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  درو لیشمانیا تورانیکا ن هویت انگل لیشمانیا میجری تعیوجداسازی 
پشه خاکی فلبوتوموس پاپاتاسی ناقل اصلی لیشمانیوز جلدی 

  ان گلستان استی ترکمن صحرای منطقه در روستایی
 

         1مونا روشن قلب
  2پرویز پرویزی

  

  چکیده
رغـم   باشـدکه علـی    بیماری لیشمانیوز یکـی از بیمـاری مهـم منـاطق گرمـسیری در جهـان و ایـران مـی                     :سابقه و هدف  

های متـداول کنتـرل نیـز نتوانـسته اسـت از             آمیز نبوده و دیگر روش     های گسترده برای ساخت واکسن تاکنون موفقیت       تلاش
های نـوین مولکـولی      لذا شناخت و تعیین هویت انگل لیشمانیا در ناقل با استفاده از روش            . سترش روز افزون بیماری بکاهد    گ

، تا بتوان با تعیین هویت انگل و دیگر خصوصیات اکولوژی و بیولوژی ناقل، برای کنتـرل بیمـاری                   استهدف اصلی تحقیق    
  .ریزی کرد ای برنامه صورت منطقه هب

 روی   جـدا و   هـا  سر و انتهای بدن پشه خـاکی      ،  ها با استفاده از تله چسبان و تله نورانی صید          پشه خاکی  :ها وشمواد و ر  
.  اسـتفاده شـد    DNAشکم و سینه برای اسـتخراج       .  شدند لام مونته و با استفاده از میکروسکوپ و کلید تشخیص تعیین گونه           

  .نیز تعیین توالی شناسایی شد و )RFLP(  روش آنالیز هضم آنزیمی ردیابی و باITS-rDNAانگل لیشمانیا با استفاده از ژن 
دو گونـه انگـل     .  عـدد دارای آلـودگی لیـشمانیایی بودنـد         18 پشه خاکی فلبوتوموس پاپاتاسی، تعـداد        168از   :ها یافته

هـا و تـشخیص دو    لیشمانیا میجرو تورانیکا در فلبوتوموس پاپاتاسی در منطقه ترکمن صحرا تشخیص داده شد کـه ایـن یافتـه            
  .د قطعی قرار گرفتأیی انگل لیشمانیا مورد تتعیین توالی و RFLP و Nested PCRو با  ITS-rDNAتکثیر ژن  پس از انگل،

عنوان ناقل اصلی لیشمانیوز جلدی روسـتایی در ایـران و    هعنوان عامل و فلبوتوموس پاپاتاسی ب    هلیشمانیا میجر ب  : استنتاج
زا در   یافـت لیـشمانیا تورانیکـای غیربیمـاری       . د مجدد قرار گرفت   أییهای نوین مولکولی مورد ت     منطقه ترکمن صحرا با روش    

 .فلبوتوموس پاپاتاسی و مخازن حیوانی، می تواند نقش این انگل در دوام و پایداری سیکل بیماری را مطرح سازد
  

  ، ایرانITS-ribosomal DNA لیشمانیا میجر، لیشمانیا تورانیکا، فلبوتوموس پاپاتاسی، :های کلیدی واژه
  

  مقدمه
لیشمانیوز جلدی بعد از تریپـانوزوم آفریقـایی، تـب          

باشد کـه    بیماری مهم منتقله از ناقلین می      ، مالاریا و دانگ
 میلیون نفر در معرض این عفونت  350 تا   2سالانه   در دنیا 

لیـشمانیوز   .)1،2(انگلی با تظاهرات مخـتلفش قـرار دارنـد        
ــتایی،   ــدی روس ــشمانیوز  درصــد 80جل ــاری لی  کــل بیم

  کشورهایی  آن در درصد90د که ـباش ده میـگزارش ش
 

  parp@pasteur.ac.ir       شناسی، آزمایشگاه سیستماتیک مولکولی  انستیتو پاستور ایران، گروه انگل: تهران-پرویز پرویزی :مولف مسئول
  دانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان،گروه میکروبیولوژی. 1

  انستیتو پاستور ایران،شناسی، آزمایشگاه سیستماتیک مولکولی وه انگلگر. 2

  26/10/90:            تاریخ تصویب 19/9/90:           تاریخ ارجاع جهت اصلاحات 21/6/90: ریافت تاریخ د 
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همچــون ایــران، افغانــستان، ســودان، عربــستان ســعودی،  
  .)4،3(سترایج ا  الجزایر وسریلانکا، برزیل، ژاپن، پرو

 66( ی بیماری در سرتاسر جهان     پراکندگی گسترده 
جز  هب)  کشور در دنیای جدید    22 وکشور در دنیای قدیم     

منطقه ی جنـوب شـرقی آسـیا، اسـترالیا و قطـب جنـوب               
ــزایش   ا ــدی را اف ــشمانیوز جل ــر روی لی ــه ب ــت مطالع همی

عامـل، پـشه خـاکی       انگـل لیـشمانیا میجـر     . )5،3(دهـد  می
و جوندگان گروه جربیلیده مخازن     1یفلبوتوموس پاپاتاس 

  .)7،6(اصلی لیشمانیوز جلدی روستایی در ایران می باشند
های صید شده از منـاطق       تعداد زیادی از پشه خاکی    

آلوده لیشمانیوز جلدی در اصفهان و دیگر مناطق آلـوده          
انـد و آلـودگی لپتومونـاد        لیشمانیوز جلدی تـشریح شـده     

ه خـاکی فلبوتومـوس     ر پش  از جمله د   ؛ده است شگزارش  
شـامل  ( هایی از زیر جنس پارافلبوتوموس     گونهپاپاتاسی،  

، )فلبوتومـوس مونگولنـسیس   / فلبوتوموس کوکازیکوس 
هــای  فلبوتومــوس انــصاری، ســرژنتومیا ســینتونی و گونــه

دیگــر پــشه خــاکی از جــنس ســرژنتومیا کــه اغلــب نــوع 
هـای پـشه خـاکی جـنس سـرژنتومیا تـشخیص داده              گونه

 .)14 -8(نشده است

در گذشــته امکــان تعیــین هویــت انگــل لیــشمانیا بــا 
 و میایی وجود نداشتهیهای مولکولی و بیوش استفاده از روش

 ولـی امـروزه بـا اسـتفاده از     .یا بسیار محـدود بـوده اسـت     
های جدید همچون تعیـین تـوالی نوکلئوتیـدی ژن           روش

مـورد مطالعــه و آنــالیز فیلوژنتیــک، تعیــین هویــت انگــل  
ها بـا دقـت و حـساسیت بیـشتری            نوع آلودگی  لیشمانیا و 

هـا اغلـب      در پشه خـاکی    آلودگی). 16،15(انجام می شود  
ــی    ــراه م ــشمانیا هم ــم انگــل لی ــداد ک ــا تع ــد ب روش . باش

مطـرح بـوده     2عنوان روش استاندارد طلایـی     هایزوآنزیم ب 
های مولکولی   است ولی اکنون ثابت شده است که روش       

تـر   اختـصاصی  تـر،  در تشخیص آلودگی لیشمانیا حـساس     
  ).19 -17، 5(باشد تر می هزینه وکم

برای تعیین یک پشه خاکی به عنـوان ناقـل بیمـاری            
ــشه     ــی در پ ــور طبیع ــه ط ــداکردن انگــل ب ــشمانیوز، پی لی
                                                 
1. Phlebotomus papatasi  
2. Golden standard  

های  های ماده ضروری است، زیرا تنها پشه خاکی         خاکی
کننـد و پـشه      ماده برای بقای زندگی از خـون تغذیـه مـی          

ی گیاهان را مورد استفاده قـرار       ای نر بالغ عصاره   ه خاکی
ولی با این وجود پیدا کردن انگل در پشه          .)19،2(دهند می

ناقل بـودن    ی خون خورده دلیل قطعی بر      های ماده  خاکی
های لیشمانیایی در    باشد، زیرا خیلی از آلودگی     ها نمی  آن

ها  بسیاری از انگل  . ها، موقت و زودگذر است     پشه خاکی 
م خـون مکیـده شـده در پـشه          در هنگام گـوارش و هـض      

بـه اتمـام    هـا  سـیکل آلـودگی درآن     وشـده   خاکی، دفـع    
پشه خاکی کامـل     زای انگل در    بیماری شکل و رسد نمی
شه پ ـ این مطالعه بیـشتر صـید      بنابراین در . )19،2(گردد نمی

  بـالغ انجـام  هـای  انتهای فصول فعالیت پشه خاکی   خاکی در 
بـدیل شـده   ی خـود ت    کننـده   آلـوده  شـکل شد تا انگل بـه      

 هر چند در منطقه ترکمن صحرا مطالعات پراکنـده          .باشد
 بر  به طور عمده  و محدود در گذشته انجام شده است که         

های متداول آزمایشگاهی بوده است و انگل        اساس روش 
همچنین مطالعـات بـر روی      . دیده است رلیشمانیا تایپ نگ  

ــوانی     ــازن حیـ ــسان و مخـ ــشمانیایی در انـ ــودگی لیـ آلـ
ورت گرفتـه اسـت ولـی بـر روی نـاقلین            ص ـ) جوندگان(

آلـودگی لیـشمانیایی    . تحقیقات خیلی محدود بوده است    
طـور   ه ب ـنـزیم و یـا مولکـولی   آهای ایزو ناقلین با روش  در

 لـذا تعیـین هویـت انگـل         . تایپ نگردیـده اسـت     گسترده
لیشمانیا و تایپ مولکـولی آن در ناقـل اصـلی لیـشمانیوز             

  مـد    ITS-rDNAن  جلدی روستایی با هدف قرار دادن ژ      
  .)19،15،7،6(نظر قرار گرفت

  

  مواد و روش ها
  DNAجمع آوری نمونه و استخراج 

پــشه خــاکی فلبوتومــوس پاپاتاســی از منــاطق مــورد 
در فـصول  ،  1387 -1389 طـی سـه سـال متـوالی        مطالعه،

تله  ،3از تله چسبان   با استفاده  های بالغ،  فعالیت پشه خاکی  
 برای  از تله چسبان  . دش آوری صید و جمع   CDC4نورانی  

هـا،   صید فلبوتوموس پاپاتاسی در داخل خانه ها، اصـطبل        
                                                 
3. Sticky papers  
4. Centers for Disease Control  
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هـای   مراکز نگهداری حیوانات خانگی، غارها و شـکاف       
 داخـل زمـین مخـتص       هـای  هـا و تونـل     طبیعی، داخل لانه  

 برای صید پشه    CDCتله نورانی   های صحرایی و از      موش
نـات  هـا، مراکـز نگهـداری حیوا       ها، اصطبل  از داخل خانه  

 دولج ـ( )1  شـماره  تـصویر ( )21،20(خانگی استفاده شـد   
   ).1 شماره

  

  
  

 پاپاتاسـی   مناطق مورد مطالعه جمع آوری فلبوتومـوس       :1 شماره   تصویر
   استان گلستانیجهت تعیین آلودگی لیشمانیایی در ترکمن صحرا

  
پشه خاکی فلبوتوموس پاپاتاسی بر روی یک قطـره         

1 x TE ــر ــز، زی ــرار در روی اســلاید تمی ــوپ ق    داده  ل
  

هـا بـا اسـتفاده از        سر و انتهای بدن پشه خاکی      .)19،22(شد
روی لام مونتـه و بـا اسـتفاده از          ) Berlese(محلول برلیـز    

ــرار   میکروســکوپ و کلیــد تــشخیص مــورد شناســایی ق
 سـازی  جداسازی و خالص  . شدند گرفته و تعیین گونه می    

DNA )extraction (  ش  بـا اسـتفاده از رو      هـا  پشه خـاکی
  .)23،22(پرویزی و همکاران انجام گرفت

  
PCR با هدف قراردادن ژن ITS-rDNA 

بـــرای تعیـــین  ITS-rDNAدر ایـــن مطالعـــه از ژن 
پشه خاکی فلبوتوموس پاپاتاسـی     آلودگی لیشمانیایی در    

  ایـــن ژن از . در منطقـــه تـــرکمن صـــحرا اســـتفاده شـــد
ــسته  ژن ــای ه ــر    ه ــین زی ــه در ب ــت ک ــدهای  ای اس واح

از دســـتگاه بـــرای تکثیــر ژن   .ع اســت ریبــوزومی واقـ ــ
   PCR بـــرای انجـــام  .گردیـــد اســـتفاده ترموســـایکلر
   بـــا نوکلئوتیـــدهای ITS1F (forward) ،از دو پرایمـــر

(5´GCA GCT GGA TCA TTT TCC 3´)  و
ITS2R4 (reverse)ایــــــــدهـــــیـوتــــوکلئــــا نـ بــ   

)5´ATA TGC AGA AGA GAG GAG GC 3´ (
بـدون  ( جفـت بـاز   430طعـه کـه حـدود   استفاده و یـک ق  
   ).19(تکثیر یافت باشد می) احتساب پرایمرها

 تمرکز بر وضعیت شکمی، زیستگاه و روش های در فلبوتوموس پاپاتسی، باITS-rDNA ردیابی انگل لیشمانیا با هدف قرار دادن ژن  :1  شمارهجدول
  ه در منطقه ترکمن صحرا روستاهای مورد مطالعدرصید 

  

ل فلبوتوموس پاپاتاسی به تفکیک ک تعداد  مناطق صید پشه خاکی
  روستا و موارد آلودگی لیشمانیایی

  وضعیت شکمی پشه خاکی  زیستگاه پشه خاکی  روش های صید
  منطقه ترکمن صحرا-استان گلستان

  Ve +لیشمانیا
تعداد کل 

  فلبوتوموس پاپاتاسی
تله 
  نورانی

  تله چسبان
اماکن 
  انسانی

  طویله
لانه ی 

  وندهج
  باردار  نیمه باردار

تازه خون 
  خورده

  شهرستان  روستا

  ترشکلی  0  0  24) 2(  0  24) 2(  0  24) 2(  0  24  2
  دزاولوم فدوی  0  0 11)1(  0  11) 1(  0  11) 1(  0  11  1
  اینچه برون  0  2  1  2  0  1  3  0  3  0
  اوخی تپه  0  1  4  5  0  0  5  0  5  0
  داشلی برون  13  10  47) 1*/11**(  7  63  )1*/11**(  0  53) 1*/11**(  17  70  12
  دانشمند  0  1  19  1  19  0  20  0  20  0
  بی بی شیروان  0  3  3  4  1  1  5  1  6  0

گنبد 
  کاووس

  فرق سر پائین  0  0  8  0  8  0  8  0  8  0
  سوزش  0  0  2  1  0  1  2  0  2  0
  شورجه پائین  0  0  3  0  3  0  3  0  3  0
  قره گل  0  11)1(  0  6  5)1(  0  11)1(  0  11  1
  شوردگش  0  5)2(   0  0  5)2(  0  5)2(  0  5  2

  مراوه تپه

  جمع کل  168  168  168  168  18
  

  leishmania major(لیشمانیا میجر : **)         leishmania turanica(لیشمانیا تورانیکا : *      . انگل لیشمانیا در داخل پرانتز آورده شده است موارد مثبت( ) :  
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 ها  توالی و سکانسRFLP به روش PCRهضم محصولات 

 توسـط آنـزیم     PCRتمام موارد مثبـت محـصولات       
 مـورد هـضم قـرار       RFLP و با روش     BsuRI اندونوکلئاز

ای ه ـ ها آنـزیم  ای اندونوکلئازی که به آن   ه آنزیم. گرفت
 گوینـد،   نیـز مـی  (Restriction Enzyme)محدودکننـده  

 را در نواحی با توالی خـاص بـشکنند          DNAقادرند رشته   
کـار رفتـه و      بـسته بـه نـوع آنـزیم بـه          DNAو لذا قطعات    

هـای متفـاوت      به قطعات مختلـف بـا انـدازه        DNAتوالی  
 در ایـن تحقیـق بـا        BsuRI انتخاب آنـزیم     .شوند می خرد

 افـزار  های رفرنس لیشمانیا توسط نرم     آنالیز سکانس گونه  
CLC DNA Workbench 5.2 پـس از  .  صورت گرفـت

و بـا یکـدیگر   توان مشاهده  الکتروفورز این قطعات را می   
هرگونه از لیـشمانیا دارای قطعـه یـا قطعـات           . مقایسه کرد 

ــی  ــصاصی م ــد اخت ــق، .)24(باش ــن تحقی ــزیم   در ای   از آن
BsuRI (HaeIII)  کــه اســتفاده شــدDNA را در ناحیــه 

GGCC    محصول  . شکند  شناسایی کرده و میITS1-PCR 
هـا مـورد هـضم       هـای رفـرنس و نمونـه       هر کدام از سـویه    

محـصولات   تعـدادی از   .م قـرار گرفـت    توسط این آنـزی   
PCRــا ــد و  RFLP روش  کــه ب ــه شــده بودن ــین گون  تعی

ــا ایــن روش مــشکوک بــوده و قابــل   تعــدادی نیــز کــه ب
طـور مـستقیم و بـدون کلـون          هتشخیص قطعی نبودنـد، ب ـ    

برای این منظور ابتـدا محـصول   . کردن تعیین توالی شدند   
PCR   یکصد نـانوگرم از     سپس  .  خالص سازی شدDNA 
  بـا کیـت   DNAص برای هر نمونه جهت تعیین توالی    خال

 

ABI Prism® Big Dye™ Terminator Cycle   
  

Sequencing Ready Reaction Kitدســــتگاه و   
 

373/377 sequencing systems (ABI, PE Applied  
 

Biosystems)    منظـور وارد    بـه .  مورد استفاده قرار گرفت
سـکانس شـده،    های    برای تمام نمونه   DNAتوالی  کردن  

تنظیم توالی و تطبیق نوکلئوتیدها بـا کرومـاتوگرافی هـر           
.  اسـتفاده شـد  SequencherTm 4.1.4 افـزار   از نـرم ،نمونه

 PAUP1افـزار یـا      برای آنالیزهای فیلـوژنتیکی نیـز از نـرم        
  .)25(شد بهره گرفته

                                                 
1. Phylogenetic analysis using parsimony  

  یافته ها
 پــشه خــاکی مــاده فلبوتومــوس    168در مجمــوع 

های مختلف پشه خاکی     د گونه میان تعداد زیا   پاپاتاسی از 
ر موفولــوژیکی شناســایی و ظــصــید شــده از منطقــه، از ن

هـا بررسـی     تعیین گونه شد تا آلودگی لیـشمانیایی در آن        
 4 روستای شهرستان گنبد و 8ها از  این پشه خاکی. گردد

روســتای شهرســتان مــراوه تپــه در تــرکمن صــحرا صــید 
عیت وض ـ). 1  شـماره   و شـکل   1  شماره جدول( گردیدند

شــکمی، زیــستگاه طبیعــی و روش صــید بــرای هــر پــشه 
ــودگی       ــا آل ــد ت ــشخص گردی ــتا م ــر روس ــاکی از ه خ
لیشمانیایی بـا توجـه بـه شـرایط مـذکور تفکیـک گـردد               

صید پشه خاکی در طی سه سـال و از          ). 1  شماره جدول(
روستاهای مختلف انجام گرفت که جزئیات آلودگی بـر         

  در جــدولســال صــید بــرای هــر روســتا اســاس تــاریخ و
   . آمده است2 شماره
  

 Nestedص داده شده با یهای لیشمانیائی تشخ آلودگی

PCR  ژن ازITS1-5.8S rRNA-ITS2    
 انگــل لیــشمانیا کــه ITS1-5.8S rRNA-ITS2ژن 

باشـد در پـشه خـاکی         مـی  ITS-rDNAیک قطعـه از ژن      
.  تکثیر یافتNested PCRفلبوتوموس پاپاتاسی با روش 

 بـیس   480با احتساب پرایمرهـا حـدود       اندازه طول قطعه    
 و IR1  از جفت پرایمرهایNested PCRپیر بود در این 

IR2         برای مرحله اول و از جفـت پرایمرهـای  ITS1F1  و 
ITS2R4    در  در مجمـوع  . اسـتفاده شـد     برای مرحلـه دوم 

 نمونه پـشه خـاکی مـاده        168 از   منطقه ی ترکمن صحرا،   
لیشمانیائی یافت    مورد آلودگی  18 فلبوتوموس پاپاتاسی، 

   .شد
های موجـود در      با آنالیز سکانس   BsuRIآنزیم  ابتدا  

 توسـط   ،نس لیـشمانیا  اهـای رفـر     گونـه  بانک جهـانی ژن،   
بـرای   و انجـام  CLC DNA Workbench 5.2 افـزار  نـرم 

 قطعـه یـا قطعـات       تعـداد و انـدازه هـر      هرگونه از لیشمانیا    
  آلودگی لیـشمانیائی توسـط     . مشخص گردید اختصاصی  
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در   در فلبوتوموس پاپاتاسی به تفکیـک تـاریخ جمـع آوری و محـل صـید                ITS-rDNAردیابی انگل لیشمانیا با هدف قرار دادن ژن          : 2  شماره جدول
  امنطقه ترکمن صحر

  منطقه ی ترکمن صحرا-استان گلستان 
 مراوه تپه  گنبد کاووس

 محل صید
  

 قره گل شورجه پائین فرق سر پائین سوزش بی شیروان بی دانشمند داشلی برون اوخی تپه اینچه برون دزاولوم فدوی لیترشک شوردگش تاریخ صید

جمع موارد 
به تفکیک 
  تاریخ

10- 9/10/87 - - - - - 4 - 3 - - - - 7  
23- 22/7/87 - - - - - - - 2 - - - - 2  
30- 29/ 7/87 - - - 3 5 - - - - - - - 8  
9- 8/4/88 - - - - - - - 1 2 - - - 3  
11- 10/ 4/88 - - - - - - 20 -  - - - 20  
14-13/4/88 - - - - - 30 - - - - - - 30  
3- 2/7/89 - - - - - - - - - 8 3 - 11  
6- 5/ 7/89 )*1/ ф1 (5 - - - - - - - - - - - 5  
7- 6/7/89 - - - - - )*11/ **1(36 - - - - - - 36  
8- 7/ 7/89 - )*2 (24 - - - - - - - - - - 24  
9- 8/7/89  - - )* 1(11 - - - - - - - - -  11  
30- 29/6/89  - - - - - - - - - - - )*1(11  11  

جمع کل و موارد 
 آلودگی لیشمانیایی

)2 (5 )2 (24 )1 (11 3 5 )12 (70 20 6 2 8 3 )1 (11 
)18(168   

  

* :Leishmania major             ** : Leishmania turanica  

  
 مورد هـضم    RFLP و با روش     BsuRIنزیم اندونوکلئاز   آ

که بـرای لیـشمانیا میجـر دو قطعـه بـه انـدازه              قرار گرفت   
 قطعه به اندازه  4، برای لیشمانیا تروپیکا     120،  330حدودا  

 3اینفــانتوم   بــرای لیــشمانیا25 و 35، 105، 370حــدودا، 
ــدازه حــدودا   ــه ان ــه ب ــشمانیا 30، 80، 410قطع ــرای لی ،  ب

 40  و 60،  150،  350یکا چهار قطعه به اندازه حدودا       توران
 بیس پیـر در     50بوده است که معمولا قطعات آخر و زیر         

 .ژل آگاروز قبل مشاهده نیست

 نتـایج ایـن     جهت تعیین هویت و گونه انگل لیشمانیا      
 مورد مثبـت آلـودگی      18 همه   PCR، محصولات   تحقیق

 بـا روش   و   BsuRIلیشمانیایی، توسط آنزیم انـدونوکلئاز      
RFLP     طـور قطـع     ه مـورد ب ـ   16. مورد هضم قرار گرفـت

آنزیم  ).2  شماره جدول(لیشمانیا میجر تشخیص داده شد      
BsuRI (HaeIII) که DNA را در ناحیه GGCC شناسـایی  

یـد مجـدد و تکمیـل تعیـین هویـت           أیجهـت ت  بود،  کرده  
ــل،  ــه از 8انگــ ــصول 18 نمونــ ــورد محــ    ژن PCR  مــ

ITS1-5.8S rRNA -ITS26یین توالی گردیـد کـه    ، تع 
 لیشمانیا میجـر ایـن ژن در         از های ثبت شده   مورد با توالی  

لیشمانیا میجر در پـشه      بانک جهانی ژن مطابقت داشت و     
ــرکمن صــحرا    ــاده فلبوتومــوس پاپاتاســی در ت خــاکی م

دو مـورد مثبـت دیگـر بـا     . د قرار گرفت أیی مورد ت  مجدداً
 و با BsuRI آلودگی لیشمانیائی توسط آنزیم اندونوکلئاز  

ــشمانیا  RFLPروش  ــرار گرفـــت و لیـ ــضم قـ ــورد هـ  مـ
تورانیکا تشخیص داده شد و نیز برای تعیین توالی ارسـال       

هــا بــا  هــا و تــوالی  بــرای هــر دو  نمونــه ســکانس.گردیــد
-ITS1 ژن    از سکانس ها و تـوالی هـای بـه ثبـت رسـیده            

5.8S rRNA -ITS2   مطابقـت  کـاملاً  لیـشمانیا تورانیکـا 
ی لیشمانیا تورانیکا در پـشه خـاکی مـاده          داشت و آلودگ  

ید قطعی  أیفلبوتوموس پاپاتاسی در ترکمن صحرا مورد ت      
  ).2  شماره جدول و2  شمارهتصویر(قرار گرفت 

  

  
  
آلودگی لیشمانیایی و تعیین هویت انگل لیـشمانیا بـا            :2 شماره تصویر

در RFLP  با تکنیـک  I BsuRاستفاده از هضم آنزیمی توسط آنزیم 
 : a (-Ve(مـارکر،  :  {M توموس پاپاتاسی در منطقه ترکمن صـحرا فلبو

کنترل منفی فاقد آنزیم     : PCR   ، )b (-Veکنترل منفی فاقد محصول     
I BsuR ، +Ve (A) :    ،کنترل مثبـت انگـل لیـشمانیا میجـر(B)  +Ve : 

 و 103 ، 94 ، 93 ، 60 ،   38 ،   37کنترل مثبت انگل لیشمانیا تروپیکا،      
نمونه های  : 99 و 61میجر  دارای آلودگی لیشمانیا نمونه های : 104

  }دارای آلودگی لیشمانیا تورانیکا
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  بحث
دو انگــل لیــشمانیا میجــر و لیــشمانیا تورانیکــا در     

ــشه ــرکمن     پ ــه ت ــی در منطق ــوس پاپاتاس ــاکی فلبوتوم خ
صحرای ایران یافت و با سکانس و تعیین توالی بخشی از           

در . د قطعـی قـرار گرفـت    أیی ـژنوم انگل لیـشمانیا مـورد ت      
ای بــر روی عامــل   نقــاط ایــران مطالعــات گــستردهبیــشتر

لیشمانیوز جلدی در انسان، مخازن حیوانی و ناقلین انجام         
در بسیاری از موارد گونه انگل بدون        ).27،26(گرفته است 

ــشمانیا تروپیکــا گــزارش    ــا لی ــشمانیا میجــر و ی ــپ، لی تای
نگل لیـشمانیا    در گذشته تشخیص ا    ).26،25(گردیده است 

لام . های متداول آزمایشگاهی انجام مـی گرفـت        با روش 
مــستقیم تهیــه و پــس از رنــگ آمیــزی بــا گیمــسا انگــل  
لیشمانیا در زیر میکروسـکوپ مـشاهده و مـورد بررسـی            

گرفـت و یـا انگـل لیـشمانیا بـه حیـوان حـساس                قرار مـی  
 بـه   .شد آزمایشگاهی تزریق و یا به محیط کشت برده می        

ا توجـه بـه اطلاعـات کلینیکـی، جغرافیـایی و            این دلیل ب ـ  
ــه انگــل    روش ــوع گون ــشگاهی ذکــر شــده ن هــای آزمای

ــاقلین مــشخص    ــوانی و ن ــسان، مخــازن حی ــشمانیا در ان لی
گردیدکه معمولاً بر حسب وفـور بیمـاری بـه ترتیـب             می

لیشمانیا میجر، لیشمانیا تروپیکا و لیشمانیا اینفـانتوم بـرای          
لـدی شـهری و لیـشمانیوز       لشیمانیوز جلدی روسـتایی، ج    

کارگیری  ه با توجه به ب    ).28-30(احشایی اعلام می گردید   
هــای ســنتی  هــای جدیــد مولکــولی در کنــار روش روش

های اخیر، علاوه بر سه      تشخیصی برای لیشمانیوز در سال    
هــای لیــشمانیا در  انگــل لیــشمانیای مــذکور، انــواع انگــل

ان گـزارش  مخازن و ناقلین در دنیا و بعـضی از نقـاط ایـر           
ــده اســت ــن   .گردی ــن اســت کــه عمــوم ای ــر ای ــده ب  عقی

 ).30(باشـد  زا مـی   های جدید برای انسان غیر بیمـاری       انگل
هــای اخیــر در برخــی مطالعــات انجــام شــده در   در ســال

مناطق انـدمیکِ لیـشمانیا میجـر، عـلاوه بـر عامـل اصـلی               
بیماری، لیشمانیا تورانیکا، لیـشمانیا جربیلـی و لیـشمانیای          

) ها خاکی پشه(زدیک به لیشمانیا جربیلی از ناقلین       جدید ن 
  گـــزارش گردیـــده ) جونـــدگان(یـــا مخـــازن حیـــوانی 

  

  

سکانس حاصل از این مطالعه با لیشمانیا       . )32،31،19(است
 ثبت شده در بانک EF413075 میجر به شماره دسترسی 

جهانی ژن از اصفهان و دیگر کشورها از جمله سودان به           
 )AJ300481) MHOM/SD/90/SUDAN3 شماره دسترسـی  

آنالیزهـای انجـام شـده بـا        . صد در صـد مطابقـت داشـت       
 همچنین مشخص کـرد  SequencherTm 4.1.4افزار  نرم

که سکانس لیشمانیا میجر به دست آمده در این مطالعه با           
سکانس ثبت شده از همـین گونـه از اصـفهان بـه شـماره               

هـا   تن 184 در جایگاه نوکلئوتیـدی      EF413078دسترسی  
  قــرارG ،Aدر یــک نوکلئوتیــد تفــاوت دارد و بــه جــای 

مقایسه انجام شده با سکانس لیـشمانیا میجـر         . گرفته است 
 AJ272383ثبت شده از ترکمنستان به شـماره دسترسـی          

 331 و 330، 254 جایگاه نوکلئوتیـدی    3نشان از تفاوت در     
سکانس حاصل از این مطالعه با سکانس لیـشمانیا         . داشت

 ثبـت شـده در      EF413079به شـماره دسترسـی      تورانیکا  
بانک جهانی ژن از ایران صددرصد مطابقت داشـت و از           
دیگر کـشورها از جملـه مغولـستان بـه شـماره دسترسـی              

AJ272380) strain MNR23 (  در جایگاه نوکلئوتیـدی
  سـکانس  ).29،18( تنها در یک نوکلئوتید تفاوت داشت      422

 و مــوارد مــشابه دســت آمــده از ایــن مطالعــه هو تــوالی بــ
دست آمده انواع انگل لیشمانیا در دنیای قـدیم پـس از             هب

  . آمده است1  شمارهآنالیز فیلوژنتیکی در نمودار
های انگل لیشمانیا غیـر از میجـر و تعیـین            یافتن گونه 

هـای جدیـد از جملـه لیـشمانیا تورانیکـا در             هویت انگـل  
م و  بایست نقـش آنـان در دوا       ناقلین و مخازن بیماری می    

چراکـه  . حفظ بیماری در منطقه، مورد بازبینی قرار گیرد       
زا  عقیده بر این اسـت کـه انگـل لیـشمانیای غیـر بیمـاری              

برای انسان مانند لیشمانیا تورانیکـا و لیـشمانیا جربیلـی در           
حفظ و دوام انگل لیشمانیا میجر در ناقلین و مخازن نقش         

لیـشمانیا   یافـت انگلـی ماننـد        ، بنـابراین  ).28(اساسی دارند 
تورانیکا به همراه لیشمانیا میجر در منطقه تـرکمن صـحرا           

توانــد ایــن ایــده را مطــرح ســازد کــه لیــشمانیا میجــر  مــی
  ا تورانیکا ـعنوان عامل اصلی بیماری در انسان و لیشمانی هب
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از  ژن و سکانس حاصل از دو لیشمانیا میجرو تورانیکا  جهانی لیشمانیا ثبت شده در بانک انوعITS-rDNAدرخت فیلوژنتیکی ژن   :1  شمارهنمودار

  PAUP فلبوتوموس پاپاتاسی از ترکمن صحرا با استفاده از آنالیز پارسیمونی و نرم افزار 

  
  

عنوان عامل ثانویه در ناقلین و مخازن بیماری لیشمانیوز  به
 با تغییر ماهیت اـن است گاهـممک .جلدی روستایی باشد

زا از قبیل لیشمانیا تورانیکا و  انگل لیشمانیا غیر بیماری
  .لیشمانیا جربیلی در انسان نیز ایجاد بیماری نمایند

  

  سپاسگزاری
 ــ ــه از آقای ــسندگان مقال ــی  نوی ــایی، عل ان احمــد بق

ــار،  ــان بردب ــدی باغب ــوین  مه ــی ن ــاز علائ ــانم الن  از  و خ
  ی همکـــــاران آزمایـــــشگاه سیـــــستماتیک مولکـــــول

و کمـک در     هـا  آوری نمونـه   که در جمع  انستیتو پاستور   
ــش  ــشگاهی نق ــای آزمای ــایانی کاره ــتند ش ــشکر داش  ت

های انجام شده     همچنین همکاری و هماهنگی    .نمایند می
توسط مسئولین و پرسنل محترم شبکه بهداشتی شهرهای   
ــپاس      ــان و س ــب امتن ــه موج ــراوه تپ ــدکاووس و م گنب

ــوده اســت یــن تحقیــق از محــل بودجــه ا. نویــسندگان ب
  طـرح مـصوب    ،اعتبارات پژوهشی انستیتو پاستور ایـران     

قسمتی از  .مین گردیده استأت دکتر پرویز پرویزی 367
نتایج این مقاله در راستای پایان نامـه خـانم مونـا روشـن              

 میکروبیولــوژی، قلــب دانــشجوی کارشناســی ارشــد   
لاهیجان بوده اسـت کـه در        دانشگاه آزاد اسلامی واحد   

 یشگاه سیستماتیک مولکولی، انستیتو پاسـتور ایـران       آزما
  .تحت راهنمایی آقای دکتر پرویزی انجام پذیرفته است

L. donovani 

L. infantum 

L. tropica 

L. major 

L. turanica 

L. gerbilli 
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