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 چکیده:

 آن ازآیند. حساب میعلت مرگ ناشی از مننگوآنسفالیت آمیبی اولیه به  N.australiensisو  N.fowleriدر بین آمیب های آزادزی، گونه های مقدمه: 

شنای  استخرهای آب از آسترالینسیس نگلریا شناسایی و نگلریا آمیب جداسازی هدف با مطالعه های آزادزی است، اینمنبع آمیب استخرها آب که جا
 .شد انجاماستان کرمان 

های . نمونهشد یریگاندازه های آندما و pH مانده،باقی کلر زانیمآوری و جمع 9911 استان کرمان در تابستان استخر  04 ازنمونه آب  04 روش کار:

در بانک ژن  PCRو تایید گونه با مقایسه توالی محصول  PCR آب فیلتر و کشت داده شدند. پس از شناسایی مورفولوژیکی آمیب، تعیین جنس به روش 
 انجام شد.

از نمونه آب استخرها، آلوده به آمیب  % 10/0از استخرها به میزان استاندارد بود. به طورکلی   % 1/19و  %04دما و باقیمانده کلر به ترتیب در  ها:یافته

حاکی از وجود نگلریا در هفت نمونه بود. درصد آلودگی در سانس آقایان و در یک متری کناره استخر  بیشتر بود.  PCRبا مورفولوژی نگلریا بودند. نتیجه 
با شماره  NCBIنشان داد که در بانک ژنی  N.australiensisدرصد بالایی از هم پوشانی و شباهت با توالی های ثبت شده  PCRتوالی محصول 

MT292609 .به ثبت رسید 

آلوده هستند. با توجه به توانایی  آسترالینسیس از استخرهای شنا در استان کرمان به نگلریا %00نتایج پژوهش حاضر نشان داد که آب  گیری:نتیجه

ن مسائل اندرکارات لازم برای ضدعفونی هر چه بیشتر آب استخرهای شنا توسط دستزایی این گونه آمیب در انسان و حیوان، لازم است تمهیدابیماری
 بهداشتی برای جلوگیری از آلودگی احتمالی اتخاذ شود.

 

 شنا، کرمان استخر آسترالینسیس، های آزادزی، نگلریاآمیب واژگان کلیدی:

 
 مقدمه:

ای ههایی هستند که در محیطهای آزادزی میکروارگانیسمآمیب
. سازمان [9]کنند و گسترش جهانی دارند آبی زندگی و تکثیر می

های آزادزی با توانایی آمیب بهداشت جهانی چهار گونه مهم
 های کشنده سیستم مرکزی اعصاب در انسان را ایجاد عفونت

Naegleria spp. ،Acanthamoeba spp. ، Balamuthia spp. و 
Sappinia spp.   در بین چهار آمیب [0]معرفی کرده است .

آزادزی معرفی شده، گونه های نگلریا علت بیشترین تعداد مرگ 

 primary amoebicناشی از مننگوآنسفالیت آمیبی اولیه 

meningoencephalitis) ،(PAM شوند. محسوب میPAM  به
روز  0-1آسا و وخیم ظاهر شده و در مدت شکل آنسفالیت برق

 .[9]شود بدون دخالت پزشکی منتهی به مرگ می
علت شناخته شده مننگوآنسفالیت  N. fowleri 9114از سال 
، به عنوان 9109یه در انسان معرفی شده است و تا سال آمیبی اول

 0]زای در جنس نگلریا مورد توجه بوده است تنها گونه بیماری
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های ایزوآنزیمی در سال . مطالعات ایمونولوژیکی و شاخص[0و
 .Nزای جدیدی به نام منجر به معرفی گونه بیماری 9109

australiensis  ان باعث بروز تواند در انسان و حیوکه میشد
. اولین بار این گونه [1و 6]شود  PAMبیماری وخیم و کشنده 

هایی در در استرالیا و سپس در پژوهش 9119آمیب در سال 
در مقایسه  N. australiensis. [0]فرانسه، آلمان و هند جدا شد 

در حیوانات  ،[1]زایی کمتری دارد توانایی بیماری N. fowleri با  
شود و به دوره کمون بیشتری برای ایجاد کمتری باعث مرگ می
 .[6]علائم مغزی نیاز دارد 

 .Nو  N. fowleriهای مختلف نگلریا، علاوه بر در میان گونه

australiensis های دیگری همچون گونهN. italica   و N. 

philippinensis ائز زایی حبرای انسان و حیوان از نظر بیماری
[. 99]ایجاد کند  PAMو قادرند در موش  [94]اهمیت بوده 

های حیوانی ها نشان داده است که این دو گونه مدلبررسی
. با توجه به این که تاکنون در خصوص [90]کشند تجربی را می

N.fowleri  در ایران گزارشی ارائه نشده است که نیاز به بررسی
ه کند، اما در رابطتایید می های بیشتر در این زمینه راپژوهشو 

در ایران فقط یک گزارش از یک نوزاد شش  PAMبا مشاهده 
آمیز درمان موفقیتماهه وجود دارد که پس از تشخیص به طور 

 . [99]شده است 
های متعددی در خصوص بررسی آلودگی در ایران پژوهش

های های آب گرم به آمیبو چشمه هااستخرهای شنا، رودخانه
های های اخیر بعضی از گونهی انجام شده است و طی سالآزادز

 .N. pagei, N. fultoni, N. clarki, Nنگلریا همچون 

americana, N. dobsoni  وN. Polaris  از منابع آب گرم معدنی
شمال و شمال غرب ایران و رودخانه تفریحی تهران شناسایی 

در  N. australiensis. همچنین اولین بار [90-96]شده است 
های آب گرم رامسر جدا و شناسایی شد از چشمه 9910سال 

[91.] 
، های ایزوآنزیمیمطالعات ایمونولوژیکی و بررسی شاخصاگرچه 
، اما [1و 6]را تایید کرده است  N. australiensisزایی بیماری

که  Naegleria australiensisزایی سویه ایرانی توانایی بیماری
 [90]محیطی جدا شده است توسط لطیفی و همکاران  از منابع

در مدل یک موش به طور تجربی مورد بررسی قرار گرفته و 
 Balb/Cتواند در موش مشخص شده است که این سویه می

 علائم کلینیکی مننگوآنسفالیت ایجاد کند.

 به نآنا ابتلای از پیشگیری و شناگران سلامت اطمینان از برای
 وضعیت شناسائی گام اولین واگیردار، و مزمن هـایبیماری
 آموزش و بهسازی با تا استخرهاست میکروبی هایآلودگی

 آب که جا آن از. شود جلوگیری هابیماری انتقال از بهداشت
 Naegleriaهای آزادزی از جمله منبع آمیب عنوان به استخرها

australiensis  یآلودگ زانیم مورد در یامطالعه تاکنون و بوده 
 نشده انجام هایاخته تک این بهاستان کرمان  یاستخرها آب

 شناسایی و آمیب نگلریا جداسازی هدف باحاضر  مطالعه است،
 نجاما این استان در شنا استخرهای آب از آسترالینسیس نگلریا

 .شد
 

 :روش کار
 استخر  04 ازنمونه آب  04 ،مقطعی -توصیفی مطالعهدر این 

در استان کرمان در مقطع  کهنوج و رفتیج کرمان،شهرهای 
 و انیآقا سانس دو ، در9911 سال شهریور ماه تا زمانی تیرماه

 (استخر وسط و ی دیوارهمتر کی)استخر  مکان دوو از  ها خانم
 044ای های شیشههای آب درون بطریآوری شد. نمونهجمع
 یشناس انگل آزمایشگاهآوری و به لیتری استریل جمعمیلی

گیری کرمان منتقل شدند. در محل نمونه پزشکی علوم دانشگاه
 .شد یریگ اندازهنیز  آب یدما و pH ،کلر زانیم

هر نمونه آب پس از تکان آرام، با کمک پمپ خلاء و کاغذ واتمن 
میکرون فیلتر شد. کاغذ فیلتر به صورت وارونه روی  0/0با منافذ 

آلودگی و خشک های کشت منتقل و برای جلوگیری از محیط
های کشت در دمای اتاق شدن با پارافیلم مسدود شد. محیط

درجه سیلسیوس( انکوبه شدند. محیط کشت مورد  94-00)
 Pagesبود که با محلول  Non nutrient agar  0/9%استفاده 

saline  تهیه و با یک لایه باکتری کشته شدهEscherichia coli 
با میکروسکوپ  دوم روز ازهای کشت پوشیده شده بود. محیط

های مثبت اولیه، پس از کشت مجدد اینورت بررسی شدند. کشت
و تهیه کشت خالص، به منظور شناسایی مورفولوژیکی آمیب و 

در زیر گونه نگلریا  .[91]مرحله تشخیص مولکولی استفاده شدند 
کروی به قطر تقریبی  هایمیکروسکوپ نوری دارای کیست

10μm های با دو دیواره کاملاً متمایز )اندوکیست و اکتوکیست
ها دارای سیتوپلاسم و یک هسته مرکزی و تروفوزوئیتگرد( 

 .[04]گرانولار، پای کاذب تکی و حرکت مستقیم و آرام بودند 
و تعیین  PCRبرای تایید جنس و شناسایی گونه نگلریا از روش 

 آوری کیست وجمع توالی استفاده شد. برای این منظور پس از
ترفوزوئیت آمیب از سطح محیط کشت، با استفاده از کیت شرکت 

 DNA(، DNAeasy kit, Qiagen, Basel, Switzerlandکیاژن )
استخراج و تایید جنس نگلریا با استفاده از پرایمرهای اختصاصی 

ITS1,2   برنامه زمانی واکنش [04]انجام شد .PCR پس از یک ،
 0درجه سیلسیوس به مدت  10مرحله دناتوره اولیه در دمای 

درجه  10سیکل شامل دناتوره در دمای  90دقیقه، به صورت 
درجه  00ثانیه، آنیلینگ در دمای  94سیلسیوس به مدت 

درجه  10ثانیه و طویل شدن در دمای   04سیلسیوس به مدت 
دقیقه زمان برای  0ثانیه تنظیم شد. پس از آن با  04به مدت 
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درجه سیلسیوس فرایند پایان یافت  10طویل شدن در دمای 
[09]. 

های نگلریا را این پرایمرها قادرند تمامی گونهاز آن جایی که 
به منظور تخلیص و   PCR، محصول مورد شناسایی قرار دهند

تعیین توالی به شرکت تکاپو زیست ارسال شد تا بر اساس توالی 

، بر NCBIن با ژن های ثبت شده در بانک ژنی ژنی و مقایسه آ
 .[00]تشابه، گونه آمیب شناسایی شود  نیترشیباساس 

و تعیین  96نسخه  SPSSتجزیه و تحلیل داده ها با نرم افزار 
 انجام شد. NCBIدر سایت  Blastتوالی ژنی با برنامه 

 
 

 ITS1,2توالی اولیگونوکلئوتیدهای پرایمرهای : 9جدول
 

 Primer توالی اولیگونوکلئوتیدهای طول

 Forward (ITS1) 0׳-GAACCTGCGTAGGGATCATTT  -9׳ 09

 TTTCTTTTCCTCCCCTTATTA-0 Reverse (ITS2)  -'9׳ 09

 

:هایافته
و باقیمانده کلر در  pHنتایج بررسی نشان داد که میانگین دما، 

و  C0/0 ± 0/94 ،0/4 ± 1/1°آب استخرهای شنا به ترتیب 
1/4±6/9 ppm  درصد  04بود و دما و باقیمانده کلر به ترتیب در
 درصد از استخرها به میزان استاندارد بود. 1/19و 

میکروسکوپ نوری مورد های کشت مثبت با استفاده از محیط
اهده ها و کیست های نگلریا مشبررسی قرار گرفتند و تروفوزوئیت

 با هاییپژوهش بر اساس مشاهده آمیب این ( در9-شد )شکل
 محیط 1 شده در داده کشت آب نمونه 04نگلریا در مورفولوژی

 . های آب آلوده به نگلریا تعیین شدندتعداد استخرها و نمونه کشت،
استخر در هر سانس مورد بررسی قرار گرفت  04پژوهش در این 

سه استخر در  و مشخص شد که سه استخر در سانس آقایان،
ها و یک استخرها در هر دو سانس به نگلریا آلوده سانس خانم

 بودند. 
نمونه  1نمونه آب استخر بررسی شده، تعداد  04به طورکلی از 

لودگی به نگلریا در درصد( آلوده به نگلریا بود. درصد آ 10/0)
درصد(  0/1ها ) درصد( بیشتر از سانس خانم94سانس آقایان )

 0/90بود. همچنین درصد آلودگی در یک متری کناره استخر )
(، اما اختلاف معنادار 0-درصد( بیشتر از وسط استخر بود )جدول

گیری مشاهده نشد آماری بین دو سانس و یا محل نمونه
(40/4P≥.) 

شد  انجام نمونه( 1مثبت ) هایکشت روی فقط یمولکول بررسی
با استفاده از پرایمر اختصاصی نگلریا نشان داد که  PCRو نتایج 

 450bpهای مثبت روی ژل آگاروز باند همه کشت PCRمحصول 
 نگلریای آمیب جنس کننده تایید ( که0-تشکیل دادند )شکل

 بودند.

 توالی تعیین برای نمونه یک فقط PCR محصول نمونه هفت از
ت شده های ثبشد. بررسی و مقایسه توالی محصول با توالی ارسال

آمیب نگلریا در ژن بانک نشان داد که این توالی درصد بالایی از 
-دارد )جدول Naegleria australiensisپوشانی و شباهت با هم
به  MT292609با شماره  NCBI(. توالی مذکور در بانک ژنی 9

ثبت رسید.

 
 

 
 

 : ترفوزوئیت نگلریا دارای سیتوپلاسم گرانولار و پای کاذب تکی )سمت راست( ؛ 9شکل
 و یک هسته مرکزی )سمت چپ(با دو دیواره کاملا متمایز کیست نگلریا کروی 
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 : درصد آلودگی استخر به نگلریا بر حسب سانس و محل نمونه گیری0جدول
 

 سانس                         
 محل نمونه گیری

 P-value جمع خانم ها آقایان

 

 

  0/90 0 0/1 یک متری از دیواره استخر

11/4 
 0 0/0 0/0 وسط استخر

 
 
 

 
 

 (ITS1,2با استفاده از پرایمر اختصاصی نگلریا ) PCR: الکتروفورز محصول 0شکل
 450bpو لاین دو: باند  bp 100 -لاین یک: مارکر

 
 

 با توالی های ثبت شده در ژن بانک PCRمقایسه توالی محصول  :9جدول
 

Identity Query Coverage Strain Accession N 

100% 95% 
Naegleria  

australiensis 
KU380481.1  

100% 94% 
Naegleria  

australiensis LC191897.1  

99% 95% 
Naegleria  

australiensis GU597033.1 

99% 95% 
Naegleria  

australiensis GU597027.1 

99% 95% 
Naegleria 

australiensis 
AB128053.1 

99% 95% 
Naegleria 

australiensis 
GU597029.1 

99% 96% 
Naegleria 

australiensis 
KU380488.1 

  :بحث
 در باقیمانـده کلـر وpH  همچون شیمیایی و یفیزیک پارامترهای

 آزاد کلـر که زمانی. هستند مهمبسیار  استخرها آب کیفیـت
-1/0 بـین pH  و لیتـر در گـرم میلی 0/4 از کمتـر باقیمانـده

 افزایش هااستخر آب در هامیکـروارگانیسم فعالیـت باشـد، 1/6
 درصد ،استخر آب pH افزایش با این بدان علت است که .یابدمی

 و آیدیم در هیپـوکلروس اسید صورت به باقیمانده کلر از کمتری
 .[09] یابدمی کاهش کلر گندزدایی قدرت

 شده یآورجمعآب  نمونه 04 زنتایج پژوهش حاضر نشان داد که ا
 رداستاندا کلر ماندهیباق زانیمی دارادرصد(  1/19) نمونه 10  تعداد
درصد( دارای دمای استاندارد  04نمونه آب ) 04همچنین  .بودند

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157688561
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157688561
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157688561
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157688561
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157688561
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157688561
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157688561
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_157688561
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 0/11نمونه ) 10سیلسیوس( و  درجه 06-00 یدمای محدوده)
( 0/1-0گیری شده در محدوده استاندارد )اندازه pHدرصد( از نظر 

 با آزاد کلر ،هاسایر پژوهش نتایج اسـاس بـردر عین حال  بودند.
 .[00]ها نیست این آمیب بـردن بـین از به قادر استاندارد غلظت

 00استخر بررسی شده،  04نتایج این پژوهش نشان داد که از 
درصد آلوده به نگلریا بودند، در حالی که در پژوهش ایتو و 

درصد  90/01استخر بررسی شده  90در مالزی از  [00]همکاران 
استخر آب گرم بررسی  94آلوده به نگلریا بودند. درصد آلودگی در 

 درصد بود. 94این میزان  [06]شده در ایتالیا 
درصد آلودگی به نگلریا در نمونه های آب استخر پژوهش حاضر 

  10/0درصد و بیشتر از پژوهش ایتو و همکاران در مالزی ) 10/0
های آب گرم استخرهای شنای ایتالیا درصد( و کمتر از نمونه

دهد که آب بیشتر این نتایج نشان میدرصد بود.  99/09
آلوده هستند و تفاوت درصد  استخرهای شنا به آمیب نگلریا

های مختلف تواند به روشآلودگی در پژوهش های مختلف می
سازی نمونه و فصل ند آمادهگیری، حجم نمونه، فرآینمونه
 گیری مرتبط باشد.نمونه

درصد آلودگی به نگلریا در یک متری کناره استخر در پژوهش 
ر انه استخحاضر و پژوهش ایتو و همکاران در مالزی بیشتر از می

درصد( بیشتر از پژوهش  0/90بود. این درصد در پژوهش حاضر )
تواند به درصد( بود. این موضوع می 19/94انجام شده در مالزی )

 تجمع بیشتر شناگران در کنار استخر مرتبط باشد.

متعدد و  هایآلودگی آب به آمیب نگلریا در ایران در پژوهش
یا ت. درصد آلودگی به نگلرهای آب مختلفی بررسی شده اسنمونه

های آب [، در چشمه01]درصد  60در آب های تفریحی ایلام 
های تفریحی ، در آب رودخانه[00]درصد  00گرم شمال ایران 

های آب گرم استان اردبیل و در چشمه [01]درصد  04تهران 
گزارش شده است و کمتر به شناسایی گونه  [94]درصد  1/06

 ست.نگلریا پرداخته شده ا
 Naegleriaهای مختلفی از شناسایی و جداسازی گزارش

australiensis و  [00]های آب گرم شمال ایران از چشمه
وجود دارد، اما پژوهش  [99]های معدنی استان گیلان چشمه

حاضر اولین گزارش از جداسازی و شناسایی این گونه از 
استخرهای شنا در ایران است که در آن برای تعیین جنس و گونه 

 PCRآمیب همچون دو پژوهش یادشده از روش های مولکولی  
 NCBIو بررسی و مقایسه توالی ژنومی به کمک بانک ژنی 

 استفاده شده است.
سازی و شناسایی این گونه آمیب نگلریا از آب جداگزارش 

بادی ه روش سرولوژی آنتیب [06]استخرهای شنا در ایتالیا 
فلورسنت غیرمستقیم و از آب دریاچه ای بزرگ در فلیپین به روش 

 نیز وجود دارد. [90]مولکولی 
 

 گیری: نتیجه
نتایج این پژوهش برای اولین بار شناسایی آلودگی به نگلریا 

 در استخرهای شنا در ایران و در آسترالینسیس به روش مولکولی
درصد از  00داد. مشخص شد که آب  استان کرمان را نشان

 یسآسترالینس استخرهای شنا در استان کرمان آلوده به نگلریا
است. اگرچه آلودگی در سانس آقایان و در یک متری نزدیک 
دیواره استخر بیشتر بود، اما تفاوت معنادار آماری بین نتایج 
مشاهده نشد. از آن جایی که بیماری زایی این گونه آمیب در 

ن و حیوان تائید شده است، لازم است تمهیدات لازم و کافی انسا
برای ضدعفونی و گندزدایی هر چه بیشتر آب استخرهای شنا 
توسط دست اندرکاران بهداشتی و مسئولین مراکز ورزشی و 

 تفریحی اتخاذ شود تا از آلودگی احتمالی جلوگیری شود.
 

 تشکر و قدردانی:
نشجوی کارشناسی ارشد انگل این مقاله بخشی از پایان نامه دا

شناسی پزشکی دانشگاه علوم پزشکی جهرم است که با بودجه 
و کد  16/901پژوهشی این دانشگاه و طرح مصوب به شماره 

انجام شده است. بدین وسیله  IR.JUMS.REC.1396.139اخلاق 
از همکاری مدیریت و اعضای محترم گروه انگل شناسی دانشگاه 

انجام پژوهش و همچنین اداره ورزش و علوم پزشکی کرمان در 
از واحد همچنین جوانان استان کرمان در جمع آوری نمونه ها 

توسعه تحقیقات بالینی بیمارستان پیمانیه شهرستان جهرم جهت 
 شود.شکر و قدردانی میت مقالههمکاری در اجرای این 
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Abstract:  
Introduction: 

Among the free living amoeba, Naegleria fowleri and Naegleria australiensis are considered as the 

cause of death due to primary amoebic meningoencephalitis (PAM). As the water of swimming pools 

are the sources of free living amoeba, this study conducted to detection of Naegleria and identification 

of N.australiensis from swimming pools. 

Materials and Methods:  

Eighty water samples were collected from 20 swimming pools of Kerman province in summer 2018 

and the residual chlorine, pH and temperature were measured, then filtered and cultured. After 

morphological identification of amoeba, genus identification and species confirmation were performed 

by PCR and comparison of PCR product sequence in gene bank, respectively. 

Results:  

The temperature and residual chlorine of water were at standard level in 50% and 93.7%, respectively. 

Overall 8.75% of water swimming pool samples were contaminated with amoeba with similar 

morphology to Naegleria. The results of PCR were confirmed the present of Naegleria in 7 samples. 

The contamination percent was higher in men timetable (10%) and in one meter of wall of swimming 

pools (12.5%). Comparison of PCR products showed the high percentages of Identity and Query 

Coverage with recorded sequences of N.australiensis and it was deposited in NCBI with accession 

number MT292609. 

Conclusion: 

The present research showed that 25% of swimming pools in Kerman province are contaminated with 

N. australiensis. Regarding to the pathogenic potential of N. australiensis for human and animals, it is 

necessary, the health workers think about for more disinfection of swimming pools water for preventing 

of possible infection. 
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