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  زمرا ي پلاي رهي زنجنشك وا يك باسپاريدانتاموبا   وكايتيستوليهانتاموبا  تمايز
 2يقي حقيعل ،1راد معصومه عظيمي، 1نژاد يمحمد رستم، *1 مجردينيالحس احسان ناظم

  
  يد بهشتي شهكي دانشگاه علوم پزش،بدك گوارش و يها يماريقات بيز تحقكمر1
  يد بهشتي شهكي دانشگاه علوم پزش،كيده پزشك دانش،يشناس  و قارچيشناس گروه انگل2

  دهيچك
ديگر كاز يرا  رسپايانتاموبا د/ كايتيلستويانتاموبا ه رينظ  مشابههاي ياخته تكست ين قادر يوپكروسيكص ميه تشخكنيبا ا :هدف سابقه و

 يكنك تيكاندازي  و راه ابداع ي برامبرمياز ين لذا. است يكروسكوپي مهاي روشمبتني بر  ،سيازيبيص آميهنوز تشخ يول ،ديز نمايمتما
 .وجود داردن دو گونه يافتراق ا  وييشناسانظور به م يص طبي تشخيها شگاهيساده، ارزان و قابل اجرا در آزما

اي    واكـنش زنجيـره     بـه روش   يملكول ي اقدام به بررس   ،كوكي مش ها   در نمونه  ب موجود يزوله آم يگونه ا ن  ييبه منظور تع   :يروش بررس 
با . استفاده شدPeroxiredoxin   مربوط به ژنpEd21/30مر يك جفت پراي از ،ن دو گونهي افتراق همزمان ابراي .گرديد )PCR(مراز  پلي

 و مـوارد    داده جفت بـاز را نـشان        100ر  يمر باند ز  ين پرا يبا ا  اكيتيستوليانتاموبا ه  استخراج شده موارد مثبت    DNA يبر رو  PCRانجام  
  .ر نمودي جفــت باز را تكث100 ي بالاير قطعه اسپايانتاموبا دمثبت 

 21(هـا      و بقيـه نمونـه      مشاهده شـد   كايتيستوليبا ه وانتام بيمار   كدر ي  وپي،كروسكمي نمونه مثبت از نظر      22دراين مطالعه از     :ها افتهي
  .مثبت بودند سپاريد انتامبا، همگي از نظر )نمونه

ه ك ـ ثير نمـود  ك را ت  سپاريد انتامباو   كايتيستوليبا ه وانتامتوان   ي م PCR تكنيك جفت پرايمر در     كبا ي ه  ك رسد  به نظر مي  : يريگ جهينت
  .باشد گونه مي ز اين دويص و تمايتر و مقرون به صرفه جهت تشخ  آساني روشاين
  .Peroxiredoxin ، ژنسپاريدانتاموبا  ،كايتيستوليهانتاموبا : يدي كلگانواژ

  

   مقدمه
بـا  ) Entamoeba histolytica (ايكتيستولي ـانتاموبا ه ياخته تك

ر ي ـم در سطح جهان و مرگ و        يون مورد آلودگ  يلي م 50برآورد  
ن ي از مهمتـر   يك ـي  نفر 100,000 تا   40,000انه در حدود    يسال
 يهـا  تا سال .دشو مي انسان محسوب يزا بيماري هاي ياخته  تك
  احتمالاً ايكتيستوليانتاموبا ه ه گونه   كشد   ين تصور م  يچن رياخ

 ـد،  كن  ميت جهان را آلوده     ياز جمع % 10 انتاموبـا  رش  ي پـذ  يول
ه ك ـگـر  ي ديا وان گونـه بـه عن ـ  )Entamoeba Dispar (سپاريد
 ـ باش ـ  مـي  كايتيستوليه انتامباه  يشبكاملاً   آن   يرفولوژوم  يد ول
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دانشگاه علوم  (هاي ناشي از غذا و اسهال مزمن          د، دايره تحقيقات بيماري   هاي گوارش و كب    تحقيقات بيماري 
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رات ي ـيتغ  تهاجم به دسـتگاه گـوارش انـسان را نـدارد،           ييتوانا
 سيازي ـبي آم تشخيص و اپيـدميولوژي    در مورد     خصوصاً يقيعم

ان ي ـت مبتلا ي ـثركا هك ـنيبا توجه بـه ا     . آورد وجوده  در جهان ب  
 در   كـه  ندشـو   مـي  آلـوده    سپاري ـد انتامبا به گونه %) 90حدود  (

ن يح ا ي افتراق صح  ، لذا  به درمان ندارند   يازي ن ،صيصورت تشخ 
 سـازمان   شنهادي ـبر اسـاس پ   . استت  يار حائز اهم  يدو گونه بس  

 بـا وانتام بـه    ي در مـوارد آلـودگ     ييدرمان دارو ،  بهداشت جهاني 
 بـا وانتام بـا د و فقـط در مـوارد عفونـت          شو  ميه ن ي توص سپاريد
 يوپكروسيك م هاي  روشه  كبا وجود اين  . لازم است  كايتيولستيه

نقـاط    از ياري در بـس   و نيستند ياخته  تكبه تمايز اين دو     قادر  
 يكروسـكوپ يم يي بـر شناسـا  يس مبتن ـ يازيبيص آم يا تشخ يدن

 اندازي  ابداع و راه   ي برا يدياز شد ي ن  لذا ،باشد  يمدر مدفوع   آنها  
ــل اجــرا در يــكنك تيــك ــآزما ســاده، ارزان و قاب  يهــا شگاهي
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 دو گونه وجـود   اينافتراق  ويي شناسابه منظور يص طب يتشخ
و بـا    مريت پرا فك ج يق با استفاده از     ين تحق ي در ا  .)2و1 (دارد

اي   واكنش زنجيره ر شده با    يثكقطعه ت  توجه به تفاوت در اندازه    
 .شـدند  زي از هم جدا و متمـا      ياخته  تكن دو   يا ،)PCR(پليمراز  

ار مقرون به صرفه    ي بس ،PCRاظ استفاده از    به لح  ن روش يلذا ا 
  .است

  

  ها روشمواد و 
 يهـا   آزمايـشگاه   بـه   كـه  يمـاران يبنفـر از     1700 مدفوع نمونه
لام ( يكروسـكپ ي م يبررس ـمورد  ردند  كمراجعه   يص طب يتشخ
 يها  نمونه DNAو   قرار گرفت  )روميك تر يزيآم م و رنگ  يمستق
له يـــوسه   ب ،سپاريموبا د انتا/ كايتيانتاموبا هستول  به   كوكــمش
اژن، ــــ ـركت سين ـــ ـران، ش ـــ ـاي( DNG-PLUSTM تـــكي

Cat No. DN8118C (افتراق همزمـان   به منظور. استخراج شد
 PCR بـه روش     ي ملكول ي بررس ،زا  بيمارير  ي از غ  زا  بيماريگونه  

. صورت گرفـت  ) 1جدول   (pEd20/31 هايمريبا استفاده از پرا   
ند بـه   باش ـ  مـي  Peroxiredoxin ط به ژن  ه مربو ك هامرين پرا يا

ــه ــيا گون ــد   شــدهي طراح ــان ــراك ــه يه ب ــا ايزول ــا  يه انتاموب
 سپاري ـانتاموبـا د  ي و بـرا bp 90-80 حـدود  يباند ،كايتيهستول

در  PCR. دكن ـ مـي اد ـــ ـجيا bp 120-110  حـدود يدـــــبان
 رــــــــكلياــ بــــا ترموسيرـــــــتيكرولي م25م ــــــــحج

)Eppendorf AG 22331, Hamburg, Germany(   بـا برنامـه 
  :كل صورت گرفتي س35ل در يذ

 در هيثان 30ون  ي دناتوراس ،c ْ 94 در قهي دق 5ه  يون اول يدناتوراس
c ْ 94، در هيثان 60نگ  يلي آن  c ْ 50  ،در هي ـ ثان 60شـدن    لي ـطو  
cْ72،  در   قـه ي دق 5 ييشدن نهـا   ليو طوc ْ 72.    محـصول PCR 

 ،دي ـوم بروما يدي ـ ات يوحا% 2 ژل آگارز    يمتعاقب الكتروفورز رو  
ــا دسـ ـ ) UV Transluminator) Upland, CA, USA تگاهب

  ).3( ديمشاهده گرد
  

  لئوتيديكپرايمرهاي اوليگونو) 1جدول
Primer name primer sequence 5` to 3` 

pEd 30 (Forward) ATGTCCTGTAATCAACAAAAAGA

pEd 21 (Reverse) TGTTGTTGTCCAAGAATTAAAG 

  
  ها افتهي

از نظر %) 3/1( نمونه 22 ،بيمار مورد بررسي 1700از مجموع
 تشخيص داده كوكمش ،سپاريد انتامبا  وكايتيستوليانتامبا ه

 مبتلا به %)06/0 (ماريك بيتنها  ،يملكول با مطالعه ولي. شدند

 انتامبا%) 2/1(  نمونه21 بود و تعداد كايتيستوليانتامبا ه
ها با   نمونه، نتايجييدبه منظور تأ.  تشخيص داده شدسپاريد

ص داده ي تشخ1- 2مر از ژن لوكوس ياستفاده از دو جفت پرا
 را سپاريد انتامبا  ميزان آلودگي به،نتايج اين مطالعه. شدند

شماره ل كش در.گزارش نمود% 4 را كايتيستوليانتامبا هو % 96
مر در ين جفت پرايبا ا سپاريد انتامبازوله مثبت ي ا5 تعداد 1

ز يمتما  با اندازه متفاوتكايتيستوليانتامبا ه گونه كنار تنها
  .شدند
 )PCR(اي پليمراز   واكنش زنجيرهالكتروفورز محصول )1ل كش

 ژل يروبر  سپاريد باوانتام /كايتيستوليبا هوانتام يراني ايها ايزوله
  pEd21/30 يمرهايبا پرا% 2 آگاروز

  
  

  جفت باز 20ماركر : 1ستون 
 )AS 16 IR ( ديسپارباونتاماكنترل مثبت : 2ستون 
  سپاريد باوانتامزوله يا  پنج:7 الي 3هاي  ستون

  كايتيستوليبا هوانتام زولهيك اي :10 الي 8هاي  تونس
  )HM-1:IMSS (كايتيستوليبا هوانتام كنترل مثبت :11 ستون
  جفت باز20ماركر : 12 ستون

  
  بحث

 يقـات بـه سـو     يد تحق كن ـ  مـي ه  ي توص يسازمان بهداشت جهان  
 يص افتراق ـ ي تشخ ي برا يشگاهي آزما يها كيبهبود تكن  اد و جيا

در ). 1(د  ن سوق داده شو   سپاريد باوانتام از   كايتيستوليبا ه وانتام
 شـد  ياز مـدفوع سـع   DNA ميمـستق   با استخراج،مطالعه نيا

استفاده  ن با يهمچن. حذف شود ياخته    تكشت  ك بر زمان مرحله
 نمونـه   ي بر رو  PCR با انجام    توان مي pEd21/30 يمرهاياز پرا 
در رد و   ك زوله را مشخص  ي ا ،زا  بيمارير  يا غ ي زا  بيماري كوكمش

ع در  ي سـر  يي جهـت پاسـخگو    ي آسـان و عمل ـ    ي روش ـ ،مجموع
 يزا بيماري گونه ،در مطالعه حاضر. اندازي نمود راهها  هشگايآزما

ژن  PCR بـا اخـتلاف انـدازه در محـصول           كايتيستوليانتاموباه

   1        2       3        4           5          6       7        8         9        10       11       12  
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Peroxiredoxin) 3 (ر يـــ از گونـــه غي و ســـادگيخـــوبه بـــ
   .ز گرديدي متماسپاريد انتامبا يزا بيماري

وع ي در نقـاط ش ـ    ي حت ـ ،گرفتـه  ج مطالعات صورت  يبر اساس نتا  
ن در  يهمچن ـ.  گونه غالب اسـت    ،سپاريد باوانتامز  يس ن يازيبيآم

% 1/92،   صـورت گرفـت    راني ـدر نقاط مختلـف ا    ه  كاي   مطالعه
 كايتيستوليه باوانتام درصد   9/7 و   سپاريد انتاموبا يموارد آلودگ 

نتـايج ايـن    . ه اسـت   توأم به هر دو گونه گزارش شـد        يا آلودگ ي
مطالعه با اپيدميولوژي اين انگل در جهـان و ايـران همخـواني             

ه بــر اســاس كــن قــرار اســت يــت موضــوع از ايــاهم). 2( دارد
 در مـوارد    يي ـ درمـان دارو   ،يشنهاد سازمان بهداشـت جهـان     يپ

فقـط در مـوارد      د و شـو   مـي ه ن ي توص سپاريد باوانتام به   يآلودگ
، بـه درمـان دارويـي نيـاز         كايتيستولي ـه بـا وانتام يعفونت قطع 

ع و سـاده    ي سـر  ي ملكـول  هاي  روش، لذا استفاده از     )1(باشد    مي
 سپاري ـد باوانتام از   كايتيستوليبا ه وانتام يص افتراق يجهت تشخ 

 مناســب جهــت يــيدرمــان دارو  ويمــاريق بيــص دقيوتــشخ
 ـ    ا يريجلوگ  ضـد   ي داروهـا  ير ضـرور  ي ـه و غ  ي ـرو يز مـصرف ب
   . استي الزام،ييبروز مقاومت دارو و ياخته تك

  
  دانير و قدركتش

ر و قــدرداني خــود را از كمراتــب تــشايــن مقالــه، نويــسندگان 
 رئيس ،تر محمدرضا زالي  كزحمات استاد ارجمند جناب آقاي د     

م بد دانشگاه علوك گوارش و   يها يماريقات ب يز تحق كمحترم مر 
  .دارند ابراز مي ،يد بهشتي شهكيپزش
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