
  

  فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري وابسته به انجمن متخصصين بيماري هاي عفوني و گرمسيري
  13ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 1388 بهار،  19تا  13، صفحات  44، شماره  چهاردهمسال 

    
  

لكولي با ديگر  روشهاي متداول آزمايشگاهي در رديابي انگل ليشمانيا مقايسه روشهاي مو
  بيماري ليشمانيوز جلدي روستائيدر مخازن حيواني 

  
 3، عارف اميرخاني1،2، قاسم مرادي1*پرويز پرويزي

  
  

1.  Ph.Dبيولوژي مولكولي با گرايش حشره شناسي پزشكي مولكولي، استاديارانستيتو پاستور ايران  
  ميكروبيولوژي ) MSc(سانسفوق لي .2
3 .  Ph.Dاييدميولوژي از دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران، دانشيار انستيتو پاستور ايران  
  

،  66968855:  ايران، تلفن – 13164تهران، - آزمايشگاه سيستماتيك مولكولي، انستيتو پاستور ايران :نشاني براي مكاتبه* 
p a r p @ p a s t e u r . a c . i r  

  مهر هشتاد و هفت: پذيرش براي چاپ.                         مرداد هشتاد و هفت: دريافت مقاله
 
  

  چكيده 
بيماري ليشمانيوز نوع روستائي يكي از بيماريهاي  مهم گرمسيري و عفوني در ايران و در بسياري از كشورهاي ديگـر جهـان   : سابقه و هدف

تشخيص دقيق و قطعي انگل ليشـمانيا در مخـازن   . مي باشد كه پشه هاي خاكي ناقلين و جوندگان گروه جربيليده مخازن بيماري مي باشند
گاهي در مخازن حيواني در جوندگان هيچگونه علامت و نشانه اي از بيماري مشاهده نمـي شـود و   .  بيماري از اهميت خاصي برخوردار است

هدف از اين تحقيق مقايسه روشهاي مولكـولي بـا روشـهاي متـداول آزمايشـگاهي و تعيـين مزيـت        . ده محدود و كم استتعداد انگل در جون
احتمالي روشهاي مورد اشاره در تشخيص دقيق و قطعي انگل ليشمانيا در مخازن بيماري ليشمانيوز جلدي در منطقه آندميك بيماري در آقا 

  . علي عباس نطنز بود
از گوش جوندگان با سه روش متداول آزمايشگاهي لام مستقيم، كشت و تزريق به حيوان آزمايشـگاهي   DNAاستخراج  دو روش :روش كار

 5.8s rRNA)با  ITS1)(بطوريكه اين قطعه شامل  ،ITS- rDNAيك قطعه از ژن  (Nested PCR)با استفاده از روش . مقايسه گرديد
gene) قابل تفكيك و تشخيص با يكديگر بوده است ،عه براي گونه هاي ليشمانيا اختصاصيبوده است، تكثير يافت كه توالي  اين قط.  
سر جونده،  فقط يك مـورد مثبـت بـا اسـتفاده از روش تزريـق بـه حيـوان         69از سه روش متداول آزمايشگاهي  مورد استفاده در  :يافته ها

از گـوش   DNAهـر دو روش اسـتخراج   . ام نمونه ها منفي بـود آزمايشگاهي مشاهده گرديد و روشهاي لام مستقيم و محيط  كشت براي تم
در نهايت اين روش حساس براي استخراج . مثبت بود DNAاستخراج  سر جونده 69براي همه  ISH-Horovizeروش  جوندگان خوب ولي

 DNA با استفاده از . انتخاب گرديد Nested PCR   و از ژنITS-rDNA   يمـاري ليشـمانيوز جلـدي    بانگل ليشمانيا در مخازن حيـواني
جونده، ليشمانيا ميجر و يك  9پس از تعيين توالي براي . جونده آلودگي ليشمانيائي داشتند 10سر جونده،  69گرديد كه از  رديابي  روستائي

   .جونده، ليشمانيا تروپيكا تشخيص داده شد
يابي انگل ليشمانيا در مخازن حيواني ليشـمانيوز جلـدي   روش هاي متداول ازمايشگاهي و روشهاي مولكولي در تشخيص و رد: نتيجه گيري

روش هاي تشخيصي مولكولي در مقايسه با روش هاي متداول ازمايشگاهي . روستائي با جزئيات و مفصل در مقاله بحث وبررسي گرديده است
انيا در جونـدگان بـه روش هـاي    همچنين روش هاي مولكولي از نظر تشخيص قطعي گونه هاي ليشم. حساس تر  و نيز اختصاصي تر هستند
آلودگي هاي ليشمانيائي در مخازن به علت وحشي بودن جوندگان و مشكلات خاص نمونـه بـرداري در   . متداول ازمايشگاهي  ارجحيت دارند

وش هاي متـداول  ميدان و انتقال به آزمايشگاه و نيز كم بودن تعداد انگل ليشمانيا در مخازن مي توانند از محدوديت هاي تشخيص انگل با ر
  . استفاده از اين روشها در مخازن حيواني صحرائي، بسيار مشكل و امكان يافتن انگل دشوار است. ازمايشگاهي باشد

، مخازن حيواني ، مقايسه روشهاي مولكولي بـا روشـهاي متـداول    ليشمانيا تروپيكا، جوندگان، ليشمانيا ميجر:واژگان كليدي 
   ITS-ribosomal DNAآزمايشگاهي، روشهاي تشخيص، 
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  مقدمه

ن بـه  ليشمانيوز يكي از مهمترين بيماري هاي گرمسيري است كه در انسـا 
و جلدي مخاطي ظاهر مي شود  )كالا آزار(، احشايي )سالك( اشكال جلدي 

كه در ايران دو نوع جلدي و احشائي شايع و نوع جلدي مخاطي تـاكنون از  
و ) مرطـوب ( سالك به دو فـرم روسـتايي  ). 2و 1(ايران گزارش نشده است 

ديده مي شود كه عامل آن ها بترتيـب ليشـمانيا ميجـر و    ) خشك(شهري 
  ليشــــــــــــــــــــــــــــــمانيا تروپيكــــــــــــــــــــــــــــــا 

ليشمانيوز جلدي روستايي بعلـت طبيعـت زئونـوز آن از اهميـت     . مي باشد
ليشمانيا در فرم روستايي بوسيله نيش پشـه هـاي   . بيشتري برخوردار است

معمولا جوندگان تحـت خـانواده   (از مخازن حيواني آن ) فلبوتوموس(خاكي
  ). 3-5(به انسان انتقال مي يابد) جربيليده
كه اولين گام در برنامه ريزي جهـت كنتـرل و مبـارزه بـا بيمـاري،      از آنجا 

تعيين مشخصات دقيق عامل بيمـاري اسـت، آگـاهي از جونـدگان مخـزن      
موجود در هر منطقه و ميزان آلودگي آن ها، شناسايي گونه ها و سويه هاي 

توانـد نقـش    ليشمانيا در مخازن و آگـاهي از تغييـرات ژنتيكـي آن هـا مـي     
گر چـه  . ريزي، كنترل و پيشگيري از بيماري داشته باشد نامه اساسي در بر

مطالعات زيادي در زمينه عامل بيماري در كشور صورت گرفتـه اسـت امـا    
آلودگي هاي ليشمانيائي تشخيص داده شده بيشتر از انسان هاي بيمار بوده 

تشـخيص  ). 6-8و  4(است و موارد بسيار كمي از جوندگان جدا گرديده اند
ي ليشمانيا در بيماران، ناقلين و مخازن براي تعيـين سـير انتقـال    سويه ها

بيماري، مبارزه با مخزن و ناقلين، ساخت واكسـن و فـراهم كـردن پـادتني     
  .)3(جهت تشخيص و درمان اهميت زيادي دارد 

مطالعه بر روي آلـودگي ليشـمانيائي بـر روي جونـدگان در ايـران از سـال       
طقه تركمن صحرا و لطـف آبـاد شـروع    در شمال شرقي ايران در من 1953

. به تدريج اين مطالعات به مناطق ديگر ايران گسترش پيدا كرد). 9و6(شد 
در اين مطالعات فقط روي آلودگي هاي لپتومونادي كـار مـي شـد و انگـل     

در اكثـر مطالعـات محققـين در ايــران    .  دقيقـا جـدا و تايـپ نمـي گرديـد     
ماري در ايران گـزارش گرديـده   رومبوميس اپيموس بعنوان مخزن اصلي بي

در مطالعات محققـان ايرانـي در بعضـي از منـاطق ايـران مريـونس       .  است
ايـن دو جونـده حتـي در    . ليبيكوس بعنوان مخزن ثانويه معرفي شده است

بعضي از مناطق ايران  بخصوص در منـاطق جنـوبي و مركـزي ايـران كـه      
ن انگـل ليشـمانيا   ليشمانيوز جلدي نوع روستائي شايع است بعنـوان مخـاز  

البتـه در منـاطق تـركمن صـحرا، لطـف آبـاد،       . ميجر معرفي گرديده اسـت 
سرخس كه هم مرز بـا كشـور تركمنسـتان اسـت، در اسـفراين در اسـتان       
خراسان، بكران در استان سمنان، ابرقو در استان يزد، نيريز و اسـتهبان در  

يـده دارنـد كـه    استان فارس انگل ليشمانيا از اين دو جونده جدا شده و عق
در ابـردژ ورامـين در اسـتان    ).  10، 4، 2(مي بايست ليشمانيا ميجر باشـد  

ــودگي طبيعــي ليشــمانيائي    ــاكن انســاني آل ــا ام ــاطق دور ب ــران در من ته
در منـاطق جنـوب و   . نامشخصي را در جونده رومبوميس اپيموس يافته اند

يج فـارس  جنوب غربي ايران كه هم مرز با عراق است كه از سـومار تـا خل ـ  
ادامه دارد و شامل همه استان خوزستان، قسمتي از استانهاي ايلام، بوشهر 
و هرمزگان مي شود تـاترا انـديكا بعنـوان مخـزن بيمـاري ليشـمانيوز نـوع        

در مناطق جنوب شرقي ايـران مخـزن اصـلي    . روستائي شناخته شده است
جنـوبي  بيماري را مريونس هوريانه مي دانند كه اين مناطق شامل منـاطق  

بيمـاري ليشـمانيوز   . استان بلوچستان، دشت ياري، كنارك و چابهار اسـت 
جلدي نوع روستائي در اين مناطق شبيه بيمـاري ليشـمانيوز جلـدي نـوع     

از اهـداف ايـن   ). 2(روستائي گزارش شده از مناطق رجاسـتان هنـد اسـت    

مطالعه تعيين گونه جوندگان در مناطق اندميك بيماري ليشمانيوز جلـدي  
وع روستائي شهرستان نطنز استان اصفهان، گونه جوندگان داراي آلـودگي  ن

در .  لپتومونادي و تعيين قطعي انگل ليشمانيا در جوندگان  اين منطقه بود
نهايت روش مولكولي با ديگر روشهاي متـداول آزمايشـگاهي در تشـخيص    

ولي روشهاي مولك. انگل ليشمانيا در مخازن حيواني بيماري  مقايسه گرديد
معرفــي شــده در ايــن مقالــه مــي توانــد در مطالعــات تعيــين و تشــخيص 
آلودگيهاي ليشمانيائي در مخـازن حيـواني بيمـاري مـورد اسـتفاده ديگـر       

  ).11(محقيقين قرار گيرد 
  

  روش كار
صيد جونده با استفاده از تله هاي زنده گير سيمي و چوبي  از خـرداد مـاه    

روز و در ارديبهشت مـاه و شـهريور    10و هر ماه بمدت  1386تا آبان ماه  
ــاه  ــدي روســتائي     4از  1387م ــاري ليشــمانيوز جل ــدميك بيم ــه ان منطق

شهرستان نطنز، استان اصفهان شامل عباس آباد، بادرود، آقـاعلي عبـاس و   
بعـد از  . از خيار و خرما بعنوان طعمه استفاده مي شـد . چاه عربها انجام شد

انخانه، گوش جونـده را سـمباده كشـيده و    صيد جونده و انتقال آنها به حيو
بوسيله اسكالپل از سـروزيته موجـود در گـوش جونـده  نمونـه تهيـه و در       

كه حاوي آنتي بيوتيكهاي استرپتو مايسين و پنـي    N.N.Nمحيط كشت 
از محـيط كشـت   .  سيلين همراه سرم فيزيو لوژي است كشت داده مي شد

  RPMIمـايع همـان    كه در اين حالـت فـاز    RPMI+N.N.Nدو فازي 
همچنـين از سـروزيته   . است بجاي سرم فيزيولـوژي اسـتفاده مـي گرديـد    

موجوددر گوش جونده لام مستقيم تهيه و بـا اسـتفاده از عدسـي چشـمي     
با روغن ايمرسـيون و بـدون اسـتفاده از لامـل  درزيـر ميكروسـكوپ        100

س براي تزريق به حيوان حسا).  12(اجسام آماستيگوت جستجوي مي شد 
بعد ازبرداشت  سـروزيته از گـوش جونـده در داخـل شيشـه      آزمايشگاهي، 

سرم فيزيولوژي به آن اضافه شده  ml 2تا  1ساعت كه از قبل مقدارحدود 
بود  سروزيته با سرم فيزيولوژي مخلوط شـده  و بعـد بـا سـرنگ انسـولين      
كشيده و مايع مورد نظر چند بار پر و خالي مي شد تا سروزيته موجـود بـا   

مخلوط مورد نظر بـه قاعـده   ، در ادامه. سرم فيزيولوژي كاملا مخلوط گردد
اسـت تزريـق مـي       BALB/Cدم حيوان حساس ازمايشگاهي كه موش 

و فنل كلرو   ISH-Horovizeروش  از دو  DNAبراي  استخراج گرديد
از   ISH-Horovizeبـه روش   DNA در اسـتخراج  . فرم اسـتفاده شـد  

سانتي متر با برش آن، نمونه برداري مـي   2/1دود گوش جونده به اندازه ح
قبل از شروع، بافت گوش را به تكـه هـاي خيلـي ريـزي بـرش داده و      . شد

منتقـل و  در ازت مـايع    5/1سپس گوش آنها را در داخل ميكروتيوبهاي   
دقيقه  منتقل و پس از آن در  بن  3-5بمدت ) در جه سانتي گراد  -196(

دقيقه قرار داده و سه بار اين عمل تكـرار مـي    5-3درجه بمدت   65ماري 
و )  freez-thow(اين كارموجب ليز شدن نمونه مـورد نظـر شـده     {شد 

باعث جدا شدن راحت  سلولهاي بافت از هم مي شود  كـه در نهايـت ايـن    
اسـتخراج و  سـپس   . }مـي كنـد  DNA عمل كمك زيادي به اسـتخراج    

و  Readyبـــا روش  جونـــدگان extraction (DNA(خـــالص ســـازي 
 (GM)ميكروليتـر محلـول     100از مقدار ). 13(همكاران ادامه مي يافت 

Grinding Mix    ابتدا مقدار كمي از آن را داخل ميكروتيـوب ريختـه و ،
نبايسـتي هـيچ تكـه درشـتي     (با نوك سرسمپلر نمونه ها كاملاً له مي شد 

) يكروليتـر م 100از مجمـوع  ( GMسپس مابقي محلول ). باقي مانده باشد
 SDS mixميكروليتـر از محلـول    10را در ميكروتيوب ريخته بعد  مقدار 

  .  شد به هر ميكروتيوب اضافه مي
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شـدند   تمامي ميكروتيوب ها را ورتكس كرده و بعد به مدت كوتاه سانتريفوژ مي

(short spin)  .  دقيقـه در بـن مـاري     30-45تمامي ميكروتيوب ها به مـدت
 5به منظور كاهش دماي نمونه ها ، ميكروتيوب ها بـه مـدت   . قرار داد مي شد

ميكروليتر محلول استات  30مقدار   .دقيقه در دماي آزمايشگاه قرار مي گرفتند
مجـدداً  . گرديـد  مولار به تمامي ميكروتيوب ها اضافه مي 8 (KOAC)پتاسيم 

تمـامي  .  تمامي ميكروتيوب ها ورتكس و سپس سانتريفوژ كوتاه انجام مي شـد 
دقيقه داخـل يـخ خـرد شـده قـرار و بعـد        45-120ميكروتيوب ها را به مدت 

.  دقيقه سـانتريفوژ مـي شـد    3و به مدت  rpm 13000تمامي نمونه ها با دور 
محلول روئي موجود در ميكروتيوب ها بـا اسـتفاده از سـمپلر جـدا كـرده و بـه       

 300مقــدار . گرديــد هــاي جديــد و كدگــذاري شــده، منتقــل مــي ميكروتيــوب
ــانول   ــر ات ــرد % 96ميكروليت ــده  (س ــداري ش ــزر نگه ــامي  ) درون فري ــه تم ب

در  (over night)نه ها در تمـام طـول شـب    نمو. شد ها اضافه مي ميكروتيوب
−°Cفريزر  صبح روز بعد تمامي نمونه هـا از فريـزر   . نگهداري مي شد 20

دقيقه در درجه حرات معمولي آزمايشـگاه از سـرماي    10بيرون آورد  تا پس از 
 30و بـه مـدت    rpm 13000تمامي ميكروتيـوب هـا بـا دور    .  آن كاسته شود

محلول رويي ميكروتيوب ها با كج كردن ميكروتيوبهـا،  . شد تريفوژ ميدقيقه سان
 DNAبـه رسـوب   % 75ميكروليتـر اتـانول    500مقـدار  . دور ريخته مي شدند

ميكروتيوب ها را تكـان مختصـري   . گرديد ها اضافه مي موجود در ته ميكروتيوب
الكـل   مجدداً. شدند دقيقه سانتريفوژ مي 5به مدت  rpm 13000داده و با دور 

. رويي موجود در ميكروتيوب ها با كج كردن ميكروتيوبها دور ريخته مي شـدند 
ها را بصورت وارونه بر روي كاغـذ خشـك كـن يـا دسـتمال       سپس ميكروتيوب

ايـن  . كشيده تا هيچگونه الكلي در ميكروتيوب هـا بـاقي نمانـده باشـد     كاغذي 
بـاز كـرده و بـه مـدت     درب تمامي ميكروتيوب ها را .شد بار تكرار مي 3مراحل 

هدف از اين كـار خشـك   (دقيقه در دماي آزمايشگاه قرار داده مي شد  30-20
بـه منظـور   . شدن وتبخير كامل الكل موجود در داخـل ميكروتيـوب هـا اسـت    

توان يك دستمال كاغذي  جلوگيري از قرارگرفتن گرد و غبار درون تيوب ها مي
از تبخير شدن كامل الكل، مقـدار   پس از كسب اطمينان).  بر روي آنها قرار داد

.  گرديـد  به تك تك ميكروتيوب ها اضافه مي  1X TE bufferميكروليتر  25
تمامي ميكروتيوب را يك تكان مختصري داده و سپس سانتريفوژ كوتـاه و ايـن   

دقيقه در دماي آزمايشـگاه   10ميكروتيوب ها به مدت . شد بار تكرار مي 4عمل 
و  C°4ستفاده كوتـاه مـدت، نمونـه هـا در يخچـال      براي ا. قرار مي گرفتند

−°Cبراي استفاده بلنـد مـدت در فريـزر     در روش .گرفتنـد  قـرار مـي   20
ابتدا ميكروتيوبهاي حاوي بافت مـورد نظـر    با  فنل كلرو فرم، DNAاستخراج  

و سپس آنها بـراي   بيرون آورده  -C   ْ20را از فريزر) گوش بريده شده جونده(
Freeze & Thaw      درجـه منتقـل    65به تانك ازت و سپس بـه بـن مـاري

ميگرديد  و طبـق روش قبـل ايـن عمـل سـه بـار تكـرار مـي شـد و بعـد بـه             
اضافه ميگرديـد   و    =2/7PHبا  PBSاز محلول  lµ 100ميكروتيوبهاي فوق 

بـار   3اين كـار   .دقيقه  ساتنريفوژ مي شد  10بمدت  10000با سانتريفوژ دور 
از بافر ليز كننده به ميكروتيوب حـاوي    lµ 300در ادامه مقدار. تكرار مي شد 

بهتر است اضافه كردن بافر ليز كننده كم كـم  (بافت مورد نظر اضافه ميگرديد  
بعـد از اضـافه كـردن بـافر ليـز كننـده  بوسـيله        ). باشد تا بافت كاملا ليز شود

بافت را كاملا ليز تا بتوان در ادامه )  Grinding Tissue(پستلهاي شيشه اي 
. مطلوبتري داشت بعد ميكروتيوبهـا آرام آرام مخلـوط مـي شـدند      DNAكار 

به محلول فوق افزوده  و به مدت )  K )10-13mg/mlپروتئيناز  lµ 30مقدار
جهت جلوگيري از ورود آب به . قرار داده ميشد  C   ْ55يك شب در بن ماري 

بعـد  . يا تبخير بافر درب آنها با پارا فيلم  بخوبي محكم ميگرديد ميكروتيوبها  و
فنـل    lµ300از خارج نمودن نمونه ها از بن ماري به هـر ميكروتيـوب مقـدار    

دقيقه به آرامي  با تكان دادن تيوپهـا در دسـت    5اشباع اضافه  شده و به مدت 
دقيقـه    5و بـه مـدت     rpm 10000نمونـه هـا را بـا دور    . مخلوط ميگرديـد 

فـاز بـالايي   . سانتريفوژ، بعد از سانتريفوژ سه فاز در ميكروتيوب تشكيل ميشود 
)Supernatant   ( يا آبي شفافتر است  و حاويDNA  ميباشد توسط سمپلر

فاز مياني كه .ميلي ليتري منتقل ميشد  1.5با دقت به يك ميكرو تيوب جديد 
ومـواد سـلولي     چربيهـا  ,بصورت لخته هاي شيري رنگ است شامل پروتئينهـا 

ديگر است كه توسط فنل لخته شده و فاز زيري هم خود فنل است كه ايـن دو  
 –هم حجم محلول حاصل از مرحلـه قبـل محلـول فنـل     .فاز دور ريخته ميشد 

دقيقه  5به نمونه اضافه و بمدت  25:24:1ايزو آميل الكل به نسبت  –كلرو فرم 
ن شرايط مرحلـه قبـل مجـدد سـانتريفوژ     و به آرامي مخلوط ميگرديد  و با هما

و انتقـال آن بـه   )   Supernatant(پـس از جـدا سـازي فـاز رويـي      . ميگرديد
ميكروتيوب جديد، دوباره هم حجم محلـول حاصـل از مرحلـه قبلـي كلروفـرم      
خالص اضافه ميشد  و به آرامي تكان داده مي شد  و مجـددا سـانتريفوژ انجـام    

در اين مرحله بقاياي فنل كه ماده (كرار مي شد مي گرفت كه اين عمل دو بار ت
پـس از  ) . اي باز دارنده است توسط كلروفرم به فاز زيرين رفته و حذف ميگردد

حجـم محلـول حاصـل از     0.1انتقال فاز رويي به ميكروتيوب جديد بـه ميـزان   
. مولار افزوده ميگرديد  1مولار و يا كلرور منيزيوم  3مرحله قبلي استات سديم 

. بــه آن اضــافه مــي شــد%  96برابــر حجمــش اتــانول ســرد  2س معــادل ســپ
ميكروتيوبهاي حاوي محلول به آرامي با دسـت حركـت داده  كـه رشـته هـاي      

DNA         در اين مرحله بدليل وجـود الكـل خـالص  و آبگيـري كـم كـم ظـاهر
ْ   Cدر فريزر )  Over night(ميكروتيوبهاي فوق به مدت يك شب  . ميگردند

قـرار داده بـه ايـن ترتيـب  ميـزان        -C   ْ80ك سـاعت  در فريـزر   و يا ي -20
DNA   دقيقـه بـا دور   10نمونـه هـا  را بـه مـدت     .بيشتري حاصل ميشـد    

12000 rpm   سانتريفوژ و  در خاتمه اين مرحلهDNA      بـه شـكل  رسـوب
اتـانول موجـود  در   . در ته ميكرو تيو بها ديـده ميشـد   )  Pellet(سفيد رنگي 

و بها را به آرامي دور ريخته و مابقي آن نيز با سمپلر تخليه مي گرديد ميكرو تي
به  رسوب افزوده شده تا بقاياي املاح موجود  %  70الكل اتانول  lµ 200مقدار. 

با خم كـردن ميكروتيـو بهـا    . با سانتريفوژ دور ريخته شوند   DNAدر رسوب 
ما بقي نيز با سمپلر به دقت اتانول موجود در آنها به آرامي دور ريخته ميشد  و 

 37برداشته ميشد در ميكروتيوبها را بـاز  و بـه حالـت ايسـتاده  در بـن مـاري       
در آخـرين  .درجه قرار داده تا بقاياي الكل موجـود در نمونـه هـا تبخيـر شـود      

آب دو بار تقطير استريل حل كرده و بمدت    lµ20حاصل را در  DNAمرحله 
كاملا حل شود و سپس  DNAجه  قرار داده  تا در 37دقيقه  در بن ماري  15

در دو مرحلـه و در دو  PCR تكثيـر ژنهـا بـا    .منتقل ميشدند C   ْ4به يخچال 
از جفت پرايمرهـاي  قسـمت    PCRدر مرحله اول . ميكروتيوپ مجزا انجام شد

  (forward primer) بـه نـام پرايمـر     SSU rRNA)(از ژن  (´3)انتهائي 
IR1 بـــــــــــــــــــــا نوكلئيـــــــــــــــــــــدهاي 

(5'GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT 
 reverse)به نام پرايمـر   LSU rRNA) (از ژن  (´5)و قسمت انتهائي  ('3

primer)  IR2  5)بــــــــــــا نوكلئيــــــــــــدهاي´ 
GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG 3') 

پرايمـر از روي هـم    (Nested-PCR)در مرحله دوم از ). 14(استفاده گرديد 
 بـه نـام پرايمـر     SSU rRNA)(از ژن  (´3)ي و قسمت انتهائ ITS2افتادن 

(forward primer)  ITS1F   ــدهاي ــا نوكلئيــــ  ´5)بــــ
GCAGCTGGATCATTTTCC 3')  و نيــز از پرايمــر بازگشــت بنــام

ITS2R4  ــدهاي ــا نوكلئوئيــــــــ  ´5)    بــــــــ
ATATGCAGAAGAGAGGAGGC 3´)  (´5) در قسمت انتهـائي  

ــت      ITS2ژن  ــرار گرفــــ ــتفاده قــــ ــورد اســــ ــود مــــ ). 11، 3(بــــ
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ميكروليتـر و واكـنش تكثيـر     20اولين مرحله واكنش تكثير كـه مجموعـا   

DNA  مخصوص با ديواره نازك انجام مـي گرفـت و   در داخل ميكروتيوپ
قرار داده مـي   (ml block 0.2) اپيدورف به نام PCR در داخل دستگاه 

 3بمـدت   C  ْ94-الـف : از برنامه دمائي بدين شرح اسـتفاده مـي شـد   . شد
 C -ثانيـه ج   30بمدت  C ْ94 -دقيقه براي جدا شدن رشته هاي الگو  ب

بـار   37مرحله ب تا د (ثانيه  90ت بمد C ْ72 -د   ثانيه 30بمدت  58ْ
براي اطمينان از ساخت كامـل  (دقيقه  10بمدت  C ْ72 -م) تكرار مي شد

مرحلــه دوم يعنــي .تــا زمــان بررســي نمونــه هــا C 4ْ -ه) تمــامي قطعــات
Nested-PCR  20در يك ميكروتيوپ مجزا و واكنش تكثير كه مجموعا 

مرحله اول بود جز اينكـه از  ميكروليتر و با محتويات و حجم و مقدار مشابه 
 PCRو نيز يك ميكروليتر از محصول   ITS2R4و  ITS1Fپرايمرهاي  

مشابه مرحلـه اول   PCRبرنامه دمائي دستگاه . مرحله اول استفاده مي شد
از كنترل منفي استفاده تا  PCRدر هر مرحله از . بود كه شرحش داده شد

بطور مستقيم  PCRت كليه محصولا.آلودگيهاي احتمالي نيز مشخص شود
و بدون كلون كردن تعيين توالي شدند بـراي ايـن منظـور ابتـدا محصـول      

PCR  يكصد نانوگرم از تميز و خالص سازي مي شد و بعدDNA   خـالص
 ABIو يا اسيد آمينه بـا كيـت    DNAبراي هر نمونه جهت تعيين توالي 

Prism® Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit ــتگاه    و  sequencing 373/377(دس

systems (ABI, PE Applied Biosystems     مـورد اسـتفاده قـرار
براي تمام نمونه ها وتنظيم تـوالي و   DNAتوالي جهت وارد كردن . گرفت

از نــرم  ،مطابقــت كــردن نوكلئوتيــدها بــا كرومــاتوگرافي هــر نمونــه      
ــزار  SequencherTm 3.1.1 software (Gene Codesافـ

Corporation). براي آناليزهاي فيلوژنتيكي نيز از نرم افـزار  . استفاده شد
Phylogenetic analysis using parsimony   و يـاPAUP*   بهـره

  ). 16و15(گرفته شد
  

  يافته ها
شامل عباس آباد، بـادرود، آقـاعلي عبـاس و چـاه      منطقه  4از  1385در  سال 

 28از همين مناطق در مجموع  1386سر جونده ود سال  41در مجموع   عربها
پراكندگي بر حسب نـوع جونـده صـيد شـده و محـل       .سر  جونده  صيد گرديد

مربـوط بـه مريـونس    % 42از جوندگان صيد شـده  . آمده است 1صيد در نقشه 
  . رومبوميس اپيموس مي شد% 28مريونس ليبيكوس و % 30پرسيكوس، 

  
و جوندگان ) ع( منطقه روستايي امامزاده آقا علي عباس. 1شكل  

  86و  85صيد شده از مناطق مختلف آن در سال 

  

-Nestedايج حاصل از و نت 1نتايج حاصل از روشهاي مورد نظر در جدول 
PCR    بر روي ژنITS-rDNA  نشان داده شده است 1در نمودار .  

  
توزيع جوندگان صيد شده بر اساس نوع و روشهاي . 1جدول 

  .تشخيصي
روش
  كار
  
  گونه

 محيط
كشت 
N.N.N  

  

لام مستقيم 
  ميكروسكپي

  

تزريق  به    
Balb/C  

Nest
ed-PCR  

با روش فنل 
  كلروفرم

Nested-
PCR   با
 روش  
ISH-

Horovize 
+  -  +  -  +  -  +  -  +  -  

مريونس
پرسيكو
  س

0  29  0  29  1  2
8  

2  2
7  

3  26  

مريو
نس 
ليبيكو
  س

0  21  0  21  0  2
1  

2  1
9  

3  18  

رومبوم
يس 
  اپيموس

0  19  0  19  0  1
9  

4  1
5  

4  15  

جمع
  كل

0  69  0  69  1  6
8  

8  61  10  59  

  ليشمانيا مثبت+   
  ليشمانيا منفي ـ  
  
  

  
  

-ITS;بر روي ژن   Nested-PCRايج حاصل از نت.  3نمودار 
rDNA  به ترتيب از سمت  چپ به راست :M   كنترل  - 1ماركر
 ليبيكوس  ليشمانيا ميجر در مريونس - 3كنترل منفي   - 2مثبت  

   اپيموس   ليشمانيا ميجر  در رومبوميس - 5ليبيكوس  مريونس - 4
   ليشمانيا ميجر در مريونس  پرسيكوس - 7رومبوميس اپيموس  - 6
مريونس  - 10رومبوميس اپيموس  -9  مريونس پرسيكوس -  8

  .ليبيكوس 
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  بحث

ليشمانيا ميجر عامل بيماري ليشمانيوز جلدي نوع روستايي در ايران بوده و 
ايـران جونـده    مخـزن اصـلي آ ن در  . از اهميـت ويـژه اي برخـوردار اسـت    

ليده صحرايي مي باشـد  رومبوميس اپيموس از موش هاي بزرگ گروه جربي
كه در مقالات متعدد محققين ايراني بعنوان مخـزن بيمـاري معرفـي شـده     

بيشـتر در   Rhombomys opimusگونه هاي ). 18، 10، 4،5، 2(است 
. خاكهاي مرطوب و نرم و همچنين در  تپه هـاي كوچـك   لانـه ميسـازند    

 ـ      Merinones Libicusگونـه هـاي    ه اغلـب در كنـار رومبوميسـها لان
 Merionesگونه هاي   ميسازند و حتي با آنها داخل يك لانه قرار دارند و

persicus    بـا  . تپه ماهور ها و سنگلاخها  توانايي ساخت  لانه دارنـد  در
توجه به مطالعات از مقالات محققين در اين زمينه انتظار بـود كـه  نمونـه    

مـاه بـا تعـداد     صيد شود كه از تير ماه تـا آبـان   1385هاي زيادي در سال 
عدد تله بود اقدام به صيد  100زيادي تله هاي زنده گير كه معمولا بيش از 

روز صيد جونده  15تا  10جونده مي شد و هر ماه به منطقه عزيمت و بين 
سر جونده صـيد شـد مجـددا در سـال       41انجام ميگرفت كه در سال اول 

كـه طـي دو    سر جونده صـيد شـد   28اقدام به صيد جونده شد كه  1386
سر جونده صيد گرديد در حالي كه محققين در اين منطقه  69سال متوالي 

پرويـزي و  . و ديگر مناطق تعداد خيلي بيشـتر جونـده صـيد نمـوده بودنـد     
 30(با تعداد محـدودتري   1373و   1372همكاران  در طي دو سال يعني 

نـد  سر جونده در منطقه تركمن صحرا صيد نمود 106و مدت كمتري ) تله
تعـداد خيلـي بيشـتر جونـده از       1996يعقوبي ارشادي و همكـاران  ). 10(

محبعلـي و  ).  18(منطقه اي كـه مـا مطالعـه مـي كـرديم  صـيد نمودنـد        
از منـاطق   2000تا  1991سال يعني  10البته طي حدود  2004همكاران 

چرا در مطالعـات مـا تعـداد    ).   2(سر جونده صيد نمودند  566مختلف كه 
ده كم بوده است؟ عوامل متعدد مورد توجه قرار گرفـت از جملـه   صيد جون

ممكن است تله ها مناسب نباشند، طعمه تله ها مناسب نباشند، نحوه تلـه  
گذاري درست نباشد، در محلهـا و يـا كلنـي هـاي مناسـب جونـدگان تلـه        
گذاري انجام نشده باشد، در زمانهاي مناسب تله گذاري انجام نشده با شـد  

ارد مورد بررسي مجدد قرار گرفـت و هيچكـدام از عوامـل فـوق     كه همه مو
لـذا از مسـئولين بهداشـتي محلـي در مـورد كنتـرل       . دخيل نبـوده اسـت  

جوندگان در طي سـالهاي اخيـر سـوال شـد كـه متوجـه شـديم انسـتيتو         
تحقيقات بهداشتي دانشگاه علـوم پزشـكي تهـران بـا همكـاري مسـئولين       

به كنترل و كاهش جونـدگان منطقـه   بهداشتي محلي طي پروژه اي نسبت 
اقدام نموده اند و مسئولين بهداشتي منطقه نيـز طـي چنـد سـال اخيـر از      
سموم جونده كش جهت كنترل و از بين بردن جوندگان استفاده نموده اند 

شرايط جوي و آب هوايي از سـالي بـه   . كه اين مي تواند يكي از علتها باشد
چـون از اهـداف   . ند علت ديگـر باشـد  سال ديگر نيز فرق مي كند و مي توا

برنامه ما صيد جوندگان در نزديكي روستا ها و يـا جـاده هـاي منتهـي بـه      
روستا ها بوده است و به دليل كنترل جوندگان و استفاده از سـموم جونـده   
كش، ممكن است جوندگان از مناطق نزديك به روستاها مهاجرت و اقـدام  

وده باشند كه مي تواند علت ديگـر  به تشكيل كلني در مناطق دور دست نم
  .باشد

بخصوص . مطالعه روي انواع بيماري ليشمانيوز در ايران سابقه طولاني دارد
استفاده از روشهاي متداول آزمايشـگاهي مثـل نمونـه بـرداري مسـتقيم و      
فيكس كردن روي لام و ديدن انگل با ميكروسكوپ، نمونه برداري و تزريق 

نه برداري و استفاده از محيط كشت كه ما نيز از به حيوان آزمايشگاهي، نمو
اين روشها استفاده نموديم متاسفانه با استفاده همزمان همه روشهاي فـوق  

البته فقط در . در هيچكدام از جوندگان آلودگي ليشمانيائي مشاهده نگرديد
يك جونده در تزريق به حيوان آزمايشگاهي مشكوك به آلودگي ليشمانيائي 

فاده از تكنيك اليزا الودگي ليشمانيائي در اين يك جونده تائيد شد وبا  است
از تكنيك هاي متداول آزمايشگاهي بيشتر در موارد انساني بكـار مـي   . شد

بـه  . رفته است و از مخازن حيواني كمتر نمونه برداري صورت گرفته اسـت 
دليل برنامه كنترل بيماري در منطقه شايد بيماري در جوندگان كـم شـده   

و يا اينكه تعداد انگل در آنها خيلي كم بوده است و به آن تعداد نبوده  است
اسـت تــا در  نمونــه بــرداري مســتقيم و فــيكس كــردن روي لام انگــل بــا  

ميكروسكوپ ديده شود، در نمونه برداري و تزريق به حيـوان آزمايشـگاهي    
  . كندبالا بيايد و يا با نمونه برداري و استفاده از محيط كشت در آن رشد 

علي رغم استفاده از روشهاي متداول آزمايشگاهي ذكر شده انگل ليشـمانيا  
مسـتقيم از گـوش    DNAبـراي اولـين بـار    . در جوندگان مشاهده نگرديد

تسـت   DNAلذا ابتدا دو روشه مختلف استخراج . جونده استخراج مي شد
انتخاب نوع ژن  كـه هـم اختصاصـي و هـم     . و بهترين روش انتخاب گرديد

انتخـاب   ITS-rDNAس براي انواع ليشمانياها باشد مهم بود كه ژن حسا
و نيز  5.8S rRNAو  ITS1يك قطعه از اين ژن كه شامل  ).  3(گرديد 

بـيس پيـر از ايـن ژن     420بود بطور حدود  ITS2يك قسمت كوچكي از 
مدل اپندروف اسـتفاده   PCRبراي تكثير ژن از دستگاه ). 19(تكثير يافت 

وندگان از فيلد صيد شده بودند و احتمال وجـود انگـل كـم    چون ج. گرديد
بود و يـا تعـداد انگـل در جونـده خيلـي كـم بـود و در مطالعـات متـداول          
آزمايشگاهي نيز جوابها منفي بود لذا براي بالا بـردن حساسـيت و رديـابي    

از ).  17(استفاده گرديـد    Nested PCRاستاندارد از  PCRانگل بجاي 
اسـتخراج   DNAصيد شده از مناطق مورد مطالعـه كـه   جونده  69تمامي 

جونـده داراي آلودگيهـاي    10انجام شـد كـه    Nested PCRگرديده بود 
ليشمانيائي بودند كه پس از تعيين توالي  با نمونـه هـاي بـه ثبـت رسـيده      

جونـده   9خوشـبختانه در  . مقايسـه گرديدنـد  GenBank ليشمانيا ها در 
داده شد و ليشمانيا ميجـر در هـر سـه     بطور قطع ليشمانيا ميجر تشخيص
در مريونس پرسـيكوس بـراي اولـين بـار     . جونده صيد شده مشاهده گرديد

چـون  ). 17(ليشمانيا ميجر از ايران جدا و با روشهاي مولكولي تايپ گرديد 
ــود و    ــران ب ــدگان در اي ــا در جون ــدودي از ليشــمانيا تورانيك گزارشــات مع

ليشمانيا جربيلي از پشه خاكيهاي ايـران از   گزارشاتي از ليشمانيا تورانيكا و
اصفهان و تركمن صحرا جدا و تايپ مولكولي شـده بـود انتظـاربود كـه در     
جوندگان مورد مطالعه ليشمانيا هاي مذكور يافت شود را كه در جونـدگان  

شايد تعداد نمونه هاي مثبت كم بوده اسـت  ). 3، 2(صيد شده مشاهد نشد 
ت بيشتر مي شد احتمال يافتن لشمانياهاي فـوق  و اگر تعداد جوندگان مثب

نشـان   2001و  1990و همكـاران در سـالهاي    Strelkova. نيز با لا بـود 
دادند كه گونه هاي متفاوت انگل ليشمانيا با فعل و انفعالات داخلـي باعـث   

نگهداري آلودگي ليشمانيا ميجر در جونـدگان جربيليـده مـي شـوند      حفظ
ر مطالعـات روي انـواع ليشـمانيوز بـا روش هـاي      در ايران بيشت. )21، 20(

متداول ازمايشگاهي بوده است اما در مخازن و نـاقلين بـه علـت مشـكلات     
خاص و وحشـي بـودن مخـازن و نـاقلين اسـتفاده از روش هـاي متـداول        

بـا روش هـاي   . ازمايشگاهي بسيار مشكل و امكان يافتن انگل دشوار اسـت 
فقـط مـي شـود پـي بـه آلـودگي        معمول آزمايشگاهي و ميكروسكوپي كه

لپتومونادي در جوندگان برد و نمي توان گفت كه چه گونه اي از ليشـمانيا  
لذا روش هاي تشخيصي مولكولي در مقايسه به گزارشات قبلي هم از . است

  ). 3(حساسيت و هم از نظر تشخيص قطعي گونه ليشمانيا مهم تر هستند 
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  نتيجه گيري

روش هاي متداول ازمايشگاهي و روشهاي مولكولي در تشـخيص و رديـابي   
ئي بـا جزئيـات و   انگل ليشمانيا در مخازن حيواني ليشمانيوز جلدي روسـتا 

روش هاي تشخيصي مولكولي . مفصل در مقاله بحث وبررسي گرديده است
در مقايسه با روش هاي متداول ازمايشگاهي حساس تر  و نيز اختصاصي تر 

همچنين روش هاي مولكولي از نظر تشـخيص قطعـي گونـه هـاي     . هستند
. رنـد ليشمانيا در جوندگان به روش هاي متداول ازمايشگاهي  ارجحيـت دا 

آلودگي هاي ليشـمانيائي در مخـازن بـه علـت وحشـي بـودن جونـدگان و        
مشكلات خاص نمونه برداري در ميدان و انتقال بـه آزمايشـگاه و نيـز كـم     
بودن تعداد انگل ليشمانيا در مخازن مي توانند از محدوديت هاي تشخيص 

اسـتفاده از ايـن روشـها در    . انگل با روش هاي متداول ازمايشـگاهي باشـد  
  . مخازن حيواني صحرائي، بسيار مشكل و امكان يافتن انگل دشوار است

  

  تشكر و قدر داني
نويسندگان مقاله از همكاري صميمانه دكتر قاسم اكبري معاونت بهداشتي 
و رئيس مركزبهداشت نطنز و همكارانشان ونيزتولئيت آسـتان مبـارك آقـا    

هت جمـع آوري  علي عباس جهت فراهم نمودن مكان اقامت همكارانمان ج
از آقاي مهدي باغبان از همكـاران  . نمونه در منطقه سپاسگزاري مي نمايند

آزمايشگاه سيستماتيك مولكولي كه در جمـع آوري نمونـه جونـدگان و از    
آقاي سطوت كارشناس گروه انگل شناسي دانشكده بهداشت دانشگاه علـوم  

سـتيتو پاسـتور   پزشكي تهران كه در نمونه برداري از جونـدگان در الـواژ ان  
از سركار خانم مهين فرهمند عضـو  . كمك شاياني نمودند تشكر مي نمايند

هيات علمي بخش انگل شناسي انستيتو پاستور ايران  كه در تهيـه محـيط   
بودجـه ايـن   . كشت و مشاهده لام مستقيم ما را ياري نمودند سپاسـگزارند 
طـرح مصـوب    تحقيق از محل اعتبارات پژوهشي انستيتو پاستور ايـران بـه  

  .تامين گرديده است 263
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