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   PCRروش   با انتامبا ديسپارازانتامبا هيستوليتيكا تشخيص افتراقي 
  

سيما راستي
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 علي حقيقي،
2
 مهرنوش حاتمي،

3
  

  
  خلاصه

م باليني نظير اسهال خوني تا آبسه آميبي ياه گوارش است كه طيف وسيعي از علاگ دستيازخته بيماريياانتامبا هيستوليتيكا تك :سابقه و هدف
 ييمين منظور تحقيقي جهت شناسا هبه. زاي انتامبا ديسپار متمايز نموديرا از آميب غير بيمار توان آن نظر شكل ظاهري نمياز  كند وميايجاد 

  . صورت گرفتPCRو تشخيص افتراقي اين دو آميب با روش 
 ل دترژانت آزمايش شدوستقيم و فرم نمونه مدفوع از مراجعين به آزمايشگاه بيمارستان طالقاني با روش م450  در اين مطالعه:هاشمواد و رو

شناسي دانشگاه علوم چقار سي وشناانتامبا ديسپار گزارش گرديد و نمونه مدفوع آنها به آزمايشگاه انگل/ مورد انتامبا هيستوليتيكا5  جمعاًكه
با دو جفت ) PCR(ز امر پلياي ، واكنش زنجيرهDNAپس از كشت در محيط رابينسون و استخراج . پزشكي شهيد بهشتي ارسال گرديد

  .ي گرديديشناسا   انجام گرفت و گونه آميب1-2 پرايمر اختصاصي گونه از ژن لوكوس
 با پرايمر فوق در PCRواكنش .  درصد گزارش شده بود1/1ل دترژانت وفرم انتامبا ديسپار با روش مستقيم و/آلودگي انتامبا هيستوليتيكا: نتايج

چهار ايزوله هر  PCRبـا روش . ي گرديدي جفت باز را تكثير نمود و انتامبا ديسپار شناسا430عه حدود  نمونه مورد مطالعه، قط5 مورد از 4
  . ها كشت نشد و از مطالعه حذف شد يكي از نمونه. گرديدانتامبا ديسپار گزارش مورد بررسي 

 جهت PCRز لحاظ باليني و اپيدميولوژي استفاده از روش  با توجه به لزوم تشخيص افتراقي انتامبا هيستوليتيكا و انتامبا ديسپار ا:يگيرنتيجه
  .  باشد ي و تشخيص دقيق اين دو آميب مفيد مييشناسا
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  مقدمه

ست كه در اثر هاي مهم انگلي اي بيماراز يكي بيازيسآمي
  ،يي مطالعات بيوشيميا.آيد وجود ميه  در انسان بهيستوليتيكا انتامبا

 عنوان تحت ارگانيسمي كه قبلاً ،ژنتيكي و ايمنولوژيكي ثابت كرده
 در واقع متشكل از دو ارگانيسم ،شد هيستوليتيكا شناخته مي انتامبا

ر رفتار  نظر مرفولوژي كاملاً شبيه هم هستند ولي از نظازاست كه 
 نامه  ب يك گونه، هم تفاوت دارندباي يزا بيولوژيكي و بيماري

ست و باعث  ازا پاتوژن بالقوه و مهاجم و بيماريهيستوليتيكا   انتامبا
در البته شود و مياي   خارج رودهيس و انواع آميبيازآميبيكوليت 
بدون علامواردبرخي  ميي  يني  ال ب كه.باشد م  گونه ديگر    
 در روده زندگي همزيستطور ه شود ب  ناميده ميديسپار  انتامبا

 ايجادم باليني يست و هيچ علا اازكند و غيرمهاجم و غير بيماري مي
كند ميسازمان جهاني بهداشت توصيه . ]6، 5، 4، 3، 2، 1[كند  نمي

ي آزمايشگاهي براي هابهبود تكنيك تحقيقات به سوي ايجاد و
 سوق داده شود ديسپار انتامبا از تيكايانتامبا هيستولتشخيص افتراقي 

ي ي مبني بر شناسا1380 در سال هوشيار اساس مطالعه بر .]3[
موارد % 7/92 ،در ايران PCRديسپار با   از انتامباهيستوليتيكا  انتامبا
  بههيستوليتيكا يا آلودگي توأم  درصد را انتامبا3/7 و ديسپار انتامبا

اق اين دو آميب با افترامروزه . ]7[ هددميهر دو گونه تشكيل 
قيمت نظير مقايسه الگوي ني پيچيده و گراهااستفاده از تكنيك

 دارنهاي نشاب استفاده از پرو،هاحركت الكتروفورزي ايزوآنزيم
DNAهاي پتوپي ساخته شده براي اتك دودمانيي هابادي  آنتي
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 TechLab( خاص نظير لكتين گالاكتوز ان استيل گالاكتوز امين

E. histolytica II Kit cat. No T5017( و PCR  انجام
 تفاوت در سكانس نوكلئوتيد% 17تا % 2/2  .]10، 9، 8[گيرد  مي
 مشاهده گرديده ديسپار هيستوليتيكا از انتامبا انتامباهاي مختلف نژ

  ازتيكايهيستول انتامبابراي تشخيص   PCR دقت.]11[است 
ظر مرفولوژيكي كه از ني از آنجاي .]9[ باشدمي% 100ديسپار   انتامبا

ان اين دو توپي نميواين دو آميب مشابه بوده و با روش ميكروسك
تشخيص افتراقي  اين تحقيق جهت ،گونه را از يكديگر متمايز نمود

  . صورت گرفتPCRآنها  با روش 
  

  هاشرو مواد و
 نمونه مدفوع 450لعه ادر اين مط :تهيه نمونه و نگهداري
 1383ان طالقاني تهران از اسفند از مراجعين به آزمايشگاه بيمارست

ل دترژانت آزمايش و با روش مستقيم و فرم1384لغايت تيرماه 
ديسپار گزارش   انتامبا/هستوليتيكا   مورد انتامبا5 جمعاً .شدند
سي و شناي مدفوع بلافاصله به آزمايشگاه انگلهانمونه. گرديد

ر  گرديد و دشهيد بهشتي ارسالشناسي دانشگاه علوم پزشكي چقار
 كشت داده شدند و ]12[محيط كشت سرم منعقده و رابينسون 

از سويه  .گرديدند ي تكثير يافته در ازت مايع كرايوهاترفوزوئيت
 1959كه در سال  ) HM1- IMSS (هيستوليتيكا  انتامبااستاندارد 

در مكزيك جدا شده بود از كشور ژاپن به ايران منتقل گرديد و در 
 و به عنوان كنترل ]14 ،13[ يافتپاساژ  TYI - S - 33محيط 

كه در سال  )AS 16 IR (ديسپار انتامبا مثبت استفاده شد و سويه
 ]15[  در ايران جدا شد در محيط رابينسون نگهداري گرديد1377

  .   به عنوان كنترل مثبت استفاده شدو
: ستوليتيكا و انتامبا ديسپاري از انتامبا هDNAاستخراج 

 محيط كشت ي آميب درهارفوزوئيتپس از افزايش تعداد ت
را سانتريفوژ كرده   آن،ترفوزوئيت 40000رابينسون به ميزان حدود 

 µl 300بدين منظور به . ]17  ،16 [ استخراج گرديد DNAو
پروتئيناز  µl2و  µl50  10 %SDS  بافر ليز وµl500رسوب انگل، 

K افزوده و پس از مخلوط كردن در °C55 ساعت   2 به مدت
ه ، نمونه بKجهت غيرفعال كردن آنزيم پروتئيناز .  گرديدانكوبه
جهت حذف  .  گذاشته شدC80°  دقيقه در بن ماري15مدت 
اضافه ) µl700(ي موجود در محلول، هم حجم آن فنل هاپروتئين

 دقيقه در 2مدت ه پس از ورتكس و مخلوط كردن نمونه، ب. شد
تميز يزوله اسپس مايع رويي به .  سانتريفوژ گرديد12000دور 

ي دناتوره در لايه مياني قرار هاپروتئين. (ديگري منتقل شد
 اضافه و سانتريفوژ  )µl500(سپس هم حجم آن كلروفرم ) گيرند مي
  ديگري منتقل شد و بدين ترتيب فنلايزولهي به يمايع رو. شد

حجم مايع، استات سديم و  DNA، 1/0براي تغليظ . حذف گرديد
 دقيقه در 10مدت ه و ب مطلق اضافه گرديددو برابر حجم كل الكل 

و مايع   سانتريفوژ گرديدrpm 12000 گراد با دور  درجه سانتي7
به % 70 الكل DNA ،µl100جهت شستشوي . رويي خارج گرديد

سانتريفوژ  rpm12000 دقيقه با دور 2مدت ه رسوب اضافه شد و ب
 شد و  استريل اضافهيونيزه  غير آب مقطر µl50گرديد و به رسوب 

 قرار داده شدگراد   درجه سانتي37 دقيقه در بن ماري 15مدت ه ب
  . به صورت كامل حل گرددDNAتا 

PCR انتامبا ديسپار با /گونه انتامبا هيستوليتيكا: تشخيصي
با دو جفت پرايمر اختصاصي ) PCR( اي پليمراز واكنش زنجيره

 HSP1 +HSP2و DSP2 +DSP1  با نام1-2گونه از ژن لوكوس 

  ].18، 14[ي گرديدند ي شناسا )1 شماره جدول( 
 

Table1:          Oligonucleotide primers 
Primer 
name primer sequence 5` to 3` 
HSP1 

(forward) GAGTTCTCTTTTTATACTTTTATATGTT 

HSP2  
(Reverse) ATTAACAATAAAGAGGGAGGT 

DSP1  
(Forward) TTGAAGAGTTCACTTTTTATACTATA 

DSP2  
(Reverse) TAACAATAAAGGGGAGGG 

 
PCR ميكروليتري با افزودن 25 در حجم Pmo1 

مخلوط ( mM5/1 Mgcl2 mM, 2/0 dNTPپرايمرها،   20
تري وزيد  ئ وكل ن  µ3/0Taq DNA و) فسفات دزاكسي 

Polymerase ) شركت سيناژن(  وµl1 DNA نمونه انگل )الگو (
 برنامه ذيل با Tougch gene با توموسيكلر PCR.  انجام گرفت

مدت ه  بC94°دناتوراسيون در :  سيكل صورت گرفت35در 
 ثانيه و طويل شدن در 30مدت ه  بC55°ثانيه، آنيلينگ در   30
°C72ي دريثانيه و طويل شدن نها 90 مدته  ب °C7210مدت ه  ب 

% 5/1متعاقب الكتروفورز روي ژل آگارز  PCRمحصول . دقيقه
  UV Transiluminatorاه حاوي اتيديوم برومايد و با دستگ

  .مشاهده گرديد
  

 نتايج
  نمونه مـورد بررسـي در آزمايشـگاه بيمارسـتان          450 از  

آلوده %) 2/14( مورد 64 ل دترژانتوطالقاني با روش مستقيم و فرم
هـاي  مخته و كر  ياتكميزان آلودگي به    . اي بودند   ي روده هابه انگل 

، %)1/3( مـــورد 14 ژيارديـــا لامبليـــا  :عبارتنـــد از ايهرود
 انتامبـا كلـي   ،  %)1/1( مـورد    5 انتامبـا ديسـپار   / هيستوليتيكا انتامبا

، %)8/3( مـورد    17 هومي نـيس     سيبلاستوسيست،   %)4/4(مورد   20
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، %)4/0( مـورد    2 مبا بوتچلي آيد،  %)7/0( مورد   3 نانا   اندوليماكس
نـيس   يتريكوموناس هـوم   ،%)2/0( مورد   1 كيلوماستيكس مسنلي 

ــورد  2 ــك، %)4/0(م ــدس  اريساس ــورد 2 لومبريكوئي ، %)4/0( م
 هيمنـوليپيس نانـا   ،  %)2/0( مـورد    1 استرنژيلوئيدس استركوراليس 

 مـورد   1، تنيا   %)2/0( مورد   1 تريكورا   تريكوريس،  %)6/1(مورد   7
انتامبـا ديسـپار    /انتامبا هيسـتوليتيكا  %) 1/1( مورد   5 جمعاً%). 2/0(

پـس  ايزوله   4 .گزارش گرديد كه در محيط رابينسون كشت گرديد       
هـاي آميـب تكثيـر يافـت و پـس از            ئـت  بار پاساژ ترفـوزو    3از  

 ـ   . استخراج گرديد  DNAگيري  برسو دليـل عـدم    ه  يك نمونـه ب
ــد  ــه حــذف گردي ــت در كشــت از مطالع جهــت حــذف . موفقي

نيس كه مانع رشـد آميـب در محـيط كشـت            ميبلاستوسيستيس هو 

 واكنش ]19 [.گردد از روش انكوباسيون با آب مقطر استفاده شد مي
 PCRــا ــتخراجي از DNA ب ــه4 اس ــا  ايزول ــتوليتيكا انتامب / هيس
ــا ــا ديســپار انتامب ــا پرايمرهــاي ب  هيســتوليتيكا اختصاصــي انتامب

)HSP1+HSP2( ديسپار انتامبا و )DSP1+DSP2 (   يك قطعـه
و پس از الكتروفورز باند آنهـا         جفت باز را تكثير نمود     430حدود  

مشـاهده گرديـد و    AS 16 IR پار انتامبا ديس ـمشابه كنترل مثبت
 هيسـتوليتيكا  اختصاصي انتامبـا    پرايمرهاي نظر با  چون قطعه مورد  

 ييشناسا ديسپار انتامباعنوان  ه   ايزوله مورد بررسي ب    4تكثير نشدند   
-HM1 (هيسـتوليتيكا   انتامبا كنترل مثبت ) 1 شماره   تصوير(. شدند

IMSS(   با پرايمرهاي اختصاصي) HSP1+HSP2(    د  بانـد حـدو
  )1جدول شماره (. ] 18[ جفت باز را نشان داد 340

  
  1383 ـ 1384 در مراجعين به آزمايشگاه طالقاني PCRهاي ميكروسكوپي، كشت و   بررسي نتايج آزمايش مدفوع با روش-1جدول 

 PCR  كشت  ميكروسكوپي

 )درصد(تعداد  گونه انتامبا  انتامباهيستوليتيكا انتامبا ديسپار  انتامباهيستوليتيكا انتامبا ديسپار

  %)100 (4 انتامبا ديسپار
   4)80(  مثبت  _ انتامبا هيستوليتيكا

  %)100 (4 جمع
      1)20(  منفي

   5)1/1(  مثبت

      5)100(  جمع
          445)9/98(  منفي
          450)100(  جمع

 
  

                                                                      1       2      3     4       5      6     7     8     9     10      11    12     13  

 
ــورز محصــول  -1تصــوير ــهPCRالكتروف ــي    ايزول ــا هيســتولهــاي ايران ــاروزانتامباديســپار /تيكايانتامب ــه :1-4ســتون %5/1 روي ژل اك ــاي  ايزول ه
  HSP1+HSP2  ا پرايمرهاي  بديسپار انتامبا/تيكايهيستول انتامبا
هـاي   ايزولـه : 8-11سـتون  ، جفت بـاز 100ماركر : 7ستون ، (D.W)كنترل منفي  :6 ستون، (HM1: IMSS) تيكايانتامبا هيستولكنترل مثبت  :5ستون

 (D.W)كنترل منفي : 13 ستون، (AS 16 IR) ديسپار انتامباكنترل مثبت : 12ستون ، DSP1+DSP2 با پرايمرديسپار انتامبا /تيكايانتامبا هيستول
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  بحث 
 پرايمرهاي اختصاصي تعيين گونه ،در اين تحقيق

چهار ايزوله DNA  ز رويا) DSP2 و DSP1 (ديسپار  انتامبا
 تكثير گرديد bp  430، قطعه حدودانتامبا ديسپار/انتامبا هيستوليتيكا
 بر اساس نتايج مطالعة . را نشان دادندديسپار  انتامباو همگي الگوي

 در زمينه تشخيص افتراقي 1381ار در ايران در سال هوشي
با روش ) ي تهرانهاايزوله(ديسپار  تيكا از انتامبايهيستول  انتامبا

PCR-RFLP ايزوله مورد بررسي   همگي الگوي،هشت 
 در بررسي سليمي در زاهدان در .]20[ديسپار را نشان دادند   انتامبا
فت نمونه ه DNA  نمونه مورد بررسي،1562 از 1384سال 

 پرايمرهاي فوق، همگي  و PCRمورد با  6استخراج شد و در 
تحقيق با بررسي  دونتايج اين . ]21[ي شدند يديسپار شناسا انتامبا

، فون 2000نتايج مطالعات در ژاپن در  سال  .حاضر مطابقت دارد
تيكا ولي در هلند يرا انتامبا هيستولم باليني يغالب حاملين بدون علا

بر اساس . ]23 ،22[  گزارش نموده است ديسپار ا انتامبافون غالب ر
  حتي در نقاط شيوع1998در سال   Clarkنتايج مطالعات

 ديسپار گونه غالب است و نسبت شيوع انتامباآميبيازيس مهاجم، 
مي1 به 10  دليله  بها عفونت% 90. نندز  است و تخمين 

 يهان سويه بي1-2 در لوكوس PCRبا .  ]6[است  ديسپار  انتامبا
در .  مورد بررسي از نظر اندازه تفاوت مشاهده گرديدديسپار انتامبا

رفيسم قابل توجهي مو پلي2002تحقيق حقيقي و همكاران در سال 
 1-2 در لوكوس تعداد واحدها تكرارشونده  نوع و،از نظر اندازه

از نواحي مختلف جغرافيايي  هيستوليتيكا  انتامبايهادر ايزوله
 هانكته جالب اينكه در  يكي از نمونه .]14[ه است گزارش گرديد

خلاف انتظار با  برد، بو  WBCو  RBC حاوي وكه اسهالي
PCR،  بلع. ديسپـــار شناسـايي شدسويه انتامبا RBC  توسط

بر اساس پيشنهاد سازمان . ]9[گزارش شده است  انتامبا ديسپار
 ديسپار امباانتآلودگي به  ي در موارديجهاني بهداشت درمان دارو

 فقط در موارد عفونت قطعي  و]6  ،3[د شو توصيه نمي

هاي ملكولي ش لذا استفاده از رو،شودمي توصيه هيستوليتيكا  اانتامب
  وديسپار انتامبا از تيكايانتامبا هيستولجهت تشخيص افتراقي 
جهت جلوگيري از مصرف  ييدرمان دارو تشخيص دقيق بيماري و

بروز مقاومت  خته وياتك  اي ضدويه و غيرضروري داروهريب
هاي اخير كاربرد لدر سا. ]6، 3، 2[دارويي الزامي است 

  براي تشخيص افتراقي همزمانPCR  ميزآ تيموفق
گزارش شده  تيكا از انتامباديسپار در مطالعات متعدديهيستول  انتامبا
  ]24[است 

  
  يگيرنتيجه

نتايج تحقيقات نشان داده است جهت شناسايي و افتراق 
 ترو اختصاصي ترسحسا  PCRديسپار انتامبا از يتيكانتامبا هيستولا

از  .]25[ است  ELISAن با روشژاز كيت جستجوي آنتي
Multiplex  PCRاختصاصي در  دو جفت پرايمر  با استفاده از

يك واكنش براي شناسايي دو گونه آميب در نمونه مدفوع استفاده 
  ديسپار انتامبا/يتيكاهيستولانتامبا با اين روش عفونت همزمان   .شد
لذا از روش . ]26[گزارش گرديد % 5/24ي مكزيكي هابچه در

PCR عنوان يك ه تر بههاي سادشتوان تا زمان پيدايش رومي
 انتامباديسپار از يتيكاانتامبا هيستولابزار تشخيص دقيق افتراق 

   .ه نمودداستفا
  

  تشكر و قدرداني
م كاظمي و سركار نگارندگان از جناب آقاي دكتر بهرا

پور در مركز تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي  خانم مژگان بنده
دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي به خاطر همكاري صميمانه و 

د و از معاونت نآور عمل ميه صادقانه در مطالعه تشكر و قدرداني ب
محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي به خاطر 

شناسي و  ي و خانم مريم حيدري منشي گروه انگلهاي مال حمايت
  . گردد شناسي تشكر مي قارچ
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