق مهمی 

های آزادزی است که ساکنینش در معرض خطر آلودگی با آمیب

های در ایجاد کراتیت آکانتامبابه نقش مهم  توجه . باقرار دارند

به شیوع  توجه و با (۱، ۸-9)ز های گرانولوماتوآمیبی و آنسفالیت

از  آکانتامباو انتقال  (7)های آمیبی در ایران افزایش کراتیتبهرو

، مطالعة حاضر (۱)راه آب، خاک و گردوغبار آلوده به کیست آمیب 

 آکانتامباهای های آزادزی و تعیین ژنوتایپبا هدف شناسایی آمیب

 کاشان انجام شده است. در

 هاروشمواد و 

 آوری نمونهعجم

، 1394-1395 هایاین مطالعة مقطعی، در بازة سال در

ها و های پارکنمونه آب حوضچه 104 نمونه آب راکد شامل 13۸

برداری های مساجد شهر کاشان نمونهنمونه از آب حوض 34

های بطری در لیترمیلی500میزان هر نمونه آب به .ندشد

نتقال به آزمایشگاه آوری و پس از ااستریل جمع داردرپوش

های آزادزی شناسی دانشگاه علوم پزشکی کاشان از نظر آمیبانگل

 و pH دما، رینظ یطیمح عوامل ارتباط بررسی شد. آکانتامباو 

 .شد یبررس آکانتامبا و یآزادز بیآم با فصل

 های آزادزی ی آمیبجداساز

 :هانمونهفیلتراسیون  (الف

شده ابتدا از فیلترهای آوریهای آب جمعهریک از نمونه

یتروسلولز )شرکت بیوتک آلمان( و با استفاده از نمیکرون  45/0

)ساخت انگلستان( عبور داده شدند. برای  AEIپمپ خلاء 

 ،هاپس از فیلترکردن هریک از نمونه ها،جلوگیری از آلودگی نمونه

 دستگاه شسته و خشک شد. 

 کشت: ( ب

 Non-Nutrient ی )فیلترها روی محیط کشت آگار غیرمغذ

Agar) (NNA) درجة  26-2۸در دمای  یاکلیاشرششده با غنی

مدت یک ماه انکوبه و از نظر داشتن ترفوزوئیت یا به سلسیوس

و  آکانتامبا(. از نمونة مثبت 7) کیست آمیب آزادزی بررسی شدند

های مثبت و منفی در عنوان کنترلسرم فیزیولوژی استریل به

های مثبت مجدد پاساژ داده شدند و مونهکشت استفاده شد. ن

با سرم فیزیولوژی  شووشستهای آمیب آزادزی پس از کلنی

 DNA آوری و رسوب حاوی آمیب تا زمان استخراجاستریل، جمع

 . دننگهداری شد سلسیوسدرجة  -20در فریزر 

 :DNAاستخراج 

 DynaBio TM DNAبا استفاده از کیت  DNAاستخراج 

Extraction Mini Kit  و طبق دستورالعمل  شرکت تکاپوزیست

 باشده تا زمان ارزیابی های استخراجDNAمربوطه انجام شد. 

PCR،  سلسیوس نگهداری شدند. ةدرج -20در دمای 

 :PCRبا   آکانتامباتشخیص 

و  PCRهای آزادزی با روش از سایر آمیب آکانتامباشناسایی 

 انجام شد. 18SrRNAاختصاصی ژن  JDp1و  JDp2پرایمرهای 

PCR  سلسیوس ةدرج 94د. دناتوراسیون در شطبق برنامه انجام 

سلسیوس  ةدرج 94 در دناتوراسیون ،سیکل 33دقیقه،  4 مدتبه

ثانیه و  45مدت سلسیوس به ةدرج 57ثانیه، آنیلینگ  35مدت به

سازی دقیقه و طویل 1مدت سلسیوس به ةدرج 72سازی در طویل

 دقیقه. 5نهایی در 

شده با آمیزیدرصد رنگ 5/1در ژل آگاروز  PCRل محصو

اتیدیوم بروماید الکتروفورز و با ترانس لومیناتور بررسی شد. 

در  آکانتامبادهندة وجود نشان bp490باند اختصاصی  مشاهده

 بودن آلودگی در نظر گرفته شد.نمونه و مثبت

 

 
 



 ....های آزادزی و شناساییجداسازی آمیب | و همکاران گلستانی 

12۸ 

 

 PCR (PCRتعیین توالی نوکلئوتیدهای محصول 

Sequencing): 

راکد  جداشده از آب نمونة 10آمده از دستبه PCRمحصول 

پس  ارسال شد.جنوبی هکر Bioneerتعیین توالی به شرکت  برای

 هاشده، هریک از توالیهای ارسالی نمونهاز تعیین توالی نوکلئوتید

 در .ارزیابی شدند بلاستافزار و با استفاده از نرم NCBIپایگاه  در

با  های نوکلئوتیدیتشابه هریک ازتوالی زانیبه م با توجه ادامه

، ژنوتیپ این پایگاه در بانک ژن شدههای استاندارد و ثبتتوالی

 و تأییدپس از تعیین  همچنین .شدها، مشخص نمونههریک از 

 بانک ژن درهریک جزئیات کامل ، آکانتامبا ةایزول 10ژنوتیپ 

NCBI شد ثبت. 

 اطلاعات:وتحلیل تجزیه

آزمون با  16نسخة   SPSSافزارنرم ها درود دادهپس از ور

 انجام شد.نالیز آماری ، آو فیشر مجذور کای

 هاافتهی

های راکد نمونه آب 13۸ براساس نتایج بررسی حاضر، از

از نظر  (درصد 4/۸۸نمونه ) 122شده با روش کشت، بررسی

(، میزان  PCRهای آزادزی مثبت بودند. در بررسی مولکولی )آمیب

 1 شکل(تأیید شد  (درصد 4/59)نمونه  ۸2 در آکانتامباآلودگی به 

 (.1و جدول 

در  آکانتامباهای آزادزی و بیشترین میزان آلودگی به آمیب

 درصد( و 1/97) نمونه 33ترتیب شده از مساجد بهآوریآب جمع

(. بیشترین زمان جداسازی 1درصد( بود )جدول ۸/61) نمونه 21

( گزارش شد و درصد 1/95روز هفتم کشت ) های آزادزی درآمیب

درصد( بود. بیشترین میزان آلودگی به آمیب  1/4ام )در روز سی

 (.1مشاهده شد ) نمودار  pH 7در  آکانتامباآزادزی و 

در  آکانتامباهای آزادزی و بیشترین میزان آلودگی به آمیب

 5/29ترتیب درجة سلسیوس مشاهده شد که به 26-30دمای 

 (.2( )نمودار 22/0  =P، )(P=  1/0)درصد بود  1/34 درصد و

 100در زمستان )آمیب آزادزی بیشترین میزان آلودگی به 

=  01/0)شد  دیدهدرصد(  ۸/77و کمترین در تابستان ) (درصد

P) در تابستان  آکانتامبا. همچنین بیشترین میزان آلودگی به

 هده شد.درصد( مشا ۸/56) درصد( و کمترین در زمستان 7/66)

درصد(  ۸0ایزوله ) ۸تعیین توالی شد که  آکانتامبا ةایزول 10

توالی میزان مشابهت  .بودندT2 درصد( 20ایزوله ) 2و   T4ژنوتیپ

. لازم به توضیح بود درصد 9۸-100ها نوکلئوتیدها با سایر ایزوله

 آکانتامبا ةایزول 10زا هستند. بیماریT2 و  T4های است ژنوتیپ

 و هاژن ثبت ةشمار ند.های زیر ثبت شدبا شماره ،در بانک ژن

 :پیژنوت

 
LC177107.1-LC177108.1: T2 

LC276833.1-35 ،  :LC276875.1-76 , LC276879  

,LC276364.1-65: T4 

 

                       

های درصد در آب ۵/۱ بر ژل آگاروز JDP1 ,  JDP2   آکانتامباتصاصی قطعۀ تکثیریافته با استفاده از پرایمرهای اخالکتروفورز  .۱شکل 

 آکانتامباهای مثبت نمونه S1-S6، کنترل مثبت PC، منفی کنترل bp ۱00 ،NCمارکر وزنی  Mراکد کاشان. 
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 یریگبرحسب محل نمونه آکانتامباو  یآزادز یهابیراکد به آم هایآب یآلودگ یفراوان عیتوز. ۱جدول 

 اختهیتک

 

 محل

 یریگنمونه

 یآزادز بیآم

 

 آکانتامبا

 جمع 

 مثبت (درصد( تعداد

 (درصد) تعداد

 یمنف

 (درصد) تعداد

 مثبت

 (درصد) تعداد

 یمنف

 (درصد) تعداد

 مسجد
33 

(1/97) 

1 

(9/2) 

21 

(۸/61) 

13 

(2/3۸) 

34 

(100) 

 پارک
۸9 

(6/۸5) 

15 

(4/14) 

61 

(7/5۸) 

43 

(3/41) 

104 

(100) 

 جمع
122 

(4/۸۸) 

16 

(6/11) 

۸2 

(4/59) 

56 

(6/40) 

13۸ 

(100) 

P.value 001/0 74/0  

 
 ی راکدهاآب pH برحسبآلودگی به آمیب آزادزی توزیع  .۱نمودار 

 
۱  :˚C۱0- 6  ،۲ :˚C۱۵- ۱۱ ،۳: ˚C۲0-۱6  ،4: ˚C۲۵ -۲۱  ،۵ :˚C۳0-۲6  ،6: ˚C۳۵-۳۱ 

 دما  برحسب آکانتامبای راکد به هاآب آلودگیتوزیع . ۲نمودار 

 

 بحث

شده از سطح شهر آوریهای آب راکد جمعبا ارزیابی نمونه

های راکد سطح درصد از آب ۸۸حدود که  کاشان، مشخص شد

در  (.CI=  ۸31/0 - 937/0اند )آلودههای آزادزی آمیب شهر  به

 نیزو همکاران و Hosseinbigi (2012 ) از سویای که مطالعه

Aghajani انجام شده است، آلودگی به( 2016) همکاران و 

سیستان  و قزوین هایدانها و میآب پارک را در های آزادزیآمیب

ة مطالعنتایج  .(۱0-۱۱( شد درصد گزارش ۸۸ و درصد ۸0ترتیب به

وفور بسیار زیاد  و همخوانی داردشده با نتایج مطالعات بیان حاضر

 .دهدنشان میهای راکد آب ةنمون های آزادزی را درآمیب
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 میزان آلودگی به( 2012) همکاران و Solhjooاما در مطالعة 

شده است  گزارش  درصد 35های آزادزی در منابع آبی شیراز آمیب

همچنین میزان  .(۱۲)که کمتر از نتایج مطالعة حاضر است 

کشی ترکیه های لولهآب را در های آزادزیآمیب آلودگی به

اند کردهدرصد گزارش 4/19های خانگی فلوراید و در آب  صددر22

های آزادزی در شیوع آمیب. طبق مطالعات موجود (۱۳،۱4)

در  کمتر است. راکدهای به آبشده نسبتهای خانگی و تصفیهآب

کننده و نداشتن آب با عوامل آلودهدلیل تماسکشی بههای لولهآب

یم بیآم تیترفوزوئ انهدام اعثب که کلر با آب کردنیضدعفون زین

آب یآلودگ زانیم ریاخ مطالعة. در استکمتر  یآلودگسطح  شود،

 ۸31/0 - 937/0( شد گزارش درصد 4/59 آکانتامباراکد به  یها

 =(CI .در  آکانتامباو  یآزادز یهابیآم بهی آلودگ زانیم نیهمچن

 لازم .بود P)=  74/0) هاپارک از شتریب = P) 001/0) مساجدآب 

 ،ینیآب وضو به ب دنیکش یربهداشتیغ عادت است که حیبه توض

 تیانسفالبیشتر   بروزاحتمال و  هاانگل نیا ورود احتمال

  .شودی میبیگراتولوماتوز آم

 آکانتامباشده در ایران، میزان محققان سایر مطالعات انجام

 ،(۱0)درصد  43،  قزوین (۱۵)درصد  32های راکد تهران را در آب

 (۱6) درصد 50را  جنوب غربی ایرانو  (۱۱)درصد  5/47سیستان 

را  آکانتامباشیوع اند. همچنین در مطالعات خارجی گزارش کرده

های منابع آبو در  (۱7) درصد 7/51 تایوان های سطحیدر آب

 (۱9)درصد  ۸ لهستانو در  (۱۸)درصد  6/50 تفریحی غرب هند

سطح کمتر آلودگی را در اند. همة این مطالعات کردهگزارش 

 دهد. عه نشان میمطالمقایسه با این 

 ممکن است در مطالعات مختلف  آکانتامباتفاوت شیوع 

 ،هواییو، شرایط محیطی و آبشدهبررسی منابع تنوعناشی از 

. باشدشده استفاده پرایمر نوعو  DNAتفاوت روش استخراج 

 و مسجدها   هارکپا ها،دانهای میهای حوضچهدر آب آکانتامبا

دلایل  .بیشتر است خانگی  کشیلوله ةشدهای تصفیهبه آب نسبت

ممکن است به  آکانتامبابه  راکدهای آبمیزان زیاد آلودگی 

بالا و همچنین رشد  ةبه حرارت، اسمولاریت مقاومت مثلعواملی 

وزش  دلیلبه کاشان. در (۱،7) وابسته باشد pH 4 - 12در 

 وفوری  برا بارندگی شرایطکم میزان  وگردوغبار  و بادهای شدید

 . استمهیا  آکانتامبای آزادزی و هابیآم

 ( شناساییT1-T20) آکانتامبا گوناگونژنوتیپ  20کنون  تا

اشاره  T4،T5،T3توان به های پاتوژن میشده است که از ژنوتیپ

روی بیماران  (2011)و همکاران   Lasjerdiةدر مطالع (.9) کرد

های بالینی ژاپن بهدر نمونهو  T5 (۲0)و  T4ایمنی تهران  نقص

 های جداشده بودندترین ژنوتیپشایع T15و  T3و  T4ترتیب 

(۲۱). 

مطالعات مختلف بیانگر این است که بیشترین ژنوتیپ  

 است T4های بالینی ژنوتیپ جداشده از منابع محیطی و نمونه

در مطالعة اخیر، نتایج تعیین توالی نشان داد که بیشترین . (۲۲)

با  درصد( است که 20) T2درصد( و  ۸0) T4 آکانتامباژنوتیپ 

و  Maghsood. (۱۵-۱7)نتایج سایر مطالعات شباهت دارد 

های بالینی گزارش را در نمونه آکانتامبا T2و  T4همکاران، ژنوتیپ 

مکن م T4ژنوتیپ  یی مثلازهای بیماریژنوتیپ .(۲4)اند کرده

 آنسفالیت گرانولوماتوز آمیبی از جمله های خطرناکیبیماری است 

(GAE کراتیت آمیبی ،)(AKو ) ییآکانتامباگرانولوماتوز پوستی 

میر ناشی از انسفالیت آمیبی وکنند. همچنین مرگایجاد  (۲۵)

یی آکانتامباکراتیت . (26) مرتبط با این ژنوتیپ گزارش شده است

 وبا ایمنی سالم و کارآمد گرفتار کند ی را حتی افراد مکن است م

 . (۲۳-۲۲)نهایت سبب کاهش بینایی و کوری فرد شود  در

به آمیب آزادزی و  آمده بین آلودگیدستبر پایة نتایج به

که  شکلی)به = P) 01/0داری مشاهده شد )فصل، ارتباط معنی

ر تابستان وجود داشت د آکانتامبابیشترین میزان آلودگی به 

(3۸/0(P= آکانتامبا. همچنین بیشترین آلودگی به آمیب آزادزی و 

که با  مشاهده شد سلسیوسدرجة  26-30هایی با دمای در آب

توزیع آلودگی فصلی هماهنگی دارد. در مطالعة حاضر بیشترین 

درصد( و آکانتامبا   7/46) میزان آلودگی آب راکد به آمیب آزادزی

مشاهده شد که با نتایج سایر pH  7هایی با ( در آبدرصد 50)

 .  (۲7-۲9) مطالعات مطابقت دارد

 گیرینتیجه

و مقایسه با دیگر مطالعات  براساس نتایج این مطالعه

های آزادزی و های راکد به آمیبمیزان آلودگی آب شده،گزارش

 نقاط ایران و حتی جهان است. در کاشان بیشتر از دیگر آکانتامبا

به  توجه بود. با T4 آکانتامباهای همچنین بیشتر ژنوتایپ

ویژه نقش آن در بروز کراتیت زابودن این ژنوتیپ و بهبیماری

سازی محیط و آموزش آمیبی و انسفالیت گرانولوماتوزی آمیبی، به

 شود.بهداشت برای کنترل و پیشگیری آلودگی پیشنهاد می
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 سپاسگزاری

و فناوری دانشگاه علوم پزشکی از معاون محترم تحقیقات 

قدردانی  )94125طرح پژوهشی (کاشان برای حمایت مالی 

 . شودمی

 تعارض منافع

 بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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