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   چكيده
  .زايي آن در انسان مشخص نيستبيماريانگل ليشمانيا تورانيكا نيز از فلبوتوموس پاپاتاسي و جوندگان جدا شده كه  :مقدمه
- ها بهپشه خاكيدر اين مطالعه . ليشمانيا تورانيكا در مناطق روستايي شهرستان دامغان انجام شده استها به انگل منظور تعيين آلودگي پشه خاكياين مطالعه به :هاروشمواد و 

با اسـتفاده از   Conventional PCRو جستجو براي انگل ليشمانيا در تكنيك  DNAهاي ماده پس از شناسايي در فرايند استخراج پشه خاكي. اندهاي چسبان صيد شدهوسيله تله
  .تجزيه و تحليل شدند  Blastافزارمحصولات واكنش تعيين توالي توسط نرم. قرار گرفتند) L5.8Sو  ITS1 )LITSRپرايمرهاي 

 هاي جداشده مربوط به گونـه ليشـمانيا تورانيكـا بـوده اسـت     از انگل يك مورد. اي پليمرازي قرار گرفتنداتاسي مورد آزمايش واكنش زنجيرهپشه خاكي فلبوتوموس پاپ 218 :نتايج
  .اين يافته نخستين بار در استان سمنان و دومين مرتبه در ايران ثبت شده است %).5/0(

آلودگي همزمان جونـدگان بـه    د درندهمطالعات نشان مي. شودهاي آزمايشگاهي باعث بيماري ميمشخص نيست اما در موشزايي ليشمانيا تورانيكا در انسان بيماري :گيرينتيجه
 ـ  اين نشان مي. يابدزايي ليشمانيا ماژور افزايش ميقدرت بيماري ،هاي ليشمانيا تورانيكا و ماژورانگل علـت  دميك بـه دهد شايد ايمني برخي افراد به ليشمانيوز جلـدي در منـاطق آن

  .جهت ساخت واكسن مدنظر قرار گيرد عنوان كانديديتواند بهمواجهه با ليشمانيا تورانيكا باشد و اين گونه مي
  

 .دامغان ،ITS1 ، ليشمانيا تورانيكا،فلبوتوموس پاپاتاسي :هاي كليديواژه
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Abstract: 
 
Introduction: L.turanica is isolated from Phlebotomus Papatasi and rodents, and its pathogenetic role in humans is not clear yet.  
Methods: This study aimed at determining the infection of sand flies to L.turanica in rural parts of Damghan. Sand flies were collected 
by sticky papers. After the identification of female specimens, their DNA was extracted and Conventional PCR technique using specific 
primers of ITS1 was used to search for L.turanica. Products of PCR were sequenced and analyzed with Blast software. 
Results: Two hundred and eighteen specimens of female P.papatasi were examined for Leishmania infection. One out of 218 females 
(0.5%) was positive to L.turanica. This is the first report of natural infection of P.papatasi due L.turanica in Semnan Province and the 
second in Iran. 
Conclusion: Pathogenesis of L.turanica is not clear on human, but, this parasite is pathogenic in laboratory mice. Furthermore, mix 
synchronized infection of rodents to L.major and L.turanica aggravates pathogenetic effect of L.major. Immunity of some people to 
Cutaneous Leishmanianisis in endemic areas can be due to the exposure to L.turanica and this can be a suitable candidate for vaccine 
investigations against cutaneous leishmaniasis. 
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  مقدمه
 88بيش از  باشد كه درهاي انگلي ميليشمانيوز جلدي يكي از بيماري

 از لحاظ تظاهرات باليني و خصوصيات. شودكشور دنيا ديده مي
 و )شهري( خشك به دو شكل ليشمانيوز جلديبيماري  ،اپيدميولوژيك

ضايعات سالك معمولاً در نقاط باز  .شودتقسيم مي) روستايي( مرطوب
وجود هب هستندخاكي معرض گزش پشه تر درجاهايي كه بيش بدن و

در نوع روستايي بيش صورت و دردر نوع شهري ضايعات غالباً  .آيندمي
  ).3و  2 ،1( شوندپا ظاهر مي تر بر روي دست و

صورت بومي آن به باشد كه بيماري درايران نيز يكي از كشورهايي مي
استان درگير با اين معضل بهداشتي  15كه بيش از طوريوجود دارد، به

  .باشندمي
 Zoonotic Cutaneous(هاي ليشمانيوز جلدي روستايي در كانون

Leishmaniasis( ناقل بيماري به انسان پشه ،مناطق مختلف ايران
باشد كه انگل ليشمانيا ماژور را از خاكي فلبوتوموس پاپاتاسي مي

جوندگاني همچون رومبوميس اپيموس، تاترا اينديكا، مريونس هوريانه، 
نزوكيا اينديكا، مريونس ليبيكوس كه مخزن بيماري هستند گرفته و به 

  ). 5و  4، 3، 2، 1(دهد ميزبانان ديگر از جمله انسان انتقال مي
-شناسايي ناقلين بيماري براي مشخص كردن سيكل زندگي انگل و هم

مناطق  در. سزايي داردچنين شناخت بهتر اپيدميولوژي بيماري اهميت به
ها خاكيهاي جدا شده از پشهمنظور تعيين هويت انگلمختلف كشور به

جلدي نوع  هاي ليشمانيوزدر كانون. مطالعات مختلفي انجام شده است
ها تعيين خاكيهاي مختلف پشهروستايي انگل ليشمانيا ماژور از گونه

اما انگل ليشمانيا تورانيكا براي اولين بار ). 8و  7، 6(هويت شده است 
در فلبوتوموس پاپاتاسي  2008سال  همكاران در توسط پرويزي و

ده در همان سال اين انگل براي اولين بار از جون). 9(گزارش گرديد 
- برخي مطالعات نشان مي). 10(گزارش شده است  نزوكيا اينديكا نيز

انگل ليشمانيا تورانيكا براي انسان پاتوژن نيست اما در  كه دنده
بدين صورت كه  .دهدجوندگان ميانگين دوره آلودگي را افزايش مي

زمان اين انگل با ليشمانيا ماژور در جوندگان باعث افزايش آلودگي هم
تحقيقات ). 12و  11(زايي انگل ليشمانيا ماژور شده است بيماريقدرت 

و  BALB/cهاي دهد انگل ليشمانيا تورانيكا در موشديگر نشان مي
و  10(شود ها ميبوده باعث ايجاد بيماري در آن ،هامستر طلايي پاتوژن

اين احتمال وجود دارد كه شايد ايمني برخي افراد نسبت به ). 12
به علت مواجهه با انگل ليشمانيا  بوميدي در مناطق ليشمانيوز جل

عنوان كانديدي جهت ساخت تواند بهتورانيكا باشد و اين گونه مي
  .واكسن مد نظر قرار گيرد

خاكي به گونه انگل ليشمانيا منظور بررسي آلودگي پشهاين مطالعه به
 . دانجام ش 1387تورانيكا در مناطق روستايي شهرستان دامغان در سال 

و از  Conventional PCRبراي تعيين هويت انگل ليشمانيا از تكنيك 
 ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1)هاي اختصاصيپرايمر

اين پژوهش اولين تحقيق جهت تعيين آلودگي ). 13(استفاده شده است 
  . باشدروش در استان سمنان مياين ها به خاكي پشه

  هامواد و روش
عنوان روستاهاي امرزان به و آباد، فراتسه روستاي حسندر اين بررسي 

آباد، سلطانيه، دروار، آستانه و مناطق گيري و روستاهاي قاسمثابت نمونه
برداري عنوان روستاهاي متغير نمونههاي آجرپزي بهكارگري كوره
يك  بار از هر روز يك 15ها هر خاكيجهت صيد پشه. انتخاب گرديدند
. شدسه خانه انتخاب مي )امرزان آباد، فرات وحسن(ابت از روستاهاي ث

حاشيه روستا، يكي در  كه يكي در اماكن مسكوني طوري انتخاب شدند
چنين سعي هم .فاصل دو خانه فوق باشد مركز روستا و ديگري در حد

- ميكه دام در واحد مسكوني نگهداري  هايي انتخاب شوندشد تا خانه
هاي فروردين، ارديبهشت، نوبت طي ماه 15برداري در نمونه. كنند

تله چسبان در اماكن  90خرداد، تير، مرداد، شهريور، مهر و آبان با نصب 
-محل(هاي خارجي تله درمحيط 90و ) هاي داراي سقفمكان(داخلي 

هاي تله. ، انجام شدهاي جوندگانتله در لانه 30و ) هاي فاقد سقف
 ب آفتاب در اماكن داخليغرو چسبان تهيه شده يك ساعت قبل از

هاي جوندگان نصب و صبح روز ، اماكن خارجي و لانه)انساني و حيواني(
هاي صيد شده را خاكيپشه. شدآوري ميبعد، قبل از طلوع آفتاب جمع

به آزمايشگاه منتقل كرده، سر و انتهاي بدن هر پشه خاكي قطع و روي 
 .)14(تعيين گونه گردند  ،برشدند تا با استفاده از كليد معتلام مونته مي

به  ،خاكي كه شامل سينه و قسمت اعظم شكم بودمانده پشهباقي
درجه منتقل شده و  96ليتري حاوي اتانول ميلي 5/1هاي ميكروتيوب

هاي تهيه شده و به لام. گرديدآماده مي DNAبراي استخراج 
 DNAاستخراج . شدچسب مشابه اختصاص داده مي ها برميكروتيوب

. خاكي كه جدا شده بودند انجام گرفتفقط از قسمت سينه و شكم پشه
-هاي ميكروسكوپي فقط براي تعيين هويت و تشخيص گونه پشهلام

  .انداستفاده نشده DNAخاكي تهيه شدند و در استخراج 
از بافت  DNAاز كيت استخراج  DNAبراي استخراج 

)Bioneer;South Korea (در اين تحقيق براي . است استفاده شده
با برنامه حرارتي  Conventional PCRتعيين هويت انگل از تكنيك 

  .زير استفاده شد
1) Preheating: 95°C-5 min 
2) Denaturation: 94°C-30 s 
3) Annealing: 48°C-30 s 
4) Extension: 72°C-1 min 
5) Final Extension: 72°C-7 min 
6) Repeat 2 to 4 step: 35 cycles 
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  كار رفته در اين مطالعه شاملپرايمرهاي به
 LITSR (CTGGATCATTTTCCGATG)  و  

L5.8S (TGATACCACTTATCGCACTT)  بودند كه قطعه
ITS1 16و  15، 13(كند هاي ليشمانيا تكثير ميرا در تمام گونه.(  

، محصول بر روي ژل آگارز يك درصد حاوي PCRپس از انجام 
سپس بر روي دستگاه ايلوميناتور . الكتروفورز شدند ،اتيديوم برومايد

. شد، از آن عكسبرداري ميDNA گذاشته و در صورت مشاهده باندهاي
 bp350-300هاي انگل ليشمانيا بين باند ايجاد شده براي تمام گونه

باند ايجاد شده براي تمام  ITS1جايي كه با تكثير ناحيه از آن. باشدمي
ها غير افتراق گونه ،باشدمي bp350-300هاي انگل ليشمانيا بين گونه

 ITSهايي كه ژن نمونه PCRبنابراين محصولات  .ممكن خواهد بود
 عمليات كه اينبا توجه به اين. اند را تعيين توالي نموديمها مثبت شدهآن

- به. يي دارد تنها به تعيين توالي سه نمونه اكتفا شده استهزينه بالا
با كيفيت مناسب  PCRاز محصول  lμ60ها، منظور تعيين توالي نمونه

مربوط به تكثير ژن هدف آماده و با همكاري شركت آرمين شگرف به 
ها فرم همراه نمونه. كشور آلمان ارسال گرديد Seqlabشركت 

 Seqlabشركت . مر ارسال گرديدمخصوص سفارش و مقداري پراي
صورت كروماتوگراف و توالي خطي ارايه ها را بهنتايج سكوئنس نمونه

-ها از نرمها و تعيين هويت صحيح آنجهت بررسي صحت توالي. نمود
به. استفاده شد BLAST (www.ncbi.nih.gov.org/blast)افزار 

هاي ا با تواليهاي حاصل از مطالعه مهاي نمونهمنظور مقايسه توالي
استفاده شده و درصد  ClustalWافزار از نرم Genbankموجود در 

-مشابهت و اختلاف بين نمونه ما و نمونه موجود در بانك جهاني ژن به
  . دست آمد
  نتايج

خاكي فلبوتوموس پاپاتاسي مورد آزمايش پشه 218در اين تحقيق تعداد 
انجام الكتروفورز از پس . اي پليمرازي قرار گرفتندواكنش زنجيره

 شكل( باشدمي bp350محدوده  مشخص شد كه باندهاي ايجاد شده در
1 .( 

 افزارپس از تعيين توالي و تشخيص هويت نمونه با استفاده از نرم

BLAST تعيين  شده و هاي جدامشخص شد كه يك مورد از انگل
توالي ). هاكل نمونه% 5/0( مربوط به گونه انگل بوده استشده هويت 

ژني انگل جداشده در بانك جهاني ژن ثبت شده است كه با شماره 
 افزارچنين نرمهم .باشدقابل مشاهده مي GQ466355دسترسي 
ClustalW هاي ديگر حاصل از اين مطالعه با نمونه نشان داد نمونه

با شماره ( يافت شده در آسياي مركزي و ايران ليشمانيا تورانيكا
 هاي دسترسيبا شماره(، مغولستان )EF413079 دسترسي

AJ000307- 9  وAJ272380(،  ازبكستان)رسيبا شماره دست 
AJ272378(،  تركمنستان)هاي دسترسيبا شماره AJ272379 و 

AJ272381 ( و نمونه قزاقستان) شماره دسترسيAJ272382 (كاملا 
  .باشدمشابه مي
  بحث

-انگل ITS1با استفاده از تعيين توالي ناحيه  PCRروش  ،در اين مطالعه
سمنان  هاي ليشمانيا در فلبوتوموس پاپاتاسي براي اولين بار در استان

نتايج مطالعه حاضر نشان داد استفاده از اين روش در . كار رفته استبه
ها، تزريق به حيوان خاكيها ازجمله تشريح پشهمقايسه با ساير روش
باشد و با اين روش ها، بسيار سريع و حساس ميحساس و ايزوآنزيم

ن ها تعييخاكيطور مستقيم عامل بيماري را در بدن پشهتوان بهمي
نيازمند  گير بوده وها بسيار وقتتك پشهتشريح تك چون. هويت نمود

هاي تكميلي كه نيازمند تكنيكباشد، ضمن اينمهارت بالا ميو تجربه 
 منظور تعيين گونه،روش ايزوآنزيم به .باشدديگر براي تعيين گونه مي

هاي مولكولي داراي معايبي تر آن نسبت به روشرغم دقت بيشعلي
توان نيازمندي به كشت تعداد زياد انگل را باشد كه از آن جمله ميمي

فلبوتوموس پاپاتاسي ناقل اصلي ليشمانيوز جلدي نوع  .)17( نام برد
بين  انتقال انگل ليشمانيا ماژور در در ما بوده و روستايي در كشور

در اين تحقيق  .)14و  7، 6( چنين به انسان نقش داردهم جوندگان و
خاكي فلبوتوموس انگل ليشمانيا تورانيكا نيز از پشه ر اين انگل،علاوه ب

شده است كه اين مهم براي  پاپاتاسي مناطق روستايي شهرستان جدا
 .دومين بار در كشور ايران رخ داده است اولين بار در استان سمنان و

نقش اپيدميولوژيك انگل ليشمانيا تورانيكا در چرخه انتقال بيماري 
 پرويزي براي اولين بار اين آلودگي را يدر مطالعه .مشخص نيست

  ).9(گزارش داد 
- هب .آلودگي به انگل ليشمانيا تورانيكا در جوندگان نيز گزارش شده است

كه محققان توانستند آن را از رومبوميس اپيموس و نزوكيا اينديكا طوري
گان د آلودگي همزمان جوندندهمطالعات نشان مي ).18و  10( جدا سازند

  1         2        N       M         

مربوط  1شماره : انگل ليشمانيا ITS1 ژن PCRالكتروفورز محصول  -1تصوير 
 Mكنترل منفي و  Nكنترل مثبت، 2شماره  ،bp350 به انگل ليشمانيا تورانيكا 

  )ايران :سيناژن(bp  100سايز ماركر
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هاي دراز مدت هاي ليشمانيا ماژور و تورانيكا باعث ايجاد عفونتبه انگل
  .)12 و 11(ماند ميتا پايان عمر در بدن جونده باقي  ها شود وآن در

زايي انگل ليشمانيا تورانيكا براي انسان مشخص نيست و در بيماري
صورت اي حال مطالعههب ثير آن بر سيستم ايمني انسان تاأزمينه ت

- اما در حيوانات آزمايشگاهي نظير هامستر طلايي و موش .نگرفته است
چنين بر روي سيستم باعث ايجاد بيماري شده و هم BALB/cهاي 

كه جايياز آن .)12و  11، 10( ثيرگذار استأايمني جوندگان مخزن نيز ت
آلودگي به اين انگل در  و تحقيق حاضر )9(در نتايج مطالعه پرويزي 

توانند از بنابراين مي كي فلبوتوموس پاپاتاسي نيز به اثبات رسيده،خاپشه
آيد جا اين سوال پيش ميدر اين .طريق گزش پشه به انسان منتقل شوند

تواند در انسان بر عليه كه آيا مواجهه با انگل ليشمانيا تورانيكا مي
 بوميبرخي از افراد در مناطق  شمانيا ماژور ايمني ايجاد كند يا خير؟يل

بدون سابقه ابتلا به بيماري و مواجهه با ليشمانيا ماژور در مقابل بيماري 
شود بنابراين پيشنهاد مي. ليشمانيوز جلدي نوع روستايي مقاوم هستند

. گونه انگل ليشمانيا تورانيكا در مطالعات ساخت واكسن مدنظر قرار گيرد
انيا ماژور و هاي ليشمزمان جوندگان به انگلهمانطور كه آلودگي هم

در  ليشمانيا ماژور شده و زايي انگلافزايش بيماريتورانيكا منجر به 
شايد يكي از علل ، شودطولاني شدن دوره بيماري ميباعث نتيجه 
 زمان دوهاي بسيار بزرگ و دير التيام يابنده در انسان نيز حضور همزخم

هاي خمييد اين مورد تعيين هويت انگل در زأانگل باشد كه جهت ت
  .شودانساني توصيه مي

  تشكر و قدرداني
- نامه دانشجويي كارشناسي ارشد رشته حشرهقالب پايان اين تحقيق در

چنين طرح تحقيقاتي مشترك مبارزه با ناقلين و هم شناسي پزشكي و
 .انجام شده است 6730سمنان با كد  بين دانشگاه علوم پزشكي تهران و

كاركنان دانشگاه علوم  ولين وواز مس وسيله نهايت تشكر خود رابدين
 .داريمپزشكي تهران و مركز بهداشت شهرستان دامغان ابراز مي
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