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  چکیده
ترین خطر براي سلامتی انسان محسوب جدي و در مناطق مالاریا خیزاست ترین بیماري انگلی در جهان مالاریا مهم :سابقه و هدف

در استان هرمزگان و ) (Pvdhpsمورفیسم ژن دي هیدرو پتروات سنتاز پلاسمودیوم ویواکسبررسی پلی ،هدف از این مطالعه. شودمی
اکس به که در ارتباط با بروز مقاومت پلاسمودیوم ویو بود 585و  553، 512، 383، 382هاي بررسی وجود موتاسیون در کدون

 .سولفادوکسین هستند
جهت بررسی ژن دي هیدروفولات ردوکتاز  1387تا  1386هاي ایزوله پلاسمودیوم ویواکس که در سال 118 :یسروش برر 

در مطالعه تنوع ژنتیکی ژن دي هیدرو پتروات سنتاز پلاسمودیوم ویواکس مورد بررسی قرار  ند،تیمیدیلات سنتاز تهیه شده بود
  . بود) سکوئنسینگ(ن ترادف نوکلئوتیدها یتعی وPCR مایش روش آز. ندگرفت

در . نمونه به جاسک تعلق داشت 72میناب و نمونه به  46نمونه خون آلوده به پلاسمودیوم ویواکس،  به ترتیب  118از   :هایافته
اما در بین این . ینگ دیده نشدو سکوئنس PCRکدون هدف با استفاده از روش   5هاي مورد مطالعه هیچ گونه موتاسیونی در نمونه
 . بودند 421داراي یک موتاسیون در کدون جدید %) 54/2(سه ایزوله  ،نمونه 118

ها و بر روي همین نمونه) مطالعه گزارش نشده( )Pvdhfr(هیدروفولات ردوکتاز  با توجه به بررسی موتاسیون در ژن دي  :گیرينتیجه
در این مطالعه، می توان نتیجه گیري نمود که با وجود مقاومت  Pvdhpsدون اصلی در ژن ک 5عدم مشاهده موتاسیون در هیچ یک از 
در پلاسمودیوم ویواکس در استان هرمزگان تاکنون نسبت به سولفادوکسین و لذا فنسیدار  "احتمالی نسبت به پریمتامین، احتمالا

 .مقاومت ایجاد نشده است
  .، استان هرمزگانPCRپتروآت سنتاز، پلاسمودیوم ویواکس، تنوع ژنتیکی، ژن دي هیدرو  :واژگان کلیدي

  

  1مقدمه

                                                
گروه انگـل شناسـی و قـارچ شناسـی، دانشـکده پزشـکی، دانشـگاه علـوم         تهران، : نویسنده مسئولآدرس 

  )  email: ahaghighi110@yahoo.com( ، دکتر علی حقیقیپزشکی شهید بهشتی
  21/7/1392: تاریخ دریافت مقاله

  18/10/1392 :پذیرش مقالهتاریخ 

تـرین  و پلاسمودیوم ویواکس از مهـم  پلاسمودیوم فالسی پاروم
کـه داراي پراکنـدگی    هاي منتقله توسط بندپایان هستندانگل

در . زایـی بـالایی برخوردارنـد   از قـدرت بیمـاري   جهانی بـوده و 
رن برنامه هاي پیش گیـري و  نتیجه اجراي موفقیت آمیز نیم ق

کنترلی، در حال حاضر در بخش وسیعی از ایران انتقال مالاریـا  
در  "در نواحی محـدودي کـه عمـدتا   فقط و  مشاهده نمی شود
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جنوب شرق کشور واقـع شـده اسـت، انتقـال محلـی بیمـاري       
پلاسمودیوم ویـواکس نـوع غالـب انگـل     ). 1(مالاریا وجود دارد 

اسـتان هرمزگـان یکـی از سـه  اسـتان       مالاریا در ایران است و
). 2، 1(اندمیک کشور، از نظر ابتلا به انگـل مالاریـا مـی باشـد     

هاي اخیـر  مطالعه بر روي اکثریت داروهاي ضد مالاریا در سال
متوجه پلاسمودیوم فالسی پاروم بوده است، اما ظهور مقاومـت  
به کلروکین در پلاسمودیوم ویواکس کـه بـه سـرعت در حـال     

اسـت موجـب توجـه محققـین بـه لـزوم جـایگزینی         گسترش
بـه طـور    .داروهاي ضد مالاریا درمالاریاي ویواکس شده اسـت 

اي رسد که مقاومت دارویی در اثر جهش نقطـه کلی به نظر می
خاص در یک یا چند نوکلئوتید اتفاق می افتد، کـه ایـن رونـد    
باعث کاهش حساسیت نسبت به داروهاي معین یا یک کـلاس  

به دلیل این کـه پـی گیـري حساسـیت     ). 3(شود ها میاز دارو
   پلاســمودیوم ویــواکس بــه داروهــاي آنتــی مالاریــا بــه کمــک 

هاي آزمایشگاهی مشکل و در بعضـی مـوارد غیـر ممکـن     تست
باشد، استفاده از مارکرهاي مولکولی که درارتباط با مقاومت می

در جهــت شناســایی ســاختار  يابــزار مفیــد ،دارویــی هســتند
، 4(باشـد  هاي پلاسمودیوم ویواکس مـی ها در ایزولهاسیونموت
پریمتامین و سولفادوکسین از پرکاربردترین داروهاي آنتـی  ). 5

بـا  . گذارنـد مالاریا هستند که روي مسیر تولید فولات اثـر مـی  
ها، تبـدیل گلایسـین بـه    قطع مسیر فولات توسط آنتی فولات

در یـدا کـرده و   سرین و نیزسنتز متیونین احیا شـده کـاهش پ  
 DNA نهایت باعث افت مقـدار تیمیـدیلات و هماننـد سـازي     

براي پلاسمودیوم فالسی پـاروم و پلاسـمودیوم   ). 7، 6(شود می
کننـد، مقاومـت   ویواکس که به طور طبیعی انسان را آلوده مـی 

ــه     ــا مشــخص شــده اســت ک ــی مالاری ــاي آنت ــر داروه در براب
ت در حـال گسترشـی   مقاوم ـ "پلاسمودیوم فالسی پاروم تقریبا

نسبت به تمام داروهاي آنتی مالاریا که در حال حاضر استفاده 
-نقطـه مقاومت به فنسیدار به وسیله جهش ). 8(می شود دارد 

هــاي دي هیــدرو فــولات ردوکتــاز و دي    اي خــاص در ژن
گیرد و به ترتیب باعث مقاومت هیدروپتروآت سنتاز صورت می

پـنج کـدون مطـرح    . شـود  به پریمتامین و سولفادوکسین مـی 

در ژن دي هیـــــــدروپتروآت  585و  553، 512، 383، 382
در ارتبـاط بـا مقاومـت     )Pvdhps( سنتاز پلاسمودیوم ویواکس

موتاسیون در ایـن ژن و شـیوع   . انگل به سولفادوکسین هستند
باعـث افـزایش    "احتمـالا  553و  383موتاسیون در دو کـدون  

وجـود یـا عـدم وجـود     بررسی ). 9-11(شود سطح مقاومت می
ــدون  ــیون در ک ــت در ژن دي   موتاس ــا مقاوم ــرتبط ب ــاي م ه

هاي پلاسمودیوم ویواکس استان هیدروپتروات سنتاز، در نمونه
     .هرمزگان هدف اصلی این تحقیق بود

  
  مواد و روشها

از بیماران مبتلا بـه مالاریـا کـه بـه مراکـز بهداشـتی درمـانی        
ند، بودمراجعه کرده  شهرهاي میناب و جاسک استان هرمزگان

هاي نمونه خون مثبت پلاسمودیوم ویواکس در لوله 118تعداد 
ــاوي  ــال  EDTAح ــا  1386در س ــریفی و   1387ت ــط ش توس

درجـه سـانتی    -20و در فریـزر  ) 13 ،12(همکاران تهیه شـد  
گراد در گـروه انگـل شناسـی و قـارچ شناسـی دانشـگاه علـوم        

ن مطالعه ژن دي پزشکی شهید بهشتی نگهداري شدند و در ای
 .  ها بررسی شدهیدروپتروات سنتاز بر روي همان نمونه

 DNAاز شرکت سـیناژن جهـت اسـتخراج     DNGplusاز کیت 
میکرولیتـر از نمونـه    100. پلاسمودیوم ویواکس اسـتفاده شـد  

مخلـوط و بـا توجـه بـه      DNGمیکرولیتر محلول  700خون با 
 DNAر جهت تخمین مقـدا . استخراج شد DNAمنوال شرکت 

 اسپکتروسکوپی اولتراویولـه  از دو روش تعیین غلظت با دستگاه
بـا روش ژل الکتروفـورز      DNA و تخمین غلظت نمونـه هـاي  

  . استفاده شد
جهـت تکثیـر    یک جفـت پرایمـر خـارجی   از  PCRبراي انجام 

پیـروات کینـاز  دي هیـدروپترات سـنتاز      ژن bp  1354قطعـه 
بـا اسـتفاده از     (P. vivax pppk-dhps)پلاسـمودیوم ویـواکس  

ســـکانس ژن موجـــود در بانـــک ژن بـــا شـــماره دســـتیابی   
AY186730  با استفاده از یـک جفـت   ). 1جدول (استفاده شد

نوکلئوتیدي  705یک قطعه   Nested-PCRپرایمر داخلی جهت 

  

 ترادف نوکلئوتیدهاي پرایمرهاي خارج و داخلی ژن هیدروپترات سنتاز پلاسمودیوم ویواکس. 1جدول 

 اندازه قطعه ترادف نوکلئوتیدي پرایمرها نام پرایمر
VDHPS-OF 5'- ATTCCAGAGTATAAGCACAGCACATTTGAG-3' 1345 bp 
VDHPS-OR 5'- CTAAGGTTGATGTATCCTTGTGAGCACATC-3' 
VDHPS-NF 5'-AATGGCAAGTGATGGGGCGAGCGTGATTGA-3' 705  bp 
VDHPS-NR 5'- CAGTCTGCACTCCCCGATGGCCGCGCCACC-3' 
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ــا اســتفاده از کیــت  PCR. تکثیــر یافــت از شــرکت  PreMixب

INTRON Biotechnology (Cat.No: 25026, 96)     بـا دمـاي
درجـه   65گراد براي قطعه خارجی و درجه سانتی 58آنیلینگ 

  . سیکل انجام گرفت 30گراد براي قطعه داخلی در سانتی
بر روي ژل الکتروفـورز   PCRباندهاي قطعه تکثیر یافته پس از 

رنگ آمیزي اتیـدیوم  درصد با دستگاه ترانس ایلومیناتور با  5/1
نمونـه  . مشـاهده شـدند   ژل آگارزبروماید و الکتروفورز بر روي 

داراي بانـد قابـل قبـول بودنـد، جهـت       PCR که با انجامهایی 
کلیه  PCRبررسی موتاسیون احتمالی، نوکلئوتیدهاي محصول 

در مرکز تحقیقات بیماریهـاي گـوارش و کبـد تعیـین     ها نمونه
 GenBankتوالی شدند و با نمونـه هـاي اسـتاندارد موجـود در     

   . مقایسه شدند
  
  هاافتهی

نمونه خون آلوده به پلاسـمودیوم ویـواکس از دو    118از تعداد 
نمونه  46منطقه میناب و جاسک در استان هرمزگان به ترتیب 

از ایـن  . نمونه دیگـر بـه جاسـک تعلـق داشـت      72به میناب و 
. زن بودنـد %) 33( بیمـار  39، مـرد و  %)67(بیمـار   79تعـداد،  

%) 5/91(یـت آنـان را   سـال و اکثر  22میانگین سـنی بیمـاران   
هدف اصلی مطالعـه، بررسـی وجـود     . دادندها تشکیل میایرانی

 585 و 553، 512، 383، 382موتاسیون در پنج کدون اصـلی  
ــود   ــواکس ب ــمودیوم وی ــنتاز پلاس ــدروپترات س . در ژن دي هی

با  1شکل مورد از نمونه ها در  9تعداد  Nested-PCRمحصول 
کلیه ایزوله ها باند  .ده شده استنوکلئوتید نشان دا 705اندازه 

  .نشان دادند 1 شکلیکسان و مشابه با 
  

 
ایزوله  9تعداد  pvdhpsژن   bp 705تصویرالکتروفورز قطعه . 1شکل

  استان هرمزگان پلاسمودیوم ویواکس
M: 100bp DNA Ladder; Numbers: The isolated numbers   
PC: Positive Control; NC: Negative Control 

  

نوکلئوتیـدي   705ها که یـک قطعـه   کلیه نمونه PCRمحصول 
هاي مورد مطالعه هیچ گونـه  در نمونه . بود، تعیین توالی شدند

و سکوئنســینگ دیــده  PCRموتاســیونی بــا اســتفاده از روش  
داراي %)  54/2(سـه ایزولـه    ،نمونـه  118اما در بین ایـن  . نشد

ودنـد کـه   ب 421موتاسـیونی گـزارش نشـده در کـدون جدیـد      
هـا هرسـه در   این ایزوله. آمده است 2مشخصات آنها در جدول 

سـکانس سـه ایزولـه    . یک جایگاه و داراي یک موتاسیون بودند
هـاي موجـود در   پلاسمودیوم ویواکس با توالی نوکلئوتیدي ژن

را براي اولین بار در این مطالعه  421بانک ژن تفاوت در کدون 
بود که  GTGیزوله غیر موتانت توالی این کدون در ا. نشان داد

در اثــر ایــن . شــده بــود GAGدر ایزولــه موتانــت تبــدیل بــه 
اسید آمینه والین به اسید آمینـه گلوتامیـک اسـید     ،موتاسیون
هـاي  نمونـه مینـاب و یکـی از نمونـه     سـکانس  .شودتبدیل می

ــک در  ــماره   GneBankجاسـ ــا شـ ــت و بـ و  AB609599ثبـ
AB609600 یچ کـدام از افـراد مثبـت    ه .قابل دستیابی هستند

  .سابقه مسافرت به کشورهاي افغانستان و پاکستان را نداشتند
  

هاي موتانت در استان هرمزگان درکدون مشخصات ایزوله .2جدول 
  از ژن دي هیدروپترات سنتاز پلاسمودیوم ویواکس 421

 سن جنس محل زندگی بیمار ملیت کد ایزوله
ShH(PV)17M-IR* 9 مرد میناب ایرانی 

ShH(PV)54J-IR 20 مرد جاسک ایرانی 
ShH(PV)70J-IR 14 زن اطراف جاسک ایرانی 

* Sh:Sharifi, H:Haghighi, Pv:Plasmodium vivax, M:Minab, 
J:Jask, Numbers: The isolated numbers, IR: Iran 

  
  بحث

ظهور مقاومت به کلروکین در پلاسمودیوم ویـواکس در برخـی   
جهان که بـه سـرعت در حـال گسـترش      از مناطق مالاریا خیز

گزینی داروهاي ضـد   است موجب توجه محققین به لزوم جاي
سالهاسـت کـه از   ). 3(مالاریاي ویواکس شده اسـت   مالاریا در

گــزارش مقاومــت دارویــی در پلاســمودیوم فالســی پــاروم بــه  
هـاي  هاي آنوفل انگلکلروکین در ایران گذشته است و لذا پشه

انـد  در سراسر مناطق مالاریا خیز منتقل کـرده مقاوم به دارو را 
رغم این که سولفادوکسین  براي درمان پلاسمودیوم علی). 14(

شـود، امـا مشـاهده موتاسـیون     ویواکس در کشور استفاده نمی
در ژن دي هیــدروپتروات ســنتاز  ) هــاي چــاپ نشــده  داده(

کنـد  پلاسمودیوم ویواکس در چابهار و مناطق اطراف ثابت مـی 
کــه پلاســمودیوم ویــواکس بــه نحــوي در معــرض داروي      

در ایـن  . سولفادوکسین در جنوب شرقی ایران قرار گرفته است
ایزولــه پلاســمودیوم ویــواکس هیچگونــه     118مطالعــه در 
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هاي میناب و جاسک  مشاهده نشد، ولـی  موتاسیونی در ایزوله
دیـده   Pvdhpsدر ژن  421 سه ایزوله موتانت در کدون جدیـد 

، که ممکن است آغاز بروز موتاسیون در این ژن )2جدول ( شد
. هاي شـناخته شـده در ایـن منطقـه باشـد     و احتمالاً در کدون

ــال   ــدایی در س ــات ابت ــی   1959مطالع ــت ذات حــاکی از مقاوم
در آن زمـان بـا   ). 15(پلاسمودیوم ویواکس بـه فنسـیدار بـود    

کین، هاي پلاسمودیوم فالسی پاروم مقاوم بـه کلـرو  ظهور سویه
ــیکلوگوآنیل و     ــل، س ــد پروگوآنی ــولات مانن ــی ف ــاي آنت داروه
پریمتامین بـه عنـوان داروي جانشـینی کلـروکین و یـا حتـی       
پیشگیري از مالاریا در مناطقی که هـر دو گونـه پلاسـمودیوم    
فالسی پاروم و ویواکس وجود داشت مورد استفاده وسـیع قـرار   

ان و یـا  امـا بـه زودي مـوارد زیـادي از شکسـت درم ـ     . گرفتند
شکست در پیش گیري بیماري در مورد پلاسمودیوم ویـواکس  

ها را متقاعـد کـرد   این امر بعضی از مالاریالوژیست. گزارش شد
که این انگل به طور ذاتی به داروهاي ضد فولات مقـاوم اسـت   

صورت گرفت خلاف این مطلب  "اما با مطالعاتی که بعدا). 15(
ت پلاسـمودیوم ویـواکس   مقاوم "محققین قبلا). 16(ثابت شد 

       بــه فنســیدار را بــه دلیــل مقاومــت ذاتــی انگــل بــه ایــن دارو  
هـاي اخیـر نشـان داد کـه     دانستند، امـا مطالعـات در سـال   می

 اي در ژنهـاي نقطـه  مکانیسم درگیر در مقاومت شامل جهش
pvdhfr وpvdhps  سولفادوکسـین  ). 18 ،17، 6، 3(باشد می- 

هاي ناشی از براي درمان عفونت "عمولام )فنسیدار(پریمتامین 
شود، اما به دلیـل رایـج بـودن    پلاسمودیوم ویواکس تجویز نمی

عفونت توام با پلاسـمودیوم فالسـیپاروم و مشـکلات تشـخیص     
صحیح، درمان آن با فنسیدار نیـز ممکـن اسـت صـورت گیـرد      

هر چند در این مطالعه ارتباط وجـود موتاسـیون در   ). 23-21(
و بروز مقاومـت بـه سولفادوکسـین در منـاطق      کدون اصلی 5

مورد بررسی دیده نشد، اما با استناد بـه موتاسـیون در کـدون    
 و مشــاهده ایزولــه داراي دابــل موتاســیون در ژن 421جدیــد 
Pvdhfr  ــا در در همـــین ایزولـــه 117و  58در دو کـــدون هـ

کـه باعــث مقاومـت بــه   ) هـاي گــزارش نشـده  داده(هرمزگـان  
توان گفـت کـه مقاومـت پلاسـمودیوم     د، میشوپریمتامین می

ویواکس به فنسیدار در هرمزگان ممکـن اسـت در حـال بـروز     
اگرچه احتمال بروز مقاومت بـه پریمتـامین    ،در هر حال. باشد

در جنوب ایران قابل توجه است، به دلیل استفاده هم زمان آن 
با سولفادوکسین در داروي فنسیدار و تقویـت اثـر ایـن دو دارو    

مجاورت یکدیگر هم چنان امکان ادامه استفاده از فنسـیدار  در 
وجود دارد، مگر این که مقاومت به سولفادوکسین نیـز روز بـه   

  . روز افزایش پیدا کند
  

  تشکر و قدردانی 
این مقاله برگرفته از پایان نامه دانشـجویی مقطـع کارشناسـی    
ارشد انگل شناسی و طرح تحقیقاتی مصوب دانشـکده پزشـکی   

 30/5/1389مصوب مـورخ   31642/13شماره بهشتی با  شهید
است که در گروه انگل شناسی و قارچ شناسـی دانشـگاه علـوم    

ــه از . پزشــکی شــهید بهشــتی انجــام گرفــت نویســندگان مقال
همکاري حوزه معاونت محتـرم پژوهشـی دانشـکده پزشـکی و     
کلیه همکاران و کارشناسان گروه انگل شناسی و قارچ شناسـی  

   .نمایندر و قدردانی میپزشکی تشک
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