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چکیده 

زمینه و هدف:     ورمامباورمیفورمیس آمیب آزادزی فرصت طلبی است که در منابع محیطی وجود دارد و سبب کراتیت آمیبی یا 
آنسفالیت گرانولوماتوز آمیبی در افراد نقص ایمنی می شود. مطالعه ی حاضر به منظور تعیین آلودگی به     ورمامباورمیفورمیس در 

آب های راکد و خاک اراک صورت گرفت.

از  پس  گردید.  آوری  اراک جمع  پارک های  نمونه خاک   36 و  راکد  آب  نمونه   60 توصیفی،  مطالعه ی  این  در  بررسی:  روش 
نظر  از  و  کشت   )NNA( درصد   1/5 غیرمغذی  آگار  محیط  در  میکرونی،   0/45 نیتروسلولز  فیلترهای  از  نمونه ها  دادن  عبور 
 آمیب آزادزی بررسی شدند. پس از استخراج DNA،     ورمامباورمیفورمیس با واکنش زنجیره ای پلی مراز )PCR( و پرایمرهای 
NA2 ،NA1 شناسایی شد. 8 ایزوله     ورمامباورمیفورمیس تعیین توالی نوکلئوتید گردید و پس از بلاست و تایید گونه، در بانک 

ژن ثبت گردید. اطلاعات با نرم افزار SPSS و آزمون های آماری فیشر و مجذورکای تجزیه و تحلیل شدند.

یافته ها: از 96 نمونه منابع محیطی موردبررسی 29/2 درصد آلوده به آمیب آزادزی بودند. میزان آلودگی آب راکد و خاک به این 
آمیب به ترتیب 28/3 درصد و 30/6 درصد بود)P>0/001(. همچنین آلودگی به     ورمامباورمیفورمیس به ترتیب در 10 درصد و 16/7 

.)P>0/001(درصد آب راکد و خاک تایید شد

نتیجه گیری: آب های راکد و خاک این منطقه، آلوده به آمیب های آزادزی و ورمامبا است. با توجه به بیماری زا بودن این آمیب و 
امکان وجود اندوسیمبیونت بیماریزا در آن، آموزش بهداشت جهت کنترل و پیشگیری از بیماری به خصوص در بیماران مستعد از 

جمله افراد استفاده کننده از لنزهای تماسی توصیه می شود.

واژه های کلیدی: آمیب آزادزی، ورمامبا ورمیفورمیس، آب راکد، خاک، اراک
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به     ورمامباورمیفورمیس در پارک های شهر  آلودگی آب های راکد و خاک 

اراک انجام شده است.

روش بررسی 

نمونه   96 مطالعه،  این  در  گرفت.  انجام  مقطعی  روش  به  تحقیق 

تمامی  اراک)از  پارک های  خاک  نمونه   36 و  راکد  آب  نمونه   60 شامل 

مناطق شمال، جنوب، شرق و غرب به صورت تصادفی( جمع آوری گردید. 

نمونه های آب راکد به میزان 500 میلی لیتر در بتُری های درپوش دار استریل 

و نمونه های خاک به میزان 20 گرم در نایلون استریل جمع آوری گردید 

اراک،  پزشکی  علوم  دانشگاه  انگل شناسی  آزمایشگاه  به  انتقال  از  و پس 

از نظر آمیب های آزادزی و در گروه انگل شناسی دانشگاه علوم پزشکی 

کاشان از نظر     ورمامباورمیفورمیس بررسی شد. ارتباط pH و دما با رشد 

آمیب های آزادزی و ورمامبا نیز بررسی گردید. همچنین تجزیه و تحلیل 

آماری با استفاده از نرم افزار spss، با آمارهای توصیفی و کای اسکوئر و 

فیشر انجام گرفت.

فیلتراسیونوکشتنمونهها •
نمونه های آب راکد از فیلترهای نیتروسلولزی با قطر منافذ 0/45 

از دستگاه پمپ خلا  استفاده  با  و  آلمان(   ،Sartorius Stedim( میکرون 

ابتدا  نیز  خاک  نمونه های  شدند.  فیلتر  چین(   ،WHITLEY DG250(

محلول  و سپس  استریل سوسپانسیون شده  مقطر  آب  لیتر  میلی   100 در 

 1/5 )NNA( رویی فیلتر گردید. فیلترها روی محیط کشت آگار غیرمغذی

 درصد محتوی 10 درصد Pages saline غنی شده با اشرشیاکلی در دمای

 26-28 درجه سانتی گراد به مدت یک ماه انکوبه و سپس از نظر ترفوزوئیت 

یا کیست آمیب آزادزی بررسی شدند)12(. همچنین جهت خالص سازی 

نمونه های مثبت آمیب های آزادزی از آلودگی باکتریایی و قارچی، مجددا 

سرم  با  وشو  شست  از  پس  آزادزی  آمیب  وکلنی های  شدند  داده  پاساژ 

 DNA فیزیولوژی استریل، جمع آوری و رسوب آمیب تا زمان استخراج

در 20- درجه سانتی گراد نگهداری شد.

DNAاستخراج  •

مقدمه

آمیب های آزادزی، تک یاخته های دوگانه زی)با دو زندگی آزاد و 

از جمله  میکروارگانیسم های مختلف  از  تغذیه  به  قادر  انگلی( هستند که 

آب،  همچون  محیطی  مختلف  منابع  در  آمیب ها  این  می باشند.  باکتری ها 

شامل  آزادزی،  آمیب  های  اند )2و1( .  شده  گزارش  غبار  و  گرد  و  خاک 

خانواده های هارتمنلیده )ورمامبیده(، آکانتامبیده و والکامفیده هستند و برخی 

آمیب ها می توانند  این  پاتوژن هستند.  انسان  برای  بالقوه  آنها  از گونه های 

سبب بیماری هایی همچون کراتیت آمیبی )AK: Amoebic keratitis( و 

)GAE: Granulomatous Amoebic Encephlitis( آنسفالیت گرانولوماتوز آمیبی

4و3و1(.    ورمامباورمیفورمیس)هارتمنلاورمیفورمیس(شایع ترین  شوند)

دارد  طبیعت وجود  در  به طور گسترده  که  است  ورمامبیده  آمیب خانواده 

و از خاک، آب های شیرین و گرد و غبار جدا شده است)5(. ورمامبا در 

چرخه ی زندگی خود دارای دو شکل تروفوزوئیت و کیست است که در 

شکل کیستی خود قادر به تحمل شرایط نامساعد محیطی همچون دما و 

به  قادر  آمیب  این  می باشد)6(.  و عوامل شیمیایی  نامناسب، خشکی   pH

در   )GAE( آمیبی  گرانولوماتوز  آنسفالیت  و   )AK( آمیبی  کراتیت  ایجاد 

افراد سالم و افرادی با اختلال در سیستم ایمنی است)8و7(. 

از ایران گزارش هایی از وقوع کراتیت آمیبی در افرادی که لنزهای 

تماسی استفاده می کنند وجود دارد که دلیل آن عدم رعایت اصول بهداشتی 

در استفاده از لنزهای نرم است)9(.

انتقال  توانایی  علت  به  همچنین     ورمامباورمیفورمیس 

میکروارگانیسم های پاتوژن از جمله باکتری لژیونلا پنوموفیلا)عامل بیماری 

پنومونی در انسان( تهدید مهمی برای سلامت انسان محسوب می شود)10(.

منطقه کوهستانی است و آب و هوای سرد و خشک  اراک  شهر 

با  مجاورت  به دلیل  شهر،  این  دارد.  زیاد  غبار  و  گرد  و  باد  منطقه  در  و 

نظر  از  رطوبت،  و  گیاهی  پوشش  کمبود  ارتفاعات،  وجود  و  کویرمیقان 

آب و هوایی دارای نوسانات اقلیمی است)11(. با توجه به اطلاعات اندک 

 در زمینه ی آلودگی منابع محیطی به     ورمامباورمیفورمیس در ایران و جهان

)15-12( و عدم بررسی این آمیب در اراک، مطالعه ی حاضر به منظور تعیین 
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حمیده سادات اطیابی و همکاران

196

 DynaBio TM DNA Extraction Mini Kit کیت  از  استفاده  با  نمونه ها   DNA

شرکت تکاپوزیست و طبق دستورالعمل مربوط استخراج شده و تا زمان   

PCR در دمای 20- درجه سانتی گراد نگهداری شدند.

PCRشناساییورمامباورمیفورمیسبا  •
پرایمرهای  از  استفاده  با  و   PCR روش  با      ورمامباورمیفورمیس 

 NA1  5'-GCT CCA ATA GCG TAT ATT AA-3' با توالی( NA2 ،NA1اختصاصی 

ژن تکثیر  با  و   )NA2 5'-AGA AAG AGC TAT CAA TCT GT-3'  و 

 srRNA 18 شناسایی گردید.

درجه   94 در  اولیه  دناتوراسیون  شد؛  انجام  برنامه  طبق   PCR

درجه   94 دناتوراسیون  در  سیکل  دقیقه، سپس30   5 مدت  به  سانتی گراد 

سانتی گراد به مدت 30 ثانیه، آنیلینگ 50 درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانیه 

و طویل سازی در 72 درجه سانتی گراد به مدت 45 ثانیه و طویل سازی 

نهایی در 5 دقیقه)12(. 

محصول PCR ایزوله ها با ژل آگاروز 1/5 درصد رنگ آمیزی شده 

با اتیدیوم بروماید، الکتروفورز و با ترانس لومیناتور بررسی شدند. همچنین 

از کنترل مثبت ورمامبا و کنترل منفی)آب مقطر استریل( استفاده گردید. با 

مشاهده باند 750bp ورمامبا ورمیفورمیس تایید گردید.

• تعیینتوالی
محصول PCR 8 ایزوله مثبت ورمامبا از آب راکد و خاک، جهت 

تعیین توالي به شرکت تکاپوزیست)کره جنوبی( ارسال شد. سپس توالی ها 

نتایج ثبت  شده در بانک ژن مقایسه  با  در سایت NCBI بلاست شده و 

مورد  ایزوله های  مشابهت  درصد  تعیین  و  مقایسه  جهت  سپس  گردید. 

بررسی، توالی ها با استفاده از نرم افزار Clustalw2 آنالیز شدند.

یافته ها 

به طورکلی با روش کشت از 96 نمونه آب های راکد و خاک مورد 

بررسی، 28 نمونه)29/2 درصد(، از نظر آمیب آزادزی مثبت بودند. میزان 

درصد   30/6 و  درصد   28/3 تفکیک  به  خاک  و  راکد  آب های  آلودگی 

 بود. از نظر آماری تفاوت آلودگی به آمیب آزادزی در آب راکد و خاک 

.)P.value>0/001(معنی دار بود

شکل 1: الکتروفورز محصول PCR نمونه های مثبت ورمامبا با استفاده از پرایمر NA2 ،NA1 از آب راکد و خاک بر روی ژل آگاروز 1/5 درصد

 * NC کنترل منفی، S1-S4 نمونه های مثبت ورمامبا، PC کنترل مثبت، M مارکر وزنی
100 bp (Ladder( 
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بررســی میزان آلودگی آب های راکد و...
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به  آلودگی  میزان  به طورکلی   )PCR( مولکولی  بررسی  در 

به  و  درصد(  نمونه)12/5   12 خاک  و  راکد  آب  در  ورمامباورمیفورمیس 
نمونه)16/7   6 خاک  و  درصد(  نمونه)10   6 راکد  آب  آلودگی  تفکیک 

درصد( بود. از نظر آماری تفاوت آلودگی به ورمامبا در آب راکد و خاک 

معنی دار بود)P.value>0/001()تصویر 1 و جدول 1(.

جدول 2: شماره ثبت ایزوله های ورمامباورمیفورمیس در بانک ژن

جدول 1: توزیع فراوانی آلودگی منابع محیطی به آمیب آزادزی و ورمامبا بر حسب نوع نمونه در اراک 1396-97

تک یاخته

نوع نمونه

جمع ورمامبا )PCR(  آمیب آزادزی)کشت(

تعداد)درصد( مثبت 
تعداد)درصد(

منفی 
تعداد)درصد(

مثبت 
تعداد)درصد(

منفی 
تعداد)درصد(

60)100(54)90(6)10(43)71/7(17)28/3(آب راکد

36)100(30)83/3(6)16/7(25)69/4(11)30/6(خاک

96)100(84)87/5(12)12/5(68)70/8(28)29/2(جمع

p.value>0/001>0/001

روز  در  آزادزی  آمیب  نیاز جهت جداسازی  مورد  زمان  بیشترین 

چهاردهم کشت)77/3 درصد( و کمترین آن در روز هفتم کشت)16 درصد( 

در ورمامباورمیفورمیس  و  آزادزی  آمیب  به  آلودگی  میزان  بیشترین   بود. 

 pH:7 و دمای 10 درجه سانتی گراد مشاهده شد.

نوع نمونهشماره ثبت
LC433880.1, LC430989.1, LC430990.1, LC433779.1, LC431240.1 آب های راکد

   LC430991.1, LC433881.1, LC456710.1 خاک

میزان تشابه ایزوله های ورمامباورمیفورمیس با ایزوله های بانک ژن 

100-95 درصد بود و 8 ایزوله با جزییات کامل در بانک جهانی ژن ثبت 

گردید.

بحث
آمیب های  به  راکد  آب های  آلودگی  میزان  حاضر،  تحقیق  در 

بود درصد   28/3 اراک  شهر  پارک های  در  کشت  روش  با   آزادزی 

نظر  از  درصد   10  PCR روش  با  که   )CI-  0/155-0/457( 

ورمامباورمیفورمیس)CI- 0/025-0/174( تایید گردید.
همکاران)1394(  و  محمودی  کیش،  در  همکاران)1394(  و  نیتی 

و  گلستانی  در شیراز،  آرمند و همکاران)1395(  ایران،  مرکز  و  در شمال 

همکاران)1396( و مصطفایی و همکاران)1397( در کاشان، میزان آلودگی 

منابع آبی به آمیب آزادزی را به ترتیب 38 درصد، 58/8 درصد، 77 درصد، 

88/4 درصد و 35/2 درصد گزارش نمودند که در مقایسه با نتایج مطالعه ی 

حاضر بیشتر است)18-16و14و12(.

و  محمودی  همکاران)1394(،  و  نیتی  مطالعات  در  همچنین 

همکاران)1394(، آرمند و همکاران)1395( و جوانمرد و همکاران)1396( 

میزان آلودگی به ورمامباورمیفورمیس در آب های سطحی کیش، آب دریا و 

رودخانه شمال و مرکز کشور، آب های شیرین شیراز و آب های آشامیدنی 

سمنان11-6درصد گزارش گردید که تقریبا با نتایج مطالعه حاضرمطابقت 

دارد)19و16و14و12(.  

سلگی و همکاران)1390( میزان آلودگی به ورمامبا )هارتمنلا( را در 

چشمه های آب گرم اردبیل 17 درصد گزارش کردند)13( که در مقایسه با 

مطالعه ی اخیر میزان آلودگی بیشتر بوده است، که به دلیل گرمادوست بودن 

آمیب می باشد)20و13( . 

تصفیه  آب  آلودگی  میزان  اسپانیا  در  همکاران)2013(  و   Garsia

خانه ها به ورمامبا را 25 درصد گزارش نمودند که از مطالعه ی حاضر بیشتر 

است. با توجه به نوع نمونه و وجود مواد مغذی برای رشد آمیب در این 

Rohr و همکاران)1998(  تایید می گردد)15(.  آمده  به دست  نتایج  نمونه، 

در  آزادزی  آمیب  به  آلودگی  میزان  کشت،  روش  از  استفاده  با  آلمان  در 

سیستم های آب گرم بیمارستانی را 52 درصد و با روش مرفولوژی، میزان 

ورمامبا را 41 درصد گزارش نمودند که در مقایسه با نتایج مطالعه حاضر، 

دقیق  نتایج  فوق)کشت(  مطالعه ی  روش  به  توجه  با  که  بود)21(  بیشتر 

نمی باشد.
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بر اساس نتایج مطالعه ی اخیر، میزان آلودگی خاک پارک های اراک 

 16/7 PCR که با )CI- 0/170-0/396(به آمیب آزادزی 30/6 درصد بود

درصد)CI- 0/045-0/288( ورمامبا تایید گردید.

نتایج مطالعه ی حاضر با نتایج مطالعه ی میقانی و همکاران)1397( 

گزارش  درصد   33/3 اراک  در  آزادزی  آمیب  به  خاک  آلودگی  میزان  که 

نمودند، مشابه می باشد)22(.

محقق و همکاران)1395( در ساری میزان آلودگی خاک به ورمامبا 

را 5 درصد گزارش نمودند که از نتایج مطالعه کنونی کمتر است، روش 

مطالعه این محقق)شناورسازی، شیتر( و رنگ آمیزی گیمسا بوده که دقیق 

آلودگی  میزان  همکاران)2016(  و   Reyes-Batlle همچنین  نیست)23(. 

خاک به ورمامبا را در جزایر قناری در اسپانیا 21 درصد گزارش نمودند 

نتایج  اساس  بر  است)24(.  بیشتر  اخیر،  مطالعه ی  نتایج  با  مقایسه  در  که 

مطالعه ی حاضر، بیشترین میزان آلودگی)70/6 درصد( به آمیب آزادزی در 

آب های راکد با pH:7 و  کمترین میزان آلودگی)5/9 درصد( در آب هایی 

با pH:5 مشاهده گردید که با نتایج گلستانی و همکاران)1396( مطابقت 

دارد)17(. بر اساس مطالعات انجام شده بهترین محدوده ی pH جهت رشد 

آمیب)9-8( است که در آن بالاترین فرایند سرعت تبدیل تروفوزوئیت به 

کیست وجود دارد و کاهش تبدیل این سرعت در pH های پایین تر)5-7( 

نشان داده شده است)25(. 

از محدودیت های مطالعه، کافی نبودن منابع مالی جهت شناسایی 

بررسی  بود. همچنین  نمونه های مورد مطالعه  آزادزی در  آمیب های  سایر 

آلودگی نمونه های گرد و غبار و بیوفیلم به این آمیب آزادزی نیز توصیه 

می شود. 

نتیجه گیری

ورمامبا  به  آلودگی  میزان  حاضر،  مطالعه ی  نتایج  اساس  بر 

ورمیفورمیس در آب های راکد و خاک اراک تقریبا مشابه سایر مطالعات 
انجام شده در ایران بود ولی در مقایسه با نتایج مطالعات خارج از کشور، 

به  محیطی  منابع  آلودگی  بررسی  زمینه ی  در  مطالعه  اولین  این  بود.  کمتر 

ورمامبا در اراک بود. نتایج مطالعه ی حاضر نشان داد که آب های راکد و 

خاک این منطقه، آلوده به آمیب فرصت طلب ورمامباورمیفورمیس بود که 

یک هشدار جدی برای سلامت عمومی به ویژه در بیماران نقص ایمنی و 

مصرف کنندگان لنز می باشد. با توجه به اطلاعات اندک در زمینه ی آلودگی 

آمیب،  این  بودن  زا  بیماری  و  ایران و جهان  در  به ورمامبا  منابع محیطی 

ابتلای  از  پیشگیری  و  کنترل  جهت  محیط  بهسازی  و  بهداشت  آموزش 

انسانی و بروز بیماری توصیه می شود.
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Survey on the Contamination Rate of Stagnant Water and Soil to 
Vermamoeba vermiformis in Arak Parks, Iran, 2017-2018

Hamideh Sadat Atyabi1 (M.S.) - Sima Rasti2 (Ph.D.) - Maryam Niyyati3 

(Ph.D.) - Zahra Eslamirad4 (Ph.D.) - Mahdi Delavari5 (Ph.D.) - Gholam 

Abbass Moosavi6 (M.S.)

Background and Aim: Vermamoeba vermiformis is an opportunistic free living 
amoeba(FLA( that is ubiquitous in different environmental sources. This Amoeba 
can cause Amoebic Keratitis(AK( and Granulomatous Amoebic Encephlitis(GAE( 
in immunocompromised patients. This study was conducted to determine the rate of 
Vermamoeba vermiformis in stagnant water and soil in Arak.
Materials and Methods:  In this cross-sectional study, stagnant water(60( and soil 
samples(36) were collected from Arak parks. The samples were filtered in 0.45µm 
nitrocellulose paper and cultured on to 1.5% NNA for the presence of free living 
amoeba(FLA(. After DNA extraction, Vermamoeba vermiformis was identified by 
Polymerase Chain Reaction(PCR( using primers NA1 and NA2. Eight isolates of 
Vermamoeba vermiformis  were sequenced, blasted and after confirmation, recorded 
in the Gene Bank. The data were recorded in SPSS and analyzed using X2 and 
Fischer Exact test.
Results: Out of 96 environmental sources, 29.2% were positive for free living 
amoeba. The rate of FLA pollution in stagnant water and soil were 28.3 and 30.6% 
respectively(P>0.001(. The contamination rate of stagnant water and soil with 
Vermamoeba vermiformis were 10% and 16.7%, respectively(P>0.001(.
Conclusion: The results of the present study revealed that stagnant water and soil 
resources were contaminated to FLA andVermamoeba. Due to the Pathogenic 
ability of this Amoeba and the possibility of endosymbian pathogens in it, health 
education is recommended for controlling and preventing the disease, especially in 
susceptible patients, including those who use contact lenses.
Keywords: Free Living Amoeba,Vermamoeba vermiformis, Stagnant Water, Soil, 
Arak
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