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با حساسـیت و اختصاصـیت بـالا قادرنـد تعـداد کـم انگـل در بـدن نـاقلین را نیـز           PCRهاي مولکولی مبتنی بر تکنیک:اهدافومقدمه

مطالعـه حاضـر   . ترین کانون بیماري سالک در استان هرمزگـان بـوده اسـت   شرقی کشور مهمشهرستان جاسک در جنوب. تشخیص دهند
.بمنظور تعیین ناقلین بیماري در این کانون اجرا گردید

ها صید و با استفاده از کلیدهاي تشخیصـی مـورد شناسـایی    پشه خاکی1386-87هاي فی مقطعی در سالدر مطالعه اي توصی: کارروش
هـاي کینتوپلاسـت   آیزوآمیل الکل انجام و تکثیر بخش متغیر مینی سیرکل/کلروفرم/و فنلKبروش پروتئیناز DNAاستخراج . قرار گرفتند

صـورت  CSB2XF-CSB1XR-LiR-13Zو LIN R4-LIN17-LIN19سـري پرایمرهـاي   و با Nested-PCRانگل نیز با استفاده از دو تکنیک 
.هاي استاندارد شناسایی شدندپذیرفته و باندهاي حاصله با مقایسه با نمونه

سـه . گردیـد هویـت تعیـین وصید) سرژانتومیاگونهپنجوفلبوتوموسگونهسه(گونههشتازخاکیپشهعدد8123مجموعدر:نتایج
هـاي غالـب   درصـد صـید گونـه   32/7و 21/17؛ 91/59به ترتیب با تئودوريسرژانتومیاوصالحیفلبوتوموسپاپاتاسی؛فلبوتوموسگونه

ــه . بودنــد ــودگی لیشــمانیایی در ســه نمون ــه ف%) 5(آل ــه . از گون ــه انگــل. از گونــه ف%) 4(پاپاتاســی و دو نمون صــالحی مشــاهده و گون
Leishmania majorدرصد بود18و 6/29ترجیح خونخواري این دو گونه از انسان بترتیب . تعیین گردید.

مطالعه حاضر اولین مطالعه تعیین ناقلین بیماري لیشمانیوز پوستی به روش مولکولی در استان هرمزگان بـود کـه نشـان داد    : گیرينتیجه
پاپاتاسـی  . براین اساس دو گونه پشه خـاکی ف . استا ماژور نوع بیماري در این کانون نوظهور از نوع روستایی یا مرطوب و با عامل لیشمانی

.شوندعنوان ناقلین بیماري در این کانون معرفی میه صالحی ب. و ف

ایرانوجاسکصالحی،فلبوتوموسپاپاتاسی،فلبوتوموسماژور،لیشمانیاپوستی،لیشمانیوز:کلیديواژگان

مقدمه
ها تلاش پیگیر مسؤولین بهداشتی کشور جهت علیرغم سال

، متأسفانه )سالک(کنترل بیماري لیشمانیوز جلدي پیشگیري و 
هاي این بیماري همواره در حال گسترش بوده و هر ساله کانون

ها وجود جدیدي از بیماري در مناطقی که قبلأ بیماري در آن
استان 17که در حال حاضر در گردد بطورينداشته گزارش می

).1(کشور این بیماري بصورت اندمیک وجود دارد 
خانواده فلبوتومینههاي زیرناقلین لیشمانیوزها پشه خاکی

)(Diptera: Psychodidae گونه شناخته 700هستند و از بیش از
هاي ها در انتقال پاتوژنشده از این زیرخانواده حدود ده درصد آن

مختلف و از جمله انگل تک یاخته و تاژکدار لیشمانیا 

(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) تا کنون ). 2(نقش دارند
). 3(اند عنوان پاتوژن انسانی شناخته شدهه گونه از این انگل ب21

در منطقه خاورمیانه، غرب آسیا و جنوب صحراي آفریقا تمام 
ناقلین قطعی عامل فرم مرطوب یا روستایی لیشمانیوز پوستی 

(ZCL)، یعنیLeishmania major)هاي ناقل بجز بعضی از گونه
و اغلب ناقلین قطعیPhlebotomusاز زیرجنس ) مشکوك

Le. tropica)و) عامل لیشمانیوز جلدي خشک یا شهري
Le. infantum)از زیر) عامل لیشمانیوز احشایی یا کالاآزار

ناقل ). 4(هستند Larroussiusو Paraphlebotomusهاي جنس
کشورهایی در)ZCL(قطعی و اصلی لیشمانیوز جلدي مرطوب 
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و همکارانعزیزي/28

همچون ترکمنستان، ازبکستان، عربستان سعودي، ایران، مراکش و 
). 5،4(استتونس فلبوتوموس پاپاتاسی 

در کلیه مطالعات انجام شده بر روي ناقلین بیماري سالک 
عنوان ه بPhlebotomus papatasiمرطوب در ایران پشه خاکی 

و اصلی(Proven Vector)ناقل قطعی 
(Primary Vector) بجز این ). 6،7،8،9،10،11(گزارش شده است

عنوان ناقل انگل در بین ه هاي دیگري نیز بگونه پشه خاکی
اند از جمله جوندگان در مناطق روستایی کشور گزارش شده

(Paraphlebotomus) alexandri ،P.(Para) andrejevi
P.(Para) caucasicus, ،P.(Para) moghulensisو

P. (Synphlebotomus) ansarii)6،7،12،13.(
نیز در چند نوبت P. (Phlebotomus) salehiپشه خاکی 

اولین . بعنوان ناقل احتمالی لیشمانیا ماژور گزارش شده است
گزارش از منطقه چابهار استان سیستان و بلوچستان بود که بدون 
آنکه گونه انگل مشخص شود آلودگی این گونه به لپتوموناد 

در ) 1387(اخیرأ نیز نگارنده و همکاران ). 14(مشاهده گردید 
یروکارزین در استان فارس و نیز قوامی و کانون شهرستان ق

در کانون شهرستان جهرم همین استان با روش ) 1389(همکاران 
را مشاهده Le. majorمولکولی آلودگی طبیعی این گونه به 

).اطلاعات منتشر نشده، در حال چاپ(اند نموده
ها روش و بررسی ایزوآنزیمZymotaxonomyهر چند روش 

Goldقاطع و  Standardهاي ها و سویهبراي شناسایی گونه
و یعقوبی ارشادي و همکاران نیز ) 15(مختلف انگل لیشمانیاست 

Le. major (Zymodeme MONاز همین روش استفاده و را (26
از منطقه برخوار اصفهان P. caucasicusوP. papatasiاز دو گونه 

خاص خود ، ولی این روش مشکلات )13،12(گزارش نموده اند 
همچون هزینه بر و مشکل بودن در اجرا، نیاز به انگل زنده و کشت 

معمولأ فقط )Mixed(هاي مکرر انبوه انگل و نیز در آلودگی
استرینی را تشخیص میدهد که قادر به تطابق با شرایط 

).9(رشد نماید اًآزمایشگاهی و محیط کشت بوده و سریع
هاست که با سهولت و سالPCRهاي مولکولی مبتنی بر روش

هاي معتبر دنیا و نیز بوسیله محققین بطور روتین در آزمایشگاه
داخلی براي شناسایی انگل در بدن ناقلین و مخازن بیماري 

). 9،11،16،17،18،19،20(شوند لیشمانیوز با موفقیت استفاده می
ها با حساسیت و اختصاصیت بالا قادر به تشخیص تعداد این روش
مثل هسته، کینتوپلاست، DNAوده و از منابع مختلف کم انگل ب

). 21،17(نمایند ریبوزوم و غیره استفاده می
25◦،24'-26◦،58'(شهرستان جاسک در جنوب شرقی کشور 

طول شرقی از نصف النهار 59◦،15'- 57◦،11'عرض شمالی و 
در همسایگی استان سیستان و بلوچستان در حال حاضر ) گرینویچ

هاي که در سالبطورياستترین شهرستان استان هرمزگان آلوده
و 7/52مورد بیماري سالک به ترتیب 195و 245با 87و 1386

. درصد کل موارد بیماري استان را بخود اختصاص داده است7/42
اي بر روي ناقلین بیماري در از آنجا که تا کنون هیچگونه مطالعه

منظور ه د، مطالعه حاضر باین منطقه از کشور انجام نشده بو
هاي این کانون نوظهور به تشخیص آلودگی طبیعی پشه خاکی

هاي انگل لیشمانیا و تعیین ناقلین بیماري با استفاده از روش
. مولکولی انجام گردید

کارروش
که به روش مقطعی )Descriptive(در این مطالعه توصیفی 

)Cross-Sectional(انجام شد، پشه 1386- 87هاي در سال
هاي و تله)Sticky Papers(هاي چسبان ها با استفاده از تلهخاکی

از مناطق مختلف شهرستان و بخصوص از CDCنوري مینیاتوري 
اماکن داخلی و خارجی روستاهاي با آمار بالاي آلودگی صید 

نیازي به نمونه PCRهاي مبتنی بر از آنجا که در تکنیک. گردید
ها تا زمان آماده سازي براي ست، پشه خاکیزنده و تازه نی

در ). 22(نگهداري شدند % 70در اتانول PCRو DNAاستخراج 
قرار داده % 1دقیقه در دترجنت 5ها بمدت آزمایشگاه ابتدا نمونه

شده و پس از پاکسازي و خشک شدن، بر روي لامی حاوي یک 
) ماتکاحاوي اسپر(سر و چند بند انتهایی شکم PBSقطره محلول 

بر روي لام دیگري در ) 23(جدا و براي تعیین هویت پشه خاکی 
مونته شده و از بقیه بدن شامل سینه ) 24(یک قطره محیط پوري 

استفاده DNAبراي استخراج ) حاوي میدگات(و بخش اصلی شکم 
هاي خون موجود در معده تعدادي از نمونه هاي ماده گونه. گردید

بر روي کاغذهاي واتمن شماره گذاري مشکوك به انتقال بیماري 
شده منتقل و براي تعیین نوع خون با استفاده از روش سرولوژیک 

ELISA به آزمایشگاه انگل شناسی دانشکده بهداشت تهران ارسال
.گردید

بطور . به روش عزیزي و همکاران انجام شدDNAاستخراج 
ها خلاصه به این ترتیب که پس از همژنایز نمودن بدن پشه خاکی

µl200میلی لیتري، 5/0هاي در میکروتیوب Lysis Buffer وµl

محلول µl300اضافه شده و سپس با اضافه نمودن Kپروتئیناز 12
. یافتادامه میDNAایزوآمیل الکل فرآیند استخراج /کلروفرم/فنل

DNAدر میزان مناسب بافر استخراج شدهTE تا زمانPCR در
).11،19،20(گردید نگهداري میC4◦یخچال 
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Nested-PCR/29شناسایی ناقلین بیماري لیشمانیوز جلدي در کانون شهرستان جاسک، استان هرمزگان با استفاده از تکنیک 

DNAهاي مینی سیرکل)Variable(براي تکثیر ناحیه متغیر 

از تکنیک )minicircle kDNA(کینتوپلاست انگل لیشمانیا 
Nested-PCRدر یکسري از . و دو سري پرایمر استفاده گردید

بعنوان فوروارد در هر دو مرحله، LINR4آزمایشات از پرایمرهاي 
ه بLIN19مرحله اول و پرایمر Reverseعنوان ه بLIN17پرایمر 

توالی پرایمرها . مرحله دوم استفاده گردیدReverseعنوان پرایمر 
. بصورت زیر 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 همکاران در سال Aransayاین تکنیک توسط 
طراحی شده و بوسیله نگارنده و همکاران در مطالعات متعددي 
براي تشخیص انگل لیشمانیا در بدن ناقلین و مخازن لیشمانیوز 

حجم مواد مورد نیاز ). 11،17،20(مورد استفاده قرار گرفته بود 
و پروفایل حرارتی دو مرحله ) مایکرولیتر25در حجم نهایی (

.یر 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).

این حجم مواد در هر دو مرحله یکسان بود فقط پرایمر 
Reverse در مرحله دوم تعویض شده و دو مایکرولیتر از محصول

براي واکنش مرحله دوم Template DNAعنوان ه مرحله اول ب
°94Cپس از یک حرارت اولیه در مرحله اول.شداستفاده می

، تکثیر ادامه می یافت با )Initial Denaturation(دقیقه5بمدت 
ثانیه در)Denaturation 94C° ،30(ثانیه در 30

)C°52(Annealing دقیقه در1و)C°72(Extension 10و نهایتأ
30اول در همرحل(C°72(Final Extension)دقیقه حرارت

پروفایل حرارتی مرحله دوم نیز شبیه مرحله ). شدسیکل تکرار می
اول بود البته بدون حرارت اولیه و نیز درجه حرارت مرحله 

Annealing 58آنC°شدسیکل تکرار می33مرحله دوم . بود.
و 1998و همکاران در سال Noyesدر تکنیک دوم که بوسیله 

براي تشخیص انگل از بدن 2003سپس مؤمن باالله فرد و همکاران 
جوندگان استفاده شده بود از دو سري پرایمر براي دو مرحله 

)Nested (پرایمرهاي . استفاده گردیدCSB1XF وCSB2XRبراي
توالی این . براي مرحله دوم13Zو LiRمرحله اول و پرایمرهاي 

: )16،18(پرایمرها بصورت زیر 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'

مایکرولیتر و 25رحله اول در حجم نهایی ممخلوط واکنش 
:شامل مواد زیر 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 واکنشی مرحله دوم نیز دقیقأ مثل مرحله اول بود ف
و با همان ترکیب 13Zو LiRپرایمرهاي آن بوسیله پرایمرهاي 

ها با استفاده از دستگاه ترمال سایکلر واکنش. جایگزین گردید
Progene کارخانهTechne Cambridge UKپروفایل . انجام شد

پس از یک حرارت حرارتی هر دو مرحله به این صورت بود که 
Initial(دقیقه5بمدت °94Cاولیه  Denaturation ( تکثیر ادامه ،

دردقیقهDenaturation 94C°( ،1(در دقیقه1یافت با می
)C°54Annealing ( دقیقه در1و)C°72Extension ( و نهایتأ

25مرحل در هر دو C°72(Final Extension)(دقیقه حرارت10
با آب 1:9محصول مرحله اول به نسبت ). شدسیکل تکرار می

براي مرحله دوم Template DNAدیونیزه رقیق و به عنوان 
.شداستفاده می

مایکرولیتر از محصول 5مورد نظر، میزان DNAپس از تکثیر 
مایکرولیتر از محصول تکنیک دوم پس از اختلاط 3تکنیک اول و 

درصد حاوي اتیدیوم 5/1بر روي ژل آگاروز Loading Bufferبا 
دقیقه  الکتروفورز شده و پس از 40مدت حدود به بروماید 

با مقایسه باندهاي UV Transilluminatorآشکارسازي در دستگاه 
هاي هاي مورد بررسی با باندهاي حاصل از استرینحاصله از نمونه

هاي استاندارد از استرین. گرفتنداستاندارد مورد شناسایی قرار می
Le. infantum: MCAN/IR/96/Lon49 ،Le. tropica:

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

ها از گروه انگل و قارچ این استرین. جهت مقایسه استفاده گردید
براي کلیه . شناسی دانشکده پزشکی شیراز گرفته شده بود

ها بمنظور اطمینان از صحت عملکرد از کنترل منفی که واکنش
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نتایج
عدد پشه خاکی صید گردید 8123در این مطالعه در مجموع 
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و همکارانعزیزي/30

%) 32/7(نمونه 595و سرژانتومیا تیبریادیس با %) 21/17(نمونه 
هاي تشخیص داده شده سایر گونه. هاي غالب بودندبه ترتیب گونه

، سرژانتومیا سینتونی %)39/1(عبارت بودند از فلبوتوموس ماژور 
، سرژانتومیا دنتاتا %)77/5(، سرژانتومیا تئودوري %)37/5(
درصد صید از کل 64/1و سرژانتومیا کلایدئی با %) 38/1(

. هاي صید شدهنمونه
پاپاتاسی و . ونه فنمونه ماده خونخورده از دو گ50و 54تعداد 

منظور تعیین نوع خون خورده شده مورد بررسی با ه صالحی ب. ف
آزمایشگاه انگل (قرار گرفتند ELISAاستفاده از آزمون سرولوژیک 

درصد 18و 6/29که به ترتیب ) شناسی دانشکده بهداشت تهران
.)Anthropophilic Index(ها از انسان خون خورده بودند آن

نمونه ماده پاروس و خالی از 40و 50، 60اد به ترتیب تعد
تئودوري انتخاب . صالحی و س. پاپاتاسی، ف. خون از سه گونه ف

قرار گرفتند که نتایج این PCRو DNAو در پروسه استخراج 
گونه انگل در . نشان داده شده است1بررسی در جدول شماره 

تشخیص داده شدLeishmania majorتمام موارد آلوده 
).2و 1شمارهتصاویر(

هـاي  هاي پشه خاکی شهرستان جاسک، استان هرمزگـان بـا تکنیـک   نتایج بررسی میکروسکپیک و مولکولی آلودگی لیشمانیایی گونه-1جدول شماره 
Nested-PCR ،87-1386

گونه پشه خاکی
موردتعداد

مطالعه
موارد مثبت) درصد(تعداد و 

Nested-PCR با پرایمرهاي
CSB1XR وCSB2XF

Nested-PCRپرایمرهاي با
LINR4 ،LIN17 وLIN19.

3%) 5(3%) 5(60فلبوتوموس پاپاتاسی
2%) 4(2%) 4(50فلبوتوموس صالحی
0%) 0(0%) 0(40سرژانتومیا تئودوري

، CSB1XFصـالحی بـا پرایمرهـاي    . هـاي فلبوتومـوس پاپاتاسـی و ف   هـاي مـاده پشـه خـاکی    نمونهNested-PCRنتیجه الکتروفورز محصولات -1تصویر شماره 
CSB2XR ،LiR 13وZ اسـترین  )3(اسـترین اسـتاندارد لیشـمانیا تروپیکـا     ، )2(، استرین استاندارد لیشمانیا ماژور )1و 9هاي ستون(سایز مارکر %. 5/1در ژل آگاروز ،

).8ستون(و کنترل منفی ) 7ستون (صالحی . ، یک نمونه ف)5و 6هاي ستون(پاپاتاسی . ، دو نمونه ف)4(استاندارد لیشمانیا اینفانتوم 
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Nested-PCR/31شناسایی ناقلین بیماري لیشمانیوز جلدي در کانون شهرستان جاسک، استان هرمزگان با استفاده از تکنیک 

و LINR4،LIN17صـالحی بـا پرایمرهـاي    . هاي فلبوتوموس پاپاتاسی و فخاکیهاي ماده پشه نمونهNested-PCRنتیجه الکتروفورز محصولات : 2تصویر شماره 
LIN19 اسـترین اسـتاندارد   )3(، اسـترین اسـتاندارد لیشـمانیا اینفـانتوم     )2(، استرین استاندارد لیشـمانیا تروپیکـا   )1و10هاي ستون(سایز مارکر %. 5/1در ژل آگاروز ،

).9ستون(و کنترل منفی ) 7و 8هاي ستون(صالحی . ، دو نمونه ف)5و 5هاي ستون(پاپاتاسی . ، دو نمونه ف)4(لیشمانیا ماژور 

بحث 
هاي مناطق در این مطالعه توصیفی مقطعی آلودگی پشه خاکی

آلوده شهرستان جاسک واقع در شرق استان هرمزگان به 
افزایش . مورد بررسی قرار گرفتپروماستیگوتهاي انگل لیشمانیا 

تدریجی بروز موارد بیماري در چند ساله اخیر در این شهرستان 
که در تقسیم گیري یک کانون اندمیک بود بطوريشکلنگربیا

API>1/1000بندي اپیدمیولوژیکی بیماري، این شهرستان با 

جزء استراتوم یک قرار گرفته و مسؤولین بهداشتی استان را بر آن 
ه داشت تا در کنار اقدامات پیشگیرانه و کنترلی، مطالعاتی نیز ب

. منظور شناسایی ناقلین و مخازن بیماري طرحریزي و اجرا گردد
هر چند بنظر می . در این مطالعه سه گونه فلبوتوموس صید گردید

جنس در شهرستان کم باشد ولی وفور این اي اینرسد تنوع گونه
ها در منطقه بسیار بالا بود بطوریکه دو گونه فلبوتوموس گونه

صالحی که در منطقه آلوده یافت شده و هر دو از . پاپاتاسی و ف
اند، وفور در مناطق مختلف کشور بوده)ZCL(ناقلین سالک مرطوب 
فیلیک و وندااند و هر دو نیز تمایلاتبسیار بالایی داشته

درصد 13/37و 13/41که اند بطوريآنتروپوفیلیک نسبی داشته
ها درصد آن18و 6/29صید این دو گونه از اماکن داخلی بوده و 

.اندنیز از انسان خون خورده بوده
و اصلی )Proven Vector(فلبوتوموس پاپاتاسی ناقل قطعی 

(Primary Vector)هاي مطالعه سالک مرطوب در تمامی کانون
هاي روش). 6،7،8،9،10،11(شده در سراسر کشور بوده است 

تشخیصی میکروسکپیک، مولکولی و ایزوآنزیمی همگی مؤید نقش 
به انسان نه تنها در ایران که Le. majorاصلی این گونه در انتقال 

در سایر کشورهاي حوزه مدیترانه، آسیاي مرکزي و شمال آفریقا 
-Co(این مسأله احتمالأ بخاطر یک تکامل متقابل ). 4(بوده است 

evolution(باشد دراز مدت بین این گونه و انگل مربوطه می
یره هاي میدگات این گونه قادر به ایجاد زنجبطوریکه فقط مولکول

).25(لیشمانیا ماژور است )LPG(ارتباطی با لیپوفسفوگلیکانهاي 
در مطالعات محدودي که در استان هرمزگان انجام شده نیز 

هر چند آلودگی ) 1382(و حنفی بجد ) 1376(سلیمانی احمدي 
هاي هاي تشریح شده این گونه در شهرستانلپتومونایی در نمونه

ی آباد پیدا نکردند ولی شواهد و حاج) بخش کهورستان(بندرعباس 
عنوان ناقل ه ها را ناگزیر به معرفی این گونه باپیدمیولوژیک آن

).26،27(بیماري نمود (Probable Vector)احتمالی 
فلبوتوموس صالحی نیز تا کنون در سه کانون بعنوان ناقل 

کثیري و همکاران . احتمالی لیشمانیا ماژور معرفی شده است
هایی از این گونه در شهرستان چابهار یح نمونهبا تشر) 1376(

استان سیستان و بلوچستان واقع در همسایگی کانون مورد بررسی 
در مطالعه حاضر، دو مورد آلودگی لپتومونایی گزارش نمودند 

در مطالعه ناقلین بیماري کالاآزار 1386نگارنده نیز در سال ). 14(
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).25(لیشمانیا ماژور است )LPG(ارتباطی با لیپوفسفوگلیکانهاي 
در مطالعات محدودي که در استان هرمزگان انجام شده نیز 

هر چند آلودگی ) 1382(و حنفی بجد ) 1376(سلیمانی احمدي 
هاي هاي تشریح شده این گونه در شهرستانلپتومونایی در نمونه

ی آباد پیدا نکردند ولی شواهد و حاج) بخش کهورستان(بندرعباس 
عنوان ناقل ه ها را ناگزیر به معرفی این گونه باپیدمیولوژیک آن

).26،27(بیماري نمود (Probable Vector)احتمالی 
فلبوتوموس صالحی نیز تا کنون در سه کانون بعنوان ناقل 

کثیري و همکاران . احتمالی لیشمانیا ماژور معرفی شده است
هایی از این گونه در شهرستان چابهار یح نمونهبا تشر) 1376(

استان سیستان و بلوچستان واقع در همسایگی کانون مورد بررسی 
در مطالعه حاضر، دو مورد آلودگی لپتومونایی گزارش نمودند 

در مطالعه ناقلین بیماري کالاآزار 1386نگارنده نیز در سال ). 14(

Nested-PCR/31شناسایی ناقلین بیماري لیشمانیوز جلدي در کانون شهرستان جاسک، استان هرمزگان با استفاده از تکنیک 

و LINR4،LIN17صـالحی بـا پرایمرهـاي    . هاي فلبوتوموس پاپاتاسی و فخاکیهاي ماده پشه نمونهNested-PCRنتیجه الکتروفورز محصولات : 2تصویر شماره 
LIN19 اسـترین اسـتاندارد   )3(، اسـترین اسـتاندارد لیشـمانیا اینفـانتوم     )2(، استرین استاندارد لیشـمانیا تروپیکـا   )1و10هاي ستون(سایز مارکر %. 5/1در ژل آگاروز ،

).9ستون(و کنترل منفی ) 7و 8هاي ستون(صالحی . ، دو نمونه ف)5و 5هاي ستون(پاپاتاسی . ، دو نمونه ف)4(لیشمانیا ماژور 

بحث 
هاي مناطق در این مطالعه توصیفی مقطعی آلودگی پشه خاکی

آلوده شهرستان جاسک واقع در شرق استان هرمزگان به 
افزایش . مورد بررسی قرار گرفتپروماستیگوتهاي انگل لیشمانیا 

تدریجی بروز موارد بیماري در چند ساله اخیر در این شهرستان 
که در تقسیم گیري یک کانون اندمیک بود بطوريشکلنگربیا

API>1/1000بندي اپیدمیولوژیکی بیماري، این شهرستان با 

جزء استراتوم یک قرار گرفته و مسؤولین بهداشتی استان را بر آن 
ه داشت تا در کنار اقدامات پیشگیرانه و کنترلی، مطالعاتی نیز ب

. منظور شناسایی ناقلین و مخازن بیماري طرحریزي و اجرا گردد
هر چند بنظر می . در این مطالعه سه گونه فلبوتوموس صید گردید

جنس در شهرستان کم باشد ولی وفور این اي اینرسد تنوع گونه
ها در منطقه بسیار بالا بود بطوریکه دو گونه فلبوتوموس گونه

صالحی که در منطقه آلوده یافت شده و هر دو از . پاپاتاسی و ف
اند، وفور در مناطق مختلف کشور بوده)ZCL(ناقلین سالک مرطوب 
فیلیک و وندااند و هر دو نیز تمایلاتبسیار بالایی داشته

درصد 13/37و 13/41که اند بطوريآنتروپوفیلیک نسبی داشته
ها درصد آن18و 6/29صید این دو گونه از اماکن داخلی بوده و 

.اندنیز از انسان خون خورده بوده
و اصلی )Proven Vector(فلبوتوموس پاپاتاسی ناقل قطعی 

(Primary Vector)هاي مطالعه سالک مرطوب در تمامی کانون
هاي روش). 6،7،8،9،10،11(شده در سراسر کشور بوده است 

تشخیصی میکروسکپیک، مولکولی و ایزوآنزیمی همگی مؤید نقش 
به انسان نه تنها در ایران که Le. majorاصلی این گونه در انتقال 

در سایر کشورهاي حوزه مدیترانه، آسیاي مرکزي و شمال آفریقا 
-Co(این مسأله احتمالأ بخاطر یک تکامل متقابل ). 4(بوده است 

evolution(باشد دراز مدت بین این گونه و انگل مربوطه می
یره هاي میدگات این گونه قادر به ایجاد زنجبطوریکه فقط مولکول

).25(لیشمانیا ماژور است )LPG(ارتباطی با لیپوفسفوگلیکانهاي 
در مطالعات محدودي که در استان هرمزگان انجام شده نیز 

هر چند آلودگی ) 1382(و حنفی بجد ) 1376(سلیمانی احمدي 
هاي هاي تشریح شده این گونه در شهرستانلپتومونایی در نمونه

ی آباد پیدا نکردند ولی شواهد و حاج) بخش کهورستان(بندرعباس 
عنوان ناقل ه ها را ناگزیر به معرفی این گونه باپیدمیولوژیک آن

).26،27(بیماري نمود (Probable Vector)احتمالی 
فلبوتوموس صالحی نیز تا کنون در سه کانون بعنوان ناقل 

کثیري و همکاران . احتمالی لیشمانیا ماژور معرفی شده است
هایی از این گونه در شهرستان چابهار یح نمونهبا تشر) 1376(

استان سیستان و بلوچستان واقع در همسایگی کانون مورد بررسی 
در مطالعه حاضر، دو مورد آلودگی لپتومونایی گزارش نمودند 

در مطالعه ناقلین بیماري کالاآزار 1386نگارنده نیز در سال ). 14(
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و همکارانعزیزي/32

ز نظر بیوجغرافیایی در شهرستان قیروکارزین استان فارس که ا
ماژور را . شباهت زیادي به این کانون دارد، یک مورد آلودگی به ل

عزیزي و (مشاهده نمود Nested-PCRبا تکنیک مولکولی 
اي دیگر در شهرستان در مطالعه). همکاران، اطلاعات در حال چاپ

. جهرم استان فارس نیز قوامی و همکاران آلودگی این گونه به ل
).اطلاعات در حال چاپ(اند پیدا نمودهماژور را 

آلودگی Nested-PCRدر مطالعه حاضربا استفاده از دو تکنیک 
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 اماکن داخلی و یا لانه جوندگان . گردید

هاي مولکولی استفاده تکنیک. مجاور منزل بیماران صید شده بودند
شده در این تحقیق قبلأ بوسیله محققین دیگرو نگارندگان به 
دفعات براي تشخیص انگل لیشمانیا در بدن ناقلین و مخازن 

هاي مختلف بیماري لیشمانیوز مورد استفاده قرار گرفته بود فرم
)9،10،11،16،17،18،20  .(

قادر به تمایز میان آماستیگوتها و PCRاز آنجا که تکنیک 
، در این مطالعه جهت )17،28(پروماستیگوتهاي انگل نیست 

اطمینان از طی کامل و یا بخشی از چرخه زندگی انگل در بدن 
هاي پاروس و خالی از خون هاي مورد بررسی، نمونهپشه خاکی

استفاده از . دمورد استفاده قرار گرفتنDNAبراي استخراج 
ها طول عمر کافی هاي پاروس به این دلیل بود که این نمونهنمونه

براي طی حداقل بخشی از چرخه انگل و تبدیل فرم آماستیگوت 
به فرم ) شودکه همراه با خون میزبان آلوده بلعیده می(

هاي خالی از خون نیز اند و استفاده از نمونهپروماستیگوت را داشته
ن بطور کامل هضم شده بود .ها خبود که در این نمونهبه این دلیل

و چون آماستیگوتهاي موجود در خون خورده شده از میزبان آلوده 
ساعت و قبل از تکمیل هضم خون به 24در معده پشه خاکی طی 

انگل DNA، لذا مشاهده )29(فرم پروماستیگوت تبدیل می شوند 
ربوط به فرم لیشمانیا در چنین نمونه هایی بطور قطع م

پروماستیگوت انگل بوده و بطور قریب به یقین گونه آلوده مشاهده 
لذا با توجه به . عنوان ناقل بیماري معرفی نموده توان بشده را می

هاي این مطالعه از جمله مشاهده آلودگی لیشمانیایی در یافته
صالحی، تعیین هویت این . پاپاتاسی و ف. هاي دو گونه فنمونه

هاي آلوده از منازل عنوان لیشمانیا ماژور، صید نمونهه بآلودگی 
بیماران و یا مخازن بیماري، تمایلات اندوفیلیک و انتروپوفیلیک 

عنوان ناقلین بیماري سالک نوع ه ها، دو گونه مزبور باین گونه
شایان ذکر است . شوندمرطوب در این کانون نوظهور معرفی می

براي PCRاستفاده از روش مولکولی مطالعه حاضر اولین مطالعه با 
ها و شناسایی شناسایی آلودگی لیشمانیایی در بدن پشه خاکی
.ناقلین بیماري سالک در استان هرمزگان بوده است

تشکر و قدردانی
این تحقیق بر اساس طرح تحقیقاتی مصوب معاونت پژوهشی 

مورخ 24/پ/15047دانشگاه علوم پزشکی هرمزگان و با شماره 
. بوده و با حمایت مالی آن انجام شده است8/12/1385

دریغ مسؤولین مرکز بهداشت هاي بینویسندگان از همکاري
استان هرمزگان و شهرستان جاسک و بهورزان منطقه بخصوص 

از مسؤولین آزمایشگاه . آقاي عبداالله زرین زاده کمال تشکر را دارند
کار خانم دکتر انگل شناسی دانشکده بهداشت تهران بخصوص سر

ها با روش الیزا حجاران بخاطر بررسی خون معده پشه خاکی
مطالعات مولکولی این تحقیق در گروه انگل . گرددسپاسگزاري می

.و قارچ شناسی دانشکده پزشکی شیراز انجام شده است
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5 / Abstracts

Iranian Journal of Epidemiology 2011; 7(3): 27-33.
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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