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Abstract 

 

Background and purpose: Acanthamoeba species are ubiquitous amphizoic organisms which 

can cause lethal diseases, such as keratitis and encephalitis in domestic animals and humans. The first 

stage in studies related to Acanthamoeba is achieving abundant amount of amoebae in culture medium. 

The aim of this study was to evaluate TYM medium as a rich medium for the diagnosis of Acanthamoeba 

keratitis in corneal scrapes. 

Materials and Methods: In this experimental study, we used one species of Acanthamoeba that 

was previously genotyped. Acanthamoeba was cultured in five plates of non-nutrient agar (NNA) 

medium with E.coli without TYM and in five plates of non-nutrient agar containing E.coli and TYM. 

Amoebae growth was observed for 24 to 48 hours by invert microscope. 

Results: According to current results using TYM medium increased the growth of trophozoites 

8.8 folds and amoebas can be isolated form medium after 24 to 48 hours.  

Conclusion: Due to the significant growth of Acanthamoeba in NNA improved medium, it is 

recommended for agglutination and early detection of Acanthamoeba in clinical and environmental 

samples. 
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 گزارش کوتاه

 TYMکشت آکانتاموبا با استفاده از محیط کشت  بهینه سازی روش
 

      1هاجر ضیایی هزارجریبی
   2توران نیری چگنی 

 یوسف دادی     
 3فریبا خوش زبان
   4فاطمه غفاری فر

 1مهدی فخار    

 چكیده
توانند شوند و میه جا یافت میهای آمفی زوئیکی هستند که در همهای آکانتاموبا، ارگانیسمگونه هدف: و سابقه

ای مانند کراتیت و آنسفالیت را در انسان و حیوانات اهلی ایجاد کنند. اولین گام در مطالعات مرتبط با های کشندهبیماری
به عنوان  TYMآکانتاموبا، دستیابی به مقدار زیاد آمیب در محیط کشت است. هدف اصلی مطالعه حاضر ارزیابی محیط 

 های آکانتاموبایی در خراش قرنیه بوده است.ی برای تشخیص کراتیتیک محیط غن

در این مطالعه تجربی مورد استفاده قرار گرفت. ، بودقبلاً ژنوتیپ شده  آکانتاموبا کهیک گونه  :مواد و روش ها
 یاکلیاشرشهمراه باکتری  NNA( )(Non-nutrient agar) درصد 5/1غیرمغذی  آگار پلیت کشت آکانتاموبا در پنج

(E.coli)  و بدون اضافه کردنTYM باکتریبه همراه درصد  5/1غیرمغذی  آگارپلیت  و پنجE.coli   با محیطTYM  کشت
 ساعت بررسی گردید. 24و  42بعد از  رشد آمیب با میکروسکوپ معکوسداده شد. 

دهد و آمیب ها را فزایش میبرابر ا 4/4ها را ، رشد تروفوزوئیتTYMنتایج نشان داد که افزودن محیط  ها:یافته
 ساعت از محیط جدا کرد. 24تا  42توان بعد از می

سازی این محیط برای انبوه، استفاده از بهینه شده NNA آکانتاموبا در محیط کشت رشد قابل توجه به توجه با استنتاج:
 .شودهای بالینی و محیطی توصیه میدر نمونه آکانتاموباو شناسایی به موقع 

 

 TYM، محیط کشت مغذی غیر آگار، محیط تروفوزوئیتآکانتاموبا، های کلیدی:  واژه
 

 مقدمه
آمیب های فرصت طلبب آزادزی متعلبب ببه جبن  

، معمولاً در منابع محیطبی مختلبم ماننبد آ ، آکانتاموبا
 عامبل آکانتاموببا .(1)شبوندفاضلا ، خاک و هوا یافت می

 میبی گرانولوماتوزهای انسانی مانند انسفالیت آایجاد عفونت
و  (Granulomatous amoebic encephalitis)کشببنده 

اک و ببببدردن (Amoebic keratitis)ی ببراتیت آمیببببک

 PCRاسمیر قرنیه، کشبت و  .(1)تهدیدکننده بینایی است
 .(4)هببای فعلببی بببرای شناسببایی ایببن ان ببل هسببتندروش

 کشت آکانتامبا روشی مفید برای تولید مقدار مناسبب از
بهبود دانبش  برای ان ل برای اهداف مختلم تشخیصی،

 هبایمیزبان و برای تعیبین ویگگبی -ما در مورد روابط ان ل
 .(3-5)ی و ایمنولوژیکی ان ل استبی، بیولوژیکبمولکول

 
  E-mail: mahdif53@yahoo.com                        جاده فرح آباد، مجتمع دانش اه پیامبر اعظم، دانشکده پزشکی 11 کیلومتر :ساری -مهدی فخار مولف مسئول:

 . دانشیار، گروه ان ل شناسی، مرکز تحقیقات بیولوژی سلولی و مولکولی، دانش اه علوم پزشکی مازندران، ساری، ایران1
 اری، ایران. دانشجوی دکتری تخصصی ان ل شناسی، کمیته تحقیقات دانشجویی، دانشکده پزشکی، دانش اه علوم پزشکی مازندران، س4
 ایران تهران، شاهد، دانش اه پزشکی، دانشکده شناسی، قارچ و شناسی ان ل گروه ،استادیار. 3
 ایران تهران، مدرس، تربیت دانش اه پزشکی،علوم  دانشکده شناسی، ان ل گروه ،. استاد2
 : 41/14/1331تاریخ تصویب :               1/11/1331 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :           11/11/1331 تاریخ دریافت 
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هببای آکانتامبببا اعببم از لازم بببه رکببر اسببت کببه ایزولببه

های محیطی و بالینی نیاز به کشت در محیط آگبار نمونه

)پپتبون،  PYGمحبیط کشبت مبایع  .(4)غیرمغذی دارنبد

تبرین آکانتاموبا بیشعصاره مخمر و گلوکز( برای رشد 

اسببت کببه محققببان  لازم بببه رکببر .(1،1)کبباربرد را دارد

بببرای کشببت اگزنیببک آمیببب اسببتفاده  PYGعمببدتاً از 

کنند با این حال شکست در این محبیط کشبت یبک می

که محققبین ببرای انجبام علت اینبهپدیده معمول است. 

کارهای تحقیقاتی روی آکانتاموبا به مقادیر زیاد آمیبب 

نیاز دارند، به کارگیری روشی برای تولیبد مقبادیر زیباد 

در زمببان کببم در محببیط کشببت جهببت کارهببای  ان ببل

محیط کشت  مولکولی و اهداف دارویی ضروری است.

TYM ،تواند رشد عصاره مخمر و مالتوز( می )تریپتیکاز

طورکلی پبگوهش های آکانتاموبا را تقویت کند. بهگونه

در آگبار  TYMتر محیطحاضر با هدف بررسی اثر بیش

اده از ایبن محبیط شود. مزیت اسبتفغیرمغذی استفاده می

 24تبا  42در هبا دستیابی به میزان بالایی از تروفوزوئیبت

 است. ساعت اول کشت

 

 مواد و روش ها
طببببب  TYMدر ایبببن مطالعبببه تجرببببی محبببیط 

 یبک نمونبه ببالینی آکانتاموببا . (4)دستورالعمل تهیه شبد

 در  KU877552ببببا کبببد قببببلاً ژنوتیبببپ شبببده و  کبببه

طالعه مورد استفاده قرار در این مبود،  بانک ژن ثبت شده

 مقطبر آ  غیرمغذی توسبط آگار کشت گرفت. محیط

  تهیببه( درصببد 1 میببزان بببه) آگببار ببباکتو و اسببتریل

  هببای آکانتاموبببا بببه محببیط اضببافه شببدند وو سببویه شببد

  بببه پلیببت TYM محببیط از میکرولیتببر 51تببا 41سببپ  

  ن هببداری شببد و اتببا  دمببای در گردیببد. پلیببت اضببافه

عت، رشد آمیب با میکروسبکوپ اینبورت سا 42بعد از 

 کنتبرل فقبط  هبایپلیبتمورد بررسبی قبرار گرفبت. در 

 اشریشببیا کلببی حبباوی ببباکتری  NNAمحببیط کشببت 

(E.coli) .وجود داشت  

 

 یافته ها و بحث
به محیط آگار غیر مغذی  TYMافزودن محیط مایع 

سباعت بعبد از  24تبا  42منجر به بهبود رشبد آمیبب در 

در این روش می توان در شد.  TYM حیطمسازی با غنی

ساعت مقادیر زیادی تروفوزوئیت از آمیب ببه  24مدت 

هببا را بببرای اهببداف دسببت آورد و ایببن تروفوزوئیببت

 .(4و1گوناگون مورد استفاده قرارداد )تصاویر شماره

 

 
 

 TYMساعت در حضور  24رشد آمیب بعد از  :1تصویر شماره 

 

 
 

 TYMساعت بدون   24عد از رشد آمیب ب :2تصویر شماره 

 

سبباعت انکوباسببیون در دمببای محببیط،  24بعببد از 

 هبای رشبد کبرده در محبیطمیان ین تعداد تروفوزوئیت

NNA  حاوی باکتریE.coli  و ببدون حضبورTYM  در

و  42±52/13، 10× هر شان میکروسکوپ با بزرگنمایی 

هبای رشبد یافتبه در محبیط میان ین تعداد تروفوزوئیبت

NNA که TYM  ببه آن افبزوده شبده ببود، در هبر شبان

بببود  414±10،14/42× میکروسببکوپ بببا بزرگنمببایی 

ساعت افزایش  24در حقیقت پ  از  (.1)جدول شماره 

  مشاهده شد. TYMبرابر در محیط حاوی  4/4رشد 
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  کوتاه گزارش

نتایج مربوط شمارش تروفوزویت های آکانتوموبا  :1جدول شماره 

 TYMن حضور در محیط کشت آگار غیر مغذی با و بدو
 

حاوی باکتری  محیط کشت آگار غیر مغذی

E.coli (تروفوزوئیت تعداد) 

حاوی  محیط کشت آگار غیر مغذی

TYM)تعداد تروفوزوئیت( 

13 444 

14 144 

12 142 

25 421 

31 441 

 414             میان ین 42میان ین             

 14/42معیار      انحراف 52/13معیار      انحراف

 

همبراه  NNAهای آکانتامبا در محیط کشت تمام گونه

به عنوان منبع تغذیه  اشرشیاکلی یک باکتری مناسب مثل

. (3-11)کننببدگبراد رشبد مبیدرجبه سبانتی 45در دمبای 

درجببه  31هببای جببدا شببده از بیمبباران در دمببای گونببه

گراد و بالاتر نیز دارای رشد هستند. از کشت برای سانتی

زائبی، تسبت های آکانتامبا، مطالعه بیماریشناسایی گونه

حساسببیت در برابببر داروهببای ضببد میکروبببی اسببتفاده 

ببرای مطالعبات  ببا توجبه ببه ایبن کبه .(11-13)شبودمبی

به مقادیر زیاد آمیب نیاز  ی، بیوشیمیایی و مولکولدرمانی

است، محققان به دنبال محیط کشتی هسبتند کبه در ایبن 

شته و در حبداقل زمبان، محیط، ان ل حداکثر رشد را دا

در ترین مقدار آمیبب را ببرای محقبب فبراهم کنبد. بیش

 111توسط راهدار و همکباران،  4114ای در سال مطالعه

آوری و نمونه آ  و خاک از مناطب مختلم اهواز جمع

کشببت داده  NNAهببا فیلتببر شببده و روی محببیط نمونببه

 های مثبت، انجامشدند. کشت اگزنیک برای تمام ایزوله

 )تریپتیکباز، TYI-S-33شد. برای اگزنیک کردن از محبیط 

کشبت اگزنیبک در استفاده شبد. عصاره مخمر و آهن( 

آمیبب  TYI-S-33موفب نبود اما در محیط   PYGمحیط 

در یک زمان کوتاه رشد قابل توجهی را نشان داد. مهبم 

ببرای کشبت  TYI-S-33ترین یافته ایبن مطالعبه معرفبی 

 PYGد. کشت اگزنیک در محیط اگزنیک آکانتاموبا بو

نیاز به میزان بالایی کیست دارد. علاوه ببر ایبن رشبد در 

این محبیط ببه زمبان طبولانی نیباز دارد کبه ببرای رشبد 

کنبد. در ها شرایط مناسب را فراهم میها و قارچباکتری

نیاز به مقدار بسیار  TYI-S-33حالی که کشت در محیط 

ت دارد و آمیب سریعاً رشد کرده و در نتیجبه کمی کیس

 .(12)تواند رشد باکتری و قارچ را از بین ببردمی

ایزولبه آکانتاموبببا  11در مطالعبه نیتبی و همکباران، 

 TYI-S-33کشت، کلبون و ژنوتیبپ شبدند و از محبیط 

غنی شده برای کشت استفاده شد. رشد آکانتاموبا روزانه 

 هببای بببدون محببیط مببورد بررسببی قببرار گرفببت. پلیببت

TYI-S-33  غنی شده به عنوان کنترل مورد استفاده قبرار

 TYI-S-33گرفتند. در نهایت نشان داده شد کبه محبیط 

 111غنی شده یک روش مناسب برای ببه دسبت آوردن

سباعت اولیبه کشبت  42ها در طول درصد تروفوزوئیت

 .(15)است

 و همکببببببببببببباران،  Eroglu در مطالعبببببببببببببه

  محبببیط هبببای مختلبببمببببرای اگزنیبببک کبببردن از 

RPMI 1640  ، Encystation media (EM)  ،

Mycological peptone-maltose media (MPM)  و

PYG  استفاده شبد. تکثیبر آکانتاموببا در دومبین روز در

تببرین هببای اگزنیببک افببزایش یافببت. بببیشتمببام محببیط

، EMدیده شد. در  RPMI 1640افزایش رشد در محیط 

MPM ،PYG ببالا  4و  1با ببین روزهبای تعداد آکانتامو

هبای اگزنیبک ببه جبز بود. تعبداد آکانتاموببا در محبیط

بعد از دهمبین روز کباهش یافبت.  RPMI 1640محیط 

با توجه به حفظ میزان رشد طولانی مدت، بهترین میبزان 

حاصببل شببد.  RPMI 1640رشببد بببا اسببتفاده از محببیط 

ترین سریع RPMI 1640براساس نتایج این مطالعه محیط 

ترین روش کشت برای رشبد آکانتاموببا معرفبی و آسان

شببد. مطالعببات در مببورد رشببد آکانتاموبببا بببرای توسببعه 

واکسن و دارو برای درمان عفونت آکانتاموبا مهم است. 

ببه  NNAو  RPMI 1640در نتیجه ایبن مطالعبه، محبیط 

 هببای اگزنیببک و مونوگزنیببک ترتیببب بهتببرین محببیط

دارو و پاتوژنیسببیتی بودنببد کببه در مطالعببات واکسببن، 

مطالعه حاضر نشان داد کبه  .(11)آکانتاموبا استفاده شدند

توانبد روش می TYMافزودن یک محیط مایع غنی مثل 

ساعت  24تا  42مناسبی برای رشد مقادیر زیاد آمیب در 

 اولیه باشد.
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