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  مقدمه

باشـد  مهم گرمسیري مـی  بیماري 6لیشمانیوز یکی از 

که سه گونه از انگـل لیشـمانیا بعنـوان عامـل بیمـاري      

انـد کـه بـه    لیشمانیوز انسانی در ایران شـناخته شـده  

و جلـدي   )کـالا آزار (، احشـایی  )سـالک (اشکال جلـدي  

شود که در ایران دو نوع جلـدي و  مخاطی ظاهر می

احشائی شایع است و نوع جلـدي مخـاطی تـاکنون در    

  . ]1[رش نشده است ایران گزا

لیشمانیوز نوع احشایی، لیشمانیا اینفانتوم و ناقل عامل 

هـاي گـروه لاروسـیوس و مخـازن آن     آن پشه خاکی

بسـیاري از منـاطق شـمال    . سگ و سگ سـانان اسـت  

غربی ایران تا مناطق شرقی ترکیه داراي شـرایط آب  

  :چکیده

لیشـمانیا اینفـانتوم براسـاس تعـداد معـدود تایـپ       . لیشمانیا اینفانتوم  به عنوان عامل لیشمانیوز احشـایی اسـت   :زمینه و هدف

هـاي  ها در منطقه کلیبر با وفور بالا دیده شده ولی تاکنون درباره آلودگی لیشمانیایی پشـه خـاکی  ها و سگایزوآنزیم از انسان

لذا این مطالعه با هدف تعیین آلودگی پشه خاکی هاي ناقل بیمـاري در منطقـه انجـام    . تشر نشده استناقل بیماري گزارشی من

  .شد

جهـت شناسـایی    ها،  سر و انتهـاي آن پس از تشریح پشه خاکی. هاي چسبان و نورانی صید گردیدها با تلهپشه خاکی :روش کار

انگـل لیشـمانیا بـا اسـتفاده از ژن             . مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت     DNAگونه، و شکم و سینه آن جهـت اسـتخراج   مورفولوژیکی 

ITS-rDNA ردیابی و پس از تعیین توالی شناسایی شد.  

بـر  . مورد داراي آلـودگی لیشـمانیائی بـوده اسـت     9عدد پشه خاکی که مورد آزمایش قرار گرفت  146از مجموع  :هاافتهی

هـا در منطقـه کلیبـر    سه گونه انگل لیشمانیا اینفانتوم، تروپیکا و میجر در پشـه خـاکی  اساس نتایج مطالعه حاضر، براي اولین بار 

تنها یک مورد فلبوتوموس پرفیلیوي ناقل لیشمانیوز احشائی در این منطقه، آلوده به لیشمانیا اینفانتوم بـود،  . تشخیص داده شد

Nestedکه این یافته پس از تشخیص با  PCR  و تعیین توالی ژنITS-rDNAانگل لیشمانیا مورد تایید قرار گرفت  ،.  

افـت شـدند ولـی    یها در منطقه کلیبر هرچند لیشمانیا تروپیکا و میجر بیش تر از لیشمانیا اینفانتوم در پشه خاکی  :نتیجه گیري

عامل و یا ناقل بیماري نمی توان نتیجه گرفت که این دو گونه لیشمانیا نیز از  عوامل بیماري لیشمانیوز احشایی هستند زیرا  یک 

  .داراي خصوصیات و ویژگی هاي متعدد می باشد که باید مد نظر قرار گیرد

ITS-rDNA؛ لیشـمانیا میجـر  ؛ لیشـمانیا تروپیکـا  ؛ لیشمانیا اینفـانتوم :کلیديکلمات  PCRTلیشـمانیوز   ؛فلبوتومـوس پرفیلیـوي   ؛

  کلیبر؛ احشایی
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اي، و هماننـد بعضـی از کشـورهاي    و هوایی مدیترانه

ــاي  ــه داراي لیشــمانیوز احشــایی حاشــیه دری مدیتران

ــانتوم    ــمانیا اینف ــل آن لیش ــه عام ــتند ک ــدمیک هس         ان

  . ]2[ باشدمی

شیوع و فراوانی لیشمانیوز احشـایی در انسـان در دو   

ن شـهر در اسـتان   یمنطقه شمال غربی ایران در مشک

اردبیل و در کلیبر در اسـتان آذربایجـان شـرقی بـالا     

  . ]3-7[ است

در هــر دو ایــن منــاطق ســیکل تیپیکــال انتقــال شــبیه 

کشورهاي حاشیه دریاي مدیترانه است که در مناطق 

مذکور و روستاها و صحراهاي مجاور، سـگ مخـزن   

  . ]7،6،4[لیشمانیا اینفانتوم گزارش شده است 

در یک طرح تحقیقاتی در منطقه کلیبر از قلاده سـگ  

ن گـزش  آغشته به سم دلتا مترین، جهت کاهش میزا

هاي ماده ناقل در مخازن بیماري اسـتفاده  پشه خاکی

  . ]6[شد 

آمیز بود،  زیرا پس از موفقیتهاي این تحقیقات افتهی

انجـام ایـن طـرح در روسـتاهاي تحـت آزمــایش در      

مقایسه بـا روسـتاهاي تحـت کنتـرل، مـوارد بیمـاري       

 .هـا کـاهش یافـت   لیشمانیوز در انسان و نیز در سـگ 

        هــاي معمـــول،  اســاس روش  شــیوع بیمــاري بـــر  

هاي لیشمانیا هاي سرولوژیکی بود که براي گونهتست

تسـت آگلوتیناسـیون    (DAT)اختصاصی نیست، مثـل  

  . ]7[مستقیم 

هـاي تشـخیص داده   بر این اساس تعدادي از آلودگی

آلودگی در . شده احتمالاً لیشمانیا اینفانتوم نبوده است

انگل لیشـمانیا همـراه    اغلب با تعداد کم، هاپشه خاکی

هاي مولکولی در تشخیص آلـودگی  باشد و روشمی

معمولاً بیشتر از روش ایزوآنـزیم کـه بعنـوان روش    

gold(اسـتاندارد طلائـی    standard (    مطـرح اسـت بـا

محبعلـی و همکـاران در   . موفقیت همراه بوده اسـت 

ــال  ــتفاده از روش 1385س ــا اس ــرولوژي،  ب ــاي س ه

لیشمانیوز احشایی در ایران  مطالعاتی بر روي بیماري

انجام دادند که بیشتر، تمرکز بر روي موارد انسانی و 

اي مخــازن حیــوانی بــوده اســت و بــه نــاقلین اشــاره

  . ]8[اند نداشته

و همکاران انگل لیشمانیا اینفانتوم و دونوانی را  عشاقی

. ]9[نمودنـد  از مناطق شمال شـرقی ایـران گـزارش    

، 1388و نیز در سـال   1378همکاران در سال  و راثی

هـاي منطقـه   مطالعاتی در مورد پراکندگی پشه خاکی

کلیبر و اهـر انجـام دادنـد ولـی نسـبت بـه آلـودگی        

. ]11،10[ نشــده اســتلیشــمانیایی گزارشــی منتشــر 

ــات ــده در    تحقیق ــر ش ــالات منتش ــات و مق       و گزارش

دهد که لیشمانیا اینفانتوم تنها هاي اخیر نشان میسال

بیماري لیشمانیوز احشایی انسانی نیسـت و ایـن   عامل 

توانست در مورد منطقه کلیبـر نیـز صـادق    مورد می

باشد لذا این پـژوهش در منطقـه انجـام شـد تـا اولاً      

هـاي منطقـه فقـط    مشخص گردد که در پشه خـاکی 

لیشمانیا اینفانتوم عامل بیماري لیشمانیوز احشـایی در  

ک مـورد لیشـمانیا   انسان است یا خیر؟ و آیا تنها این ی

در منطقه وجـود داشـته و در سـیکل انتقـال بیمـاري      

نقش دارد و در ثانی وجود و نقش دیگـر لیشـمانیاها   

. ها و ناقلین لیشمانیوز بررسی گرددنیز در پشه خاکی

بنا بر این ردیابی و تشخیص انـواع انگـل لیشـمانیا در    

ها در کلیبر و تایپ مولکولی انگـل لیشـمانیا   پشه خاکی

ه منظور تعیین و تائید قطعی نوع انگـل لیشـمانیا در   ب

هـاي ناقـل بیمـاري لیشـمانیوز احشـایی از      پشه خاکی

شـناخت و تعیـین    اهداف این تحقیق بوده است که بـا 

تـوان بـراي کنتـرل    ناقلین و عامل بیمـاري بهتـر مـی   

براي تعیین یک پشـه خـاکی   . ریزي کردبیماري برنامه

در پشـه  ، گل بطور طبیعـی پیدا نمودن ان، بعنوان ناقل

است اما وجـود انگـل بـه تنهـایی     خاکی ماده ضروري 

دلیل قطعی نیست که یک گونـه از پشـه خـاکی ناقـل     

ــوده اســت  ــودگی  .بیمــاري لیشــمانیوز ب ــی از آل خیل

موقت و زودگـذر اسـت   ، هالیشمانیاها در پشه خاکی

]12[ .  

هـا در هنگـام گـوارش و هضـم خـون      بسیاري از انگل

شـوند و سـیکل   یم ـ دفـع ، در پشه خاکیمکیده شده 

در پشه خاکی کامل ، زائی انگلآلودگی و فرم بیماري
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بــدین منظـور در مطالعــه حاضــر، صــید،  . شــودنمـی 

هاي مـاده در انتهـاي   پشه خاکی PCRتشریح و انجام 

  .ها مورد توجه قرار گرفتفصول فعالیت پشه خاکی

  

  روش کار

در  .باشداین یک مطالعه توصیفی بصورت مقطعی می

بـراي تعیـین آلـودگی     ،این مطالعه، پشه خاکی مـاده 

بـا اسـتفاده از   . لیشمانیا مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    

ــه ــتفاده از   نقش ــی و اس ــایی محل ــاي جغرافی ، GPSه

روستاهاي موردنظر انتخـاب و وضـعیت روسـتاها و    

ــخص گردیــد            بــراي . منــاطق مــورد مطالعــه مش

آوري نمونه پشه خاکی، از تله چسبان، تله قیفـی،  جمع

. ]13-15[ و آسپیراتور استفاده شـد  CDCتله نورانی 

حجم نمونه بنابر پیشنهاد مشاور آمـار بـا اسـتفاده از    

  .فرمول زیر محاسبه گردید
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ها با دود سیگار و یا قرار دادن در فریزر پشه خاکی

گراد درجه سانتی -20درفریزر% 96کشته و در الکل 

هاي تیوپ. شدندجهت کارهاي مولکولی نگهداري می

ها به یخ منتقل، سپس به پتري دیش حاوي پشه خاکی

مایع ظرفشوئی در آب استریل % 1اي حاوي شیشه

سپس با . گرفتندمنتقل و به مدت دو دقیقه قرار می

را در آب استریل خالی % 1سمپلر، مایع ظرفشوئی 

ها به مدت پنج نموده و پس از قرار دادن پشه خاکی

هر . شدندمی دقیقه در آب استریل، دو بار شسته 

بر روي اسلاید  x TE 1خاکی را روي یک قطره پشه 

تمیز زیر لوپ قرار داده، سپس سر و انتهاي بدن 

و مابقی جهت  ]17،16[می شد جهت شناسایی جدا 

ر داده شده و داخل میکروتیوب قرا DNAجدا کردن 

سازي و جداسازي و خالص استخراج. شدتشریح می 

DNA ها با استفاده از روش پشه خاکیReady  و

) 2005(و روش پرویزي و همکاران  ]18[همکاران 

بدون کلون کردن و  PCRمحصول . گرفتانجام می

بطور مستقیم تعیین توالی گردید تا مجموعه 

هاي استرینها و هاي اختصاصی گونههاپلوتایپ

 )Master Mix(واکنش تکثیر . لیشمانیا را تشخیص دهد

با محتویات و حجم و بود، میکرولیتر  20که مجموعا 

  :مقدار مواد به صورت زیر است

[1x Taq polymerase buffer B (Promega), 1.5 mM 
MgCl2, 60 µM each dNTP, 1 µM primer IR1, 1
µM primer IR2, 1 unit Taq polymerase 
(Promega) and 6.7-10.0% of the total DNA 
extracted from an individual female sandfly (1.0-
1.5 µl out of 15 µl DNA dissolved in 1x Tris-
EDTA)].

در دو مرحله و دو میکروتیوپ  PCRها با تکثیر ژن

  .صورت گرفت ]13[مجزا 

قسمت  از جفت پرایمرهاي PCRدر مرحله اول  

 به نام پرایمر SSU rRNA)(از ژن  (´3)انتهائی 

(forward primer) IR1 دهايیوتبا نوکلئ 

(5'GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGA
TCATT 3')  از ژن  (´5)و قسمت انتهائی)(LSU 

rRNA به نام پرایمر(reverse primer)  IR2  با

 GCGGGTAGTCCTGCCAAAC´5) دهايیوتنوکلئ

ACTCAGGTCTG 3') در مرحله . استفاده گردید

پرایمر از روي هم افتادن  (Nested-PCR)دوم از 

ITS2  از ژن  (´3)و قسمت انتهائی)(SSUrRNA   به

                     با نوکلئیدهاي ITS1F (forward primer)نام پرایمر

(5´ GCAGCTGGATCATTTTCC 3')  و نیز از

             دهايیتبا نوکلئو ITS2R4پرایمر بازگشت بنام 

(5´ ATATGCAGAAGAGAGGAGGC 3´) در

  . استفاده گردید  ITS2ژن  (´5)قسمت انتهائی

در داخل میکروتیـوپ مخصـوص    DNAواکنش تکثیر 

به نـام   PCRبا دیواره نازك انجام و در داخل دستگاه 

Perkin Elmer (PE) GeneAmpPCR 
Thermocycler 9700 (0.2 ml block)  ــرار داده        ق

: از برنامه دمـائی بـدین شـرح اسـتفاده شـد     . شدمی

هاي دقیقه براي جدا شدن رشته 3بمدت  C  ْ94-الف

 30بمدت  C ْ58 -ثانیه   ج  30بمدت  C ْ94 -الگو ب

بـار   37مرحله ب تا د (ثانیه  90بمدت  C ْ72-د ثانیه

بــراي (دقیقــه  10بمــدت  C ْ72 -م) شــدتکــرار مــی
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تـا   C ْ4 -و) تمـامی قطعـات  اطمینان از ساخت کامـل  

در  Nested-PCRمرحلـه دوم  . هازمان بررسی نمونه

 20یک میکروتیوپ مجزا و واکنش تکثیر که مجموعـا  

ــات و حجــم و مقــدار مشــابه   میکرولیتــر و بــا محتوی

مرحله اول بود انجام گرفت، جز اینکـه از پرایمرهـاي   

ITS1F  وITS2R4   و یک میکرولیتر از محصـولPCR 

 PCRبرنامه دمـائی دسـتگاه   . مرحله اول استفاده شد

در هـر  . مشابه مرحله اول بود که شرحش داده شـد 

شـد تـا   از کنتـرل منفـی اسـتفاده مـی     PCRمرحله از 

.هاي احتمالی نیز تست شودآلودگی

در اولـین   ITS2R4و  ITS1Fوقتی جفت پرایمرهـاي  

Nested-PCR انــدازه مــورد اســتفاده قــرار گرفــت

  .بودجفت باز  420حدوداً  DNAقطعات 

         مـــابقی همـــه جزئیـــات کارهـــاي تجربـــی مشـــابه

Nested-PCR     5/1قسمت اول بوده جـز اینکـه بجـاي 

جداسازي و خـالص سـازي شـده از     DNAمیکرولیتر 

 اضـافه   PCRها که همیشه بـه مرحلـه اول   پشه خاکی

میکرولیتـر از محصـول    1گردید، در مرحلـه دوم  می

بـراي  . شـد به هر تیوپ اضـافه مـی   PCRمرحله اول 

 ـقطعه میکروساتلایت ژن  ک منطقـه پلـی مورفیسـم    ی

 در قسـمت انتهـائی    ATبا تکرار  DNAمیکروساتلایت 

در ردیف توالی لیشـمانیا در ژن   ITS2توالی ژن  (´5)

ITS- rDNA بر اساس این ردیـف  . تشخیص داده شد

توالی، یک جفت پرایمر براي تکثیر یک قطعـه کوچـک   

میکروسـاتالایت نیـز بـوده اسـت      ATتکرار  که شامل

  . ]1[ طراحی شد

در قسمت  GTبا تکرار  DNAهمچنین میکروساتالایت 

بـود امـا هیچگونـه پلـی      ITS2تـوالی ژن   (´5)قطعـه 

، مورفیسم خاصی در میان سـه انگـل لیشـمانیا میجـر    

. لیشمانیا تروپیکا و لیشمانیا اینفانتوم مشاهده نگردیـد 

به همان ترتیب که قبلاً شرح  PCRشرایط مرحله اول 

براي ایـن قطعـه    Nested PCR داده شد باقی ماند و

  . کوچک نیز در تیوپ مجزا مجدداً انجام گرفت

 ـبا نوکلئوت ITSmF1 (forward)پرایمر مستقیم                                       دهاي ی

)(5´ -GTGTGGAAGCCAAGAGGAGG 3´  که در

ــمت انتهــائی   بــود و پرایمــر   ITS2تــوالی  (´5)قس

            دهايیـــبـــا نوکلئوت ITSmR2 (reverse)بازگشـــت 

(5´ GCAAGCACCAGAGAGGAGT 3´)  کــه در

مابقی همه جزئیات . دارد استفاده شد قرارITS2بین 

ــابه   ــی مش ــاي تجرب ــمت اول  Nested-PCRکاره قس

 Nested-PCR، 35بوده، جز اینکـه در میکروسـاتلایت   

جفت کردن شد و دمايبار تکرار انجام می
1
 54نیـز    

کلیـه  . ثانیـه بـوده اسـت    30بمدت گراد درجه سانتی

 بطور مستقیم و بدون کلون کـردن  PCRمحصولات 

هـاي  هـاي هاپلوتایـپ  تعیین توالی شدند تا مجموعـه 

. ]2،1[هاي لیشمانیا مشخص گـردد  ها و استرینگونه

-ITSبا توجه بـه مطالعـات گذشـته دو قطعـه از ژن     

rDNA  ــتفاده ــا اس  Nested PCR ،DNAاز روش  و ب

موجود در ژنوم پشه خاکی و در مواردي که آلودگی 

و بـا   تکثیـر گردیـد  هـا بـود   لیشمانیایی در پشه خاکی

ــام     ــه و انج ــوالی و مقایس ــین ت ــکانس و تعی ــام س انج

آنالیزهــاي فیلــوژنتیکی همچــون بســیاري از مقــالات 

منتشر شده نوع انگل لیشمانیا شناسایی و مورد تاییـد  

 DNAیکصـد نـانوگرم از   . ]14،13،1[گرفـت  قرار می

و یـا   DNAخالص براي هر نمونه جهت تعیـین تـوالی   

 ــ ــا کی ــیدآمینه ب  ™ABI Prism® Big Dye تاس

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
Kit    373/377(و دســتگاه sequencing systems 

(ABI, PE Applied Biosystems   مورد استفاده قـرار

بـراي تمـام    DNAجهـت وارد کـردن تـوالی    . گرفت

نوکلئوتیـدها   ها وتنظیم توالی و مطابقت کردننمونه

ی هــــر نمونــــه، از نــــرم    بــــا کرومــــاتوگراف 

 SequencherTm 3.1.1 software (Gene Codesافزار

Corporation).  ــد ــتفاده شـ ــاي  . اسـ ــراي آنالیزهـ بـ

 Phylogenetic analysisفیلوژنتیکی نیز از نرم افـزار  

using parsimony  و یاPAUP* 14[ بهره گرفته شد[ .  

  

  

  

                                                            
1 Annealing
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  یافته ها

زیـاد  عدد پشه خاکی ماده از تعـداد   146در مجموع 

پشه خاکی صید شده، جهت تعیین آلودگی لیشمانیائی 

 ایـن . هاي مولکولی انتخاب گردیـد با استفاده از روش

جـنس   گونـه از زیـر   4هـا حـداقل شـامل     پشه خاکی

گونـه   1جنس آدلریـوس،   گونه از زیر 2لاروسیوس، 

ــر 2جــنس فلبوتومــوس،  از زیــر ــه از زی جــنس  گون

جـنس سـرژنتومیا    گونـه از زیـر   2پارافلبوتوموس و 

ــد ــه . بودن ــه،  146از هم ــا  DNAنمون ــتخراج و ب اس

. ه تعیین گونه شـدند تثبیت شداستفاده از اسلایدهاي 

روسـتا انتخـاب گردیـده بودنـد      25هـا از  این نمونه

   ).1جدول، 1شکل(

ها بـا اسـتفاده از دو قطعـه ژن    همچنین آلودگی پشه

ITS1-5.8S-ITS2  و قطعه میکروساتلایتITS-rDNA 

  .بررسی قرار گرفت مورد) 2، جدول 1جدول (
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و نیـز در   85و  84ها در شهریور ماه سـال  این نمونه

بودنــد شـده   يآورجمــع 85خـرداد، تیــر و مهرمـاه   

-ITS1-5.8Sبلنــد ژن  از قطعــه). 2جــدول ( ITS2  از

ــوع  ــورد،  146مجمـ ــودگی   9مـ ــورد داراي آلـ مـ

 7لیشمانیائی بوده که پس از سـکانس و تعیـین تـوالی    

مورد مربوط به  لیشمانیا میجر، یـک مـورد لیشـمانیا    

مورد لیشمانیا اینفـانتوم تشـخیص داده   تروپیکا و یک 

 ـجالب توجه اسـت کـه تنهـا    . شد ک مـورد لیشـمانیا   ی

 ،84یور ماه سـال  افت شده مربوط به شهریاینفانتوم 

در فلبوتوموس پرفیلیوي بود که این گونه به عنـوان  

ن بیماري در منطقه و در خاور میانه و نیز یکی از ناقلی

در کشورهاي حاشیه دریاي مدیترانـه شـناخته شـده    

است و نیز آلودگی در شهریورماه که فصل آلودگی 

لیشمانیایی احشایی در منطقه در ناقلین اسـت، دیـده   

   .شودمی

هـاي آلـوده بـه لیشـمانیا میجـر در      همه پشه خـاکی 

واضـح اسـت   . افت گردیده استی 84ماه سال  خرداد

که لیشمانیا میجر به عنوان عامل بیمـاري در منطقـه   

  
  لیشمانیایی نقشه مناطق مورد مطالعه پشه خاکی هاي جمع آوري شده جهت تعیین آلودگی. 1 شکل

  

  
  

-ITS1-5.8Sدرخت فیلوژنتیکی یک قطعه از ژن . 2 شکل ITS2   شامل سه هاپلوتایپ از سه لیشمانیاي جدا شده از پشه خاکیهاي منطقه کلیبر به انضمام       

parsimonyهاي لیشمانیاهاي  بدست آمده از بانک جهانی ژن با استفاده از آنالیز هاپلوتایپ analysis  with branch-and bound  Search   و نرم افزار

PAUP*  

شرقی آذربایجان استان موقعیتشرقی آذربایجان استان نقشه
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هـایی یافـت شـده کـه     مطرح نیست و نیـز در گونـه  

قاعدتاً ناقل این انگل نیستند و در خـرداد مـاه سـیکل    

مورد نیز لیشمانیا انگل در پشه خاکی طی نشده و یک 

 هاي گروه میجر در مهرتروپیکا مربوط به پشه خاکی

   ).2جدول(ماه صید شده بود 

پـس   ITS-rDNAمورد آلودگی میکروساتلایت  14از 

 6مـورد لیشـمانیا میجـر،     7از سکانس و تعیین تـوالی  

مــورد لیشــمانیا تروپیکــا و تنهــا یــک مــورد لیشــمانیا 

اینفــانتوم  تشــخیص داده شــد کــه مــورد لیشــمانیاي 

-ITS1-5.8Sاینفانتوم در قطعه بلند  ITS2   و از قطعـه

مشترك بوده اسـت و   ITS-rDNAمیکروساتلایت ژن 

این تنها آلودگی لیشمانیاي اینفانتوم در فلبوتومـوس  

سه ). 2و  1جدول (بود  پرفیلیوي از روستاي قراوانلو

-ITS1-5.8Sانگــل لیشــمانیا از قطعــه بلنــد     ITS2 

هاپلوتایپ جدیـد   3تشخیص و تعیین توالی شدند که 

 ـشـمانیا اینفـانتوم،   یکه یک مورد مربوط به انگل ل ک ی

مورد مربوط به لیشمانیا تروپیکا و یک مورد لیشمانیا 

براي اولـین   GenBankمیجر تشخیص داده شد و در 

لیشمانیاي اینفانتوم جدا شده از پشـه  . بار ثبت گردید

ــا کــد  ــوي ب پــس از ثبــت در  AZE115خــاکی پرفیلی

GenBank  با شماره دسترسیEU604810  و لیشمانیا

ــوس    ــز از فلبوتوم ــد نی ــپ جدی ــا هاپلوتای ــا ب تروپیک

از روسـتاي شـیخلان بـا     AZE1034پرفیلیوي بـا کـد   

ــا و  EU604811شــماره دسترســی  لیشــمانیا میجــر ب

از فلبوتوموس کندلاکی  EF413075شماره دسترسی 

ــد   ــد گردی ــخیص و تائی ــدالرزاق تش ــتاي عب . از روس

هاپلوتایپ تشخیص داده شده لیشمانیاي اینفـانتوم بـا   

نمونه هاي همان لیشمانیا از کشور اسـپانیا بـا شـماره    

ــی  ــور  AG634352و  AG000295دسترسـ و از کشـ

و از کشـور   AG634339ی فرانسه با شـماره دسترس ـ 

مشـابه بـوده و    AG634354ایتالیا با شماره دسترسی 

تنها در یک نوکلئوتید با لیشـمانیا اینفـانتوم از کشـور    

تفاوت داشـته   AG000289تونس با شماره دسترسی 

هـاي نوکلئوتیـد از لیشـمانیا    است اما تعداد موقعیـت 

از هـایی غیـر   اینفانتوم و لیشمانیاي دونووانی با نمونه

حاشیه دریاي مدیترانه تفاوت داشـته کـه در درخـت    

لیشـمانیا  ). 2شـکل  (فیلوژنی نشـان داده شـده اسـت    

هـاي  بـا دیگـر هاپلوتایـپ     AZE115اینفانتوم بـا کـد   

لیشمانیا اینفانتوم از کشورهاي حاشیه مدیترانه در یک 

اند و دو هاپلوتایپ لیشمانیا اینفانتوم شاخه قرار گرفته

و  AG634161بـا شـماره دسترسـی    از کشور سودان 

AG634370   و سه هاپلوتایپ از لیشمانیا دونـووانی از

  هاي دسترسیکشورهاي هند، اتیوپی و چین با شماره

AG634375  وAG634377  وAG634360  ــک در یـــ

هاپلوتایپ لیشـمانیا تروپیکـا بـه    . اندشاخه قرار گرفته

چکدام از موارد به ثبت رسـیده موجـود در بانـک    یه

رسـد کـه   انی ژن مشابهت نداشته  و  به نظر مـی جه

دو هاپلوتایپ . هاپلوتایپ لیشمانیا تروپیکا جدید باشد

ــاتلایت   ــه میکروسـ ــمانیا  ITS-rDNAاز قطعـ از لیشـ

بـراي   EU604812هـاي دسترسـی   اینفانتوم با شماره

براي لیشمانیا اینفانتوم  EU604813لیشمانیا تروپیکا و 

. در آنالیزهاي فیلوژنتیکی مورد استفاده قرار گرفـت 

لیشمانیاي میجـر تشـخیص داده شـده بـا لیشـمانیاي      

میجر جداشده از پشه خاکی فلبوتوموس پاپاتاسی در 

ــا شــماره دسترســی    ــبلاً ب ــوده کــه ق اصــفهان یکــی ب

EF413075   در بانک جهانی ژن ثبت گردیـده اسـت 

]1[ .  

  

  بحث

ــ ــا   ودگیآل ــده ب ــخیص داده ش ــمانیائی تش ــاي لیش      ه

ــا   روش ــاي بیوشــیمیائی و ی ــتر ه ــولی، بیش         از  مولک

 هاي بیمار و تعداد بسـیار کمتـر از جونـدگان و   انسان

. انـد ها جدا گردیـده تعداد خیلی معدود از پشه خاکی

هـاي  نسبت آلودگی لیشمانیا اینفانتوم در پشـه خـاکی  

بسیار پائین اسـت و ایـن مـورد در    شناخته شده ناقل 

مطالعـــاتی کـــه در منـــاطق آنـــدمیک بیمـــاري در 

کشورهاي حاشیه دریاي مدیترانـه مثـل کاتالونیـا در    

بنـابراین  . ]19[کنـد  اسپانیا انجام گرفته نیز صدق می

جاي تعجب نیست که تنها در یک پشه خاکی، آلودگی 

آلـودگی بـه    . به لیشمانیا اینفانتوم یافـت شـده اسـت   
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لیشـمانیا اینفــانتوم تنهـا در پشــه خـاکی فلبوتومــوس    

پرفیلیوي بوده که به عنـوان یکـی از نـاقلین لیشـمانیا     

اینفانتوم در ایران، خاورمیانه، در جنوب اروپا و شمال 

  . ]20،19[آفریقا شناخته شده است 

هاي ناقـل ایـن انگـل در کشـورهاي     بیشتر پشه خاکی

موس پرفیلیـوي  حوزه دریاي مدیترانه همانند فلبوتو

.  باشـد هاي گروه لاروسیوس مـی متعلق به پشه خاکی

قبلاً در شمال غربی ایران، آلودگی لیشـمانیایی تایـپ   

هـاي ناقـل احتمـالی    نشده و نامشخص در پشه خاکی

ــل فلبوتومــوس   ــوع انســان مث ــائی ن لیشــمانیوز احش

ــدلاکی  ــوي   ]21،5[کانـ ــوس پرفیلیـ  ]5[و فلبوتومـ

بسـیار اسـت کـه در     تعجـب  جاي. گزارش شده است

 این منطقـه، لیشـمانیا  هاي تعداد بیشتري از پشه خاکی

تروپیکا که عامل بیماري لیشمانیوز نوع شهري و نیـز  

لیشــمانیا میجــر کــه عامــل بیمــاري لیشــمانیوز نــوع  

انـد کـه   روستایی است، در ایـن مطالعـه یافـت شـده    

عوامل این دو نوع از لیشـمانیوز در شـمال آفریقـا و    

را محققین به  ]24،23[و نیز در ایران  ]22[خاورمیانه 

ناقل لیشـمانیوز نـوع   . اندطور متناوب گزارش نموده

و ناقــل  ]20[شــهري معمــولاً فلبوتومــوس ســرژنتی 

نیـز فلبوتومـوس پاپاتاسـی     یلیشمانیوز نوع روسـتائ 

هاي این تحقیق، لیشمانیا تروپیکـا و  است ولی در یافته

نیز لیشمانیا میجر از ناقل اصلی خود یافت نشـد بلکـه   

هـا بـه   که آن پشه خـاکی  هایی پیدا شددر پشه خاکی

. باشندعنوان ناقلین لیشمانیوز نوع احشائی مطرح می

هـایی کـه ناقـل لیشـمانیا نیسـتند      چند پشه خـاکی  هر

خـواري  ممکن اسـت از روي یـک مخـزن آلـوده خون    

ها در خـود گردنـد   کرده و باعث رشد بعضی از انگل

ولی آن پشه توانایی انجام سیکل کامل انگل را در خود 

-پشههاي غیر اختصاصی در ، بنابراین انگل]20[ندارد 

هاي غیرناقل توانایی رسیدن به شـکل بیمـاریزایی را   

تواند نشانگر وجود انـواع  ها فقط میاین یافته. ندارند

یشمانیا در این مناطق باشد و نیاز به مطالعـات  انگل  ل

بیشـتر دارد تـا خصوصــیات و شـرایط دیگـر بررســی     

گردد که نشان دهد کدام پشه خاکی به عنـوان ناقـل   

گزارشات دیگر نیز وجـود  . ]25[بیماري شناخته شود 

هاي احتمالی آلودگی لیشمانیا تروپیکا را در پشه خاکی

   .]26،24[ایران معلوم کرده است 

وجود انگل لیشمانیاي میجـر و لیشـمانیاي تروپیکـا در    

هاي لاروسیوس و یـا آدلریـوس   هاي گونهپشه خاکی

هاي بـالغ و عـدم   در ابتداي فصول فعالیت پشه خاکی

هـا در انتهـاي   یافت این دو انگـل در ایـن پشـه خـاکی    

شود، بیان کننـده  فصول فعالیت که آلودگی دیده می

هـا  پشـه خـاکی   يهـا گونهباشد که این این مطلب می

توانند سـیکل کامـل انگـل را در بـدن خـود طـی       نمی

      هـا  نمایند و احتمـالاً انگـل بـه غـدد بزاقـی ایـن پشـه       

رسد تا در اثر نیش زدن، انگل را به میزبان خـود  نمی

توانـد  نمـی  PCRعـلاوه بـر آن تکنیـک    . منتقل نمایند

وجــود انگــل را در غــدد بزاقــی و یــا در معــده پشــه 

ونان انجام شده اسـت  یتحقیقاتی که در . تمایز نمایدم

انواع انگل را در گونـه هـاي متعـددي از پشـه هـا بـا       

استفاده از روشهاي مولکولی تعیین نمودنـد، حتـی در   

پشه هایی که اصـلاً بـه عنـوان ناقـل مطـرح نبـوده و       

البتــه در مطالعــات اخیــر گزارشــاتی از . ]27[نیســتند

ان عامل بیماري لیشـمانیوز  وجود انگل تروپیکا به عنو

دکتر . احشایی در انسان و سگ گزارش گردیده است

در جنوب ایران انگل   2006البرزي و همکاران در سال

و  ]28[لیشمانیا تروپیکا را در انسـان گـزارش نمـوده    

همچنین در گزارشـی دیگـر در سـربازان آمریکـایی     

مبتلا به لیشـمانیوز احشـایی در عـراق، انگـل لیشـمانیا      

آلـودگی لیشــمانیا  . ]29[ تروپیکـا را جــدا نمـوده انــد  

تروپیکا در سگهاي خانگی در منطقه انـدمیک بیمـاري   

لیشمانیوز احشایی در استان اردبیل کـه هـم مـرز بـا     

منطقه مطالعاتی ما در کلیبر می باشد و نیز در نقـاط  

  . ]31،30[دیگر گزارش گردیده است 

  

نتیجه گیري

گونه لیشمانیاي اینفانتوم، تروپیکا  3وجود و تشخیص  

و میجر در پشه خاکی هاي منطقه اندمیک لیشمانیوز 
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احشایی در منطقه کلیبر فقط نشان می دهد کـه چـه   

انگل هایی از لیشمانیا در این منطقه وجود دارد و نیاز 

به کار گسترده  و بیشتري اسـت تـا تعـداد آلـودگی     

واع گونه هـاي پشـه خـاکی هـا     هاي خیلی بیشتر در ان

مشخص گردیده و پس از تایپ مولکـولی در فصـول   

مختلف نوع انگل کاملاً مشخص گردد و دیگر ویژگـی  

  .]25[ ها و خصوصیات یک ناقل نیز مشخص شود

این بررسی ها می تواند در دیگر نقـاط ایـران و دنیـا    

هاي منتشـره از آلـودگی   در یافته چنانکه. گیردانجام 

ئی در اصفهان و تـرکمن صـحراي ایـران کـه     لیشمانیا

مناطق اندمیک لیشمانیوز جلدي روستایی ایران است 

بیش از یک گونه انگـل لیشـمانیا را تشـخیص و تایـپ     

  . ]1[ اندمولکولی نموده

تحقیقــات گذشــته مبنــی بــر اســتفاده از قــلاده ســگ 

آغشته به حشره کش در کاهش سگهاي آلوده انجـام  

ري همچنـان در بـین مـردم    گرفته، ولی شـیوع بیمـا  

است  که تنها  يوجود دارد که نیاز به تحقیقات بیشتر

سگ ها مخزن بیماري در منطقه نیستند و لازم است 

دیگر گوشتخواران از قبیل روباه و شغال نیز به عنوان 

مخزن بیماري مدنظر قرار گیرند و ممکن است پشه 

غال ها به جاي سگ ها، انگل لیشـمانیا را از روبـاه و ش ـ  

  .گرفته و به انسان منتقل نمایند

  

  تشکر و قدردانی

از همکـاران   ،نویسندگان مقاله از آقاي مهدي باغبـان 

آزمایشگاه سیستماتیک مولکولی کـه  در جمـع آوري   

ــکر    ــد، تش ــایانی نمودن ــک ش ــاکی کم ــه خ ــه پش            نمون

ــارات  . نماینــدمــی ــن تحقیــق از محــل اعتب بودجــه ای

 328پاستور ایران به طرح مصـوب  پژوهشی انستیتو 

  .تامین گردیده است
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ABSTRACT

Background & Objectives: Leishmania infantum is the causative agent of visceral 
leishmaniasis (VL). Based on isoenzyme   typing of a few isolates from patients and domestic 
dogs, this parasite was considered to predominate in the Kaleybar focus of VL in northwest 
Iran. There is no report of sandfly infections in this region so this study was aimed to 
investigate the infection of the sandflies in the field.
Methods: Sandflies were sampled using sticky paper and CDC traps. Morphological 
identifications were carried out based on characters of the head and abdominal terminalia. 
DNA extracted from sandflies abdomens and thoraxes. ITS-rDNA gene of parasite was 
detected and identified as Leishmania after sequencing.
Results:  Out of 146 sandflies 9 were found to be infected with Leishmania. For first time, 
three Leishmania species (L. infantum, L. tropica and L. major) were identified in sandflies 
simultaneously in the region. Among the all sandflies only one Phlebotomus perfiliewi (vector 
of VL) was found to be infected with L. infantum. All Isolates were confirmed by sequencing 
of ITS-rDNA gene.
Conclusion: However, Leishmania tropica and L. major were found more than L. infantum in 
sandflies in Kaleybar but it could not conclude that these two species of Leishmania are 
causative agents of VL. Because many criteria should be considered to incriminate an agent or 
vector of the disease.

Key words: Leishmania Infantum; Leishmania Tropica; Diagnostic ITS-rDNA PCR; 

Phlebotomus Perfiliewi; Visceral Leishmaniasis
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