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  مقاله پژوهشي
  

تاثير قندهاي مونوساكاريدي بر شدت بيماريزايي آكانتامباي جدا شده از بيماران مبتلا 
  به كراتيت آكانتامبائي درمحيط كشت سلولي

    
   ****فريبا خوش زبان، دكتر  ***فاطمه غفاري فر ، دكتر **عبدالحسين دليمي اصلدكتر   ، *يحيي معروفي
  *مهدي دلاوري

  
  ١/٨/٨٥:  ،  پذيرش    ١٣/٢/٨٥ :دريافت 

  

  :چكيده
آكانتامبـا در  . كه در آب، خاك، هوا و حتي بيني و حلق انسان يافت مي شـود          .  آكانتامبا آميبي با زندگي آزاد است      :مقدمه و هدف  

ده از لنـز باعـث   افراد داراي نقص سيستم ايمني و بيماران ايدزي مي تواند باعث انسفاليت گرانولوماتوزي و در افراد استفاده كنن               
هستند كه  MBP (Mannose binding protein )گونه هاي بيماريزاي آكانتامبا داراي گيرنده هاي پروتئيني بنام . ايجاد كراتيت شود

اتصال آكانتامبا به سلول هاي هدف باعـث  . دناز طريق آنها به گليكو پروتئين هاي حاوي مانوز در غشاء سلول هاي هدف مي چسب        
مـانوز  . اسـت  MIP-133  (Mannose induced protein 133) پروتئازهايي مي شود كه اصلي ترين آنها پروتئيني بنـام  تحريك ترشح

   بيمـاريزائي آكانتامبـا را افـزايش    MIP-133 اتصال آكانتامبا را مهار مـي كنـد ولـي بـا تحريـك ترشـح        in vitroاگزوژن در شرايط 
لظت هاي مختلف قندهاي مونوساكاريدي بر شدت بيماريزايي آكانتامباي جدا شده از  تاثير غتعيينهدف از اين مطالعه . مي دهد

  .بيماران مبتلا به كراتيت آكانتامبايي در محيط كشت سلولي هلا در زمان هاي مختلف مي باشد
اده شد و قندهاي     در اين مطالعه كه از نوع مطالعات تجربي است ، ايزوله آكانتامبا در محيط كشت سلولي هلا كشت د                   :روش كار 

، 8پليتهـا پـس از گذشـت        .  ميلي مولار به پليت ها افزوده شد       1/0 و 1،  10،  50،  100گلوكز، مانوز  و گالاكتوز با غلظت هاي نهايي          
  .  ساعت از كشت انگل در سلول با ميكروسكوب معكوس بررسي شدند72 و48، 32، 16

ولار بيشترين تاثير را در افزايش اثرات سايتوپاتيك آكانتامبا دارد، همچنين            ميلي م  100 نتايج نشان دادند كه مانوز با غلظت         :نتايج
  .  ساعت از كشت اثرات سايتوپاتيك  آكانتامبا را افزايش داد32 ميلي مولار پس از گذشت 100گالاكتوز با غلظت 

امبـا بيمـاري زايـي انگـل را بـصورت           اضافه كردن قند هاي مانوز و گالاكتوز به محيط كشت سلولي هلاي حاوي آكانت              :نتيجه نهايي 
  .چشمگير افزايش مي دهد

   

  مونوساكاريدها/ كراتيت / شدت بيماريزايي / سلول هلا / آكانتامبا  : كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
 آميبي اسـت بـا زنـدگي        )Acanthamoeba (آكانتامبا      

آزاد كه در خاك، آب، هوا، فاضلاب و حتـي حلـق و بينـي               
  در شـرايط طبيعـي انگـل بـه فـرم      . شـود افراد يافـت مـي  

  
  
  
  
  

تروفوزوئيت ديده مي شود كه داراي پاهـاي خـاري شـكل            
 اســت و از بـاكتري هــا  )Acanthopodia(بنـام آكانتوپوديـا  

تغذيه مي كند، ولي در شرايط نامساعد به فرم كيـستي در            
  مي آيد و نسبت بـه عوامـل شـيميايي، مـواد ضـد عفـوني               

  
  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  پزشكي دانشگاه تربيت مدرسعلوم كارشناس ارشد انگل شناسي دانشكده  *

  )dalimi4@yahoo.com(پزشكي دانشگاه تربيت مدرسعلوم استاد گروه  انگل شناسي دانشكده  **
  شاهد گروه  انگل شناسي دانشكده پزشكي دانشگاه ياراستاد ***

  پزشكي دانشگاه تربيت مدرسعلوم  گروه  انگل شناسي دانشكده ياراستاد ****
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. كـي، حـرارت و خـشكي، مقـاوم اسـت          كننده، عوامل فيزي  
ساختمان كيست از مدتها قبل اسـاس شناسـايي و طبقـه            

  ).1(بندي گونه ها بوده است
تمام گونه هاي آكانتامبا در محيط كـشت آگـار غيـر                  

، همـــراه يـــك  Non-Nutrient Agar (N.N.A(مغـــذي 
 )Eschershia coli (بــاكتري مناســب مثــل اشرشــيا كلــي

  رشـد    درجـه سـانتيگراد      25ي در دمـاي   بعنوان منبع غذاي  
  37گونه هـاي جـدا شـده از بيمـاران در دمـاي            . مي كنند 

  ).2(درجه سانتيگراد و بالاتر رشد مي كنند
راههاي ورود  . انگل قرار دارد   اين انسان دائما در معرض         

 بدن متفاوت است؛ از راه پوست آسيب ديده         خلانگل به دا  
، يا از طريق مجاري تنفـسي       كه در تماس با انگل مي باشد      

بصورت كيست موجود در هوا يا باد وارد بدن مي شود و از             
طريق دستگاه گردش خون خود را بـه سيـستم عـصبي و             

در : انگل دو نوع آلودگي مي دهد     . اندام هاي ديگر ميرساند   
افراد با نقص سيستم ايمني و ايـدزي، عامـل گرانولومـاتوز            

) Granulomatose Amoebic Encephalitis (آميبي انسفاليت
GAE             است و نوع ديگر آلودگي كراتيت آميبـي اسـت كـه 

لنزهـاي تماسـي    . ممكن است در افراد سـالم بوجـود آيـد         
. اصلي ترين ريسك فاكتور در ايجاد كراتيت آميبـي اسـت          

علائــم شــامل؛ درد شــديد چــشم، تــرس از نــور و التهــاب 
  ).3(حلقوي شكل قرنيه است

بيمـاريزائي آكانتامبـا چـسبيدن بـه        اولين مرحلـه در           
مطالعات نشان داده كه در سـطح انگـل         . سطح سلول است  

) Mannose Binding Protein(گيرنده هايي پروتئيني بنام 
MBP    كيلو دالتون وجود دارد كـه بـه گليكـو           136با وزن 

در سطح سـلولهاي    ) Mannose(پروتئين هاي حاوي مانوز     
  ).3-7(هدف متصل مي شود

در چسبندگي MBP مچنين مشاهده شده است كه ه      
ــش دارد  ــسام نق ــطوح اج ــه س ــانوز. ب ــزان  م ــزوژن  مي اگ

 در  MBP). 8(چسبندگي انگل به سطح را كاهش مي دهد       
بيماريزائي آكانتامبا نقش دارد و اتصال آن به مـانوز باعـث            

 كيلو دالتون در آكانتامبـا    133القاء ترشح پروتئيني با وزن      
 Mannose-Induced Protein (MIP-133(و آن را  مي شود

اين پـروتئين در محـيط كـشت باعـث تخريـب            . مي نامند 
 ). 9،10( انسان مي شودIVوI كلاژن 

اضافه كردن مانوز به محيط كشت سلولي سلول هاي               
اپيتليال قرنيه انـسان باعـث افـزايش اثـر سايتوتوكـسيك            

  حــــــمانوز از طريق افزايش ترش). 10(آكانتامبا مي شود

  
ــايتوپاتيك   ــرات ســــ ــب، اثــــ ــاي آميــــ   پروتئازهــــ

)Cytopathic effect( CPE   را در سلولهاي اپيتليال قرنيـه
هدف از انجام اين مطالعه تعيـين       ). 6،  10(تقويت مي كند  

تــاثير غلظــت هــاي مختلــف قنــدهاي مونوســاكاريدي بــر 
پاتوژنيسيته آكانتامبـاي جـدا شـده از بيمـاران مبـتلا بـه              

مبايي در محيط كشت سلولي هلا در زمانهاي آكانتا كراتيت
  .مختلف مي باشد

  :روش كار
به كمك   در اين مطالعه تجربي    :نمونه برداري از بيماران           

كراتيـت   چشم پزشك برش هايي از قرنيه افـراد مبـتلا بـه           
  بـه  Page's Salineنمونه ها در بـافر  . آكانتامبائي داده شد

 مطالعــه از ســه ايزولــه در ايــن. آزمايــشگاه منتقــل شــدند
  .بيماريزا استفاده شد

 نمونه ها در محيط كشت آگار غيـر مغـذي         : كشت آكانتامبا 
NNA          ،به همراه باكتري اشرشيا كلي، بعنوان منبع غـذايي 

سپس .  درجه سانتيگراد انكوبه شدند    28كشت و در دماي     
ــه هــا در محــيط كــشت اگزنيــك   P.Y.Gتعــدادي از نمون

)Glucose Yeast Peptone ( در كـشت  . كشت داده شـدند
اگزنيك  براي جدا كردن كيست هاي آكانتامبـا ،  سـطوح             

  شستـشو    PBS بـا اسـتفاده از       NNAپليت حاوي محـيط     
به منظور حذف ساير ميكروارگانيزم هـاي همـراه   . داده شد 
شستشو % 3سه بار با اسيد كلريدريك   رسوب حاصل  آميب،

ه فلاسك حـاوي     كيست از هر ايزوله ب     104تعداد  . داده شد 
 ميلي ليتر محيط اگزنيك افـزوده شـد و نمونـه هـا در               15

  ).11( درجه سانتيگراد نگهداري شدند 35دماي 
سـلول هـلا از موسـسه پاسـتور ايـران در             : كشت سلول هلا  

ــيط   ــد و در محــــ ــه شــــ ــران تهيــــ    DMEMتهــــ
)Dulbecco’s Modified Eagle Medium ( به همراهFBS  
)Fetal Bovine Serum( 10 %  در فلاسك هاي جنس پلـي

ــتيرن  ــركت (اس ــاركNUNCش ــد )  دانم ــشت داده ش . ك
 درجـه سـانتيگراد    37  فلاسك هاي حاوي سلول در دماي

  .انكوبه شدند% CO25 و 
در اين تحقيـق از قنـدهاي مـانوز،          : قندهاي مونوساكاريدي 

 . 1،  10،  50،  100گالاكتوز و گلوكز بـا غلظتهـاي نهـايي          
  . شد ميلي مولار استفاده1/0

 24سلول در پليـت هـاي        : اضافه كردن انگل و قند به سلول      
خانه ايي كشت داده شد و پس از آنكه تبديل به مونـولاير             

 DMEMشد به هر كـدام از چاهـك هـا يـك ميلـي ليتـر               
  ورـــــسپس به هر چاهك بط. انگل اضافه شد 104حاوي 
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ز جداگانه يك ميلي ليتر از قندهاي مانوز، گلوكز يا گالاگتو         
، 50، 100با دو برابر غلظت قند افزوده شد تا غلظت نهايي       

 بـار  10بـراي هـر غلظـت    .  ميلي مولار گردد    1/0 ،   1،  10
تعداد ده چاهك نيز تنهـا حـاوي        . تكرار در نظر گرفته شد    

  . سلول و انگل بودند كه بعنوان كنترل در نظر گرفته شدند
، 16 ،8پليت ها پس از گذشـت زمانهـاي    : ها بررسي پليت

ــا ميكروســكوب معكــوس بررســي 72 و 48، 32  ســاعت ب
 مشاهده پلاك در بين سـلولهاي       CPEمعيار بررسي   . شدند

مونولاير بوده است تعداد پلاك هاي هـشت منطقـه از هـر             
  . چاهك بررسي و شمارش شد

  من ويتني يو  آناليز داده ها با استفاده از روش      :  ها داده آناليز
 براي  آنوا يك طرفه  ترل و روش    براي مقايسه هر گروه با كن     

    .مقايسه گروه ها با يكديگر انجام شد
  :نتايج 
ميانگين و انحراف معيار تعداد پلاك هاي ايجاد شـده                 

  در كشت سـلولي هـلاي آلـوده بـه آكانتامبـا در مجـاورت               
  .  آورده شده است1قندهاي مونوساكاريدي در جدول 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
پـس از   . لت درهر سه ايزوله مشابه بـوده اسـت        اين حا       

 ساعت از كشت آكانتامبا در كشت سـلولي هـيچ           8گذشت  
   .)1تصوير (پلاكي مشاهده نشد 

  
  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

سلول هلا در محيط كشت و بدون انگل؛ سلولها كاملا  : 1تصوير
  چسبيده به هم هستند و هيچ پلاكي ديده نمي شود

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ميانگين و انحراف معيار تعداد پلاك هاي تشكيل شده بر حسب غلظت هاي مختلف قندهاي مونوساكاريدي در محيط  : 1جدول 
   ساعت72 و 48، 32، 16كشت سلولي هلا حاوي آكانتامبا پس از گذشت 

  

  )ميني مولار(غلظت 
100  50  10  1  1/0  

  

معيار  انحراف±ميانگين معيار انحراف±ميانگين  معيار انحراف±ميانگين معيار انحراف±ميانگين   معيار انحراف±ميانگين 

  
  

  زمان
  )عتسا(

              مانوز
77/2±37/4  19/1±2  83/0±125/1  64/0±87/0  83/0±87/0  16  
75/0±0/5 64/1±12/3 06/1±62/2 7/0±25/2 75/0±0/2 32  
3/1±50/7 25/2±25/6 12/2±75/4 24/1±12/4 92/0±0/4 48 

  
  

07/3±5/38 31/5±75/35 48/1±75/29 5/2±37/24 81/2±75/21 72 
              گلوكز

41/1±5/1 06/1±0/1 06/1±0/1 -- -- 16 

72/1±12/2 75/0±0/2 24/1±87/1 -- -- 32 

64/1±12/4 9/1±25/4 8/1±12/4 -- -- 48 

  
  

77/4±25/18 31/2±75/18 97/2±5/20 -- -- 72 
              گالاكتوز

19/1±0/2 92/0±0/1 64/0±87/0 -- -- 16 
28/1±75/3 06/1±0/2 03/1±25/2 -- -- 32 

1/2±0/6 1/2±37/4 3/1±12/4 -- -- 48 

  
  

25/2±75/27 05/2±25/19 81/2±25/19 -- -- 72 

    
  

كنترل 
  )بدون قند(

   59/0±5/1  
41/0±25/2  
41/0±25/4  

92/0±20  

    16 
32 
48 
72 
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ي با گذشت زمان بيشتر بتدريج پلاك ها ظاهر و تعـداد            ول
بنحوي كـه بيـشترين تعـداد       ) 2تصوير  (آنها افزايش يافت    

 ميلي مـولار  100پلاك در چاهكهاي حاوي مانوز با غلظت    
  ). 3تصوير ( ساعت بوده است72پس از گذشت 

  

  
  

لار پس از گذشت  ميلي مو100چاهك حاوي گالاكتوز  : 2تصوير
 ساعت از كشت آكانتامبا در سلول هلا؛ پلاكها با پيكان 32

  .نشان داده شده اند
  

  
  

 72 ميلي مولار پس از گذشت 100 حاوي مانوز چاهك : 3تصوير
ساعت از كشت آكانتامبا در سلول هلا؛ تخريب گسترده سلولها 

  .مشاهده مي شود
  

داد كـه    سـاعت نـشان      16بررسي پليت ها پس از گذشت       
تنها ميانگين پلاك تشكيل شـده در چاهـك هـاي حـاوي            

 ميلي مولار در مقايسه با كنترل داراي        100مانوز با غلظت    
 32پــس از گذشــت . (P<0.05) اخــتلاف معنــي دار بــود 

ساعت از كـشت انگـل ميـانگين پـلاك تـشكيل شـده در               
 ميلـي   100چاهك هاي حاوي مانوز و گالاكتوز با غلظـت          

ه با گروه كنتـرل داراي اخـتلاف معنـي دار    مولار در مقايس  
 ميـانگين پـلاك تـشكيل    48در سـاعت  . (P<0.05) بودند 

 و گـالاكتوز    50،  100شده در چاهك هـاي حـاوي مـانوز          
   ميلي مولار در مقايسه با گروه كتترل داراي اختلاف 100

  
ــد  ــي دار بودن ــاعت (P<0.05) معن ــشت 72 و در س  از ك

چاهــك هــاي حــاوي ميــانگين پــلاك تــشكيل شــده در  
 ميلــي مــولار در 100 و گــالاكتوز 1، 10، 50، 100مــانوز

 مقايسه با گروه كتتـرل داراي اخـتلاف معنـي دار بودنـد     

(P<0.05).  
  :بحث
 ملاك بيماري زا بودن آميب اين اسـت         مطالعهدر اين        

كه از قرنيه بيماران مبتلا به كراتيت آكانتامبائي جدا شـده           
. ولي قادر به ايجاد پـلاك اسـت       و در محيط هاي كشت سل     

چسبندگي آكانتامبا به سلولهاي ميزبان، مرحله اي مهـم و          
مطالعـات نـشان    . حياتي براي بيماري زا بودن آميب اسـت       

داده است كـه چـسبندگي آميـب آنتامبـا هيـستولتيكا از             
طريــق گيرنــدهايي بــراي گليكوپروتئينهــاي ســطح غــشاء 

كه  شده مشخص همچنين. گيرد مي سلولهاي ميزبان صورت  
). 4(چسبندگي آنتامبا هيستولتيكا مي شـود      گالاكتوز مانع 

آكانتامبا پس از چسبيدن شروع به ترشح پروتئازهايي مـي          
مهمتـرين  . كند كه باعث تخريب سلولهاي هدف مي شـود        

  اســت كــه در MIP-133ايــن پروتئازهــا پروتئينــي بنــام 
 . مـي شـود  I, IV باعث تخريب كلاژن آزمايشگاهيشرايط 

چسبيدن آكانتامبا به گليكوپروتئينهاي سطح غشاء سـلول        
 مـي شـود و آن       MIP-133هاي هدف باعث تحريك ترشح      

تمام . هم منجر به افزايش اثرات سايتوپاتيك انگل مي شود        
مطالعاتي كه تاكنون صورت گرفته اثرات مانوز در افـزايش          
شدت بيماريزائي آكانتامبا را در محيط هاي كشت سـلولي          

 نيـز  مطالعـه نتـايج ايـن   ). 4-10( نشان مي دهند    مختلف،
بدين ترتيب كه از بـين قنـدهاي        . مويد همين مطلب است   

مونوساكاريدي مانوز تـاثير قابـل ملاحظـه اي بـر افـزايش             
از . بيمــاريزايي آكانتامبــا در ســلولهاي  هــلا داشــته اســت

طرفي ميزان تاثيرمانوز به غلظت قند و زمـان انكوباسـيون           
است بدين ترتيب كه با افزايش غلظت و يـا          بستگي داشته   

  .زمان انكوباسيون بيماري زايي انگل افزايش مي يابد
 ميلي  100همچنين  طبق نتايج اين مطالعه گالاكتوز              

مولار شدت بيماريزائي آكانتامبا را افزايش مـي دهـد ايـن            
 مـشاهده   32 و سـاعت هـاي بعـد از          32افزايش در ساعت    

ايي اثر گالاكتوز در افزايش بيماريزائي      در هيچ مطالعه    . شد
  .آكانتامبا تاكنون گزارش نشده است

ممكن است ملكولهاي سطحي مختلفي در چـسبيدن              
تروفوزوئيت هـاي آكانتامبـا بـه سـلولهاي اپيتليـال نقـش             

  .دــــدر اين مطالعه از سلول هلا استفاده ش. داشته باشند
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ن نتـايج حاصـل از      سلول هلا سلولي انساني است و مي توا       
. آن را تا حدودي به سـاير سـلول هـاي انـسان تعمـيم داد         

شناسائي مكانيسم هاي دخيل در چسبندگي آكانتامبا بـه         
سلول ها و تعيين اهميت آن مي تواند به شناخت بيمـاري            

البته براي شناسـائي    . زائي آكانتامبا و درمان آن كمك كند      
 مطالعات  ملكول هاي سطحي دخيل در چسبندگي نياز به       

بيشتري هست لذا پيشنهاد مي شـود كـه تـاثير قنـدهاي             
ديگر با غلظـت هـاي مختلـف و  در محـيط كـشت هـاي                 
مختلف سلولي، بر شدت بيمـاريزائي آكانتامبـا نيـز تحـت            

  .مطالعه قرار گيرد
   :نتيجه نهايي

بطور كلي از اين مطالعه مي توان چنين نتيجه گرفـت                
ز و گالاكتوز به محيط كشت      كه اضافه كردن قند هاي مانو     

سلولي هلاي حاوي آكانتامبا بيماري زايي انگل را بـصورت          
ايـن نتيجـه در ارزيـابي هـاي         . چشمگير افزايش مي دهـد    

باليني بيماري هاي ناشي از آكانتامبا نيز مـي توانـد مـورد             
  .توجه قرار گيرد
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