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 چکیده 

 هوای  ای در جهوان، بوالب بور رهوار و نویی میلیوارد نفور بور آورد شوده اسوت. بررسوی            هوای روده  به انووا  انگو    مبتلایانتعداد 

لووك شووهری و متعوودد انمووام شووده در نتوواا ماتلووك ایووران اوواکی از انتشووار آلووودگی انگوو  هووای روده ای در منووا   مات 

البتوه در سواه هوای ا یور میوزان شویو  آن هوا بوه مووازات ارتتوای سوطو بهداشوت عموومی کشوور بوه                 روستایی است که

تشووایب بووه موبووی و دبیوو  نووو  انگوو  در درمووان ایووت آلووودگی هووا اهمیووت   .صووورت بابوو  توووجهی کوواها یافتووه اسووت

روش  از اسووتفاده بووا آنتاموبووا هیسووتولیتیکاو  لایآنتاموبووا کووو بنووابرایت هوود  از ایووت مطالعووه شناسووایی   ؛ بسووزایی دارد

Real Time PCR آوری گردیود. ابتودا    هوای مودفو  جموی    هوای سونندج نمونوه    از آزمایشوگاه  شهرسوتان سونندج بوود.    در

 INtRONشوورکت بووا اسووتفاده از کیووت   DNAاسووتاراج هووا شناسووایی شوود.   توسوور روش میکروسووکووی نووو  آمیوو  

نیووز شناسووایی   Real Time PCRتوسوور روش  آنتاموبووا هیسووتولیتیکا و  بووا کووولای آنتاموانمووام گردیوود. در نهایووت  

درصود( دارای   89/23نمونوه )  11نمونوه گرفتوه شوده     36بوا اسوتفاده از شناسوایی مسوتتیی دیوده شود کوه از میوان          شدند.

در میووان  Real Time PCRباشووند.  مووی آنتاموبووا هیسووتولیتیکادرصوود( دارای  02/16نمونووه ) 43و  آنتاموبووا کووولای

آنتاموبووا درصوود( را آلوووده بووه   01/16نمونووه ) 43و  آنتاموبووا کووولای درصوود( را آلوووده بووه   22/22نمونووه ) 14نمونووه  36
شناسووایی  آنتاموبووا هیسووتولیتیکاو  آنتاموبووا کووولایهووای  درصوود( هوویا کوودام از آمیوو   13/4نمونووه ) 6و در  هیسووتولیتیکا

یی شناسووا صوورت  دراک، بر وی  طور کمتور و بر وی نیوز بوی  طور اسوت.         هوا  طرنو   آنتاموبوا آلوودگی بوه بر وی از     نشود. 

آنتاموبووا  اگوور کووه یاووال در نوودارد، وجووود درمووان بووه ازیوون ،آنتاموبووا موشکووسووکییی ماننوود هووا گونووه بووه موواریبآلووودگی 
 یهووا روش از اسووتفاده بووا اعتموواد بابوو  جینتووا بنووابرایت؛ دارد یفووور درمووان بووه ازیوون موواریب شووود، ییشناسووا هیسووتولیتیکا

ی ااضوور  بوور اسوواا نتووایج مطالعووه  .لازم و ضووروری اسووت PCR ماننوود  ووا  یهووا روش جملووه از یصوویتشا ماتلووك

 تر است.  نسبت به روش میکروسکووی باب  اعتماد Real Time PCRروش 

 

 .Real Time PCR، آنتاموبا کولای، آنتاموبا هیستولیتیکا های کلیدی: واژ
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 مقدمه

دارد. ایت دو آمی  به رااتی ممکت  هیستولیتیکا آنتاموباهای غیر بیماری زا بوده و شباهت زیادی به  می از آ کولای آنتاموبا

. ایت اشتباه ممکت است به درمان کردن فرد مبتلا به انگ  (River et al., 1998)است به جای یکدیگر تشایب داده شوند 

سیتوولاسی دانه دار و ااوی تعداد زیادی واکوئ  است.  غیر بیماری زا و یا عدم درمان فرد مبتلا به انگ  بیماری زا شود.

وای  شک  نمی شوند.واهای کاذب کوتاه وهت بوده و هرگز دراز و انگشتی  .ارکت آمی  در متایسه با هستولیتیکا کند است

ارکت ویشرونده  کاذب به آهستگی ایماد شده و شفا  نیست و مرز مشاصی میان اکتوولاسی و اندوولاسی دیده نمیشود.

 Ramos)شوند  نبوده و واهای کاذب بیشتر از اینکه برای ارکت جهت دار به کار گرفته شوند در بلی ذرات غذایی استفاده می

et al., 2000). 

 

 مبانی نظری

 های مولکولی ها در دوران پیش از روش آنتاموباتاکسونومی 

انگ  شناا بزرگ  ،1امی  برامپت 1821گذاری دوبِ  مدت  ولانی نیست که از راه رسیده است. در ساه  در نام "رالا"اولیت 

گیری کرد که بر اساا دو مشاهده ایت یک گونه جدید است. اوه، او  را توصیك کرد. او نتیمه دیسپار آنتاموبابزرگ فرانسوی 

ها را که  عفونتی را مشاهده کرد که  ی رندیت ماه بدون اینکه فرد آلوده علائی را بروز دهد بابی مانده بود. دوم، او بچه گربه

)عفونت با انگ  آمی ( تهاجمی که در آن زمان به  ور گسترده ای مورد  بیازیسیآمسیار اساا برای یک مده ایوانی ب

 گرفت بودند عفونی کرد و دوباره هیا بیماری بروز نکرد. استفاده برار می

 

 هیستولیتیکا آنتاموباتوضیح و تفسیر ژنوم و  یابی توالی

تفسیر منتشر و  2001در ساه  ،هیستولیتیکا آنتاموباز منظر سلامت انسان، ا آنتاموباگونه  یتمهمتر یسنو یاو یژنومتوالی  

های ا ذشده از کشت آزمایشگاهی  تریت سویه گسترده، HM-1: IMSS ی،توال یها یه. سو(B. Loftus et al., 2005)شد 

اسهاه همراه با  ون مشهود در دیسانتری )مرد بالب مبتلا به  یکمورد مطالعه برار گرفته است. از ز ی رکتاه بودند که 

ژنوم با  توضیو و تفسیر،و  اسمبلی یتشد. وس از اول ینامگذار ABRMشد و در ابتدا  سازیجدا یکدر مکز( آمیبی مدفو 

 .(Lorenzi et al., 2010)شد  یسیبازنو 2010شد و در ساه  یگردآور ممدداً تکمیلی یتوال یها داده

 ییسر یابی یتوال امکانبا  یتکنولوژ یت. ایابی شد توالینس  دوم  یابی یتوال تکنولوژی ظهوربب  از  هیستولیتیکا آنتاموباژنوم 

 موازی سازیها با  تکنولوژیداشته است.  یاثر متفاوت یشنا ت یستز یها اوزهاز  یاریدر بسها  یپتومکر ترانس یا ها ژنومک  

 شود. ییتتواند به  ور همزمان تع یم اهکوت یها توال یلیونکه م یبه  ورکنند  ییابی کار م یتوال یندفرآ

 

 روده محیط و هیستولیتیکا آنتاموبا

 روند آغاز برای مهمی عوام  ،هیستولیتیکا آنتاموبا های تروفوزوئیت با تعام  در محیطی عوام  بزرگ، روده در باکتری نتا

 .کند می آغاز را عفونت وروسه که است هایی سیگناه از یکی فلور باکتریایی و لیتیکاهیستو آنتاموبا بیت تماا .هستند تهاجی

 فراهی را اکسایا و کاها وتانسی  یا هوازی بی شرایر همچنیت ها باکتری ها، آمی  برای ای تغذیه نتا داشتت بر علاوه

 Petri)شود  می Gal / GalNAc لکتیت ی  ر از کیست تشکی  فرآیند یا و ها تروفوزوئیت تکثیر و رشد باعث که کنند می

et al., 1987). 

 

 

 

                                            
1
 Emile Brumpt 
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 پیشینه تحقیق

 به کنندگان مراجعه در هومینیس بلاستوسیستیس انگ  مولکولی شیو  بررسی( در تحتی   ود تحت عنوان 1681بادوروا )

 نمونه 66 گرفته، برار بررسی مورد که نمونه 111 ازنشان دادند که  PCRبا استفاده از روش  آباد  رم شهر های آزمایشگاه

 .( 2012et al., Badparva) بودند آلوده بلاستوسیستیس به %(1/3)

کارگران شهرداری  یانگل های یآلودگ ( در اصوفهان انموام شوده اسوت1693ای که توسر مولوی و همکاران ) در مطالعه

نو  انگو  آلووده بودنود. از جملوه  کیاز کارگران اداب  به  درصد 24/3مطالعوه، اودود  تویشده است. در ا یبررس

 توان یم زین گوارش واتوژن دسوتگاه های ا تهیو کرمک و از تک سیمطالعه آسکار تیداده شده در ا بیتشا یهوای انگلو کورم

اشاره کورد. در  آنتاموبا کولایبه  توان یم زین ماریزایب ریغ هوای ا توهیو در گروه توک و یش زانیم تیبا بالاتر ایلامبل ژیاردیابه 

 درصد بوود 21/1 آنتاموبا کولای یداشتند و فراوان یآلودگ ژیاردیادرصد به  8/1و  یکرم یدرصود آلوودگ 14ممموو  

(2007 et al., Molavi ). 

از نظر  یمطالعه متطع کیشهرستان باب  در  ییمنا   روستا دامداران ساکت در( 1694)و همکاران  یغلامدر تحتی  

درصود آلووده بودند که  61/1نفر انموام شود  191که بر روی   یتحت تیبرار گرفتند. در ا یبررس موورد یانگلو هوای یآلودگ

 .(.2005Gholami et al ,) شود ودهید شتوریمووارد بو وهیاز بت آنتاموبا کولایو  اردیایژبه  یباز هی آلودگ

 درصدی نمونه 4/1 یآن نشانگر آلودگ جینتا در کرج انمام شوده کوه( 2008)و همکاران  رییکه توسر نص گریید و یتحت

 .( et al., Nasiri 2009) شد دهیدرصد د 68 آنتاموبا کولایدرصد و  6/9 ژیاردیابه  یشده است؛ آلودگ یهای بررس

اضرت  لاد،ی)م در تهوران یبه سه مرکز درموان یهای ارجاع نمونه یبا بررس گرییدر مطالعه د (2008) همکاران و یا لابو

 ژیاردیابوه  یدرصد، آلودگ 21/2یانگل های یآلودگی کلو و یشو وزانی( نشوان دادنود کوه مودهیفهم دیرسووه ) ( و شوه

 .( 2009et al., Akhlaghi) باشدی م درصود 4/9 آنتاموبا کولایو  2/1

داشت و در مممو   میزان برار بالاتریتدر  (درصد 11) آلودگی به انتروبیوا در بررسی انمام شده در دانا آموزان تایلند نیز

 ThaisomBSc & Surang)درصد گزارش گردید  9/69درصد و د تران  43ریس وسران لاآلودگی ورمیکو

Nuchprayoon, 2004). 

ها می باشد. در مطالعه صورت گرفته در شهر  شده در دیگر نتاا کشور، ژیاردیا جزو شایی تریت انگ  بر اساا مطالعات انمام

 . ( 2010et al., Sharif)درصد گزارش شد  1/1 بالستوسیستیس بادرصد و  1/11 بیشتریت شیو  انگ  ژیاردیا تهران

 

 روش تحقیق

 مواد و وسایل مورد نیاز

وسایل مورد استفاده -1جدول   

 شرکت سازنده وسایل موردنیاز

 Eppendorf میکروتیوب

 Eppendorf سرسمپلر زرد و آبی

 Eppendorf سمپلر 

 Real Time PCR AB Applied Biosystemsدستگاه 

 آرنا ژن تمهیز سانتریفیوژ

 امرسان یاچاه

 Bosch انتی گراددرجه س -20فریزر 

 Sartorias ترازو
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 صنایی وزشکی ایران تولید اتوکلاو

 زیست فناوران هود میکروسکووی کلاا دو

 مواد مورد استفاده -2جدول 

 شرکت سازنده مواد مورد استفاده

 INtRON کیت استخراج

SYBR Green PCR Master mix  AB Applied Biosystems 

 SinaClon ها  پرایمر

 

 گیری نهنمو

سوواه  1هووای سووطو شووهر سوونندج در  ووی   هووای موودفو  بیموواران مراجعووه کننووده بووه آزمایشووگاه  در ایووت مطالعووه نمونووه

هووای موجووود وارد مطالعووه  آوری گردیوود. نووو  نمونووه گیووری سرشووماری بووود بووه صووورتی کووه تمووام نمونووه   ( جمووی1683)

 شدند.

  یووک بووار مصوور  در دار ولاسووتیکی جهووت تهیووه بووه مراجعووه کننوودگان کووه توسوور وزشووکان معرفووی شووده بودنوود، ظوورو

هوا گرفتوه شوده و بر وی بیمواران ووس از تهیوه نمونوه در منوزه، نمونوه را بوه             هوا در آزمایشوگاه   نمونه داده شد. اکثر نمونوه 

 هایی مانند کرمک آزمایا ا تصاصی انمام نشده است.  آزمایشگاه آوردند. برای انگ 

 

 ملاحضات اخلاقی

 ای شرکت در مطالعه توسر بیماران تکمی  گردید.نامه بر فرم رضایت 

 .اسامی بیماران در هیا گونه  روجی مطالعه اعی از وایان نامه و یا متاله آورده ناواهد شد 

 

 ها شناسایی مستقیم آمیب

در ایووت مرالووه یووک بطووره سوورم فیزیولوووژی و یووک بطووره لوگوووه را در وسوور دو لام جداگانووه بوورار داده و بووا اسووتفاده از   

زده و اولیکواتور آغشوته بوه مودفو  را در بطوره سورم فیزیولووژی و سوپس لوگووه بوه صوورت             ک اولیکواتور رووبی بوه هوی    ی

میکروسووکو ، مووورد بررسووی بوورار    40تووا  10دورانووی ارکووت داده و روی بطوورات لاموو  بوورار داده و بووا بزرگنمووایی      

 گرفتند.  

 Real Time PCRبه روش  آنتاموبا هیستولیتیکاو آنتاموبا کولای شناسایی 

 DNAاستخراج 

سووا ت شوورکت  I-genomic Stool DNA Extraction Miniهووا توسوور کیووت  آمیوو  DNAدر ایووت مطالعووه 

INtRON   ( استاراج گردید.1کشور کره جنوبی )شک 

 
 ها آمیب DNAکیت مورد استفاده جهت استخراج  -1شکل 
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 محتویات داخل کیت -3جدول 

 COLUMNS 50 محتویات

Buffer SPL(Pre-Lysis Buffer) 12ml × 1 ea 

Buffer SL(Lysis Buffer) 12ml × 1 ea 

Buffer SB 12ml × 1 ea 

Buffer SWA(Concentration) 12ml × 1 ea 

Buffer SWB(Concentration) 10ml × 1 ea 

Buffer SE 20ml × 1 ea 

IR Spin Column(Inhibitor absorption column) 50 Columns 

Spin Column(Violet color O-ring) 50 Columns 

Collection Tube 100 tubes 

RNase A, lyophilized 6 mg x 1 tube 

Proteinase K, lyophilized 12 mg x 1 tube 

Manual 1 ea 

 

 مراحل استخراج:

داده  بوورار یوو  میکروتیوووب روی و لیتوور ریاتووه میلووی 1/1میکروتیوووب  یووک نمونووه در گوورم میلووی 220 تووا 110 .1

 شد.

گردیووده و ورتکووس بووه موودت یووک دبیتووه انمووام و  موودفو  اضووافه نمونووه هوور بووه SPL Buffer لیتوور میلووی 200 .2

 سووانتیگراد درجووه 90 دمووای در شووود، جاموود Buffer SPL اگوور: دبیتووه انکوبووه گردیوود )نکتووه 1درجووه بووه موودت  10در 

 شود(. می انکوباتور دبیته 10 مدت به

 ذرات سووریی و داده شوود لیتوور بوورار میلووی 1/1 میکروتیوووب جدیوود یووک در دا وو  Spin Column IR سووتون .6

 ستون انتتاه داده شدند. دا   به

 از IR Spin ونو سوووپس سوووت دبیتوووه سوووانتریفیوژ انموووام شوووده  در دور 16000 در دبیتوووه 1 بوووه مووودت .4

 لیتری برداشته شد. میلی 1/1میکروتیوب 

 در RNase A محلووووه از لیتووور میلوووی 1 و K وروتئینووواز لیتووور میلوووی 20و  Buffer SLلیتووور  میلوووی 200 .1

 لیتری ریاته شد و سپس به وسیله ورتکس مالوا شدند. میلی 1/1میکروتیوب 

 شوودن لیووز بوورای: د بوورار داده شوود )نکتووهگوورا سووانتی درجووه 31 دمووای در دبیتووه 11 موودت بووه محلوووه لیووزات .3

 .شد( میکروتیوب مالوا رر اندن )سر و ته کردن( با انکوباسیون ایت در بار 3 یا 1 کام ،

 آراموی  بوه  بوار  3 توا  1ویپتینو  یوا    بوا  و لیوزات افوزوده شود    بوه  Buffer SB لیتور  میلوی  200 شودن،  لیوز  از بعد .1

 شد. سر و ته کردن مالوا

 .سر و ته کنید بار 3 تا 1 آرامی به یا ویپتین  با آن کردن مالوا و لیزات به %90 اتانوه لیتر میلی 210 .9

لیتووری اضووافه شوود و   میلووی 2روی یووک میکروتیوووب  column Spinبووه  9 مرالووه مالوووا از لیتوور میلووی 110 .8

 سانتریفیوژ گردید.  دبیته 1 برای دور 16000 در سپس
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10. column Spin لیتوور میلووی 100یوود بوورار گرفووت و  جد لیتوور میلووی 2 میکروتیوووب یووک روی Buffer SWA 

 سانتریفیوژ شد. 16000 دور در دبیته 1 در و اضافه شده column Spin به

 یوووک دبیتوووه  در 16000دور در اضوووافه گردیووود و  column Spin بوووه Buffer SWB لیتووور میلوووی 100 .11

 سانتریفیوژ شد. 

12. column Spin لیتوور میلووی 10ده شووده و بوورار دا لیتووری میلووی 1/1 جدیوود میکروتیوووب یووک روی Buffer 

SE در دور  دبیتووه 1 موودت بووه غشوواس سووتون ریاتووه شوود. سووپس  روی بوور مسووتتیی  ووور بووهrpm 16000  سووانتریفیوژ

 گردید.

 های مورد استفاده پرایمر

 آورده شده است. 4ها در جدوه  های گرفته شده از متالات گذشته استفاده شد که توالی آن در ایت مطالعه ورایمر

 

 Real Time PCRهای مورد بررسی توسط  توالی پرایمر برای تشخیص آمیب -4ول جد

 اسی ورایمر توالی ورایمر منبی

(Jirků-pomajbÍkovÁ et al., 

2016) 

ATGGCCAATTCATTCAATGA fwd E. 

histolytica 
TACTTACATAAAGTCTTCAAAATGT rev E. histolytica 

(Jirků-pomajbÍkovÁ et al., 

2016) 

CACCTTGGTAAGCCACTACC fwd E. coli 

GAAGCTGCGAACGGCTCATTAC rev E. coli 

 آنتاموبا کولایو  آنتاموبا هیستولیتیکابرای شناسایی  Real Time PCRمراحل 

از  Real Time PCRانمووام گرفووت. بوورای انمووام    Real Time PCRهووا توسوور   هووا در نمونووه  شناسووایی آمیوو  

 DNA(. در ایووت مسووترمیکس تمووامی اجووزای لازم بوورای تکثیوور  2اسووتفاده شوود )شووک   SYBR Greenمسووترمیکس 

بووه ازای یووک   Real Time PCRمالوووا محتویووات  1جوودوه د دارد. وجووو Real Time PCRتوسوور واکوونا  

هوای ذکور شوده آمواده کورد توا بورای اسوتفاده          بایسوت از ببو  بوا غلظوت     هوا را موی   دهود. موواد و محلووه    نمونه را نشان موی 

 تر باشد. راات روزانه

 Real Time PCRها و مواد موجود در میکروتیوب برای یک نمونه در واکنش  محلول -5جدول 

Distilled water 2 λ 

SYBRGreen Master Mix 5 λ 

One set of 

Primer 

separately 

Forward Primer E. hystolitica (10 p.mol) 0.5 λ 

Reverse Primer E. hystolitica (10 p.mol) 0.5 λ 

Forward Primer E. coli (10 p.mol) 0.5 λ 

Reverse Primer E. coli (10 p.mol) 0.5 λ 

DNA Template 2 λ 

TOTAL 10 λ 
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 استفاده شده SYBR Greenمستر میکس  -2شکل 

 μl ها، به میوزان  میکروتیوببه هر کدام از  μl 9 ( و توزییمنفی به ازای هر تعداد نمونه )با ااتساب کنتره مالواوس از تهیه 

 .شدها اضافه  میکروتیوب)ببلاً با کیت استاراج شده( به نمونه  DNAاز 2

  برنامه مورد نیاز دستگاهReal Time PCR  1و  3هوای   موجوود در جودوه  به شرح  های مورد استفاده ورایمربرای 

 .شدها را بلافاصله در دستگاه برار داده و دکمه شرو  زده وس از تنظیی دستگاه بر  ب  برنامه زیر، نمونهاست. 

 ستولیتیکاهی  برای تشخیص حضور آمیب Real Time PCRمراحل  -6جدول 

Initial denaturation 95 ˚C, 5 min 
Cycling (40 cycles) Denaturation: 95 ˚C, 60 s 

Annealing: 60 ˚C, 60 s 

Extension: 72 ˚C, 60 s 

Final extension 72 ˚C, 10 min 
 کولی  برای تشایب اضور آمی  Real Time PCRمراا   -1جدوه 

Initial denaturation 95 ˚C, 5 min 
Cycling (40 cycles) Denaturation: 95 ˚C, 60 s 

Annealing: 56 ˚C, 60 s 

Extension: 72 ˚C, 60 s 

Final extension 72 ˚C, 10 min 
هوا و آغواز واکونا نیواز بوه بواز شودن دو رشوته          تووان گفوت کوه بورای اتصواه ورایمور       می PCRدر رابطه با دماهای واکنا 

DNA ی  رایت در مرالووه اوه بوورای بوواز شوودن دو رشووتهباشوود؛ بنوواب از هموودیگر موویDNA  گووراد  درجووه سووانتی 81دمووای

شوود. سوپس ووس از بواز شودن دو       ( زیورا در ایوت دموا دو رشوته از یکودیگر بواز موی       Denaturationباشود )دموای    لازم می

ه بهتوریت اتصواه   گیورد دموایی کو    انموام موی   DNAهوا و   هوا، اتصواه بویت ورایمور     رشته در صورت وجود توالی مکم  ورایمر

تور از   گوراد وواییت   درجوه سوانتی   1-6شوود کوه معموولا     ( گفتوه موی  Annealingدهود دموای اتصواه )    ورایمر در آن رخ موی 

موراز بوه انتهوای ورایمور متصو  گوردد کوه تووالی موورد نظور را            هوا بایود ولوی    باشد. وس از اتصاه ورایمر دمای ذب ورایمر می

ولیمووراز در آن  Taqشووود. بهتووریت دمووایی کووه  ( گفتووه موویExtensionی )تکثیوور دهوود کووه بووه آن مرالووه  ویوو  سوواز 

بوه   DNAباشود. ایوت سوه مرالوه بایود رنودیت تکورار داشوته باشود توا            گوراد موی   درجه سانتی 12بیشتریت فعالیت را دارد 

( بووه ایووت دلیوو  انمووام  Final Extensionاوودی تکثیوور ویوودا کنوود تووا بابوو  شناسووایی باشوود.  ویوو  سووازی نهووایی )   

هوا را نداشوته    هوا زموان لازم بورای تکثیور آن     موراز در سویک    انود ولوی ولوی    ها کوه متصو  شوده    شود تا شاید بر ی ورایمر می

 های متص  شده  وی  سازی شوند.   است،  وی  سازی را انمام دهد و تمامی ورایمر
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 اهداف تحقیق

 های انسانی در شهرستان سنندج نمونه در  آنتاموبا هیستولیتیکاو  آنتاموبا کولایبررسی میزان شیو  انگ   .1

 آنتاموبا هیستولیتیکاو  آنتاموبا کولایبررسی توانایی روش میکروسکووی در تشایب  .2

 آنتاموبا هیستولیتیکاو  آنتاموبا کولایبررسی توانایی روش مولکولی در تشایب  .6

آنتاموبا و  ا کولایآنتاموب( در تشایب Real Time PCRمتایسه توانایی روش میکروسکووی و مولکولی ) .4
 هیستولیتیکا

 ها گیری، جداسازی و شناسایی سویه نمونه

هووای سووطو  نمونووه موودفو  از آزمایشووگاه 36متطعووی انمووام شووده اسووت تعووداد  -در ایووت مطالعووه کووه بووه صووورت توصوویفی

 آوری گردید.  شهر سنندج جمی

 ها نتایج شناسایی مستقیم آمیب

 43و  آنتاموبووا کووولاینمونووه دارای  11نمونووه گرفتووه شووده  36کووه از میووان  بووا اسووتفاده از شناسووایی مسووتتیی دیووده شوود 

 (.شده استآورده  1نمودار ها در  درصد فراوانی آنباشند ) می آنتاموبا هیستولیتیکانمونه دارای 

 

 
 ها به روش مستقیم ها در نمونه فراوانی آمیب -1نمودار 
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عکس  4و  آنتاموبا هیستولیتیکا، دو عکس بالا مربوط به های شناسایی به روش میکروسکوپی نمونه -3شکل 

 آنتاموبا کولایپایین مربوط به 

 ها به روش مولکولی نتایج شناسایی آمیب

رنوو  بووا اسووتفاده از  یا تصاصوو ریووفلورسوونت غ یاسووتفاده از نشووانگرهابووه روش  Real Time PCRدر ایووت مطالعووه 

SYBR Green  .بووه  همتصوو  شوووند ینوو  هوواروش از ر تیوودر ااسووتفاده شووده اسووتDNA بووه عنوووان  ،یدو رشووته ا

دو رشوته   ایدو رنو  بوه شوکا  کوروک موارو      تیو شوود. ا  یاسوتفاده مو   PCRمشواهده واکونا   ی گزارشگر فلوروسنت بورا 

 انود  نشوده  بانود  DNA رشوته  بوه  کوه  هوایی  رنو   اموا  گردنود،  موی  فلورسونت  نوور  ایمواد  سوب   و شوود  موی  باند DNA یا

 دو بطعوات  DNA تکثیور  بوا  Real Time PCR روش در بنوابرایت ؛ دهنود  نشوان موی  فلوروسونت  یلوی کموی را    

 و گوردد  موی  بیشوتر  نیوز  شوده  داده انتشوار  نوور  میوزان  هوا  آن بوه  فلورسونت  هوای  رنو   اتصاه با و یابند می افزایا ای رشته

بوا   تیبنوابرا ؛ ابود ی یمو  ایافوزا  PCRبور اثور مضواعك شودن محصووه       یمتووال  هوای  سویک   در فلوروسونت  نوور  انتشوار  ایت

را در  وووه  PCRمحصووولات واکوونا  ریووتکث شوورفتیتوووان و یموو ک ،یسووا ی شووده در هوور سوو  ثبووت متوودار فلوروسوونت

 مشاهده نمود. PCRیی اهمراله ن

هووا شناسووایی شوودند. در ایووت مرالووه انوودکی تفوواوت در نتووایج نسووبت بووه روش       آمیوو  Real Time PCRتوسوور 

نمونوه مثبوت بووده و در     30نمونوه   36در میوان   Real Time PCRیج شناسوایی مسوتتیی وجوود داشوت. بور اسواا نتوا       

شناسووایی نشوود. همچنوویت   آنتاموبووا هیسووتولیتیکاو  آنتاموبووا کووولایهووای  درصوود( هوویا کوودام از آمیوو   13/4نمونووه ) 6

و  یآنتاموبوا کوولا  نمونوه را آلووده بوه     14نمونوه   30های دیگری نیز وجود داشوت بوه ایوت صوورت کوه در میوان ایوت         تفاوت
آورده شووده  2هووا در نمووودار  شناسووایی کوورد )درصوود فراوانووی آن آنتاموبووا هیسووتولیتیکانمونووه را بووه عنوووان آلوووده بووه   43

هووا آورده  بوورای هوور کوودام از آمیوو   Real Time PCRای از  روجووی  نمونووه 1و  4هووای  اسووت(. همچنوویت در شووک  

 شده است.
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 Real Time PCRش ها به رو ها در نمونه فراوانی آمیب -2نمودار 

 ها به دو روش مورد استفاده ها در نمونه فراوانی آمیب -8جدول 

 Real Time PCRروش  روش مستتیی نو  آلودگی

 درصد 22/22 درصد 89/23 آنتاموبا کولای

 درصد 01/16 درصد 02/16 آنتاموبا هیستولیتکا

 درصد 13/4 صفر بدون آلودگی به ایت دو آمی 
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بالا  7هایی که در سیکل حدود  . نمونهآنتاموبا کولایبرای شناسایی  Real Time PCRهای  روجیخ -4شکل 

 باشد. می آنتاموبا کولایاند مربوط به  رفته
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هایی که در سیکل حدود  . نمونهآنتاموبا هیستولیتیکابرای شناسایی  Real Time PCRهای  خروجی -5شکل 

 باشد. میبا هیستولیتیکا آنتامواند مربوط به  بالا رفته 21

 

مرالوه اوه:  (. 4تووان گفوت کوه شوام  سوه فواز اسوت )شوک           موی  Real Time PCRهوای  روجوی    در تفسویر نموودار  

بووه بوودری نیسووت کووه   محصووولات ریووتکث زانیووفوواز م تیووباشوود. در ا یموو Linear phase ایوو Baseline regionفوواز 

 آزاد فلورسونت  هوای  رنو   و ورایمرهوا  ،DNAدر ایوت فواز از   سب  افوزایا نوور فلورسونت گوردد. نوور فلورسونت مشواهده        

 باشد. یم یشده به صورت  ط سا ی نور میزان فاز ایت در بنابرایت؛ یابد می نشر واکنا محیر در

در هور   یا رشوته  دو محصووه  میوزان  فواز  ایوت  در Log liner phase و Exponential phase فازهوای  :دوم مرالوه 

 د.ابی یم ایافزا ییمحصولات به صورت نما زانیم تیابرابن ؛شود یرر ه دو برابر م

 ؛شوود  نموی  تکثیور  محصوولی  دیگور  و رونود  موی  بویت  از واکونا  ترکیبوات  فواز،  ایوت  در plateau phase فواز : سوم مراله

 اشبا  شده است. مراله ایت در Real Time اصطلاح به .شود نمی مشاهده فلورسنت میزان در افزایشی بنابرایت

 Realکوه مربووا بوه واکونا      1تووان بیوان کورد کوه در نموودار       موی  Real Time PCRهوای   تفسویر نموودار   در اداموه 

Time PCR  شووده  ریوومحصووولات تکث زانیوواوه در م ک یسوو 3 تووا گووردد مووی مشوواهدهباشوود  مووی آنتاموبووا کووولایبوورای

 فوواز آن بووه هکوو گووردد مووی افزایشووی فوواز یووک واکوونا وارد، 1 ک یشووود امووا از سوو  ینموو دهیوود یمحسوسوو رییووتغ

Exponential  فواز  وارد واکونا  آن در کوه  سویکلی گوینود.   موی Exponential  زانیو گوردد بوه م   یمو DNA گووی لا 

 Real Time PCR واکونا  بنوابرایت ؛ باشود  بیشوتر  تکثیور  بورای  اولیوه  الگووی  میوزان  روه  هور  یعنوی ؛ دارد بسوتگی  اولیه

 .گردد می Exponential فاز وارد تری واییت سیک  در
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 گوردد  موی  مشواهده باشود نیوز    موی  آنتاموبوا هیسوتولیتیکا  بورای   Real Time PCRکوه مربووا بوه واکونا      2دار در نموو 

 واکونا وارد ، 21 ک یشوود اموا از سو    ینمو  دهیو د یمحسوسو  رییو شوده تغ  ریو محصوولات تکث  زانیو اوه در م ک یس 20 تا که

 فوواز وارد Real Timeه محصووو زانیووکووه در آن م یکلیهررووه بوودر سوو  تیبنووابرا؛ گووردد مووی افزایشووی فوواز یووک

exponential است بوده بیشتر اولیه الگوی میزان یعنی باشد کمتر ،گردد می. 

آن  DNAانود؛ بوه صوورتی کوه      هوا منفوی بووده    انود نمونوه   هوا کوه در  ووه واکونا رونود افزایشوی نداشوته        بر ی از نمونوه 

کوه در آن   یکلیسو باشود.   ی یوک نمونوه موی    هوای نموودار هور کودام نشوان دهنوده       آمی  در نمونه وجود نداشته است. رنو  

ه گرفتو  نظور  در Ct (cycle of threshold)یوا   مرجوی  سویک   عنووان  شوود بوه   یمو  exponentialمحصوولات وارد فواز   

بوه   Ctبوود.   21و  1سویک  مرجوی بوه ترتیو  برابور بوا        آنتاموبوا هیسوتولیتیکا  و  آنتاموبوا کوولای  شد. به عنوان مثواه بورای   

 یفراتور موو ( threshold) آسوتانه  اود  یووک از Real Time PCR محصووولات یکلیروه سو   مفهووم اسوت کووه در   تیو ا

 .رود

آنتاموبا نمونه توسر روش مستتیی به عنوان  6هایی دیده شد.  تفاوت Real Time PCRدر نهایت در نتایج روش مستتیی و 
نمونه در  6ایی شدند. همچنیت شناس هیستولیتیکا آنتاموبابه عنوان  Real Time PCRشناسایی شد، ولی توسر  کولای

 منفی گزارش گردید. Real Time PCRشناسایی شده بود ولی توسر  هیستولیتیکا آنتاموباروش مستتیی به عنوان 

 

 بحث

 43و  آنتاموبا کولایدرصد( دارای  89/23نمونه ) 11نمونه گرفته شده  36با استفاده از شناسایی مستتیی دیده شد که از میان 

درصد(  22/22نمونه ) 14نمونه  36در میان  Real Time PCRباشند.  می آنتاموبا هیستولیتیکادرصد( دارای  02/16نمونه )

 شناسایی کرد. آنتاموبا هیستولیتیکادرصد( را آلوده به  01/16نمونه ) 43و  آنتاموبا کولایرا آلوده به 

نمونووه توسوور روش مسووتتیی بووه   6شوود.  هووایی دیووده تفوواوت Real Time PCRبنووابرایت در نتووایج روش مسووتتیی و 

شناسووایی  هیسووتولیتیکا آنتاموبووابووه عنوووان  Real Time PCRشناسووایی شوود، ولووی توسوور   آنتاموبووا کووولایعنوووان 

 Realشناسووایی شووده بووود ولووی توسوور  هیسووتولیتیکا آنتاموبووانمونووه در روش مسووتتیی بووه عنوووان  6شوودند. همچنوویت 

Time PCR   .منفی گزارش گردید 

و  سولامتی اسوتانداردهای   باشود بوا افوزایا    در کشورهای در ااه توسعه موی  اصلی مشکلاتای یکی از  های روده نگ عفونت ا

در  .آمیوزی نورخ ایوت شویو  را کواها دادنود       های واسر، بیشتر کشورهای صنعتی به  ور موفتیت ها و یا میزبان کنتره ناب 

های  بیعی بوه   لابینی، ب باب  ویا ژئوگرافیکی مث  فاکتورهای غیراجتماعی و  -کشورهای در ااه توسعه فاکتورهای ابتصادی

 گرمسیری با آب و هوای مر وب بورار گرفتوه انود و    می شود در وابی ایت کشورها اساساً در منا   عنوان یک مشک  محسوب

کوه همگوی    ییتووا  سولامتی عدم دسترسی بوه آب مناسو  و وضوعیت     ،بالاهمگی همسو شده اند با فتر، سوس تغذیه، جمعیت 

 .(Talebimeymand et al.,  2016) کند ای فراهی می های روده شرایر متعادلی برای رشد و انتتاه انگ 

عدم درمان بوه موبوی    ها، آن مشکلاتتوجه به کشورهای در ااه توسعه و  یابی انگ ، عدم یجستموی نامناس  عفونت و بیمار

 مشوکلات یکی از مهی تریت ها آنتاموباو ژیاردیا ، شیو  کاها نرخ اندازه عفونت های انگلی باشد می تواند به عنوان سدی برای

 .(Organization, 1997) ران می باشدااه توسعه از ببی  ای در کشورهای در

بورای شویو     همگی می توانند ایران را به عنوان یک ناایه مناسو   اجتماعی-ژئوگرافیک و تغذیه بد، وضعیت ابتصادیشرایر 

مطالعات نشان داده است کند.  می های ماتلك کشور فرق عفونت های انگلی در بسمت عفونت های انگلی مهیا کند البته شیو 

 درصد کاها یافته است و ایت به دلی  تغییورات مثبوت   10درصد به  61از  91 ی ساه زا  ای بیماری های روده که شیو  انگ 

موادران و عوواملی نظیور     بودن سطو سواد بالاجامعه، افزایا میزان درآمد،  در  بتات ماتلك سلامتبهداشتی و ارتتاس سطو 

 .(Talebimeymand et al., 2016) دسترسی به  دمات بهداشتی بوده است  انه شاصی، آب بهداشتی و
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 و یکروسوکوو یم ییمسوتت تسوت   از اسوتفاده  بوا را  هوا وروتوزوا یبورا  کیتولوژیواراز کاورو روتیت یها ایآزما ها، شگاهیآزما اکثر

 روون  شود یم داده ویترج یکروسکوویمروش مستتیی . دهند می انمام یتدی-سالیت های معر  ای یکیولوژیزیف سرم از استفاده

 .است مناس  ها وروتوزوا بیتشا یبرا روش تیا که گفت توان ینم ااه، تیا با. است سانآ و ارزان

Dogan یکروسکوویم ییمستت نهیمعا در یفرد یها تفاوت سهیمتاای با عنوان  مطالعه 2012ای در ساه  در مطالعه همکاران و 

 بور  یا روده یهوا  انگو   یکروسکوویم ییمستت یبررس که است داده نشانها  ی انمام دادند. نتایج آنا روده یها انگ  بیتشا در

 یهوا  یبررسو  کوه  کننود  یم شنهادیو ها آن ت،یبنابرا؛ است متفاوت اند، ه داد انمام را نهیمعا تیا که یافراد  یتحص سطو اساا

 صوورت  در و دشوو  انموام  هستند، یکاف آموزش یدارا که یا تمربه با افراد توسر دیبا یا روده یها انگ  ییمستت یکروسکوویم

 13/4ی ااضر نیز دیده شد کوه   . در نتایج مطالعه(Dogan et al.,  2012) شود استفاده ماتلك روش دو اداب  دیبا امکان

را بوه   آن Real Time PCRتشوایب داده شود، ولوی     آنتاموبوا کلوی  ها توسر روش میکروسکووی یه عنوان  درصد از نمونه

درصد( در روش میکروسکووی مثبت و در روش  13/4نمونه ) 6تشایب داده شده است. همچنیت  آنتاموبا هیستولیتیکاعنوان 

دهد کوه روش میکروسوکووی ااتمواه  طوا      بنابرایت نتایج ااص  از مطالعه ااضر نیز نشان می؛ مولکولی منفی گزارش گردید

 دارد.

 اگور ( i: )باشود  آموده  دسوت  به وزشک توسر دیبا ریز ا لاعات روده، آمیبیازیس بیتشا در استفاده مورد یها تییالگور یبرا

. داشته است کیاندم منا   به سفر ماریب ایآ( iii) و است مااا و  ون یااو مدفو  ایآ( ii) باشد؛ یناگهان یماریب کی شرو 

 یبررسو  گوراد  یسانت درجه 69 یبالا ت  و وزن کاها ،یشکم درد مار،یب ینتراسید/  اسهاه مانند علائی و ینیبال علائی سپس

 شوات یآزما از یبو یترک ت،یو نها در. شوود  یمو  ایآزموا  مودفو   در یمافو   وون  و هوا  تیلکوسو  ت،یلاکتووفر  سوپس، . شوود  یم

 ,Tanyuksel & Petri) شوود  یمو  هیتوص تییالگور در مدفو  PCR با یسرولوژ شاتیآزما ا، یمدفو  ژن یآنت میکروسکووی،

2003). 

 بیتشوا  یبورا  را تیجوذاب  افتوه، ی ایافوزا  تیاساسو  یهوا  یژگو یو  یو دل بوه  ،PCR Real Time (RT-PCR) ایآزما

معموولی شوام  نداشوتت     PCRتور ایوت تکنیوک نسوبت بوه        های مناس  . ویژگیاست آورده وجود به یشگاهیآزما یها عفونت

 Uslu et)باشود   ی موی کمو   یو تحل و هیتمزتوانایی  و یشگاهیآزما ریمح یآلودگ کاها ،اتمام واکنا از وس یها یدستکار

al.,  2016). 

 آن یبوالا  نوه یهز PCR Real Time ایآزموا  در عمده ضعك اما است اساا اریبس PCR Real Time ایآزما ره اگر

 در هوا  روش تیو ا زموان،  گذشوت  با ااه تیا با. شود می توسعه ااه در یکشورها در آن کاربرد شدن محدود که منمر به است

. ردیو گ برار استفاده مورد یمعمول یصیتشا روش کی عنوان به تواند یم که شود یم صرفه به مترون توسعه ااه در یکشورها

 کیولوژیدمیو او مطالعوه  و آنتاموباهای  گونه بیتشا در لایی  استاندارد آزمون عنوان به PCR Real Time ااضر، ااه در

 .(Parija et al., 2014) است افتهی تکام آن 

 آنتاموبوا  هوای  گونه تواند نمی زیرا ،دهد نشان می را انگ  شیو  تنها کروسکووییمدر بر ی از مطالعات بیان شده است که روش 

 کشوت   یتحل و هیتمزهمچنیت آمده است که  .(Mohanty et al., 2014)شناسایی کند  مورفولوژیکی تشایبرا از لحاظ 

 Real Timeی ااضور روش   در مطالعه. دارد ماهر ورسن  به ازین و است دشوار روش تیا اما ،کاربرد بسیاری دارد ییزوآنزیا و

PCR ااضور  مطالعه یاصل تیمحدودهای گفته شده داشته باشد.  ربرد بسیار بهتری نسبت به روشتواند کا استفاده شد که می 

هوای   تست تیاساسدر مطالعاتی آورده شده است که . گردیده است یآور جمی ماریب هر از مدفو  نمونه کی تنها که است تیا

 .(Sadeghi & Borji, 2015) افتی  واهد ایافزا برابر رند تا جیتدر بهسه نمونه گرفته شود  اگر تشایصی

 در رایو زاز همدیگر تشایب داده شوند،  2آنتاموبا موشکووسکیو  آنتاموبا دیسپار، آنتاموبا هیستولیتیکا که است یضرور امروزه

 آنتاموبوا هیسوتولیتیکا   اگر که یاال در ندارد، درمان به ازین ،موشکووسکیو  دیسپار یها گونه به ماریبیی آلودگی شناسا تصور

 یصو یتشا ماتلك یها روش از استفاده با اعتماد باب  جینتا است لازم رو تیا از. دارد یفور درمان به ازین ماریب شود، ییشناسا

 .دیآ دست به PCR مانند  ا  یها روش جمله از

                                            
2
 Entamobea moshkovskii 
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 نتیجه گیری 

دهود متودار    بوود کوه نشوان موی     21و  1به ترتی  برابور بوا    آنتاموبا هیستولیتیکاو  آنتاموبا کولایبرای  Ctی ااضر  در مطالعه

DNA تماه توان ایت اا باشد. از  رفی می می آنتاموبا هیستولیتیکا بیشتر ازآنتاموبا کولای های آلوده به  الگو در رابطه با نمونه

بوده است و آلودگی بوا ایوت انگو      آنتاموبا هیستولیتیکاکلای بیشتر از آنتاموبا های  را نیز در نظر گرفت که ااتمالا تعداد آمی 

ها  طرناک، بر ی  طر کمتور و   آنتاموباشود. آلودگی به بر ی از  انمام میآنتاموبا هیستولیتیکا با تعداد بیشتر سلوه نسبت به 

 ندارد، وجود درمان به ازین ،آنتاموبا موشکووسکییی مانند ها گونه به ماریبیی آلودگی شناسا صورت دراست.  بر ی نیز بی  طر

 از اسوتفاده  بوا  اعتمواد  بابو   جینتا بنابرایت؛ دارد یفور درمان به ازین ماریب شود، ییشناسا آنتاموبا هیستولیتیکا اگر که یاال در

ی ااضور روش   بر اساا نتایج مطالعوه  .لازم و ضروری است PCR مانند  ا  یها روش جمله از یصیتشا ماتلك یها روش

Real Time PCR تر است. نسبت به روش میکروسکووی باب  اعتماد 
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