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  .27-33 صفحات: 3 شماره ،7 دوره ،1390 ايران؛ اپيدميولوژي تخصصي مجله

  يپژوهش مقاله

شناسايي ناقلين بيماري ليشمانيوز جلدي در كانون شهرستان جاسك، 

  Nested-PCRاستان هرمزگان با استفاده از تكنيك 

3سجاد فكري ،2، محسن كلانتري1كوروش عزيزي
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 3/2/90:پذيرش ؛29/9/89:دريافت تاريخ

با حساسيت و اختصاصـيت بـالا قادرنـد تعـداد كـم انگـل در بـدن نـاقلين را نيـز           PCRهاي مولكولي مبتني بر  تكنيك :اهداف و مقدمه

مطالعـه حاضـر   . ترين كانون بيماري سالك در استان هرمزگان بـوده اسـت   شرقي كشور مهم شهرستان جاسك در جنوب. تشخيص دهند

  .بمنظور تعيين ناقلين بيماري در اين كانون اجرا گرديد
ها صيد و با استفاده از كليدهاي تشخيصي مـورد شناسـايي    پشه خاكي 1386-87هاي  في مقطعي در سالدر مطالعه اي توصي: كار روش

هاي كينتوپلاسـت   آيزوآميل الكل انجام و تكثير بخش متغير ميني سيركل/كلروفرم/و فنل Kبروش پروتئيناز  DNAاستخراج . قرار گرفتند

صـورت   CSB2XF-CSB1XR-LiR-13Zو  LIN R4-LIN17-LIN19سـري پرايمرهـاي   و با  Nested-PCRانگل نيز با استفاده از دو تكنيك 

  .هاي استاندارد شناسايي شدند پذيرفته و باندهاي حاصله با مقايسه با نمونه

 سـه . گرديـد  هويـت  تعيين و صيد) سرژانتوميا گونه پنج و فلبوتوموس گونه سه( گونه هشت از خاكي پشه عدد 8123 مجموع در :نتايج

هـاي غالـب    درصد صـيد گونـه   32/7و  21/17؛ 91/59به ترتيب با  تئودوري سرژانتوميا و صالحي فلبوتوموس پاپاتاسي؛ فلبوتوموس گونه

  صــالحي مشــاهده و گونــه انگــل. از گونــه ف%) 4(پاپاتاســي و دو نمونــه . از گونــه ف%) 5(آلــودگي ليشــمانيايي در ســه نمونــه . بودنــد

Leishmania major درصد بود 18و  6/29ترجيح خونخواري اين دو گونه از انسان بترتيب . تعيين گرديد.  

مطالعه حاضر اولين مطالعه تعيين ناقلين بيماري ليشمانيوز پوستي به روش مولكولي در استان هرمزگان بود كه نشـان داد  : گيري نتيجه

پاپاتاسـي  . براين اساس دو گونه پشه خاكي ف. استا ماژور نوع بيماري در اين كانون نوظهور از نوع روستايي يا مرطوب و با عامل ليشماني

  .شوند عنوان ناقلين بيماري در اين كانون معرفي ميه صالحي ب. و ف

  ايران و جاسك صالحي، فلبوتوموس پاپاتاسي، فلبوتوموس ماژور، ليشمانيا پوستي، ليشمانيوز :كليدي واژگان

 مقدمه

ها تلاش پيگير مسؤولين بهداشتي كشور جهت  عليرغم سال

، متأسفانه )سالك(كنترل بيماري ليشمانيوز جلدي پيشگيري و 

هاي  اين بيماري همواره در حال گسترش بوده و هر ساله كانون

ها وجود  جديدي از بيماري در مناطقي كه قبلأ بيماري در آن

استان  17كه در حال حاضر در  گردد بطوري نداشته گزارش مي

  ).1(كشور اين بيماري بصورت اندميك وجود دارد 

  خانواده فلبوتومينه هاي زير ناقلين ليشمانيوزها پشه خاكي

)(Diptera: Psychodidae  گونه شناخته  700هستند و از بيش از

هاي  ها در انتقال پاتوژن شده از اين زيرخانواده حدود ده درصد آن

مختلف و از جمله انگل تك ياخته و تاژكدار ليشمانيا 

(Kinetoplastida: Trypanosomatidae)  تا كنون ). 2(نقش دارند

). 3(اند  عنوان پاتوژن انساني شناخته شدهه گونه از اين انگل ب 21

در منطقه خاورميانه، غرب آسيا و جنوب صحراي آفريقا تمام 

ناقلين قطعي عامل فرم مرطوب يا روستايي ليشمانيوز پوستي 

(ZCL)،  يعنيLeishmania major )هاي ناقل  بجز بعضي از گونه

  و اغلب ناقلين قطعي Phlebotomusاز زيرجنس ) مشكوك

Le. tropica )و) عامل ليشمانيوز جلدي خشك يا شهري 

Le. infantum )از زير) عامل ليشمانيوز احشايي يا كالاآزار 

ناقل ). 4(هستند  Larroussiusو  Paraphlebotomusهاي  جنس

كشورهايي  در )ZCL(قطعي و اصلي ليشمانيوز جلدي مرطوب 
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 و همكاران عزيزي /28 

همچون تركمنستان، ازبكستان، عربستان سعودي، ايران، مراكش و 

  ). 5،4( استتونس فلبوتوموس پاپاتاسي 

در كليه مطالعات انجام شده بر روي ناقلين بيماري سالك 

عنوان ه ب Phlebotomus papatasiمرطوب در ايران پشه خاكي 

  و اصلي (Proven Vector)ناقل قطعي 

(Primary Vector)  بجز اين ). 6،7،8،9،10،11(گزارش شده است

عنوان ناقل انگل در بين ه هاي ديگري نيز ب گونه پشه خاكي

اند از جمله  جوندگان در مناطق روستايي كشور گزارش شده
(Paraphlebotomus) alexandri ،P.(Para) andrejevi  

P.(Para) caucasicus, ،P.(Para) moghulensis و  

P. (Synphlebotomus) ansarii  )6،7،12،13.(  

نيز در چند نوبت  P. (Phlebotomus) salehiپشه خاكي 

اولين . بعنوان ناقل احتمالي ليشمانيا ماژور گزارش شده است

گزارش از منطقه چابهار استان سيستان و بلوچستان بود كه بدون 

آنكه گونه انگل مشخص شود آلودگي اين گونه به لپتوموناد 

در ) 1387(اخيرأ نيز نگارنده و همكاران ). 14(مشاهده گرديد 

يروكارزين در استان فارس و نيز قوامي و كانون شهرستان ق

در كانون شهرستان جهرم همين استان با روش ) 1389(همكاران 

را مشاهده  Le. majorمولكولي آلودگي طبيعي اين گونه به 

  ).اطلاعات منتشر نشده، در حال چاپ(اند  نموده

ها روش  و بررسي ايزوآنزيم Zymotaxonomyهر چند روش 

هاي  ها و سويه براي شناسايي گونه Gold Standardقاطع و 

و يعقوبي ارشادي و همكاران نيز ) 15(مختلف انگل ليشمانياست 

را   Le. major (Zymodeme MON 26)از همين روش استفاده و

از منطقه برخوار اصفهان  P. caucasicusو P. papatasiاز دو گونه 

خاص خود ، ولي اين روش مشكلات )13،12(گزارش نموده اند 

همچون هزينه بر و مشكل بودن در اجرا، نياز به انگل زنده و كشت 

معمولأ فقط  )Mixed(هاي مكرر  انبوه انگل و نيز در آلودگي

استريني را تشخيص ميدهد كه قادر به تطابق با شرايط 

  ).9(رشد نمايد  اًآزمايشگاهي و محيط كشت بوده و سريع

هاست كه با سهولت و  سال PCRهاي مولكولي مبتني بر  روش

هاي معتبر دنيا و نيز بوسيله محققين  بطور روتين در آزمايشگاه

داخلي براي شناسايي انگل در بدن ناقلين و مخازن بيماري 

). 9،11،16،17،18،19،20(شوند  ليشمانيوز با موفقيت استفاده مي

ها با حساسيت و اختصاصيت بالا قادر به تشخيص تعداد  اين روش

مثل هسته، كينتوپلاست،  DNAوده و از منابع مختلف كم انگل ب

  ). 21،17(نمايند  ريبوزوم و غيره استفاده مي

 25◦،24' - 26◦،58'(شهرستان جاسك در جنوب شرقي كشور 

طول شرقي از نصف النهار  59◦،15' -  57◦،11'عرض شمالي و 

در همسايگي استان سيستان و بلوچستان در حال حاضر ) گرينويچ

هاي  كه در سال بطوري استترين شهرستان استان هرمزگان  آلوده

و  7/52مورد بيماري سالك به ترتيب  195و  245با  87و  1386

. درصد كل موارد بيماري استان را بخود اختصاص داده است 7/42

اي بر روي ناقلين بيماري در  از آنجا كه تا كنون هيچگونه مطالعه

منظور ه د، مطالعه حاضر باين منطقه از كشور انجام نشده بو

هاي اين كانون نوظهور به  تشخيص آلودگي طبيعي پشه خاكي

هاي  انگل ليشمانيا و تعيين ناقلين بيماري با استفاده از روش

  . مولكولي انجام گرديد

  كار روش

كه به روش مقطعي  )Descriptive(در اين مطالعه توصيفي 

)Cross-Sectional( انجام شد، پشه  1386- 87هاي  در سال

هاي  و تله )Sticky Papers(هاي چسبان  ها با استفاده از تله خاكي

از مناطق مختلف شهرستان و بخصوص از  CDCنوري مينياتوري 

اماكن داخلي و خارجي روستاهاي با آمار بالاي آلودگي صيد 

نيازي به نمونه  PCRهاي مبتني بر  از آنجا كه در تكنيك. گرديد

ها تا زمان آماده سازي براي  ست، پشه خاكيزنده و تازه ني

در ). 22(نگهداري شدند % 70در اتانول  PCRو  DNAاستخراج 

قرار داده % 1دقيقه در دترجنت  5ها بمدت  آزمايشگاه ابتدا نمونه

شده و پس از پاكسازي و خشك شدن، بر روي لامي حاوي يك 

) ماتكاحاوي اسپر(سر و چند بند انتهايي شكم  PBSقطره محلول 

بر روي لام ديگري در ) 23(جدا و براي تعيين هويت پشه خاكي 

مونته شده و از بقيه بدن شامل سينه ) 24(يك قطره محيط پوري 

استفاده  DNAبراي استخراج ) حاوي ميدگات(و بخش اصلي شكم 

هاي  خون موجود در معده تعدادي از نمونه هاي ماده گونه. گرديد

بر روي كاغذهاي واتمن شماره گذاري مشكوك به انتقال بيماري 

شده منتقل و براي تعيين نوع خون با استفاده از روش سرولوژيك 

ELISA  به آزمايشگاه انگل شناسي دانشكده بهداشت تهران ارسال

  .گرديد

بطور . به روش عزيزي و همكاران انجام شد DNAاستخراج 

ها  خلاصه به اين ترتيب كه پس از همژنايز نمودن بدن پشه خاكي

 µlو  µl200 Lysis Bufferميلي ليتري،  5/0هاي  در ميكروتيوب

محلول  µl300اضافه شده و سپس با اضافه نمودن  Kپروتئيناز  12

. يافت ادامه مي DNAايزوآميل الكل فرآيند استخراج /كلروفرم/فنل

DNA در ميزان مناسب بافر  استخراج شدهTE  تا زمانPCR  در

  ).11،19،20(گرديد  نگهداري مي C4◦يخچال 
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 Nested-PCR /29شناسايي ناقلين بيماري ليشمانيوز جلدي در كانون شهرستان جاسك، استان هرمزگان با استفاده از تكنيك 

 DNAهاي  ميني سيركل )Variable(براي تكثير ناحيه متغير 

از تكنيك  )minicircle kDNA(كينتوپلاست انگل ليشمانيا 

Nested-PCR در يكسري از . و دو سري پرايمر استفاده گرديد

بعنوان فوروارد در هر دو مرحله،  LINR4آزمايشات از پرايمرهاي 

ه ب LIN19مرحله اول و پرايمر  Reverseعنوان ه ب LIN17پرايمر 

توالي پرايمرها . مرحله دوم استفاده گرديد Reverseعنوان پرايمر 

  . بصورت زير بود
- LIN R4: 5'- GGG GTT GGT GTA AAA TAG GG-3'. 

- LIN 17: 5'- TTT GAA CGG GAT TTC TG-3'. 

- LIN 19: 5'- CAG AAC GCC CCT ACC CG-3'. 
 2000و همكاران در سال  Aransayاين تكنيك توسط 

طراحي شده و بوسيله نگارنده و همكاران در مطالعات متعددي 

براي تشخيص انگل ليشمانيا در بدن ناقلين و مخازن ليشمانيوز 

حجم مواد مورد نياز ). 11،17،20(مورد استفاده قرار گرفته بود 

و پروفايل حرارتي دو مرحله ) مايكروليتر 25در حجم نهايي (

  .ير بودبصورت ز
250 µM of each dNTPs, 1.5 mM MgCl2, 1U Taq 

Polymerase (Cinagene, Tehran), 1 µM primer LINR4,  1 

µM primer LIN 17, 5 µl of DNA extract in 1X PCR buffer 

(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). 

اين حجم مواد در هر دو مرحله يكسان بود فقط پرايمر 

Reverse  در مرحله دوم تعويض شده و دو مايكروليتر از محصول

براي واكنش مرحله دوم  Template DNAعنوان ه مرحله اول ب

 °94Cپس از يك حرارت اوليه  در مرحله اول .شد استفاده مي

، تكثير ادامه مي يافت با )Initial Denaturation( دقيقه 5بمدت 

  ثانيه در)  Denaturation 94C° ،30(ثانيه در  30

)C° 52 (Annealing دقيقه در 1و )C°72 (Extension  10و نهايتأ 

 30اول در  همرحل( C° 72 (Final Extension) دقيقه حرارت

پروفايل حرارتي مرحله دوم نيز شبيه مرحله ). شد سيكل تكرار مي

اول بود البته بدون حرارت اوليه و نيز درجه حرارت مرحله 

Annealing  58آنC° شد سيكل تكرار مي 33مرحله دوم . بود.  

و  1998و همكاران در سال  Noyesدر تكنيك دوم كه بوسيله 

براي تشخيص انگل از بدن  2003سپس مؤمن باالله فرد و همكاران 

جوندگان استفاده شده بود از دو سري پرايمر براي دو مرحله 

)Nested (پرايمرهاي . استفاده گرديدCSB1XF  وCSB2XR براي 

توالي اين . براي مرحله دوم 13Zو  LiRمرحله اول و پرايمرهاي 

  : )16،18( پرايمرها بصورت زير بود
CSB1XR: 5'-CGA GTA GCA GAA ACT CCC GTT CA-3' 

CSB2XF: 5'-ATT TTT CGC GAT TTT CGC AGA ACG-3' 

LiR: 5'-TCG CAG AAC GCC CCT-3' 

13Z: 5'-ACT GGG GGT TGG TGT AAA ATA-3' 

مايكروليتر و  25رحله اول در حجم نهايي ممخلوط واكنش 

  :شامل مواد زير بود
(250 µM dNTPs, 1.5 mM MgCl2, 1.0 U. Taq DNA 

polymerase, 50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 1% Tween 20, 40 

ng each of CSB1XF & CSB2XR Primers). 

قط مخلوط واكنشي مرحله دوم نيز دقيقأ مثل مرحله اول بود ف

و با همان تركيب  13Zو  LiRپرايمرهاي آن بوسيله پرايمرهاي 

ها با استفاده از دستگاه ترمال سايكلر  واكنش. جايگزين گرديد

Progene  كارخانهTechne Cambridge UK پروفايل . انجام شد

پس از يك حرارت حرارتي هر دو مرحله به اين صورت بود كه 

، تكثير ادامه ) Initial Denaturation( دقيقه 5بمدت  °94Cاوليه 

 در دقيقه Denaturation 94C°( ،1(در  دقيقه 1يافت با  مي

)C° 54Annealing  ( دقيقه در 1و )C° 72Extension  ( و نهايتأ

 25مرحل در هر دو C°72(Final Extension )( دقيقه حرارت 10

با آب   1:9محصول مرحله اول به نسبت ). شد سيكل تكرار مي

براي مرحله دوم  Template DNAديونيزه رقيق و به عنوان 

  .شد استفاده مي

مايكروليتر از محصول  5مورد نظر، ميزان  DNAپس از تكثير 

مايكروليتر از محصول تكنيك دوم پس از اختلاط  3تكنيك اول و 

درصد حاوي اتيديوم  5/1بر روي ژل آگاروز  Loading Bufferبا 

دقيقه  الكتروفورز شده و پس از  40مدت حدود به برومايد 

با مقايسه باندهاي  UV Transilluminatorآشكارسازي در دستگاه 

هاي  هاي مورد بررسي با باندهاي حاصل از استرين حاصله از نمونه

هاي استاندارد  از استرين. گرفتند استاندارد مورد شناسايي قرار مي
Le. infantum: MCAN/IR/96/Lon49 ،Le. tropica: 

MHOM/IR/89/ARD2  وLe. major: MHOM/IR/54/LV39 

ها از گروه انگل و قارچ  اين استرين. جهت مقايسه استفاده گرديد

براي كليه . شناسي دانشكده پزشكي شيراز گرفته شده بود

ها بمنظور اطمينان از صحت عملكرد از كنترل منفي كه  واكنش

DNA گرديد سي بود استفاده مينمونه جنس نر از گونه مورد برر.  

  نتايج

عدد پشه خاكي صيد گرديد  8123در اين مطالعه در مجموع 

ماده %)  49/42(نمونه  3451نر و %) 52/57(نمونه  4672كه 

از اماكن داخلي و %)  07/39(نمونه  3174از اين تعداد . بودند

در . از اماكن خارجي صيد گرديده بودند%)  93/60(نمونه  4949

سه گونه از جنس (هشت گونه پشه خاكي شناسايي گرديد  مجموع

هاي فلبوتوموس  گونه). فلبوتوموس و پنج گونه از جنس سرژانتوميا

 1398، فلبوتوموس صالحي با %)91/59(نمونه  4867پاپاتاسي با 
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درصد  18و  6/29كه به ترتيب ) شناسي دانشكده بهداشت تهران

  .)Anthropophilic Index(ها از انسان خون خورده بودند 

نمونه ماده پاروس و خالي از  40و  50، 60

تئودوري انتخاب . صالحي و س. پاپاتاسي، ف

قرار گرفتند كه نتايج اين  PCRو  DNAو در پروسه استخراج 

گونه انگل در . نشان داده شده است 1بررسي در جدول شماره 

Leishmania major تشخيص داده شد  

.(  

هـاي   هاي پشه خاكي شهرستان جاسك، استان هرمزگان بـا تكنيـك  

  موارد مثبت) 

 Nested-PCRپرايمرهاي  با

LINR4 ،LIN17  وLIN19.  

)5  (%3  

)4  (%2  

)0  (%0  

، CSB1XFصـالحي بـا پرايمرهـاي    . هـاي فلبوتومـوس پاپاتاسـي و ف   

، اسـترين  )3(اسـترين اسـتاندارد ليشـمانيا تروپيكـا     ، )

 ).8 ستون(و كنترل منفي 

%)  32/7(نمونه  595و سرژانتوميا تيبرياديس با 

هاي تشخيص داده شده  ساير گونه

، سرژانتوميا سينتوني %)39/1(عبارت بودند از فلبوتوموس ماژور 

، سرژانتوميا دنتاتا %)77/5(، سرژانتوميا تئودوري 

درصد صيد از كل  64/1و سرژانتوميا كلايدئي با 

پاپاتاسي و . ونه فنمونه ماده خونخورده از دو گ

منظور تعيين نوع خون خورده شده مورد بررسي با 

ELISA  آزمايشگاه انگل (قرار گرفتند

شناسي دانشكده بهداشت تهران

ها از انسان خون خورده بودند  آن

60اد به ترتيب تعد

پاپاتاسي، ف. خون از سه گونه ف

و در پروسه استخراج 

بررسي در جدول شماره 

Leishmania majorتمام موارد آلوده 

).2و  1 شماره تصاوير(

هاي پشه خاكي شهرستان جاسك، استان هرمزگان بـا تكنيـك   نتايج بررسي ميكروسكپيك و مولكولي آلودگي ليشمانيايي گونه

  مورد تعداد

  مطالعه

) درصد(تعداد و 

Nested-PCR  با پرايمرهاي

CSB1XR  وCSB2XF 

60  )5  (%3  

50  )4  (%2  

40  )0  (%0  

هـاي فلبوتومـوس پاپاتاسـي و ف    هـاي مـاده پشـه خـاكي     نمونه Nested-PCRنتيجه الكتروفورز محصولات 

)2(، استرين استاندارد ليشمانيا ماژور )1و  9هاي  ستون(سايز ماركر %. 1/

و كنترل منفي ) 7ستون (صالحي . ، يك نمونه ف)5و  6هاي  ستون(پاپاتاسي . ، دو نمونه ف

 و همكاران عزيزي /30 

و سرژانتوميا تيبرياديس با %) 21/17(نمونه 

ساير گونه. هاي غالب بودند به ترتيب گونه

عبارت بودند از فلبوتوموس ماژور 

، سرژانتوميا تئودوري %)37/5(

و سرژانتوميا كلايدئي با %) 38/1(

  . هاي صيد شده نمونه

نمونه ماده خونخورده از دو گ 50و  54تعداد 

منظور تعيين نوع خون خورده شده مورد بررسي با ه صالحي ب. ف

ELISAاستفاده از آزمون سرولوژيك 

نتايج بررسي ميكروسكپيك و مولكولي آلودگي ليشمانيايي گونه -1جدول شماره 

Nested-PCR ،87-1386  

  

  گونه پشه خاكي

  فلبوتوموس پاپاتاسي

  فلبوتوموس صالحي

  سرژانتوميا تئودوري

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

نتيجه الكتروفورز محصولات  -1تصوير شماره 

CSB2XR ،LiR  13وZ  5در ژل آگاروز/

، دو نمونه ف)4(استاندارد ليشمانيا اينفانتوم 
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 Nested-PCR /31شناسايي ناقلين بيماري ليشمانيوز جلدي در كانون شهرستان جاسك، استان هرمزگان با استفاده از تكنيك 

و  LINR4، LIN17صـالحي بـا پرايمرهـاي    . هاي فلبوتوموس پاپاتاسي و ف

، اسـترين اسـتاندارد   )3(، اسـترين اسـتاندارد ليشـمانيا اينفـانتوم     

  ).9 ستون(و كنترل منفي 

هاي مطالعه  سالك مرطوب در تمامي كانون

هاي  روش). 6،7،8،9،10،11(شده در سراسر كشور بوده است 

تشخيصي ميكروسكپيك، مولكولي و ايزوآنزيمي همگي مؤيد نقش 

به انسان نه تنها در ايران كه  Le. majorاصلي اين گونه در انتقال 

در ساير كشورهاي حوزه مديترانه، آسياي مركزي و شمال آفريقا 

-Co(اين مسأله احتمالأ بخاطر يك تكامل متقابل 

باشد  دراز مدت بين اين گونه و انگل مربوطه مي

يره هاي ميدگات اين گونه قادر به ايجاد زنج

  ).25(ليشمانيا ماژور است  )LPG(ارتباطي با ليپوفسفوگليكانهاي 

در مطالعات محدودي كه در استان هرمزگان انجام شده نيز 

هر چند آلودگي ) 1382(و حنفي بجد ) 1376

هاي  هاي تشريح شده اين گونه در شهرستان

ي آباد پيدا نكردند ولي شواهد و حاج) بخش كهورستان

عنوان ناقل ه ها را ناگزير به معرفي اين گونه ب

(Probable Vector)  26،27(بيماري نمود.(  

فلبوتوموس صالحي نيز تا كنون در سه كانون بعنوان ناقل 

كثيري و همكاران . احتمالي ليشمانيا ماژور معرفي شده است

هايي از اين گونه در شهرستان چابهار  يح نمونه

استان سيستان و بلوچستان واقع در همسايگي كانون مورد بررسي 

در مطالعه حاضر، دو مورد آلودگي لپتومونايي گزارش نمودند 

در مطالعه ناقلين بيماري كالاآزار  1386نگارنده نيز در سال 

شناسايي ناقلين بيماري ليشمانيوز جلدي در كانون شهرستان جاسك، استان هرمزگان با استفاده از تكنيك 

هاي فلبوتوموس پاپاتاسي و ف خاكيهاي ماده پشه  نمونه Nested-PCRنتيجه الكتروفورز محصولات 

، اسـترين اسـتاندارد ليشـمانيا اينفـانتوم     )2(، استرين استاندارد ليشـمانيا تروپيكـا   )1و 10هاي  ستون(سايز ماركر 

و كنترل منفي ) 7و  8هاي  ستون(صالحي . ، دو نمونه ف)5و  5هاي  ستون(پاپاتاسي 

هاي مناطق  در اين مطالعه توصيفي مقطعي آلودگي پشه خاكي

آلوده شهرستان جاسك واقع در شرق استان هرمزگان به 

افزايش . مورد بررسي قرار گرفت

تدريجي بروز موارد بيماري در چند ساله اخير در اين شهرستان 

كه در تقسيم  گيري يك كانون اندميك بود بطوري

 API>1/1000بندي اپيدميولوژيكي بيماري، اين شهرستان با 

جزء استراتوم يك قرار گرفته و مسؤولين بهداشتي استان را بر آن 

ه داشت تا در كنار اقدامات پيشگيرانه و كنترلي، مطالعاتي نيز ب

. منظور شناسايي ناقلين و مخازن بيماري طرحريزي و اجرا گردد

هر چند بنظر مي . در اين مطالعه سه گونه فلبوتوموس صيد گرديد

جنس در شهرستان كم باشد ولي وفور اين 

ها در منطقه بسيار بالا بود بطوريكه دو گونه فلبوتوموس 

صالحي كه در منطقه آلوده يافت شده و هر دو از 

اند، وفور  در مناطق مختلف كشور بوده

فيليك و  و ندا اند و هر دو نيز تمايلات

درصد  13/37و  13/41كه  اند بطوري

ها  درصد آن 18و  6/29صيد اين دو گونه از اماكن داخلي بوده و 

و اصلي  )Proven Vector(فلبوتوموس پاپاتاسي ناقل قطعي 

(Primary Vector) سالك مرطوب در تمامي كانون

شده در سراسر كشور بوده است 

تشخيصي ميكروسكپيك، مولكولي و ايزوآنزيمي همگي مؤيد نقش 

اصلي اين گونه در انتقال 

در ساير كشورهاي حوزه مديترانه، آسياي مركزي و شمال آفريقا 

اين مسأله احتمالأ بخاطر يك تكامل متقابل ). 4(بوده است 

evolution( دراز مدت بين اين گونه و انگل مربوطه مي

هاي ميدگات اين گونه قادر به ايجاد زنج بطوريكه فقط مولكول

ارتباطي با ليپوفسفوگليكانهاي 

در مطالعات محدودي كه در استان هرمزگان انجام شده نيز 

1376(سليماني احمدي 

هاي تشريح شده اين گونه در شهرستان لپتومونايي در نمونه

بخش كهورستان(بندرعباس 

ها را ناگزير به معرفي اين گونه ب اپيدميولوژيك آن

(Probable Vector)احتمالي 

فلبوتوموس صالحي نيز تا كنون در سه كانون بعنوان ناقل 

احتمالي ليشمانيا ماژور معرفي شده است

يح نمونهبا تشر) 1376(

استان سيستان و بلوچستان واقع در همسايگي كانون مورد بررسي 

در مطالعه حاضر، دو مورد آلودگي لپتومونايي گزارش نمودند 

نگارنده نيز در سال ). 14(

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

نتيجه الكتروفورز محصولات : 2تصوير شماره 

LIN19  سايز ماركر %. 5/1در ژل آگاروز

پاپاتاسي . ، دو نمونه ف)4(ليشمانيا ماژور 

  بحث 

در اين مطالعه توصيفي مقطعي آلودگي پشه خاكي

آلوده شهرستان جاسك واقع در شرق استان هرمزگان به 

مورد بررسي قرار گرفتپروماستيگوتهاي انگل ليشمانيا 

تدريجي بروز موارد بيماري در چند ساله اخير در اين شهرستان 

گيري يك كانون اندميك بود بطوري شكل نگربيا

بندي اپيدميولوژيكي بيماري، اين شهرستان با 

جزء استراتوم يك قرار گرفته و مسؤولين بهداشتي استان را بر آن 

داشت تا در كنار اقدامات پيشگيرانه و كنترلي، مطالعاتي نيز ب

منظور شناسايي ناقلين و مخازن بيماري طرحريزي و اجرا گردد

در اين مطالعه سه گونه فلبوتوموس صيد گرديد

جنس در شهرستان كم باشد ولي وفور اين  اي اين رسد تنوع گونه

ها در منطقه بسيار بالا بود بطوريكه دو گونه فلبوتوموس  گونه

صالحي كه در منطقه آلوده يافت شده و هر دو از . پاپاتاسي و ف

در مناطق مختلف كشور بوده )ZCL(ناقلين سالك مرطوب 

اند و هر دو نيز تمايلات بسيار بالايي داشته

اند بطوري آنتروپوفيليك نسبي داشته

صيد اين دو گونه از اماكن داخلي بوده و 

  .اند نيز از انسان خون خورده بوده

فلبوتوموس پاپاتاسي ناقل قطعي 
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 و همكاران عزيزي /32 

ز نظر بيوجغرافيايي در شهرستان قيروكارزين استان فارس كه ا

ماژور را . شباهت زيادي به اين كانون دارد، يك مورد آلودگي به ل

عزيزي و (مشاهده نمود  Nested-PCRبا تكنيك مولكولي 

اي ديگر در شهرستان  در مطالعه). همكاران، اطلاعات در حال چاپ

. جهرم استان فارس نيز قوامي و همكاران آلودگي اين گونه به ل

  ).اطلاعات در حال چاپ(اند  پيدا نمودهماژور را 

آلودگي  Nested-PCRدر مطالعه حاضربا استفاده از دو تكنيك 

  در سه نمونه از گونه  Leishmania majorبه انگل گونه 

P. papatasi )5 (%و دو مورد در گونهP. 4 salehi)  (% ثبت

هر پنج نمونه آلوده از اماكن داخلي و يا لانه جوندگان . گرديد

هاي مولكولي استفاده  تكنيك. مجاور منزل بيماران صيد شده بودند

شده در اين تحقيق قبلأ بوسيله محققين ديگرو نگارندگان به 

دفعات براي تشخيص انگل ليشمانيا در بدن ناقلين و مخازن 

هاي مختلف بيماري ليشمانيوز مورد استفاده قرار گرفته بود  فرم

)9،10،11،16،17،18،20  .(  

قادر به تمايز ميان آماستيگوتها و  PCRاز آنجا كه تكنيك 

، در اين مطالعه جهت )17،28(پروماستيگوتهاي انگل نيست 

اطمينان از طي كامل و يا بخشي از چرخه زندگي انگل در بدن 

هاي پاروس و خالي از خون  هاي مورد بررسي، نمونه پشه خاكي

استفاده از . دمورد استفاده قرار گرفتن DNAبراي استخراج 

ها طول عمر كافي  هاي پاروس به اين دليل بود كه اين نمونه نمونه

براي طي حداقل بخشي از چرخه انگل و تبديل فرم آماستيگوت 

به فرم ) شود كه همراه با خون ميزبان آلوده بلعيده مي(

هاي خالي از خون نيز  اند و استفاده از نمونه پروماستيگوت را داشته

ن بطور كامل هضم شده بود .ها خ بود كه در اين نمونه به اين دليل

و چون آماستيگوتهاي موجود در خون خورده شده از ميزبان آلوده 

ساعت و قبل از تكميل هضم خون به  24در معده پشه خاكي طي 

انگل  DNA، لذا مشاهده )29(فرم پروماستيگوت تبديل مي شوند 

ربوط به فرم ليشمانيا در چنين نمونه هايي بطور قطع م

پروماستيگوت انگل بوده و بطور قريب به يقين گونه آلوده مشاهده 

لذا با توجه به . عنوان ناقل بيماري معرفي نموده توان ب شده را مي

هاي اين مطالعه از جمله مشاهده آلودگي ليشمانيايي در  يافته

صالحي، تعيين هويت اين . پاپاتاسي و ف. هاي دو گونه ف نمونه

هاي آلوده از منازل  عنوان ليشمانيا ماژور، صيد نمونهه بآلودگي 

بيماران و يا مخازن بيماري، تمايلات اندوفيليك و انتروپوفيليك 

عنوان ناقلين بيماري سالك نوع ه ها، دو گونه مزبور ب اين گونه

شايان ذكر است . شوند مرطوب در اين كانون نوظهور معرفي مي

براي  PCRاستفاده از روش مولكولي مطالعه حاضر اولين مطالعه با 

ها و شناسايي  شناسايي آلودگي ليشمانيايي در بدن پشه خاكي

  .ناقلين بيماري سالك در استان هرمزگان بوده است

  تشكر و قدرداني

اين تحقيق بر اساس طرح تحقيقاتي مصوب معاونت پژوهشي 

مورخ  24/پ/15047دانشگاه علوم پزشكي هرمزگان و با شماره 

. بوده و با حمايت مالي آن انجام شده است 8/12/1385

دريغ مسؤولين مركز بهداشت  هاي بي نويسندگان از همكاري

استان هرمزگان و شهرستان جاسك و بهورزان منطقه بخصوص 

از مسؤولين آزمايشگاه . آقاي عبداالله زرين زاده كمال تشكر را دارند

كار خانم دكتر انگل شناسي دانشكده بهداشت تهران بخصوص سر

ها با روش اليزا  حجاران بخاطر بررسي خون معده پشه خاكي

مطالعات مولكولي اين تحقيق در گروه انگل . گردد سپاسگزاري مي

  .و قارچ شناسي دانشكده پزشكي شيراز انجام شده است
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Original Article 

The Nested-PCR Based Detection of Cutaneous 
Leishmaniasis Vectors in Jask County, Hormozgan, 
Iran 
Azizi K1, Kalantari M2, Fekri S3 

1- Associate Professor, Department of Medical Entomology, Health Sciences Research Center, School of Health & Nutrition, Shiraz 
University of Medical Sciences, Iran. 
2- MSc in Medical Entomology, Department of Parasitology, Faculty of Medicine, Shiraz University of Medical Sciences, Iran.  
3- BSc in Diseases Control, Hormozgan Province Health Center, Hormozgan University of Medical Sciences, Bandarabbas, Iran 
Corresponding author: Azizi K, azizik@sums.ac.ir 

Background & Objectives: The city of Jask in south east of Iran has been considered an endemic focus of 
leishmaniasis. PCR-based techniques can detect lower parasite burdens, reducing the number of false negatives 
and improving the quantification of Leishmania parasites in the sand fly. The aim of this epidemiological study 
was to detect vector(s) by PCR techniques in the city of Jask located in Hormozgan province. 

Methods: Sand flies were captured using CDC miniature light traps and sticky papers during 2007-2008 and 
identified by their morphology. DNA extraction performed by Proteinase K and Phenol/Chloroform/Isoamyl 
Alcohol methods. Leishmania kinetoplast minicircle DNA was amplified by two Nested-PCR techniques using 
species-specific primers (LINR4-LIN17-LIN19) and (CSB1XR-CSB2XF-LiR-13Z).These primers could differentiate 
among Leishmania species of Iran. 

Results: A total of 8123 sand flies were collected. The fauna was identified as eight species (3 Phlebotomus and 
5 Sergentomyia). Phlebotomus papatasi, P. salehi and Sergentomyia theodori were the three most dominant 
species (59.91%, 17.21% and 7.32% respectively).  

60, 50 and 40 parous unfed female specimens of P. papatasi, P. salehi and S. theodori were investigated for 
Leishmania DNA infection. Leishmania major DNA was detected in 3 (5%) specimens of P. papatasi and 2 (4%) 
specimens of P. salehi. Anthropophilic index of these two species were 29.6 & 18 percent, respectively. 

Conclusion: This study was the first molecular study for detection of cutaneous eishmaniasis vectors in Hormozgan 
province in Iran. According to the findings of the present study P. papatasi  and P. salehi are probable vectors of 
cutaneous leishmaniasis in this focus. 

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis, Leishmania major, Phlebotomus papatasi, Phlebotomus salehi, Jask and Iran 
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