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 با ها يي ليشمانياي جدا شده از پشه خاكها هتعيين هويت گون شناسايي و

  (rDNA) ، ريبوزومال(kDNA)استفاده از سه جايگاه كينتوپلاست 

 B (CPB) و سيستئين پروتئاز
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  27/7/87 :تاريخ پذيرش  1/5/87 :تاريخ دريافت

  كيدهچ

لكولي در تحقيقات مختلف اپيدميولوژيكي بيمـاري لـشمانيوز احـشايي از جملـه            وامروزه از اپيدميولوژي م   : هدف
  . شود ميي استفاده تعيين ناقلين بيمار

هـاي ريبـوزوم و       هاي غيرقابل ترجمه ژن     ، بخش DNA از سه جايگاه كينتوپلاست    اين مطالعه    در: ها مواد و روش  
ي هـا  پـشه خـاكي  هاي انگـل در     هاي ليشمانيا براي تعيين آلودگي و هويت گونه          ژنوم انگل  B ژن سيستئين پروتئاز  

اسـتفاده  در كـشور اسـت،   ) كالاآزار(بومي بيماري لشمانيوز احشايي  ترين كانون مهماستان اردبيل كه  منطقه گرمي
  .شده است

ي ريبوزوم و سيـستئين  ها ني غيرقابل ترجمه ژها ش بخ،DNA كينتوپلاستژنوم مطالعه نشان داد كه  نتايج :نتايج
عيين هويـت اعـضاي      شناسايي كمپلكس دونواني و ت     ،ي اوليه ها  ي تعيين لپتوموناد يا بررس    برايترتيب   به B پروتئاز

اين مطالعه براي اولين بار ثابت نمود كه در منطقه مورد مطالعـه هـر دو عـضو                  . ندهستكمپلكس دونوواني مناسب    
ي هـا   يارند و هر دو انگل توسط پشه خـاك        وجود د  كمپلكس دونوواني يعني ليشمانيا دونوواني و ليشمانيا اينفانتوم       

 .كنند ال پيدا ميانتقترانس كوكازيكوس فلبوتوموس پرفيليوي 

بـا توجـه بـه    .  اسـت  ايـران در ليشمانيا دونوواني به ها ياين اولين گزارش از آلودگي طبيعي پشه خاك: گيري نتيجه
 ضـروري اسـت     ،استليشمانيا اينفانتوم   شناسي كاملاً متفاوت از      داراي اكولوژي و زيست    ليشمانيا دونوواني كه   اين

  .دشوونه از كمپلكس در اپيدميولوژي بيماري در منطقه و كشور انجام كه مطالعات بيشتري درباره نقش اين گ
  

  .B  ريبوزومال، سيستئين پروتئازDNA كينتوپلاست، DNAكالاآزار، پشه خاكي، : كليدواژگان
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   مقدمه-1

 هـا   ي از بيمـار   اي  عـه  مجمو (Leishmaniose)ليشمانيوزها  
 متعلق  ي داخل سلولي اجباري تاژكدار    ها  لهستند كه توسط انگ   

  گونـه  30از  . شوند  مي ايجاد   (Leishmania) به جنس ليشمانيا  
 گونـه آن از لحـاظ       10 شده، حـدود     گذاري  نامانگل ليشمانياي   

 هـا   يايـن بيمـار   . ]1[ند  هستپزشكي و دامپزشكي حائز اهميت      
   بـومي در تمـام نقـاط جهـان حـضور داشـته و بـار                صـورت   به

 هـا  ن آ(Disability-adjusted life years: DALYs) تحميلي
 مـورد مـرگ و ميـر در سـال     59000 مورد ناتواني و   2357000

ــت   ــده اس ــزارش ش ــار . ]3، 2[گ ــن بيم ــا ياي ــه ه ــورت ب  ص
شـونده تـا     ي جلدي خود به خود بهبود     ها  ميي، از زخ  ها  ننشانگا

اشكال احـشايي بيمـاري     . شوند  ميم احشايي كشنده ظاهر     ئعلا
ــ ــط انگ ــا لتوس ــشمانيا ه ــپلكس لي ــه كم ــق ب ــوواني ي متعل  دن

(Leishmania donovani complex)با توجه بـه  . شوند  ايجاد مي
اپيدميولوژي و اكولوژي بيماري از جمله عامل، ناقل، مخزن بيمـاري           

اي،   هاي سني درگير، بيماري به چهار تيپ هندي، مديترانه          و نيز گروه  
 احشايي در ايران    زليشمانيو. ]4[شود    آفريقايي و آمريكايي تقسيم مي    

ــوع از  و تيــپ ZVL (Zoonotic Visceral Leishmaniasis) ن
 به جـز سيـستان و بلوچـستان         اي است كه در تمام كشور       مديترانه

چهــار . ]5[ود دارد وجــ (Sporadic)اســپوراديك  صــورت بــه
شـهر، گرمـي و      مـشكين (ي اردبيل   ها  نكانون عمده بيماري استا   

 ،)ودشـت قير، كارزين، جهـرم، فيروزآبـاد و مر       ( فارس   ،)اردبيل
برازجـان و   (و بوشـهر    ) اهر، كليبر و آذرشهر   (آذربايجان شرقي   

  .ندهست) خورموج
 

ي هـا   يناقلين بيماري در كانون شمال غرب كشور پشه خاك        
 و (Phlebotomus perfiliewi transcaucasicus)فلبوتوموس پرفيليوي 

و در كــانون جنــوب  (P.kandelakii)فلبوتومــوس كانــدلاكي 
  ، فلبوتومـوس  (P.alexandri)الكـساندري   كشور فلبوتومـوس    

  

 (P.keshishiani) و فلبوتوموس كشيشياني     (P.major)ماژور  
سـانان ديگـر      مخزن اهلي بيماري و سگ     ها  گس. ]7،  6[ند  هست

مانند گرگ، روباه و شغال مخـازن وحـشي بيمـاري محـسوب             
   مخزن بيماري   عنوان  بهي اخير   ها  لجوندگان نيز در سا   . شوند  مي

  

براساس آمار مركز مديريت مبـارزه      .  ]8،  5[ اند  هوجه بود مورد ت 
 1377-1385ي  هـا   لي وزارت بهداشـت طـي سـا       هـا   يبا بيمار 
 مـورد   624 مورد بيماري در ايران گزارش شده كه         2056تعداد  

  .استمربوط به استان اردبيل ) درصد 30(آن 
ــوم ميكروســكوپي و ــات   دو روش مرس ــه حيوان ــق ب تزري

جداسازي انگل از طريق محـيط كـشت        حساس آزمايشگاهي و    
براي تعيين و تخمين ميزان آلـودگي حـشرات ناقـل و مخـازن              

هر دو روش فوق سخت، طولاني مدت،       . روند كار مي  بيماري به 
ند و از طـرف ديگـر بـه لحـاظ شـباهت             هستكاربر و غيردقيق    

، ارزش تشخيـصي ايـن دو       ها  ه و زيرگون  ها  هشناختي گون  ريخت
ايـستي از مطالعـات تكميلـي ماننـد آنـاليز           روش پايين بوده و ب    

ي مونوكلونـال بـراي تعيـين گونـه و          ها  يباد  يا آنتي  ها  مايزوآنزي
در ايـن   . ]9[د  شـو ي انگل جداسازي شـده اسـتفاده        ها  هزيرگون

ي محـيط كـشت و از بـين         هـا   يميان مشكلات مربوط به آلودگ    
ز بر بودن روش آنالي    ي جداشده و نيز گراني و زمان      ها  لرفتن انگ 
تــرين مــشكلاتي هــستند كــه مطالعــات   از عمــدههــا مايزوآنــزي

ي نـوين   هـا   شرو. آزمايشگاهي كلاسيك بـا آن مواجـه هـستند        
كدام از اين مشكلات را نداشـته و          هيچ PCRمولكولي مبتني بر    

 بافـت آلـوده، قـادر بـه     DNAمستقيماً با استفاده از مقدار كمي      
بـسته بـه    . ]11،  10[ هـاي ليـشمانيا هـستند       رديابي و شناسايي انگـل    

شـده ژنـوم انگـل تكثيـر          هاي متغير يا حفاظـت      اهداف مطالعه بخش  
منظــور تــشخيص آلــودگي لپتومونــادي از  عمومــاً بــه. شــود مــي

 هاي كوچك  مانند حلقه(Tandem Repeat)هاي تكراري  توالي
(minicircle) DNA كينتوپلاســت (Kinetoplast DNA: kDNA) 

 جـنس يـا گونـه       هـا در سـطح      ن تـوالي   انتخاب اي  .شود  استفاده مي 
به تعداد حدود   ها    ين حلقه  ا .شود  موجب افزايش حساسيت روش مي    

تشخيص اوليه آلودگي لپتومونادي   براي  ليشمانيا    در هر سلول   10000
هـا در سـطح       براي تفكيك نمونـه   . ها بسيار مفيد است     در پشه خاكي  
وم و سيستئين    ريبوز DNAهايي مانند     تر از آن، از بخش      گونه و پايين  

  .]12[ شود  استفاده مي(Cysteine protease)پروتئاز 
 ITS قطعـات    PCR طـول محـصول      يكسان بـودن  علت   به

(Internal Transcribed Spacer)  ژن ريبوزوم(rDNA) ]5[ 
،  براي سه نوع انگـل ليـشمانيا دونـوواني         ]DNA ]9 كينتوپلاست   و
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  (L. tropica) تروپيكا و ليشمانيا(L. infantum)ليشمانيا اينفانتوم 
 يـا   لازم است با تعيين توالي    ) عوامل ايجادكننده ليشمانيوز احشايي   (

 هويـت انگـل مـشخص        اختصاصي ديگـر   (Primers) آغازگرهاي
بخـشي از    و همكاران با استفاده از آغازگرهـاي         (Hide) هايد. شود

كـه   B (Cysteine protease B: CPB)ژن سيستئين پروتئاز نـوع  
 اختـصاصي  F اختـصاصي ليـشمانيا اينفـانتوم و كپـي          E كپيداراي  

 ليشمانيا دنوواني و ليشمانيا اينفانتوم هاي  انگل. استليشمانيا دنوواني
ي ليـشمانيا  هـا  از ساير انگلديگر و  باز از هم  جفت39 را با اختلاف

  ، ليـــشمانيا مكـــسيكانا(L. major)تروپيكـــا، ليـــشمانيا مـــاژور 
(L. mexicana)  برازيلينـسيس  ، ليـشمانيا(L. braziliensis) ،
 (L. tarentolae) ليشمانيا تارنتولا ،(L. guyanensis) ليشمانيا گاياننسيس

ــسوني   ــشمانيا لينـ ــا(L. lainsoni)و ليـ ــه و تريپانوزومـ اي   بروسـ
(Trypanosoma brucei)  اي  كـروزه تريپانوزومـا  و(T. cruzei) 

  .]13[نمودند راحتي تفكيك  به
هاي   حلقه (Loci)هاي  جايگاهPCRا استفاده از در اين مطالعه ب

اي   كوچك ژنوم سيتوپلاسـميك كينتوپلاسـت و دو جايگـاه هـسته           
و  (ITS-rDNA) هاي ريبوزوم   هاي غيرقابل ترجمه ژن     شامل بخش 

 ژنوم ليشمانيا آلـودگي لپتومونـادي، آلـودگي بـه كمـپلكس             CPBژن  
 مانيا دونـوواني  هاي ليش   دنوواني و در نهايت تعيين هويت قطعي انگل       

هاي منطقه گرمي استان اردبيـل بررسـي          پشه خاكي  و ليشمانيا اينفانتوم  
تعيـين   CPBs و   ITS-rDNAهـاي      جايگـاه  PCRمحصولات  . شد

 (Genbank)هاي موجـود در بانـك ژنـي     شده و با ساير توالي توالي
  .دشها مشخص  مقايسه و روابط فيلوژني آن

  

  ها ش مواد و رو-2

   نمونهآوري جمعد مطالعه و  منطقه مور-2-1

 شهرستان استان اردبيل اسـت كـه   10شهرستان گرمي يكي از   
براسـاس مطالعـات   . استان واقع شده است در حدود شمال شرقي

 و نيز آمارهـاي منتـشره       ]5[ سرواپيدميولوژي انجام شده در منطقه    
 شـده و   مناطق با آلودگي بالا شناساييتوسط مركز بهداشت گرمي 

هاي مشكوك بـه آلـودگي از سـه ايـستگاه             شه خاكي آوري پ   جمع
و سه ايستگاه   ) سي  تپه  خانلو و شاه    روستاهاي كلانسرا، حمزه  (ثابت  

انجـام  ) كنـدي   كندي، سروآغاجي و قاسـم      سيروستاهاي حِ (متغير  
آلـودگي  و  ها    براساس مطالعات قبلي، پيك فعاليت پشه خاكي      . شد
هـا بـا      د پـشه خـاكي    صـي . ها به انگل در اواسط تابستان اسـت         آن

و اماكن  ) انساني و حيواني  (استفاده از تله چسبان در اماكن داخلي        
ها،    بعد از شستشوي نمونه    .انجام شد ) مصنوعي و طبيعي  (خارجي  

 جدا و سـر و انتهـاي        DNAمنظور استخراج     قسمت مياني بدن به   
بدن نيز براي شناسايي گونه پشه خاكي با استفاده از محلول پوري            

(Pori)مونته شد .  

 
ــتخراج -2-2 ــاك DNA اس ــشه خ ــا ي پ  و ه

  PCRي ها شواكن

 ـ         ي اسـتريل بـه كمـك       هـا   هبدن پـشه خـاكي در داخـل لول
 DNA آن استخراج    دنبال  بهي كاملاً خرد شده و      ا  شه شي يها  هميل
د شو همكاران انجام     (Aransay)روش تعديل يافته آرانساي      به
تشوهاي متوالي  در اين روش عليرغم فرايند طولاني و شس       . ]9[

DNA         كـه بـا     شـود   مـي كاملاً خالص و با كيفيت عالي حاصل 
. توجه به حجم كوچك بدن پشه خـاكي بـسيار سـودمند اسـت       

  اينفـانتوم  )دونـوواني ( ليشمانيا  استاندارد سويه DNAهمچنين  
  

(L.d.infantum) (AY896776) MHOM/FR/87/LEM1098  
  

  وانيدونــــو )دونــــوواني( ليــــشمانيا  اســــتانداردســــويهو 
  

(L.d.donovani) (AY896785) MHOM/ET/00/HUSSEN  

  

ــر  ــرف دكتــ ــتاد از طــ ــد اســ ــوليرهايــ ــشگاه مونتپــ   دانــ
(Montpellier University)  فرانسه براي نويسندگان مقاله ارسـال 

. عنوان كنترل منفي اسـتفاده شـد        هاي نر به    پشه خاكي  DNAاز  . شد
مـان   آل Fermentasبـازي شـركت        جفـت  100 (Marker)نشانگر  

  . استفاده شدPCRگيري طول محصولات  عنوان معيار اندازه به

  

 Semi-nested PCR با  تعيين آلودگي لپتومونادي-2-3

  يهـــا شواكـــنبـــراي تعيـــين آلـــودگي لپتومونـــادي از 
Semi-nested PCR تكثير جايگاه و kDNA اين . دشفاده تاس

 اي  عـه  اسـت كـه در مرحلـه اول، قط         اي  لـه يك واكنش دو مرح   
   از ژنوم هـدف تكثيـر شـده و در مرحلـه دوم بـا كمـك                 بزرگ
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تر سـاخته    تر از روي قطعه بزرگ      كوچك اي  عهمحصول اوليه قط  

 به ايـن منظـور از آغازگرهـاي طراحـي شـده توسـط               .شود  مي

ي ليـشمانيا دونـوواني،     هـا   لبـراي انگ ـ  كه  آرانساي و همكاران    

  نــسيسليــشمانيا اينفــانتوم، ليــشمانيا تروپيكــا، ليــشمانيا آمازون 

(L. amazonensis) ليشمانيا برازيلينسيس، ليشمانيا مكـسيكانا ، 

 ي ليشمانيا ماژور  ها  لبراي انگ   و باز  جفت 720 طول  بهمحصولي  

 650 طـول  بـه محـصولي   (L. aethiopica)تيوپيكا او ليشمانيا 

  .]9[د ش، استفاده دنماي ميايجاد  باز جفت

  

  ITS-rDNA جايگاه PCRي ها ش واكن-2-4
هايي كه در     هاي ليشمانيا در مورد نمونه      تعيين هويت انگل  براي  

 تكثيـر و مثبـت    kDNA، جايگاهSemi-nested PCRهاي  واكنش
.  استفاده شـد   ITS-rDNA جايگاه   PCRهاي    واكنششده بودند از    

 بخشي از ژنوم هسته است كه در سطح گونه يكنواختي  rDNAژن
 .ي مختلف متغير اسـت ها گونه دهد اما طول و توالي آن در        نشان مي 

ــاپوليلو   آغازگرهــايي معرفــي) 1995( و همكــاران (Cupolillo)ك
  هـاي ليـشمانيا تكثيـر        را در تمـامي گونـه      ITSاند كـه قطعـه        نموده

  .ي مختلف ژنوم انگل ليشمانياها ش در تكثير بخبرنامه حرارتي مورد استفاده، مواد مورد نياز و  آغازگرها مشخصات1جدول 

نام آغازگر
ايگاه ج

  هدف
 ’3-’5توالي 

  آغازگر
)ميكرومول(

dNTPs 
 )ميكرومول(

DNA  
 )ميكرومول(

   آغازگراتصال
)گراد درجه سانتي و زمان(

  حجم
)ميكرومول(

ها چرخه

LINR4  GGGGTTGGTGTAAAATAGGG1  
LIN17  TTTGAACGGGATTTCTG2/0  

  17  10   ثانيه52/30  1  200

LIN19  
kDNA  

CAGAACGCCCCTACCCG1  200  -  58/3033  90   ثانيه  

IR1  GCTGTAGGTGAACCTGCAGC-
AGCTGGATCATT

1  

IR2  
rDNA-

ITS  GCGGGTAGTCCTGCCAAACA-
CTCAGGTCTG

1  
  37  20   ثانيه58/30  1  250

LinfRR CGTGCACTCGGCCGTCTT3/1  
LinfFF 

CPB  
CGTGACGCCGGTGAAGAAT3/1  

  30  30   دقيقه61/1  2  160

  

 گونه مختلف صيد شده از اماكن مختلف انـساني، حيـواني و طبيعـي منطقـه           13 نمونه پشه خاكي نر متعلق به        1878 نمونه پشه خاكي ماده و       1569 مشخصات   2جدول  
 ها نكه نرهاي آ الي از هم قابل تفكيك نيستند در ح(Chinensis group)  چايننسيس گروپي گونهها هماد. گرمي استان اردبيل به تفكيك نر و ماده و آلودگي ليشمانيايي

  داكتـوس   فلبوتومـوس لانگـي   و(P. halepensis)، فلبوتومـوس هالپنـسيس   (Phlebotomus brevis) شامل فلبوتومـوس بـرويس   ها نقابل تفكيك بوده و سه گونه از آ
(P. longiductus)در منطقه شناسايي شد .  

  نرها  ها هماد
  درصد  تعداد  گونه  نمونه مثبت  درصد  تعداد  گونه

  97/60  1145  فلبوتوموس پرفيليوي  9  80/60  954  وتوموس پرفيليويفلب
  فلبوتوموس توبي  ---  ---  ---  -----

(P. tobbi) 
52  77/2  

  51/3  66  فلبوتوموس برويس
  27/0  5  فلبوتوموس هالپنسيس

  1  35/8  131  چايننسيس گروپ

  05/0  1  داكتوس فلبوتوموس لانگي
  فلبوتوموس پاپاتاسي

(P. papatasi) 
  73/8  163  فلبوتوموس پاپاتاسي  1  3  47

  35/3  63  فلبوتوموس كاندلاكي  1  87/2  45 فلبوتوموس كاندلاكي
  فلبوتوموس سرژنتي

(P. sergenti) 
  04/8  151  فلبوتوموس سرژنتي  0  05/2  32

  77/2  52  فلبوتوموس الكساندري  0  06/0  1 فلبوتوموس الكساندري
  فلبوتوموس مونگولنسيس

(P. mongolensis) 
  27/0  5  فلبوتوموس مونگولنسيس  0  06/0  1

  سرژنتوميا دنتاتا
(S. dentata) 

  43/1  27  سرژنتوميا دنتاتا  2  95/19  313

  سرژنتوميا سينتوني
(S. sintoni)  

  56/7  142  سرژنتوميا سينتوني  0  8/2  44

  سرژنتوميا پالووسكي
(S. pawlowsky)  

  0  0  سرژنتوميا پالووسكي  0  06/0  1

  100  1878  جمع  14  100  1569  جمع
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  باز  جفت720

اي   اين آغازگرها اختصاصي جنس ليشمانيا بـوده و قطعـه         . نمايد  مي
  .]14[نمايند  باز ايجاد مي  كيلو جفت1طول تقريبي  به
  

  CPB جايگاه PCRي ها ش واكن-2-5

براي شناسايي مستقيم انگل ليشمانيا اينفانتوم       در اين مطالعه  
 ايــن .شــداســتفاده ) 2006(از آغازگرهــاي هايــد و همكــاران 

اي   كمپلكس دونوواني بوده و قطعه    اعضاي  آغازگرها اختصاصي   
 Eكپـي  (باز بـراي ليـشمانيا اينفـانتوم        جفت 702طول تقريبي     به

ايجـاد  )  ژن Fكپي  (ليشمانيا دنوواني   باز براي      جفت 741و  ) ژن
 .]13[نمايند  مي

 و مقادير مـورد     ء اجزا ، آغازگرهاي مورد استفاده   مشخصات
  . آمده است1در جدول  ها نبرنامه حرارتي آو  ها شواكننياز 

  

  ها يتعيين توالي و آناليز توال -2-6

براي  CPBs و   ITSهاي    هايي از جايگاه     بخش PCRمحصول  
بـراي اطمينـان از   . آلمان ارسال شد Seqlab به شركتتعيين توالي 

 هاي موجود در    ها با توالي    ها و ميزان مشابهت آن      صحت توالي نمونه  
ــوالي  ــي، تـ ــك ژنـ ــرم  بانـ ــتفاده از نـ ــا اسـ ــا بـ ــزار  هـ  Blastافـ

)www.ncbi.nih.gov.org/blast ( بررسي  منظور  به .بررسي شدند 
 Maximum Parsimonyهـا از آلگـوريتم    روابط فيلوژنيك نمونـه 

 استفاده  ClustalW تعبيه شده در برنامه      Phylipافزار    موجود در نرم  
: فيلـوگرام   و Cladogram: كلادوگـرام  (هاي فيلوژني     شد و درخت  
Phylogram (افزار  به كمك نرمTree viewترسيم شدند .  

  

   نتايج-3

شناسي نشان داد كه در منطقـه گرمـي در            نتايج مطالعات حشره  
 از ســرژانتومياها گونــه 3( مختلــف  گونــه13زمــان مطالعــه،  

(Sergentomyia)   ود ج ـ وپشه خـاكي ) ها  گونه از فلبتوموس  10 و
ــه. )2جــدول  (دارد  فلبوتومــوس پرفيليــوي رســد كــه نظــر مــي ب

 با وفـور  (P. perfiliewi transcaucasicus)يكوس زكاوك نساتر
ناقـل اصـلي     ، درصـد  94/0 ميزان آلـودگي     ودرصد   61تقريبي  
  . در منطقه گرمي استان اردبيل باشد(Kala-azar) كالاآزار

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

بـاز     جفـت  534قايـسه   حاصـل از م   ) كلادوگـرام ( درخت فيلـوژني     1نمودار  

  در ه گرمي اردبيل  نطقهاي ليشمانيا دنوواني كمپلكس م       نمونه ITS2هاي    لياتو
هـاي دسترسـي      شـماره . ها  هاي موجود در بانك جهاني ژن       ايران و ساير نمونه   

 معـرف ليـشملنا     L.d. و كشور مبدأ نشان داده شده اسـت       نمونه در بانك ژني     
  .استتوم  معرف ليشمانيا اينفانL.iو  دونوواني

  

  M 8  7  6  5  4  3  2  1  

  

  

  
  
  
  
  

  

 لپتومونادهاي داخل   kDNA هاي كوچك    بخش حلقه  PCRمحصول   1 شكل

پـشه  هـاي      نمونـه  :5-1 هـاي   ستون. هاي منطقه گرمي اردبيل     معده پشه خاكي  

 دونـوواني )دونـوواني ( سـويه اسـتاندارد ليـشمانيا      :6سـتون   ؛  هاي آلوده   خاكي

(AY896785): MHOM/ET/00/HUSSEN ســويه اســتاندارد :7ســتون ؛ 

ــشمانيا ــوواني( لي ــانتوم  )دون   ؛MHOM/FR/87/LEM1098 (AY896776)اينف
 . Fermentasبازي  جفت100نشانگر  :Mو ) پشه خاكي نر(كنترل منفي  :8ستون 

  

-Semi پشه خاكي ماده بررسي شده توسط روش         1400از بين   

nested PCR   ،ثبـت و   نمونـه م 14 از طريق جايگـاه كينتوپلاسـت
  آلوده به لپتومونـاد مـشاهده شـد كـه محـصول واكـنش در حـدود                
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تواند   اين آلودگي لپتومونادي مي   ). 1شكل  (باز ايجاد شد       جفت 720
هاي ليشمانيا دونوواني، ليشمانيا اينفانتوم، ليـشمانيا         مخلوطي از انگل  

) ليشمانيا خزندگان  ((Sauroleishmania)تروپيكا و ساروليشمانيا    
 با آلودگي لپتومونادي براساس  پشه خاكي نمونه14مجموع از . باشد

kDNA   مورد با    11، تعداد PCR   بخش ITS      1020 با طول حـدود 
كننده آلودگي پشه   مورد بيان11اين ). 2شكل (مشاهده شد باز  جفت
هـاي    تـوالي . هاي كمپلكس ليشمانيا دونوواني است      ها به انگل    خاكي

بـا   جهـاني ژن      تعيين توالي و در بانك     ITS از بخش    ITS2قسمت  
 بــه ثبــت EU637924  الــيEU637914هــاي دسترســي  شــماره
هاي   ها با توالي    مقايسه آن  و   ITS2هاي بخش     بررسي توالي . رسيدند

هاي ايران  فيلوژني، نشان داد كه نمونه بانك ژني و نيز ترسيم درخت
د مـشابه    درص 100-99بوده و   ليشمانيا دونوواني   متعلق به كمپلكس    

  هــستند) اســپانيا، ايتاليــا و فرانــسه(هــاي جنــوب اروپــا  بــا نمونــه
علـت مـشابهت بـسيار بـالاي اعـضاي           بـه هرحـال بـه     ). 1نمودار  (

هـاي    توان مشخص نمود كـه نمونـه       كمپلكس براساس اين ژن نمي    
  . كدام عضو كمپلكس دونوواني هستندمتعلق بهايران 

 بـراي ژن    PCR نمونه فوق، واكنش     11براي تعيين هويت    
CPB اين آميز در    طور موفقيت  ه ب ها  ه عدد از نمون   7و تنها   ام  ج ان

  ).3شكل (واكنش مثبت شدند 
 

M  12  11  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

هـاي    لپتومونادهاي داخـل معـده پـشه خـاكي     ITS بخشPCRمحصول  2شكل 

  ؛آلــودههــاي  پــشه خــاكيهــاي   نمونــه:9-1 هــاي ســتون. منطقــه گرمــي اردبيــل

ــتون  ــشمانيا   :10س ــتاندارد لي ــويه اس ــوواني( س ــانتوم  )دون   (AY896776)اينف

MHOM/FR/87/LEM1098دونـوواني ( ليـشمانيا سويه اسـتاندارد     :11ستون   ؛( 

كنتـرل منفـي    :12ستون  ؛MHOM/ET/00/HUSSEN (AY896785) دونوواني

  .Fermentasبازي   جفت100نشانگر  :Mو ) پشه خاكي نر(

  M  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  كمــپلكس ليــشمانيا دنــوواني CPB بخــشي از ژن PCRمحــصول  3شــكل 

 اسـتاندارد   سـويه  :1سـتون    .ي منطقه گرمـي اردبيـل     ها  يداخل معده پشه خاك   

 ؛ MHOM/ET/00/HUSSEN (AY896785)دونـوواني   )دونـوواني (  ليشمانيا

ي يافـت شـده     باز  جفت 741 طول  به ليشمانيا دنوواني  :8-6 و   4-2هاي ستون

ترتيب مربوط به ليـشمانيا اينفـانتوم         به :9  و 5 هاي  ستون ها؛  يخاك در بدن پشه  

 )دونـوواني ( ليـشمانيا  و اينفـانتوم اسـتاندارد    ) ايران(يافت شده در اين مطالعه      
 702 طـــول بـــه  MHOM/FR/87/LEM1098 (AY896776)اينفـــانتوم

 يباز  جفت 100نشانگر :M و) خاكي نر  پشه( كنترل منفي    :10ستون   باز؛  جفت

  .Fermentasشركت 

  

 Fو  ) اينفـانتوم )دونـوواني (ليـشمانيا  (Eاين ژن داراي دو كپـي       
 39بوده و ايـن دو گونـه بـر مبنـاي            ) دونوواني  )دونوواني( ليشمانيا(

هـاي    اختلاف در طـول ژن از همـديگر و از سـاير انگـل             باز    جفت
نشان داد كه يـك     اين ژن    PCR نتايج   .قابل تفكيك هستند  ليشمانيا  
) Eكپـي   ( اينفـانتوم )دونوواني(ليشمانيا  مورد مثبت، گونه   7مورد از   

 مــورد بقيــه گونــه 6اي و  عامــل بيمــاري كــالاآزار تيــپ مديترانــه
عامل بيمـاري كـالاآزار تيـپ       ) Fكپي  ( دونوواني)دونوواني(ليشمانيا

بدين ترتيب در منطقه گرمي استان اردبيل يـا كـانون           . سوداني است 
صـورت همزمـان هـر دو         انيوز احشايي شمال غرب كشور به     ليشم

بـراي تأييـد نتـايح فـوق        . عضو كمپلكس دونوواني وجـود دارنـد      
هاي دسترسي  تعيين توالي و با شماره  CPB  ژنPCRمحصولات 

 EU637908 اليEU637913 در بانك جهاني ژن ثبت شدند.  
ي هـا   ي بـا تـوال    ها  نو مقايسه آ   CPBي ژن   ها  يبررسي توال 

 مانند سـاير    و دقيقاً  را تأييد نمود     PCRانك ژني درستي نتايج     ب
 بين باز جفت 39 اختلاف ،ي موجود در بانك جهاني ژنها  يتوال

بررسي .  مشاهده شدFي ها ي نمونه كپ6 و ساير Eه كپي ن نمو1

 بازجفت1020

  باز جفت702-741
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ي ايـن ژن نـشان داد كـه         هـا   يدرخت فيلوژني حاصـل از تـوال      
رابت بسيار نزديكي بـا      ايران مشابهت و ق    Fي  ها  يي كپ ها  هنمون
كپي  كه فريقايي كنيا، سودان و اتيوپي دارد در حاليآي ها هنمون

E    ليـشمانيا شـاگازي    ايران با (L.d.chagasi))     گونـه متـرادف
  ).2نمودار ( دارد  شباهتمريكاي جنوبي آ)ليشمانيا اينفانتوم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

 از  بـاز   جفـت  670ل از مقايـسه     حاص ـ) كلادوگرام( درخت فيلوژني    2نمودار  

 گرمـي   منطقـه نـوواني كمـپلكس     وي ليـشمانيا د   ها  ه نمون CPBsي ژن   ها  يتوال
ي هـا   هشـمار . ها  ني موجود در بانك جهاني ژ     ها  ه ايران و ساير نمون     در اردبيل

 معـرف   L.d. و كشور مبدأ نشان داده شده است      دسترسي نمونه در بانك ژني      
  .است توم ليشمانيا اينفان معرفL.iو ليشمانيا دونوواني 

 

  بحث -4

كنترل بيماري ليشمانيوز در منـاطق بـومي، نيازمنـد آگـاهي از             
اكولوژي و اپيدميولوژي انگل، ميزبان مخـزن و نيـز ناقـل بيمـاري              

در اين راستا شناسايي مخازن و جستجوي ناقلان آلوده يكـي           . دارد
. شـود  محـسوب مـي   از مشكلات اساسي مسئولين كنتـرل بيمـاري  

اي آلوده بـه انگـل، گـامي اساسـي در شناسـايي             ه  يافتن پشه خاكي  
به . هاي ناقل و نيز پتانسيل انتقال بيماري در مناطق بومي است گونه

هـاي ليـشمانيوز      لحاظ پايين بودن آلودگي انگلي در اغلـب كـانون         
هايي كه تمايل زيـاد بـه         احشايي يافتن لپتوموناد در بدن پشه خاكي      

)  :Anthropophilic sandfliesآنتروپوفيـل (خونخواري از انسان 
عنوان ناقـل احتمـالي بيمـاري معرفـي           دارند كافي است كه آن را به      

 فلبوتومـوس پرفيليـوي   هـاي     در اين مطالعه پشه خـاكي     . ]9[نمايد  
 ميـزان آلـودگي     و درصـد    61با وفـور تقريبـي      كوكازيكوس    ترانس
 منطقـه گرمـي   ر درصد نقـش اصـلي انتقـال كـالاآزار را د      1حدود  

تواند منجر به كنتـرل       مبارزه هدفمند با اين گونه مي     د و   نارعهده د   هب
  .بهتر و مؤثر بيماري شود

ي هـا   شدر مطالعات مختلف بسته به هدف مطالعـه از بخ ـ         
 بررسي  برايدر اين مطالعه    . شود  ميمختلف ژنوم انگل استفاده     

 ي كوچـك  هـا   ه حلق ـ اوليه و تعيين آلودگي لپتومونادي از بخش      
 مولكول در هر سلول بـوده و        10000 آن   كينتوپلاست كه تعداد  

 بـه   .دش ـ اسـتفاده    شود  مياي به هم تابيده ديده        شبكه صورت  به
لحاظ فراواني اين بخش از ژنوم، جـستجوي اوليـه ليـشمانياها            

اين بخش بسيار متغير بـوده      اگرچه  . بسيار آسان و مناسب است    
 800-600ي مختلف ليـشمانيا در حـدود        ها  هدر گون  و طول آن  

 ـ       اسـت  باز جفت ي مختلـف انگـل     هـا   ه و از آن در تفكيـك گون
اين تغييـرات در بـين افـراد        ولي   ،]12[ شود  ميليشمانيا استفاده   

تعيـين تـوالي ايـن بخـش        گونه هم گزارش شده است بنابراين       
  . سودمند نخواهد بودها ه تعيين هويت گونبرايو بوده مشكل 

 ـنمو (هـا   ل تعيين هويت انگ   منظور  بهدر اين مطالعه     ي هـا   هن
، از تـوالي    )ي كوچك كينتوپلاسـت   ها  همثبت شده از طريق حلق    

ي مختلف متغير است    ها  ه كه در گون   rDNA ژن   ITSبخشي از   
 كاملاً مناسب   ها  هاين ژن در تعيين هويت گون     . ]15[ دشاستفاده  

. رديي چنـداني نـدا    ااست ولي در سطح كمپلكس دونوواني كار      
 ITSادنـد كـه بخـش        و همكاران نشان د    (Schonian)ونيان  ش

نـوواني در مقايـسه بـا سـاير         وي متعلق بـه كمـپلكس د      ها  لانگ
. ]16[ كمتري دارنـد     (Polymorphism)چندشكلي  ليشمانياها  

  rDNA ژنITSي بخـش  هـا  ينتـايج حاصـل از مقايـسه تـوال    
 كـه ايـن بخـش از ژنـوم در          دهد  مينشان   موجود در بانك ژني   

 بـا . زم را ندارد  نوواني حساسيت لا  وتفكيك اعضاي كمپلكس د   
 ايـن   (Microsatellites)ي  ها  توجود تفاوت در ميكروساتلاي   

 حـدود  ITS1نوواني كـه در بخـش   وژن در اعضاي كمپلكس د   
 هـا  ت اين تفاواست، درصد 3/2حدود ITS2  درصد و در 9/2

قابل اعتماد نبوده و حتي در يك گونه مشخص نيـز پراكنـدگي             
و  (Kuhls)ي كـالس    براسـاس مطالعـات فيلـوژن     . ثابتي ندارنـد  
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 سـويه  نـشان داده شـد كـه         ITSبا اسـتفاده از بخـش        همكاران
ي سـودان و    هـا   ينووانونوواني چين قرابت خيلي زيادي با د      ود

ي ليـشمانيا اينفـانتوم     هـا   سـويه اتيوپي دارد ولي از طرف ديگـر        
. ]17[گيرنـد    ي هندوستان قرار مـي    ها  هسودان در مجاورت نمون   

 ي اشـاره شـده ژن     هـا   شردند كه بخ ـ  گيري ك  اين محققين نتيجه  
rDNA     ي جمعيتـي مناسـب هـستند     هـا   يتنها از لحـاظ بررس ـ. 

 حاصل از   شناسي  درخت شجره ي مشاهده شده در دو      ها  تتفاو
ي متفـاوتي   هـا   ه اين مطالعه نيز جايگا    CPBو   ITS2 يها  يتوال

 ITS2براسـاس بخـش     . دهنـد  ي ايران نـشان مـي     ها  هبراي نمون 
 ـ نـوواني جنـوب اروپــا و   وليـشمانيا د ي ايـران مــشابه  هـا  هنمون

نوواني آفريقا وي ليشمانيا دها همشابه نمونCPB براساس بخش 
 دو  ITSعلت اين امر آن است كه اولاً براسـاس بخـش            . هستند

راحتـي قابـل     نـوواني و ليـشمانيا اينفـانتوم بـه        وگونه ليشمانيا د  
تفكيــك نيــستند و ثانيــاً چــون ايــن بخــش از ژنــوم نقــشي در 

 تفاوت قابـل    ،ژنيك انگل ندارد   زايي و آنتي   بيماريخصوصيات  
از . توجهي بين اعضاي اين گونه كمپلكس ايجـاد نـشده اسـت           

واسـطه اهميـت بـسيار        بـه  CPBرسد ژن    نظر مي  طرف ديگر به  
 كه  ]18[ژنيكي متفاوتي    زايي و خصوصيات آنتي    زياد در بيماري  

 ـ  مـي ي مختلف ايجـاد     ها  هدر گون    ي فيلـوژني  هـا   تد درخ ـ نماي
  

  .ندنماي ميتري را ارائه  تر و صحيح واقعي
 علاوه بر انگل ليشمانيا اينفـانتوم،       براي اولين بار  در اين مطالعه    

. شـود   هاي ايـران گـزارش مـي        ليشمانيا دونوواني نيز در پشه خاكي     
ــه  ــدين ترتيـــب دو گونـ ــشمانيابـ ــوواني( ليـ ــانتوم  )دونـ و اينفـ

 منطقه گرمـي اسـتان      صورت توأم در    به دونوواني)دونوواني(ليشمانيا
. شـوند   ها بين مخزن و انـسان منتقـل مـي           اردبيل توسط پشه خاكي   

آلودگي توأم دو گونه انگل عامـل كـالاآزار در كـشورهاي مجـاور              
 ]17[ در چين قبلاً گزارش شده اسـت         و تركيه و نيز   مانند عربستان   

جـايي   رسـد بـا توجـه بـه تغييـرات اكولـوژيكي، جابـه               نظر مـي    به
ساني و پديده گرم شدن هـوا، بيمـاري كـالاآزار در            هاي ان   جمعيت

هـاي    جهان در حال گسترش است و در آينده ممكن اسـت كـانون            
  .نوپديد بيشتري از بيماري در ايران و ساير نقاط جهان ظاهر شوند

  

   تشكر و قدرداني-5
  

نتايج مطالعه انجام شـده حاصـل طـرح تحقيقـاتي شـماره             
SGS06/77  ،T5/72/6  ،TDR6/36   كه با پشتيباني مـالي      است

 و دانـشگاه علـوم پزشـكي    (WHO)سازمان بهداشـت جهـاني      
  .تهران انجام شده است
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