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شهرستان زیرکوه استان  هايخاکیتعیین گونه انگل لیشمانیا و فون پشه
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  3، محمودرضا بهروان2، علیرضا کیخسروي1امین بهارشاهی
  

  4/10/95 پذیرش مقاله:   1/10/95 دریافت اصلاحیه از نویسنده:   22/8/95 ح:ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلا   4/8/95 دریافت مقاله:

  چکیده

توسط  که است وانیح و انسان نیب مشترك زاد- ناقل يهايماریبترین مهم از ازیسیشمانیل يماریب زمینه و هدف:

ي شهرستان زیرکوه و تعیین هاخاکیپشه گونه تعیین هدف با حاضر مطالعه .ابدیمی انتقال انسان بهخاکی پشه يهاگونه

  شد. انجام RFLP-PCRاین شهرستان با روش  يهاخاکیلیشمانیا در پشه گونه انگل

 ابتدا ،دشدهیص ي مادههانمونه و شد انجام چسبان تله از استفاده با 1394در تابستان ها خاکیپشه صید: هامواد و روش

و  ITS-1و سپس با استفاده از تکثیر ژن  شد انگل جدا DNA، هایخاکشهپپس از شناسایی  شدند. تعیین گونه و مونته شده

  گردید.ها خاکیپشه اقدام به شناسایی انگل موجود در RFLP-PCRبا استفاده از روش 

 80مربوط به مناطق حیوانی و خاکی پشه 380، شدهيآورجمعخاکی پشه عدد 460در این مطالعه از مجموع : هایافته

و  %42/59با فراوانی  Phlebotomus sergentiماده، خاکی پشه 110ربوط به مناطق انسانی بودند. از مجموع مخاکی پشه

Sergentomyia sintoni  ند، همچنین در قسمت جداسازي انگل از گونه غالب منطقه گزارش شد %25/7با فراوانی

و روش  RFLP-PCRیی شد که با استفاده از تکنیک آلوده به انگل شناسا Ph. sergentiخاکی پشه ، یک موردهاخاکیپشه

  تشخیص داده شد. Leishmania tropicaهضم آنزیمی، انگل 

 شبکه ،به این انگل Ph. sergenti يهاخاکیو آلودگی پشه در منطقه L. tropicaبا توجه به حضور انگل گیري: نتیجه

  دهد. قرار مدنظر را ماري لیشمانیازیس جلديي لازم در جهت کنترل بیهابهداشت این شهرستان باید مراقبت

 زیرکوه، يجلد وزلیشمانی لیشمانیا، ،یخاکپشه کلیدي: يهاواژه

  

  

  ، دانشکده علوم پایه، دانشگاه حکیم سبزواري، سبزوار، ایرانشناسیزیستجانوري، گروه  شناسیزیستکارشناس ارشد  - 1

 پایه، دانشگاه حکیم سبزواري، سبزوار، ایران ، دانشکده علومشناسیزیستجانوري، گروه  شناسیزیستکارشناس ارشد  -2

عفونی، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم  هايبیماريپزشکی، مربی گروه میکروبیولوژي و مرکز تحقیقات  شناسیانگل) کارشناس ارشد مسئول نویسنده( -3

 پزشکی بیرجند، بیرجند، ایران

 mahmoodreza.behravan@yahoo.com، پست الکترونیکی: 065-32395441، دورنگار: 065- 32395441تلفن ثابت:   
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  مقدمه

ي انگلی است که هابیماري نیترمهملیشمانیازیس از 

شش بیماري  وآن را جز (WHO)سازمان بهداشت جهانی 

مهم مناطق گرمسیري و نیمه گرمسیري دنیا قرار داده و 

بیماري  ،(TDR)ي گرمسیري آن هایماريبخش ب

نشده ي نوپدید و کنترلهالیشمانیازیس را در گروه بیماري

در  اکنونهملیشمانیازیس  .]1- 2[کرده است  يبندطبقه

 یشمالآمریکاي ي آفریقا، آسیا، اروپا، هاکشور در قاره 98

میلیون نفر در معرض خطر  350 و وجود دارد یو جنوب

میلیون نفر در  12 ،یطورکلبهدارند.  این بیماري قرار

سرتاسر جهان به این بیماري مبتلا هستند که شامل افراد 

. لیشمانیازیس جلدي ]3[ گرددمیعلامت و بی دارعلامت

 5/1سالانه حدود  کهطوريبهاز انواع دیگر بوده  ترعیشا

درصد  90شود. بیش از میگزارش  آن میلیون مورد جدید

فغانستان، الجزایر، ایران، عراق، عربستان این موارد در ا

 .]4[ رخ می دهدسعودي، سوریه، برزیل و پرو 

انگل داخل سلولی یک عامل بیماري لیشمانیازیس، 

اجباري است که ماکروفاژهاي دخیل در سیستم ایمنی 

متعلق  دارتاژكانگل این دهد. میبدن را مورد حمله قرار 

وزماتیده و زیرشاخه به جنس لیشمانیا، خانواده تریپان

که برحسب محیط زندگی خود به دو  استکینتوپلاستیدا 

(پروماستیگوت)  دارتاژكتاژك (آماستیگوت) و شکل بی

. ناقل بیماري، دوبالان خانواده ]5- 8[شود میدیده 

Psycodidae  جنس)Phlebotomus  در دنیاي قدیم و

Lutzomyia (خاکی، ، معروف به پشهدر دنیاي جدید

در انتقال حدود خاکی پشه گونه و زیرگونه از 81 .باشندمی

، 9[گونه انگل لیشمانیا به پستانداران دخیل هستند  30

جنس  2از خاکی پشه گونه 42. در ایران تاکنون ]1

 ن اینیناقل فلبوتوموس و سرژنتومیا شناسایی شده است.

 يهاخاکیپشه شورک غرب شمال انونک در يماریب

) و Phlebotomus perfiliewi( يویلیفلبوتوموس پرف

)، در کانون جنوب Ph. kandelakiiفلبوتوموس کاندلاکی (

)، Ph. alexandri( يالکساندرکشور فلبوتوموس 

) و فلبوتوموس کشیشیانی Ph. majorموس ماژور (وفلبوت

)Ph.keshishianiي مرکز کشور فلبوتوموس ها)، در کانون

نون شرق کشور ) و در کاPh. papatasiپاپاتاسی (

 .]10[) هستند Ph. sergentiفلبوتوموس سرژنتی (

 در يجلد ازیسیشمانیل مهم يهاکانوناز  یکی رانیا

 يجلد ازیسیشمانیل فرم دو ،شور ماک . درشودیم یتلق ایدن

 ازیسیشمانیل و Leishmania major عامل با ییروستا

 این .شودیم مشاهده L. tropica با عامل شهري يجلد

 بهداشتی مشکل عنوانبه کشور استان 15 حدود در ياربیم

 ،آن کنترل يبرا شدهانجام اقدامات رغمیعل و بوده مطرح

 در آن يهاکانون افزایش و يبیمار این بروز شاهد همچنان

 نوع شدهشناخته يهاکانون. هستیم کشور مختلف يشهرها

 ،صحراترکمن اصفهان، از شهرهاي روستایی این بیماري

 و شیراز خراسان، خوزستان، ،آبادلطف سرخس، ز،نطن

کاشان گزارش شده است و نوع شهري آن از شهرهاي 

 رفسنجان سبزوار، نیشابور، مشهد، بم، کرمان، شیراز، تهران،

  .]11[است  شده گزارش شهرینیخمو 

ي اخیر مطالعات متعددي در کشور ایران به هادر سال

 انگل در روش مولکولی براي تشخیص و جداسازي

عشاقی و  مثالعنوانبهانجام گرفته است. ها خاکیپشه

مقطعی در ارزوئیه  در یک مطالعه 1387همکاران، در سال 

ماده خاکی پشه عدد 172استان کرمان از مجموع 
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گزارش  Ph. papatasi) آنها را %77عدد ( 92، دشدهیص

را  L. majorانگل  Semi-Nested-PCR  کردند و با تکنیک

ي آن هاخاکیپشهآلودگی  %5/6(خاکی پشه عدد 6در 

همچنین در مطالعه دیگري  .]12[ منطقه) گزارش کردند

در شهرستان چابهار  1391که کثیري و همکاران در سال 

توانستند از تعداد  PCRانجام دادند، با استفاده از تکنیک 

 .Phخاکی پشه عدد 465و  Ph. papatasiخاکی پشه 667

salehi،  آلوده به خاکی پشه عدد 5و  14ترتیب تعداد به

 .]13[ را شناسایی و تشخیص دهند L. major انگل

و درمان  ییزايماریبي مختلف انگل لیشمانیا هاگونه

ي هاتشخیص سریع و دقیق گونه ،رونیازا ؛متفاوتی دارند

ي هاو اتخاذ روش مؤثرتردرمان  منظوربهمختلف انگل 

. ]14[دارد  ياالعادهفوقت ، اهمیترمناسبنترلی ک

ي مختلفی جهت شناسایی انگل لیشمانیا وجود هاروش

آنها مشاهده مستقیم انگل در  نیترمهمدارد که از 

 يبادیآنت، استفاده از هاترشحات زخم، تعیین ایزوآنزیم

ي هامونوکلونال و بررسی ژنوم انگل با استفاده از روش

روش مولکولی در  استفاده از .]15[باشد میمولکولی 

مطالعات مختلف براي تشخیص گونه انگل در سراسر دنیا 

رو به افزایش است و ما نیز در این مطالعه از این روش 

براي شناسایی و تعیین گونه انگل لیشمانیا در 

  ي منطقه تحت مطالعه استفاده کردیم.هاخاکیپشه

اجراي تدابیر کنترلی در منطقه جهت کاهش  منظوربه

ي ناقل بیماري، میزان هابیماري، شناسایی دقیق گونهبروز 

در طول سال اهمیت ها خاکیپشه آلودگی و پیک فعالیت

ي هاخاکیپشه. شناخت دقیق فون ]16[زیادي دارد 

منطقه تحت مطالعه و همچنین نوع گونه انگل موجود در 

نقش  ،بیماري ترمناسبي کنترل هاآنها در اتخاذ روش

ستر مناسبی جهت مطالعات بسزایی دارد و ب

 نیا ،رونیازا .کندمیاپیدمیولوژیکی در منطقه ایجاد 

ناقلین بیماري لیشمانیازیس  فون یبررس منظوربه مطالعه

 کنندهآلودهزیرکوه و تعیین گونه انگل  شهرستان جلدي در

 این يهاافتهی تا انجام گرفت RFLP-PCRبه روش  هاآن

 نیناقل نترلک بیماري ودرمان  يهابرنامه يبرا قیتحق

 قرار استفاده مورد استان در سطح يازیس جلدیشمانیل

 رد.یگ

  هاروش و مواد

  منطقه مورد مطالعه

در  هک است یمقطع صورتبه یفیتوص مطالعه یک نیا

 ياگونهتنوع  نییتع منظوربه 1394 سال مردادماه

 کنندهآلودهو انگل لیشمانیاي  نهیفلبوتوم يهاخاکیپشه

 مخراسان جنوبی انجا استان زیرکوه شهرستان در آنها

، در آبادیحاجبه مرکزیت شهر  زیرکوه . شهرستانگرفت

(شکل  استشمال شرقی استان خراسان جنوبی واقع شده 

 .است شده لکیتش قسمت دشتی و کوهستانی دو ازو  )1

 قهیدق 60 و درجه 20 ییایجغراف طول يدارا این شهرستان

سطح  از قه و ارتفاعیدق 23 و درجه 33 ییایجغراف و عرض

به  شمال از شهرستان زیرکوه .است متر 1330 يایدر

به  غرب از کشور افغانستان، به شرق از اف،وخ شهرستان

 محدود درمیان جنوب به شهرستان و از شهرستان قاین

 نفر 41240 بر بالغ ت این شهرستانیجمع .شودیم

و  آباداجیح(شهر  2این شهرستان، داراي  .گرددمی

 روستا است. 105دهستان و  6بخش و  3، )زهان

 متوسط است و گرمسیريزیرکوه نیمه شهرستان يوهواآب

حداکثر و حداقل متر و لییم 150سال  در آن یبارندگ
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گراد درجه سانتی - 10و  38به ترتیب  آن حرارت ۀدرج

  است.

  
با  رکوهنقشه جغرافیایی استان خراسان جنوبی، شهرستان زی - 1شکل 

  فلش مشخص شده است.
  

  و تعیین گونه آنهاها خاکیپشه صید

 ،هاخاکیپشه گذاري و صیدي تلههابراي انتخاب محل

با  مشورت و منطقه قیدق و املک نقشه هیته ضمن ابتدا

در مورد  زیرکوه شهرستان بهداشت زکمر ارشناسانک

 يو روستاها رهایمس ،گزارش موارد ابتلا به این بیماري

 باها خاکیي پشهآورعجم و دیص .شدند انتخاب وردنظرم

و طبق  کرچک روغن به آغشته چسبان يهاتله از استفاده

 از شیپ هاتله .]17[شد  انجام پروتکل مطالعات قبلی

ي هادر مناطق داخلی و بیرونی منازل و محل آفتاب غروب

 يآورجمع بعد روز اویل صبح شده و نصب احشام دارينگه

 افکش رینظ یخارج نکدر اما هاتله نصب محل .ندشدیم

 يهالانه وارها،ید افکش ،یوانات وحشیح حفرات ،هاسنگ

 يریگیچرب از پس دشدهیص يهابود. نمونه...  و جوندگان

 يدارنگه %70ل کال يحاو يهاالیو در استون توسط

 از دائم مونتاژ يبرا ا وهخاکیپشه صیتشخ جهت .شدند

خاکی ي پشههاگونه تیهو نییتع فاده شد.است يپور طیمح

 نیهمچن و هاماده اسپرماتک فارنژ ورآرماتو یبررس با

 ریسا و یحلق يو آرماتورها ومیباریس يهادندان یبررس

 یصیتشخ يدهایکل بر اساس و یکمرفولوژ مهم يهایژگیو

. کلیه ]18- 19[گرفت  صورتها خاکیپشه معتبر

 Excel 2010 افزارنرماز  مربوطه با استفاده ينمودارها

  ترسیم گردید.

 انگل لیشمانیا DNAاستخراج و تکثیر 

هاون به کمک ها خاکیپشه پس از خرد کردن کامل

وجود) با  در صورت(انگل لیشمانیا  DNA ،ياشهیش

سیناژن و طبق پروتکل  DNAاستفاده از کیت استخراج 

 يمرهایپراشرکت سازنده استخراج شد و سپس با 

تکثیر  ITS-1بخشی از ژن  ،L5.8Sو LITSR  یاختصاص

را براي  bp 360به طول حدود  ياقطعه مرهایپراشد. این 

لذا جهت کنند و میانگل لیشمانیا تکثیر  يهاگونه یتمام

استفاده  HaeIII یمیآنزاز برش  ،تعیین دقیق گونه انگل

را  رشدهیتکث bp 360 -300 قطعه . این آنزیم]20[گردید 

به  L. major و L.infantum، L. tropica يهاانگلدر 

و  bp 200 ،60(، )60و  bp 200 ،80( قطعات ترتیب به

 25براي تهیه  .]21[شکند می )140و  bp 220() و 40

میکرولیتر  5/12از  PCRمیکرولیتر مواد لازم براي واکنش 

مسترمیکس آماده به اضافه یک میکرولیتر از پرایمر 

LITSR [5'-CTGGATCATTTTCCGATG-3']  و یک

-'L5.8S [5 میکرولیتر از پرایمر

TGATACCACTTATCGCACTT-3']  5/7به همراه 

 DNAمیکرولیتر از  3میکرولیتر آب دیونیزه و 

 هاسپس میکروتیوب گردید.استفاده  ،شدهاستخراج

انگل لیشمانیا به  ITS-1 تکثیر بخشی از ژن منظوربه

 ™MultiGene مدل  Eppendorf( کلریترموسادستگاه 
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Mini Personal با شرایط دمایی زیر ساخت کشور آلمان ،(

دقیقه براي جدا شدن  4مدت به C 94° )الفمنتقل شد: 

 C 55° ج) ؛ثانیه 45مدت به C 95° ب) ؛ي الگوهارشته

مدت یک دقیقه (مرحله به C 72° ؛ د)مدت یک دقیقهبه

 5به مدت  C 72° هـ) ؛ وشد)میبار تکرار  36ب تا د 

. سپس قطعات یتمامدقیقه براي اطمینان از ساخت کامل 

بر روي ژل آگارز یک درصد الکتروفورز  PCRمحصولات 

  شد.

  RFLP-PCRانجام 

براي انجام این واکنش طبق توصیه شرکت 

Fermentas،  میکرولیتر از حجم واکنش،  30به ازاي هر

 10 : الف)شوندیمواکنشگرهاي زیر با هم مخلوط 

میکرولیتر از بافر  2 )ب ؛PCRاز محصول میکرولیتر 

 1 د) ؛ ومیکرولیتر آب مقطر 17 ج) ؛مخصوص آنزیم

 الاثر. سپس مخلوطسریع  ���Haeمیکرولیتر از آنزیم 

دقیقه  10مدت به هانمونه و شدهاصلی سانتریفیوژ کوتاه 

  گراد قرار داده شدند.درجه سانتی 37دماي با ماري در بن

 مقدارتعیین گونه،  يبرا RFLP نشکپس از انجام وا

تر رنگ یرولیکم 1 با RFLPتر از محصول یرولیکم 13

 با %3ژل آگارز  يروشد و کردن مخلوط مخصوص لود

 .شدتروفورز کولت، ال 80 ولتاژ

  نتایج

خاکی پشه نمونه 460در این مطالعه از مجموع 

خاکی پشه 380از مناطق انسانی و حیوانی،  شدهيآورجمع

مربوط به مناطق خاکی پشه 80ه مناطق حیوانی و مربوط ب

خاکی پشه عدد 110ها خاکیپشه اینانسانی بودند. از 

ي هاخاکیپشه ،عدد نر بودند. در این مطالعه 350ماده و 

کنند و در چرخه مین خواريخون حذف شدند؛ چراکهنر 

انتقال انگل دخالتی ندارند و در نتیجه فاقد اهمیت 

به  شدهییشناساي ماده ها. در مجموع، گونهنداییزايماریب

؛ تعلق داشتند Sergentomyiaو  Phlebotomusدو جنس 

متعلق به جنس  هاگونه %41/88که طوريبه

Phlebotomus  متعلق به جنس  %59/11وSergentomyia 

  بودند.

 Phlebotomusمتعلق به جنس  شدهییشناساي هاگونه

 Ph. sergenti ،Ph. papatasi، Ph. caucasicu شامل

group، Ph. major group  وPh. alexandri  بودند که در

درصد بیشترین  42/59با فراوانی  Ph. sergentiاین بین 

گونه غالب شناسایی شد و  عنوانبهفراوانی را داشت و 

کمترین  %45/1با فراوانی  Ph. alexandriهمچنین گونه 

و  %04/13با  Ph. papatasiي هافراوانی را داشت و گونه

Ph. caucasicus group  وPh. major group با  هرکدام

ي هادرصد در منطقه حضور داشتند. همچنین گونه 25/7

S. sintoni  وS. dentata  متعلق به جنسSergentomyia 

در منطقه  %35/4و  %25/7به ترتیب با فراوانی  هرکدام

ماده خاکی پشه 110). از 1نمودار شناسایی شدند (

، یخال یشکمداراي وضعیت  درصد 54/54 ،شدهیبررس

خورده خون %09/19نیمه باردار و  %36/6باردار،  20%

را  شدهیبررس يهانمونه یشکموضعیت  1 بودند. (جدول

  .دهد)میبه تفکیک نشان 
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 1394 سال رکوه درشهرستان زی در یدشدهصي هاخاکیپشه یفراوان درصد -1نمودار 

  

  1394شهرستان زیرکوه در سال  در شدهیبررسماده ي هاخاکیپشهوضعیت شکمی  -1جدول 

  یخاکپشهگونه 
  وضعیت شکمی

  درصد  تعداد
  خالی  خون خورده  نیمه باردار  باردار

Ph. sergenti  )20%(13  )69/7%(5  )07/23%(15  )23/49%(32  65  42/59  

Ph. papatasi  )33/33%(5  -  )33/33%(5  )33/33%(5  15  04/13  

Ph. caucasicus 
group  

-  )5/12%(1  -  )5/87%(7  8  25/7  

 Ph. major 
group  

)5/12%(1  )5/12%(1  -  )75%(6  8  25/7  

 Ph. alexandri 
-  -  )100%(1  -  1  43/1  

S. sintoni  )25%(2  -  -  )75%(6  8  25/7  

S. dentate 
-  -  -  )100%(5  5  35/4  

  100  110  60)%54/54(  21)%09/19(  7)%36/6(  22)%20(  جمع کل
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ــه در مجمــوع  ــن مطالع ــه  65 در ای  Ph. sergentiنمون

ــین      ــد. در ب ــرار گرفتن ــی ق ــورد بررس ــه م ــد ک ــید ش ص

تنهـا یـک نمونـه بـا نشـان دادن       شـده یبررس ـي هـا نمونه

از نظـــر وجـــود انگـــل مثبـــت  bp 360بانـــدي حـــدود 

ــکل   ــد (ش ــه  .)2تشــخیص داده ش ــق ب ــه متعل ــن نمون  ای

ــاظ      ــود و از لح ــوه ب ــتان زیرک ــدخت شهرس ــتاي فن روس

ــعیت  ــکموضـ ــن     يدارا یشـ ــود. ایـ ــالی بـ ــکم خـ شـ

هرســـتان ش روســـتاهاي ینتـــربـــزرگیکـــی از  روســـتا

در  .نفــر جمعیــت دارد  1430و حــدود  اســت زیرکــوه

 Ph.caucasicus( یدشـده صي هـا خـاکی پشـه بـین سـایر   

group ،Ph. papatasi ،Ph. major group ،Ph. 

Alexandri و S. dentata و S. sintoni   نمونــه آلــوده (

  به انگل یافت نشد.

  
 ITS1- Leishmania-basedژل الکتروفورز محصول  - 2شکل 

PCR خاکی پشهPh. sergenti  در منطقه روستاي فندخت

  1394شهرستان زیرکوه در سال 

ــم آنزی ــیهضــ ــول  مــ ــه ITS-1-PCRمحصــ   گونــ

 Ph. sergenti   آلـــوده بـــه انگــل لیشـــمانیا بـــا آنـــزیم

HaeIII ــرش آنزی ا ــت و الگــوي ب محصــول  مــینجــام گرف

PCR  ــه  ــ Ph. sergentiگون ــوده ب ــوي   هآل ــا الگ ــل، ب انگ

 bpمطابقــت دارد و بانــدهاي   L. tropicaبــرش انگــل  

200 ،bp 60  وbp 40 اســت مشــاهدهقابــل یخــوببــه 

  ).3شکل (

 
 نمونه مثبت انگلی RFLP-PCRژل الکتروفورز محصول  - 3شکل 

در منطقه روستاي فندخت شهرستان  Ph. sergentiخاکی پشه

 1394زیرکوه در سال 
  

  بحث

ــان    ــه مبتلای ــوط ب ــار مرب ــاهده آم ــمانیازی مش س لیش

نشــان  ي اخیــرهــاشهرســتان زیرکــوه در ســالدر  جلــدي

ــی ــه هــر ســال حــدود  م ــد ک ــه   30-20ده ــتلا ب ــر مب نف

لیشمانیازیس جلـدي بـه مرکـز بهداشـت ایـن شهرسـتان       

بررسـی تنـوع    منظـور بـه کننـد. ایـن مطالعـه    مـی مراجعه 

اي نـاقلین لیشـمانیازیس جلـدي و آلـودگی آنهـا بـه       گونه

وه شــکل گرفــت. لازم انگـل لیشــمانیا در شهرســتان زیرک ـ 

و بررسـی  هـا  خـاکی پشـه  به ذکر اسـت کـه مطالعـه فـون    

آلودگی آنهـا بـه انگـل لیشـمانیا در ایـن شهرسـتان بـراي        

  گرفت.میاولین بار صورت 
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با توجـه بـه اینکـه انسـان و حیوانـات وحشـی و اهلـی        

ــددي  ــهمتع ــوانب ــل لیشــمانیا   عن ــان انگ ــازن و میزبان مخ

ي انگــل هــانــهشــوند، تشــخیص قطعــی گومــیمحســوب 

ي مختلـــف از ایـــن هـــابـــا اســـتفاده از روش جداشـــده

ي ناقــل، نقــش بســزایی در مطالعــات هــامیزبانــان و پشــه

ــل ــانگ ــییشناس ــا، بررس ــان و  ه ــدمیولوژیکی، درم ي اپی

ــاري دارد  ــرل بیمـ ــاکنون. ]22-23[کنتـ ــته تـ  ،از گذشـ

ــه ــارگب ــاروش یريک ــیمیایی و   يه ــوژیکی، بیوش ایمونول

ي مختلــف لیشــمانیا هــانــهمولکــولی جهــت تشــخیص گو

ــوده اســت   ــوم ب ــف]24[مرس ــات مختل بســته  ،. در مطالع

ــه  ــدف مطالع ــه ه ــش ،ب ــااز بخ ــل  ه ــوم انگ ــف ژن ي مختل

ــتفاده  ــیاسـ ــود. مـ ــب rDNAشـ ــی از مناسـ ــرین یکـ تـ

ي نزدیـک بـه   هـا ي ژنـوم جهـت تشـخیص گونـه    هـا بخش

ــه ،هــم ــی گون ــایعن ــا اســتفاده از خصوصــیات  ه ــه ب یی ک

ــاتـــوان آنمـــیمورفولوژیـــک ن را از هـــم تمیـــز داد،  هـ

شـونده بـه   باشد. این قطعـه شـامل دو بخـش غیـر کـد     می

. بـــر اســـاس مطالعـــات   اســـت ITS-2و  ITS-1نـــام 

ــه، در ایــن دو قطعــه شــدهانجــام ــژهوب ــه حــد  ،ITS-1 ی ب

ي مختلــف انگــل لیشــمانیا هــاکــافی تنــوع در بــین گونــه

ي هـا جهـت شناسـایی گونـه    که بتـوان از آنهـا   وجود دارد

. چـــون هـــدف از ایـــن ]25-26[ره جســـت بهـــ انگـــل

هــا خــاکیپشــه مطالعــه تعیــین گونــه انگــل لیشــمانیا در

بـــا  PCRو هضـــم محصـــول  ITS-1بـــود، از تکثیـــر ژن 

جهـــت تعیـــین گونـــه انگـــل اســـتفاده   ���Haeآنـــزیم 

ــات  ــد. مطالع ــرهگردی ــحش ــه در   یشناس ــق ک ــن تحقی ای

ــال  ــت  1394س ــل فعالی ــه در فص ــاکیپش ــا خ ــورت ه ص

گونـه مختلـف    7از هـا  خـاکی پشـه  صـید  گرفت، منجر بـه 

ــه     ــوس، گون ــنس فلبوتوم ــب در ج ــه غال ــد. گون  .Phش

sergenti کــه ناقــل قطعــی لیشــمانیازیس پوســتی   اســت

باشـد،  مـی ي بیمـاري در ایـران   هـا شهري در تمـام کـانون  

از مشـهد، سـبزوار، یـزد،    خـاکی  پشـه  آلودگی انگلـی ایـن  

شــده گــزارش  بنـدرعباس قـم، زاهــدان، کرمـان، شــیراز و   

  است.

ــه ــه ک ــاران در   در مطالع ــدم و همک توســط یوســف مق

، از مجمــوع ه اســتاســتان خراســان جنــوبی انجــام گرفتــ

ــه عــــدد 174 ــاکی پشــ ــه از خــ ســــطح برخــــی کــ

ــتان ــاشهرس ــوبی    يه ــان جن ــتان خراس وري آجمــعاس

ــد ــتند کردنــ ــه، توانســ ــاگونــ   ،Ph. sergentiي هــ

 Ph. papatasi ،S. sintoni و S. dentate  را

ایـن یافتـه بـه علـت شـرایط       کـه يطوربه، کنندشناسایی 

مشابه اکولـوژیکی کـل اسـتان خراسـان جنـوبی بـا        تقریباً

برنجـــی و  . ]27[دارد  یخـــوان هـــممطالعـــه حاضـــر  

ــاران ــه همک ــه ايدر مطالع ــهد  ک ــمال مش ــام  در ش انج

ــد ــه ،دادن ــاگون  .Ph. sergenti ،Ph. papatasi ،Sي ه

sintoni  وS. sumbarica  ــایی ــردرا شناسـ ــه ه کـ و گونـ

ــب ــزارش  Ph. sergenti را غالـ ــد گـ ــن  .]10[کردنـ ایـ

ــه حاضــر دارد و    ــایج مطالع ــه نت ــادي ب ــایج شــباهت زی نت

ــرین مهــم احتمــالاً ــدلت ــا لی ــه شــباهت نی  را ياگون

سـان منـاطق   یک بـاً یتقر ییهـوا وآب طیشـرا  بـه  تـوان یم ـ

 منـاطق  و رضـوي بـه   یجنـوب  خراسـان  اسـتان  مختلـف 

 طیشـرا  ه ایـن مسـئله،  ک ـ نسـبت داد  مـورد مطالعـه مـا   

 در سـان یک ياگونـه  سـاختار  جـاد یا جهـت  در را یمشـابه 

 ـا  ـ آورده اسـت.   وجـود  بـه  منـاطق  نی  یهمچنـین مهراب

 در شهرسـتان  خـود  مطالعـه  در اران نیـز ک ـهم و توانـا 

 نشـان  1383 سـال  در يرضـو  خراسـان  اسـتان  در بـاد یتا

 غالــب منطقــه گونــه ،Ph. Sergentiگونــه  هکــ دادنــد
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ــ ــه بهــروان و   .]28[ باشــدیم ــه مشــابهی ک ــا در مطالع ام

 .Phگونـه   ،همکاران در شهرسـتان ورامـین انجـام دادنـد    

papatasi   ــد ــی کردن ــب معرف ــه غال ــین ]2[را گون ، همچن

ــاران در  ــري و همک ــهکثی ــتان  يامطالع ــابه در شهرس مش

ــه را   ــب منطق ــه غال ــار، گون ــزارش  Ph. papatasiچابه گ

ــد  حاضــر  بــا مطالعــه  هــاکــه ایــن یافتــه   ]12[کردن

تفـاوت  گفـت کـه    گونـه یـن اتـوان  مـی و رنـد  ندا خوانیهم

ــب خــاکی پشــه در فــون و گونــه  ــن منــاطق غال  در ای

ــی ــدم ــه  توان ــت ب ــرایط آب عل ــاوت در ش ــوایی و وتف ه

مــذکور همچنـین نـوع بیمــاري لیشـمانیازیس در منـاطق     

  .باشد

ــال    ــه در س ــاران ک ــان و همک ــه کرمی  1392در مطالع

 بـه  كوکمش ـ مـاران یب يجلـد  عاتیضـا  يهانمونهبر روي 

لیشـــمانیازیس جلـــدي در شهرســـتان بیرجنـــد انجـــام 

ــولی و    ــراي شناســایی انگــل توســط روش مولک ــت، ب گرف

ــه    ــه آن بـ ــین گونـ ــااز ژن RFLP-PCRروش تعیـ ي هـ

KDNA  وITS-1    ــوع ــد و از مجم ــتفاده ش ــار  80اس بیم

ــه لیشــمانیازیس جلــدي  ــتلا ب ــتلا %10بیمــار ( 8 ،مب ) مب

) مبــتلا %90بیمــار ( 72و وســتایی) (نــوع ر L. majorبــه 

ــه  ــهري)  L. tropicaب ــوع ش ــا   (ن ــین آنه ــد، همچن بودن

ــه روش    ــیه کردنـــد کـ ــه روي  RFLP-PCRتوصـ قطعـ

ITS-1  ــل ــیو اســت داراي حساســیت کام ــد م ــراي توان ب

ي هـا گونـه انگـل   سـریع  تشخیص لیشـمانیازیس و تعیـین  

مـا نیـز    ،. در همـین راسـتا  ]29[رود کـار هعامل بیماري ب ـ

ــراي شناســایی انگــل در ITS-1 از ژن و هــا خــاکیپشــه ب

ــه روش   ــه آن ب اســتفاده  RFLP-PCRســپس تعیــین گون

 در بــدن L. tropicaانگــل کــردیم و موفــق بــه تشــخیص 

کـه گونـه غالـب در شهرسـتان      Ph. sergentiخـاکی  پشـه 

  شدیم.است،  زیرکوه

  گیرينتیجه

بــا توجــه بــه مقایســه نتــایج مطالعــه حاضــر و مطالعــه 

کــه گرفــت تــوانیم نتیجــه  مــیو همکــاران کرمیــان 

ي بیمـاران مبـتلا بـه لیشـمانیازیس جلـدي نـوع       هـا زخم

بیمــاري در ایــن  میتوانــد بــر اثــر انتقــال بــومــیشــهري 

ــد  ــده باش ــاد ش ــتان ایج ــه داراي   .شهرس ــارانی ک ــا بیم ام

(نــوع روســتایی) بودنــد  L. majorي مربــوط بــه هــازخــم

اطق انـدمیک  ي دیگـر و من ـ هـا بر اثر مسـافرت بـه اسـتان   

و بـا توجـه    انـد شـده نوع روستایی بیمـاري، مبـتلا بـه آن    

ــه درصــد پــایین ) در Ph. papatasi )95/7خــاکی پشــه ب

تـوان گفـت   مـی فون منطقه و فقـدان انگـل در بـدن آنهـا     

 L. majorانگـل   میکـه در شهرسـتان بیرجنـد انتقـال بـو     

 وجود ندارد.

یین گونه تع منظوربهاین بررسی اولین مطالعه مولکولی 

ي شهرستان زیرکوه استان هاخاکیپشهانگل لیشمانیا در 

در این تحقیق،  آمدهدستبهخراسان جنوبی بود و نتایج 

تواند در مینشان داد که لیشمانیازیس جلدي نوع شهري 

معضل بهداشتی یک  عنوانبهآینده در این شهرستان 

 توان به سبک زندگی روستاییمیمطرح شود. این امر را 

مصون یا بیمار به رمردم این شهرستان، مهاجرت افراد غی

، هاخاکیپشه زادوولدي مناسب براي هامنطقه، وجود محل

ي هاو رواج فعالیت Ph. sergentiخاکی پشه وفور بالاي

کشاورزي و دامداري که زمینه را براي افزایش جمعیت 

که میزبان ثانویه انگل  سانانسگجوندگان و در پی آن 

روند، مرتبط دانست. در پایان پیشنهاد میشمار شمانیا بهلی
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کنترل و  منظوربهسیستم بهداشتی این شهرستان  شودمی

 ،در منطقه لیشمانیازیس جلديپیشگیري از شیوع بیماري 

بیماري و همچنین این ي لازم جهت کنترل هامراقبت

آموزش بهداشت و اقدامات بهداشت محیط را مدنظر قرار 

 .دهد

  قدردانی و کرتش

پژوهشی دانشگاه  محترم معاونت مسئولان از لهیوسنیبد

این  تحقیقاتی آزمایشگاه علوم پزشکی بیرجند و مسئولان

 و تقدیر پژوهش این انجام در مساعدت خاطر دانشگاه به

  .شودمی تشکر
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Identification of Leishmania Parasites and Sandflies Fauna in Zirkouh City, 

Khorasan-e-Jonoobi Province 
 

A. Baharshahi1, A.R. Keikhosravi2, M. Behravan3 
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Background and Objective: Leishmaniasis is one of the most important vector-borne zoonosis that transmits to 

human by sand fly species. The current study was carried out to identify sand fly species in Zirkooh, Khorasan-

e-Jonobi Province. It was also aimed to determine Leishmania species in infected sand flies by RFLP-PCR 

method. 

Materials and methods:Sand fly specimens were collected by using sticky traps and mechanical aspirator from 

different parts of Zirkooh city during summer 2015. Captured females were first mounted and then were 

identified at species level. DNA of the parasite was isolated using extraction kit. The gene ITS-1 was amplified 

using the parasite specific primers and then RFLP-PCR method was used to identify them. 

Results: In this study, a total of 460 specimens were collected, of which 380 sand flies collected from 

animal facilities and 80 sand flies from residential areas. The most prevalent species, out of 110 females in total, 

was Phlebotomus sergenti (59.42%) and the second most prevalent was Sergentomyia sintoni (7.25%). Among 

the examined sandflies, only one specimen belonged to Phlebotomu sergenti was infected with Leishmania 

tropica; identified by RFLP-PCR. 

Conclusion: Considering the presence of Ph. sergenti, as the dominant species in the region, which is 

component of disease vectors of the urban type of cutaneous leishmaniasis and the presence of Leishmania 

tropica in the region, the city's health system must take a necessary action for controlling cutaneous 

leishmaniasis. 

Key words: Sand flies, Leishmania, Cutaneous Leishmaniasis, Zirkooh 
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