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 چکيده

 ي و نواحي، غربي شمال شرقيها از کانونياريک در بسي اندميماريبدر ايران، ) (zoonotic cutaneous leishmaniasis, ZCL ييروستا يوزجلديشمانيل :مقدمه
.  دارديش اساس نقيماريا ناقل در کنترل بي کنترل مخزن .است) ي خاکيهاپشه (يمارين بناقلاو ) جوندگان(ن  مخزي و پراکندگييايع جغرافي با توزو منطبق کشور يمرکز

 که از ايولباک يهاير نقش باکتري اخياه  در سالرونيازا ندستي جوابگو نيمارين و عامل ب ناقلايدگيچيل پيدله بي متداول کنترل مثل سمپاشيهاگر، روشيامروزه د
  .ن مورد توجه قرار گرفته استدر کنترل ناقلا هستند ي داخل سلولييايکتزي شبه ريا يباکتر

گزارش نشده   و جهانرانيرجنس پارافلبوتوموس در اي زس ازيکوس و فلبوتوموس مونگولنسي فلبوتوموس کوکازيدو گونه پشه خاک در يياي ولباکيون آلودگتاکن :هدف
  . است هستند انجام شدهيي روستايوز جلديشماني لناقلانن دو پشه که از ي در اين باکتري ايعي طبيآلودگ يابي رد برایتحقيق ،نيبنابرا ،است

ح، سر و ي تشري خاکيهاپشه.  شدنديآورجمعصيد و  ي نورانيها چسبان و تلهيها در ترکمن صحرا با استفاده از تلهروستا١٨ از ي دو گونه پشه خاک:ها مواد و روش

 يمرهايا، با پراي ولباکي باکترwspژن . فاده شد استDNAاستخراج  يبرانه و شکم يساز .  شدندييشناسانوع آنها ص، يد تشخي بدن مونته و با استفاده از کليانتها
(81F/691R) دشز ي آنالي مولکوليافزارهاها با نرم، دادهين تواليير و پس از تعي تکث.  

. دشتعيين   آنهاي توالود نبود ي کافDNAدارای  مورد ۱۰ن تعداد يند که از اداشت يياي ولباکيآلودگ پشه ۴۴ و شد يابي رديپشه خاک۱۳۶ا ازي ولباکي باکترwspژن  :جينتا

 ي دو گونها دري ولباکي باکترwspژن  پ ازي هاپلوتا٣ن مطالعه يدر ا .دشد يي تأافت وي ران و جهاني در اين پشه خاکين بار در هر دو گونه اي اوليس براينتيپيا پيولباک
  .دش ييران شناساي در اي خاکي پشه١٠رجنس پارافلبوتوموس در يز

زبانانشان ي در ميماري بي در نگهداري اساسیکه نقش هستند ي پاپاتاسفلبوتوموس پس از يوز جلديشماني لين ناقل احتمالي پارافلبوتوموس دوميهايخاکپشه  :يريگ جهينت

 يت اصلي چهار خصوصولنسيس و فلبوتوموس كوكازيكوس و فلبوتوموموس مونگي دو گونه پشه خاکدرس ينتيپيا پي ولباکي باکترwspژن  يابيبا توجه به رد. کننديفا ميا
نجکشن به يکروايمروش ق ترانسژن و با استفاده از ينده از طريدر آها  آنتوان ي م،) نرهايساز ماده و ي، نرکشيي، بکرزايتوپلاسمي سيناسازگار(باکتري ولباکيا پيپينتيس 

  .دکراستفاده وز يشمانيلبيماري  پژوهشی کنترل يها در برنامهير آلوده به باکتري غيها نمونه

  
 ولباکيا/ ليشمانيا/ پشه خاکي :ها هد واژيکل

  ٦٢‐٧١:  صفحات،٨١ويکم شماره  مجله دانشگاه علوم پزشکي گيلان، دوره بيست_______________________________________________

 

  مقدمه
ش از ي است که در بي انگلييماري، بيي روستايوز جلديشمانيل
ر نه ي اخيهاده و در سالشان، گزارش ري ايها از استانيمين

 اترييل تغيدلهدار گشته بلکه بي پديدي جدمناطقتنها در 
منجر به )  شهرستان بممثل( يعي طبيايبلابروز ا ي ييايجغراف

عنوان هليشمانيوز جلدي ب. ن مناطق شده استي در ايدمياپ
منطقه ترکمن صحرا از استان در بيماري اندميک انگلي 

ل يتپه و گنبدکاووس تشکاز دو شهرستان مراوهکه گلستان 
 مطرح بوده راني ايشرقگر از شمالي دييهابخشز يو نشده 
 ي، که ناقل اصليق پشه خاکيا از طريشماني انگل ل چون.است

 ي مبارزه با پشه خاک،دابيي، به انسان انتقال ماست يماريب
 .دکنيدا مي پي نقش اساسيماريبن يا کنترل يزير برنامهيبرا

ا ي يل سمپاشي از قبنيشيپ يها نشان داده که روشهتجرب
 يماريدر کنترل بکش ه به حشره آغشتيبندهااستفاده از پشه

وجود ن ي نويها روشریيبکارگاز ين وکارساز نبوده است 
ا يولباک ين به نقش باکترار توجه محققياخ يهادر سال .دارد

 در انتقال آنها از يليخکه ان و حشرات يدر کنترل بندپا
  نقش.جلب شده است  دارندي نقش اصلهايماريب ياريبس

وز يشماني لي بعنوان ناقل اصلي فلبوتوموس پاپاتاسيپشه خاک



  و همکاراندکتر شجاع سلطان ‐پرويز پرويزي دکتر ‐علي بردبار

        ١٣٩١بهار / ٨١شماره/ ويکم دوره بيست/ مجله دانشگاه علوم پزشكي گيلان       ٦٣

 يهايده و پشه خاکيران به اثبات رسي در ايي روستايجلد
 يمارين بيه ايعنوان ناقل ثانوهرجنس پارافلبوتوموس بيز

از پشه  جريا ميشماني ل گذشته انگليها و در سال شدهمطرح
پ ي تاي مولکوليهارجنس جدا و با روشيزن يا يهايخاک

چاپ ز ين ي معتبر خارجهایه در مجلجه بررسیيشده که نت
جنس پارافلبوتوموس ري زيهاي پشه خاک.)۲  و۱ (ده استش

 در حفظ ي و نقش مهم بودهيماري بيواني مخازن حناقلان
گان بخصوص ا در جونديشماني انگل لچرخه زندگی

وز يشماني ليمخزن اصلکه کند ايفا مي موسيس اپيرومبوم
 يهاي پشه خاککنترلن، يبنابرا. است يي نوع روستايجلد

دا ي پيشتريت بين نظر اهميجنس پارافلبوتوموس از اريز
بخصوص در باکتري ولباکيا ت ي نقش و اهمچون .کند يم
 ي شناسيرن باکت از محققاياري بسيشناخته است و حتاران نيا
 مورد در يشتريح بياند لذا در مقدمه توضدهي نام آن را نشنزين
ن ي ا کهدندهي نشان مهاپژوهش .دشوي ارائه مين باکتريا

توان می و دارد يعي وسانتشارمهرگان ين بي در بيباکتر
 حشرات مهه% ٢٠ش از ي در بيعيطور طبه بزد کهنيتخم

-Meta (جه محورينت البته مطالعات .انتشار داشته باشد

analysis( آلوده به را  حشرات يهاگونه% ٦٥ش از ير، بياخ
، ييبتنها ١٠٦  حداقليکه با آلودگ) ٣(زند ين ميا تخميولباک

 يهاان گونهي در مي داخل سلولين جنس باکتريترفراوان
 ). ٤(اند کردهاست که تا کنون کشفحشرات 

 ي گـرم منف ـ   يهـا ي از بـاکتر   ي و معمـول   بزرگ یا گروه يولباک
 يهـا درون بافـت ١٩٢٤در سال ن بار ياوليايي هستند که   زريکت
 Hertig & Wolbach توسـط  Culex pipiens پـشه  يد مثليتول

 Wolbachia pipientis از آن بــه  پــسند ولــیگــزارش شــد
 ي داخل سلول  يهاي باکتر سينتيپيا پ ي ولباک .)٥(افتي اختصاص

 افتـــهي ت وارثـــيطـــور مـــادره هـــستند کـــه بـــياجبـــار
)Cytoplasmically (Maternally) Inherited (يهـا در بافت و 

ان ي وسيعي از بنـدپا    گروه  در )هاها و تخمدان  بيضه( د مثل يتول
هـا بـه    توپلاسم تخم يق س يها از طر  ين باکتر يا. شونديافت م ي

 ي را بـرا   ي متفـاوت  يهـا سمي ـشـوند و مکان   ينسل بعد منتقل م   
ن يا .)۶(برندبکار می  شانزبانيثل م مديتولدر  ر  يي و تغ  يدستکار

 شوندي م شانزباني در م  يمثلدير تول يي تغ يها باعث شمار  يباکتر
ــه ــازگار کـ ــامل ناسـ ــمي سي شـ  Cytoplasmic( يتوپلاسـ

incompatibility( ـ  ن گامت ي ب   يهـا هـا و گونـه    هين سـو  يهـا، ب
 سـالم   يهـا  آلوده با مـاده    ينرهاگيري  جفت هنگامدر  مرتبط،  

ه يهـا سـو   مادهممکن است )Unidirectional Infection (است
 Bidirectional (يمتفاوت Infection( از W. pipientis را حمل 
ــد ــا. )٧(کنن ــيبکرزا يالق  Parthenogenesis (ي Induction( ،

 Male(ي و نرکـش )Feminization( نرهـا ژنتيکـي  سـازي   ماده

killing( کــه اســتتــرين خــصوصيات ايــن بــاکتري  از مهــم 
 يدر نماتودهـا   ).٩  و ٨(نـد کي م ـ يا دستکار زبان ر يدمثل م يتول

 ـ ليتما انتشار،   ي برا ايولباک زبان وابسته به  ي، م يلريف  در  ي فراوان
 يسازي ـلاري مورد نظـر در درمـان ف       ي باکتر ي برا يينه دارو يزم

 ).١١  و١٠(فراهم آورده است
ــولباک ــي ــيا همچن ــيطــور افقــهن ب ــهي ب  حــشرات يهــان گون

 ــ ــل م ــوديمنتق ــر . )١٢‐١٥(ش ــن تغيي ــداي ــان  تولي مثلي ميزب
هــايي از ايــن گونـه . نتخــابي در بــرداردنتـايج ا بـراي بــاکتري  

ي شـــده يهـــاي ســـوماتيك نيـــز شناســـابـــاكتري دربافـــت
   ). ١٧  و١٦(است
ــايولباک ــاگونــه% ١٥ در حــداقل اه  ي حــشرات بررسـ ـيه

ــک از راســته شــده ــد و در هــر ي  حــشرات از يهــاي اصــلان
 ـ ن هـا يس ـن برر ي ـز وجـود دارنـد ا     يان ن يجمله بندپا   روز بـه   زي

  ولباکيـــا در ســـخت پوســـتان،ش اســـتي افـــزارو بـــهروز 
)Isopods( هـا و حتـي نمـاتود     هـا بـوت  عنک ،ها، کنه)نيـز   )١٣ 

در بنـدپايان و   ولباکيـا  ي پـراکنش محـدوده . ديده شـده اسـت  
 ـهاي جـانوري هنـوز      ديگر شاخه  تعيـين نـشده   طـور کامـل     هب

ــ ــ ايو حت ــاکتري ــاين ب ــه ــوان عه ب ــن ــوي ا در  جــديهيک س
   .)١٧(اندافت شدهيز ينماتودها ن

 ـ ار گسترده و  يع بس يل توز يدله سال گذشته، ب   ١٠در   ر مهـم   يثأ ت
 يها گونه  بر ي تناسل يشناسستيز تکامل و     و يشناسبومآن بر   

 ـز بـه هـم    يابل ملاحظه زبان، توجه قا  يم  يزاد مـادر  يهـا ستي
 ـ. )١٣(معطوف شـده اسـت     ايولباک  ـيطـور تقر  هب  ٧٥ تـا    ٢٠ يب

 .)١٨(ند را دار  ايولباک ي باکتر  حشرات، يهااز تمام گونه  درصد  
 ـ از عنکبوت  ياري بـس   در ،نيهمچن  ـيپوسـتان زم  ان و سـخت   ي  ين
هـر کـدام از حـشرات       .  گزارش شده اسـت    ين باکتر ي ا وجود

 ـولباکن گونـه   يتوانند بـا چنـد    يم  و )١٩  و١٧(ندشـو  آلـوده  اي
 توانـد ي م ـ  مـشابه  ک گونه ي از   يياي جغراف ي مجزا يهاتيجمع
 يهاهيسو .)٢١  و ٢٠( دهد ي را در خود جا    ي مختلف يهاهيسو
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ک ي در   ي انتقال عمود  تيقابلتوپلاسم تخم   يق س ياز طر  ايولباک
 يهازبانيدامنه گسترده م    ولی )يوراثت مادرزاد (را دارند گونه  
ه ي ـتوج  آن يتوان فقط با انتقـال عمـود      ي را نم  يياي ولباک آلوده
زبـان  ي م يهـا  در گونـه   تـشار ان ي بـرا  ين بـاکتر  ي ا يي توانا .کرد
ح يتوض ـ) يپانـدم (آن   يجهانع  ي توز يراب ي انتقال افق  باد  يجد

 يهـا و الگوهـا    سمي مکان هرچندشود،  يمحسوب م قابل قبولی   
  .)٢٠( نشده استشناخته ي بخوبيان گونهيانتقال ب

 و تکامل يشناسبوم، يشي زايشناسستيزر د ايولباک يهاهيسو
 حشرات آفت و يستيزه آنها در کنترل زبان تا استفاده بالقويم

 .)١٣(ددارن نقش يستي زي پزشکيکاربردها
 بر يطور مقدماتهب )H تا A يهاسرگروه( سرگروه٨تاکنون، 

 wsp و 16S rRNA، fts Z يها حاصل از ژنيها دادهيمبنا
 Wolbachia] اي ولباکين سطحيپروتئ( surface  protein]( 

ده شده يان ديها در بندپاوهاکثر سرگر. )١٥(ن شده استييتع
 يهاهيسوو اکثر ) H و A ،B ،E ،F ،G يهاسرگروه (ستا
 B و A يها، متعلق به سرگروهحشرات يايولباک )هانياستر(

 يناسازگار سمي مکانباتواند ميپيپينتيس  ولباکيا .)٢٢(هستند
بين  ياز به انتقال عرضي، بدون نهان گامتي بيتوپلاسميس

، ممکن است ين حالتي در چن.ابديانتشار بان هاي ميزجمعيت
 يت حشرات داراين جمعيبدر ها  حمل ترانسژنبرایاز آنها 

 به منظور تداخل و کنترل انتقال انگل استفاده يت پزشکياهم
  .شود

  
  ها مواد و روش

 از با استفاده استان گلستان درترکمن صحرا  از يخاک یهاپشه
 Centres for( CDCنوراني ، تله )Sticky papers(تله چسبان

disease control (ن يا. آوري شدندو آسپيراتور صيد و جمع
 ۸(و گنبدکاووس)  روستا۱۰(تپه از دو شهرستان مراوهمنطقه
 و ١٣٨٨ ،١٣٨٧ ي سال متوالسه يط ،ل شدهيتشک) روستا
 اوج .انجام شد  بالغيخاکهای ت پشهيل فعالو در فص١٣٨٩

 چرخهفلبوتوموس با توجه به  پارايهايت پشه خاکيفعال
 ي روستا١٨از ، استور ي و شهرري تماهشان در دو يخونخوار

   آلوده  پارافلبوتوموسيهاي روستا پشه خاک٩در   تنها،اد شدهي
   .)١جدول ( قرار گرفتييا مورد شناساي ولباکيبه باکتر

  دا در ـ از آن ابتو پس% ٩٦ در الکل د شدهي صي خاکهاي پشه

 ي کارهايبرا درجه ‐٢٠جه و سپس درفريزردر+ ٤يخچال 
ها به ها از داخل تيوپيپشه خاک.  شدندي نگهداريمولکول

مايع % ١ ي حاوياشيشهپتري  يهاداخل يخ در ديش
 باقی دو دقيقهپس از  در آب استريل منتقل شده و ييظرفشو
در آب % ١ يي مايع ظرفشو، با سمپلر،ن حالتي در اماندن

ها به يده و پس از قرار دادن پشه خاککر ياستريل را خال
. شدنديشسته مت پنج دقيقه در آب استريل در دو مرحله مد

 ،اسلايد تميز يور x TE 1 يک قطره ي روبر يهر پشه خاک
 شناسايي يبراسر و انتهاي بدن  ،شدمی زير لوپ قرار داده

. )٢٤  و٢٣(شديتشريح م DNA جدا كردن يبراجدا و مابقي 
) Berlese( زيها با محلول برليپشه خاکي بدن سر و انتها

ها از كليدهاي  براي تشخيص نمونهوده ش لام مونته يرو
با  )١٩٩٢(تشخيصي ارائه شده توسط سيدي رشتي و نديم

جدا . دنشدين گونه ميي و تعشناساييکروسکوپ ياستفاده از م
 انجام يزيپروروش  هب ها پشه خاكيDNAسازي و خالص

به غير از (حاوي بدن پشه خاكيهاي  ميكروتيوب .)۲۳(شدمي
Cاز فريزر ) سر و دو بند انتهايي شكم  به وخارج  20
اين عمل تكرار  بار دوپس از  .شد دماي آزمايشگاه منتقل مي

شدن بدن پشه  بهتر لهبرای(هدف ايجاد شوك فيزيكي با
وب يرون ت را دGM ( Grinding Mix(تريکرولي م١٠٠ ،)خاكي

 را داخل ي، شکم پشه خاک)سرسمپلر(پسيخته و به کمک تير
قه ي دق١٥ها به مدت حــداقل نمونه .ميکرديمهوب ليکروتيم

 يشدند تا بدن پشه خاکيور م غوطهکاملاً Grinding Mix در 
 ١٠ فوراًکردن کامل نسج پشه، پس از له. شود لهيبراحت

 SDSتر يکروليم Mixتمام ،ضافه کردهوب ايکروتي به م 
 ثانيه ١٠مدت به و ) vortex(ها ورتکسوبيکروتيم

 نمونه ي حاويهاوبيکروتيم .دشي مShort) (Spinفوژيسانتر
برای سپس و  درجه ٦٥ يبن مارقه در ي دق٣٠‐١٢٠به مدت 

خ ي يقه در ظرف حاوي دق٥مدت هبها،  نمونهيکاهش دما
ستات تر ايکرولي م٣٠. ندشديداده مرد شده قرار خ

 ،شدها اضافه وبيکروتي مولار به م٨سردKOAC ( (ميپتاس
 Short بعدها ورتکس و وبيکروتي تمام ممجدداً Spin 

 ساعت ٢قه تا يق د٤٥مدت هب هاوبيکروتيم سپس .شدند يم
 .شدندمیداده رد شده قرار خ خي يدر ظرف حاو

  با قهي دق٢مدت ه بهاوبيکروتيم rpm)Rotate per minute( 
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 ها وبيکروتي مييمحلول رو .شدنديوژ ميفي سانتر١٤٠٠٠
با سمپلر جدا كرده و به   را)supernatant ()سوپرناتانت(
. ميکردي منتقل م شدهيو کد گذارد ي جديهاوبيکروتيم

ز شده را به تمام يفر %٩٦تر اتانول يکرولي م٣٥٠
زر يدر فريک شب کرده و د اضافه ي جديها وبيکروتيم
C صبح روز بعد تمام  .شدندمی ينگهدار 20
 ي، به دماندبودمانده زر ي شب قبل که در فريها بويکروتيم

تمام  . کاسته شودها آنيتا از سرماشدند  میشگاه منتقل يآزما
 اتاق يدر دماقه ي دق٣٠مدت ه ب١٤٠٠٠ rpm در هاوبيکروتيم

-هها، بآن موجود در%) ٩٦اتانول (سوپرناتانت ه،شدفوژ يسانتر
% ٧٥تر اتانول يکرولي م٥٠٠  و شدهختهي دور ريصورت دست
 .دشيم ها اضافهوبيکروتيدر ته م موجود DNAبه رسوب 
 rpmقه با ي دق٥ به مدت هاوبيکروتي تمام م بعديدر مرحله

) سوپرناتانت(يي الکل رو دوباره.شدندوژ يفي سانتر١٤٠٠٠
ها را   ميكروتيوب.شديخته ميرها دور وبيکروتيموجود در م

گونه هيچ تا شد میدهي کشدستمال كاغذيصورت وارونه بر هب
 درِ.  شدند بار تکرار٣ن مراحل ي ا.ها باقي نماندآنالكلي در 

يك   پس از قرار دادن و کردهها را بازيكروتيوبتمامي م
ه در دماي  دقيق١٠‐٢٠ ت به مد  آنها،دستمال كاغذي بر روي

و الكل ه  خشك شدشان تا داخلفتندگرمیآزمايشگاه قرار 
خشک شدن کامل  پس از .دش  تبخير كاملاًآنهاموجود در 

 ٢ا آب مقطر ي 1X TE buffer ميكروليتر ٢٥، هاوبيکروتيم
 يه مرحل٤ يط. شدمی اضافه آنها به )ddH2O(ريبار تقط
 Shortها را وبيکروتي ممتناوب Spin و پس از نموده 

  به مدتحداقل ،هاوبيکروتيبه م) Flicking(مي ملايها ضربه
ي استفاده برا .شدندي م دادهقرار دقيقه در دماي آزمايشگاه ١٠

 و براي استفاده بلند C4 در يخچال هاكوتاه مدت، نمونه
Cمدت در فريزر    .شدندي مينگهدار 20

ا در پشه   يباکص ول ي و تشخ  PCR انجام   يبرا :wsp ر ژن يتکث
 ي بـا پرايمرهـا  و شـد  و اسـتفاده  يمـر طراح ـ يها دو پرا  يخاک

ــام wsp يعمـــوم ــا نوکل 81F(forward) بنـ  يوتيـــدهايبـ
(5´TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC3´) زيــــن و 

ــر د ــام يپرايم  ييــدهاوتيبــا نوکل 691R(reverse) گــر بن
(5´AAAAATTAAACGCTACTCCA3´)يــــک  

 base) جفت باز٥٥٠قطعه که حدود  pair)    بـدون احتـساب
  .)۲۶  و۲۵(افتيباشد، تکثير ي مپرايمرها

 شوک يگماي فاکتور سrpoH، ژن wspدر سمت راست ژن 
ن ي، پروتئhcpAکند و در سمت چپ آن ژن ي را کد ميحرارت

د آن ينواسي آمي طول و توالکه کندي مي را رمزگذارينامشخص
  .)۲۲(دشويا حفظ مهي از باکتريارياد در بسي زصورتبه 
 و Ready يها ذکر شده، با توجه به پروتکليمرهايپرا

Benlarbiکوني، آمپلي که در آن بررس)٢٣(ندشد يي شناسا  
)Amplicon(ژن يها wspماًي مستقايولباک ي در باکتر 

 )Amplification( شده و گسترش)Sequence( يابي يتوال
، 81F/691R يمرهاي توسط پراايولباک يباکتر wspقطعات ژن 

 بدون PCRمحصول توالي  ).١٥( انجام شدPCR استفاده از با
  .دشن ييم تعيطور مستقهکلون کردن و ب

 DNAصد نانوگرم از  يا اسيد آمينه DNA ي تعيين توالبرای
 BIبا کيتخالص براي هر نمونه  Prism®  Big  Dye™ 

Terminator  Cycle  Sequencing  Ready  Reaction  Kit  و 
 sequencing systems (ABI, PE Applied 373/377(دستگاه 

Biosystems ي وارد کردن توالدر.  مورد استفاده قرار گرفت 
DNAو مطابقت ي تنظيم توالها و تمام نمونهي برا 

افزار  هر نمونه، نرميوتيدها با کروماتوگرافينوکل
Sequencher

Tm
 4.1.4 softwar (Gene Codes Corporation). 

  يهاوتري کامپيبرا  PC ي آناليزهايبرا .تفاده شداس 
 Phylogeneticافزار  نيز از نرميفيلوژنتيک Analysis Using 

Parsimonyيا PAUP ۲۷( شدبکار گرفته(.  
 

 نتايج

 د شده در مناطق مختلـف     يص يهايپشه خاک  ييايع جغراف يتوز
  : مطالعهمورد

و  آوري، تشريحجمعصيد و هاي منطقه پس از پشه خاكي
‐١٣٨٩ ي در سه سال متوالي پشه خاک٤٧٧٧  کهشدند مونته
 ١٣٦. بدست آمد منطقه ترکمن صحرا ي روستا١٨ از ١٣٨٧

پشه خاكي فلبوتوموس كوكازيكوس و فلبوتوموموس 
ک ي و تفکيي شناسار جنس پارافلبوتوموسيلنسيس از زومونگ
ها  خاكييهااين دو گونه از پشه يفقط نرها. ندشد
فكيك و تشخيص  و قابل تداشته يشناسختير های تصف



 ... از دو گونه پشه خاکي فلبوتوموسWolbachia pipientisجداسازي و تايپ مولکولي 

 ٦٦       ١٣٩١بهار / ٨١شماره/ ويکم دوره بيست/ ه دانشگاه علوم پزشكي گيلانمجل

 ات ويظاهر، خصوص از نظرهاي دو گونه  مادهلی وهستند
مشابه و غيرقابل تفكيك و  کاملا يشناسختيصفات ر
 .Pصورت هاي اين دو گونه به مادهرونيازا .)٢٦(نداتشخيص

caucasicus/mongolensis اند كه در اين مقاله معرفي شده
ماده فلبوتوموموس تواند ماده فلبوتوموس كوكازيكوس يا مي

، هاع، پراكندگي روستاييات توزيجز. )۱(لنسيس باشدومونگ
 ر جنسيستگاه و جنس اين دو گونه پشه خاكي از زيز

 طبيعي آنها به يآلودگ زانين مييپارافلبوتوموس براي تع
ژن با هدف قرار دادن و  PCRا با استفاده از ي ولباکيباکتر
wsp است داده شدهننشا ١ در جدول .  

  

 من صحرات در منطقه ترکيستگاه و جنسيک روستا، زي به تفککوسيس و کوکازي مونگولنسي پشه خاکا در دو گونهي ولباکي درصد آلودگ:١جدول  

) ترکمن صحرا( باکتري ولباکيا از نمونه هاي تعيين توالي شده wspژن ) Consensus( نمودن توالي هاي کانسنسوس Alignmentاصلاح و  :١شکل 

Tmتوسط نرم افزار 
 4.1.4 software Sequencher 
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 ٢ ٣ ٠ ١ ٠ ٧ ٠ ٠ ٠ ١٣ طويله حيوانات

 ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ خانه داخل اماکن
  

مونگولنسيس 
 ١ ٠ ١ ٠ ٠ ٨ ٤ ٠ ٠ ١٤ لانه جونده )نر(

  
٨٥ 

٧٦/
٣١
 

٨٥/
١٩
 

 ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٢ ٠ ٠ ٠ ٢ طويله حيوانات
 ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ خانه داخل اماکن
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 ١ ٠ ٠ ١ ١ ٠ ٠ ١ ٠ ٤ طويله حيوانات
 ٠ ٠ ٠ ١ ٠ ٠ ٠ ٠ ٢ ٣ خانه داخل اماکن
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 wsp با هدف قراردان ژن ين دو پشه خاکي ايياي ولباکيآلودگ
داشتند  ي کافDNA مورد مثبت ٤٤ز  مورد ا١٠ .شدانجام 

سه با ي و مقاين توالييپس از تع. ندداشت ين تواليي تعبرای
 ژن، ينک جهانا ثبت شده در باي ولباکيموارد مشابه باکتر

ن ين بار در هر دو گونه اي اوليس براينتيپيا پي ولباکيآلودگ
ژن پ يسه هاپلوتا . قرار گرفتيد قطعي مورد تائيپشه خاک

wspي از روستا۱۵۹پ يهاپلوتا. افت شديس ينتيپيا پيک ولبا 
 يپشه خاک  از هر دو گونهي پشه خاک۵ که  برونيداشل

 از لنسيسوفلبوتوموس كوكازيكوس و فلبوتوموموس مونگ
 ياز روستا ۱۷۶پ يهاپلوتا. شدي شامل م راجنس نر و ماده

 ماده از هر دو گونه را شامل ي پشه خاک۴فقط که  نچه برونيا
که فقط پشه  دانشمند ياز روستا ۱۴۹پ يهاپلوتا. شديم

. پ منفرد بودين هاپلوتاي اياس داري نر مونگولنسيخاک
افت ي ين باکتريپ از اين و هاپلوتايکه سه استرنيتر االبج

ا يطور کامل متفاوت با ولباکهبد و ي جد،نيشد که دو استر
 . بوده است ژنيثبت شده در بانک جهانس ينتيپيپ

ن دو پشه ي از اسينتيپيا پيولباکافت شده ي يهايتوالدر ضمن 
بخصوص کروماتوگرام آن ها وديوتيکلز و تفاوت نويآنال يخاک

   .شد يبررسجديد  يهانيدر استر
  

  يريگ جهي و نتبحث
ن بار از دو گونه ي اوليس براينتيپيا پي ولباکي باکترwspژن 

 فلبوتوموس كوكازيكوس و فلبوتوموموس يپشه خاک
 از ين دو گونه پشه خاکي ايهاماده. دشلنسيس جدا ومونگ

 و نقش بوده يي نوع روستايوز جلديشماني ليماري بناقلان
 يماري بيواني انگل در مخازن حيچرخهحفظ در   راياصل

 يت اصليبا توجه به چهار خصوص. )٢٨(دارند) جوندگان(
، يي، بکرزايتوپلاسمي سيناسازگار(ينتيسپيپ اباکتري ولباکي

 در ين باکتري وجود ا،)١٣‐١٥( ) نرهايسازماده و ينرکش
 تا در صورت  قرار گرفتي مورد بررسيمارين دو ناقل بيا

 فلبوتوموس يدو گونه پشه خاک در آند وجود ييتأ
ق ينده از طريلنسيس در آوكوكازيكوس و فلبوتوموموس مونگ

 يها به نمونهنجکشنيکرواي مروش  و استفاده ازترانسژن
 کنترل استفاده پژوهشی يها در برنامهيآلوده به باکترريغ

 هاي نر و مادهدر صد آلودگي ولباکيايي در جنس .)٢٩(دشو

ع يتوز .)١نمودار (بود برابر باًي، تقريپشه خاکدر هر دو گونه 
 P<0.05 به کمک آزمون نسبت با ي به لحاظ آماريآلودگ

ل يهر چند به دل. دهدي را نشان نميدارياختلاف معن
ک دو يص و تفکيقابل تشخري و غيشناسختير يهاشباهت

 ماده فلبوتوموس كوكازيكوس و ي پشه خاکگونه
ا يتوان گفت که چه تعداد و ينملنسيس وفلبوتوموموس مونگ

 ين دو گونه متعلق به هر کدام است ولي ايهادرصد از ماده
فلبوتوموس كوكازيكوس و  نر يچون گونه پشه خاک

، قابل يشناسختي رلنسيس از نظروفلبوتوموموس مونگ
 اند قاعدتاًد شدهين منطقه صيهمند و در اکيص و تفکيتشخ
 .)٣٠(ز در منطقه وجود دارندي دو گونه نني ايهاماده

  

 
 فلبوتوموس يا در پشه خاکي به ولباکي آلودگي نسبيفراوان :١نمودار

  سرجنس پارافلبوتوموي در زلنسيسوموس مونگكوكازيكوس و فلبوتو

  
 يدر دو گونه پشه خاک%) ٣٥/٣٢(اي ولباکي آلودگيزان کليم

لنسيس در وفلبوتوموس كوكازيكوس و فلبوتوموموس مونگ
س جنس فلبوتوموري از زيوس پاپاتاسسه با فلبوتوميمقا
 يآلودگزان يمک به ي نزدي ول)٢٣ ()٪٨٠ش از يب(تر نييپا

  . )١٧‐١٩(استان ير بند پايا در سييايولباک
 پ مشترکي هاپلوتادو(پ ي هاپلوتاسهن مطالعه يدر ا

[Common  Haplotype] پ منحصر بفردي هاپلوتاکي و 
[Unique  Haplotype] ( رجنس يز ي گونهدواز

شد و  ييران شناساي در اي خاکي پشه١٠پارافلبوتوموس در 
 بر پشه يياي ولباکياي بر آلودگمطالعهچ ي تاکنون هچون
ا انجام يران و دنير جنس پارافلبوتوموس در اي زيهايخاک

 يياي ولباکي است که آلودگين گزارشين نخستي ابود،نگرفته 
قات و يالبته تحق. دکنيها گزارش من گونهي در ارا
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جنس ري زيهاي بر پشه خاکيياي ولباکي از آلودگييها گزارش
ران و ي در ايتاسفلبوتوموس و تنها بر گونه فلبوتوموس پاپا

، ٢٣(افته است ي انتشار جه آني نت وشدهگر انجام ي ديهاکشور
٣١.(  

مقايسه  ،اي ولباکي باکترwsp ژن ي تواليز مولکوليپس از آنال
(Pairwise genetic similarity) و تعيين ميزان شباهت ژنتيكي 

 ١٧٦پ ي و مشترک که هاپلوتايپ عموميک هاپلوتاي ،هانمونه
ن ي ايدارا نمونه٤ن مطالعه ي که در ابدست آمده شدده ينام

از فلبوتوموموس  قبلاًپ ين هاپلوتاي ا.پ بودنديهاپلوتا
 جدا و با شماره )٢٣( و همکارانيزي توسط پرويپاپاتاس
. )٢(شده بود ژن ثبت ي در بانک جهانEU780683 يدسترس
 از آن بدست آمد نمونه ٥ن مطالعه ي که در ا١٥٩پ يهاپلوتا

 (unique)منفرد که ١٤٩پ يهاپلوتا .افت شدين بار يل اويبرا
 و ١٤٩پ ي هاپلوتا.دشافت ين بار ي اوليز براي ناست

داشتند که د اختلاف ي نوکلئوتکي تنها در ١٥٩پ يهاپلوتا
در  د ويوتيک نوکلي در يژن ن است که جهشآنشانگر 

سه ي در مقاي ولستاق افتاده و مشتق شده ار اتفي اخيها سال
اد است يار زي بسيديوتي تعداد تفاوت نوکل١٧٦پ يوتابا هاپل

 کهشود يز مشاهده مينه نيم آدي اس درجه تفاوتيو در نت
ش انجام شده و ي پيهاسالدر اق ن اشتقين است که اآنشانگر 

  .ندباش ميس ينتيپيا پيلباکومتفاوت از ن ي دو استرنيا
ه ي سو که هر ني بر ا  يمبن) ٢٣  و ٢(نيشيپ هایبرخلاف گزارش 

)Strain ( ـتوانـد   يا، تنها م ـ  ي ولباک ياز باکتر  ک گونـه از پـشه    ي
 ـاج ي نتـا  ،ر جنس متعلق به خود را آلوده سازد       ي ز يهايخاک ن ي

 ـ ز ٢ جـدا شـده در       يياي ـن ولباک ي استر  که  نشان داد  پژوهش ر ي
 و  هـستند  يک ـيجنس متفاوت پارافلبوتوموس و فلبوتوموس،      

 ـد  شـو يده م ـ ي ـکه د ن بار است    ي اول ين برا يا ن بـا   يک اسـتر  ي
 ـ مختلـف ا   يهاپيهاپلوتا  يهـا گونـه  کـه     را دارد  يين توانـا  ي

ز فلبوتومــوس يــپــارافلبوتوموس و نجنس ريــزدو متفــاوت از 
 خـود   کـه را آلـوده سـازد      ر جنس فلبوتومـوس     ي از ز  يپاپاتاس

اسـت   ي در انتقال عرض   ين باکتر ي ا ي بالقوه ييبر توانا  يدييتأ
 wsp با ژن    اي ولباک يکتربا wspژن   ١٧٦پ  يهاپلوتا ).١٦  و ١٥(

ــاکتر ــ ولباکيب ــه موجــود درياي  يهــاي پــشه خــاکيهــا گون
 AF237882 و   AF237883 ي دسترس ـ يشـماره نه با   يفلوبوتوم

٪ ٩٩زان يــبــه م ، ژنيده در بانــک جهــانيبــه ثبــت رســ) ٣٠(

 يبــاکتر wsp ژن ١٤٩ و ١٥٩ يهــاپيــهاپلوتا. مــشابهت دارد
 يبـرا  GenBank موجود در   اي ولباک ي باکتر هايبا نمونه ا  يولباک

ــه ــاگونــ  ,Diptera)يهــ Drosophilidae) Drosophila 

ananassaeو  (Hymenoptera,  Formicidae) Linepithema 

humile ،بـــا شـــماره دسترســـي بيـــترتهبـــ DQ235410 و 
AY446998دن مشابهت داريادي به ميزان ز.  

 يهيبا سوا ي ولباکيباکتر wspژن  ١٤٩ و ١٥٩ يهاپيهاپلوتا
wAna  ژنwsp ي دسترسي با شمارهسينتيپيا پي ولباکيباکتر 

DQ235410  درGenBankير گونه د Drosophila ونان ي از
 ي دسترسي با شمارهين باکتريا lnvA يه يو سو

AY446998ي تهاجمي مورچهيهاتي در جمع 
 Invasive(ينيآرژانت argentine  ant( )Linepithema humile( 

  .متفاوت بودند bp١٠٠ش از يکا بياز کشور آمر
 موجود در يهابا نمونه ١٤٩  و١٥٩ يپ هاي هاپلوتايمقايسه

GenBank ک ي نزديهاهي سويگونه با ي درصد٩٩، شباهت
 را )Pumpkin ( موجود در کدوتنبلي آرتروپوداييايولباک

 Horizontal (ي در انتقال افقيا بالقوهييدهد که تواناينشان م

transmission(يه با شمارهين سويا. اهان داردير گ د 
ه ديبه ثبت رس  ژن يدر بانک جهان AY157681 يدسترس
  .است

 در ايولباکر ي اخي به علت انتقال افقياهي سويهاشباهت
 ييک به واگراي نزديهاگونها در يزبان ي ميهاعرض گونه

 .است اي ولباکيهاهي و تکامل مشترک سوزبان آنهايمشترک م
زبانان حشرات ي اغلب در ميکي مشابه ژنتياههي سوچون

زبانان ي در ميشناختبومشوند، فعل و انفعال يده ميمشابه د
توان ي م،ني بنابرا).٢٢(ل کرده استي را تعدين انتقال افقيچن
 ي بتازگطور کاملهب ايولباک يجه گرفت که انتقال افقين نتيچن

 رخ Phlebotomus در جنس ن انتقال، غالباًياتفاق افتاده و ا
  .داده است

پيش نياز انتقال افقي است و ) ايدرون گونه(انتقال عمودي 
 .برد درون يك گونه از ميزبان بالا ميفراواني اين باكتري را

ن باكتري در سطح وسيع و انتقال افقي باعث انتقال و تبادل اي
). ١٦(دوش مي)يان گونهي انتقال بIntertaxon (ايبين گونه

ز ير جنس متماي دو زيهاج بدست آمده در گونهي نتا،نيبنابرا
ک جنس مشترک يپارافلبوتوموس و فلبوتوموس از 



  و همکاراندکتر شجاع سلطان ‐پرويز پرويزي دکتر ‐علي بردبار
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ک ي مختلف از يهاپي هاپلوتا نشان داد کهفلبوتوموس
 ي انتقال افقيژگيل همان ويدله ب وا وجود داردي ولباکي هيسو

ک جنس ي يهان گونهي گسترده بحد که در بوده ين باکتريا
  .اده استاتفاق افت

ــ کاندwspژن  ــيدايـ ــي در تعي مهمـ ــل ميـ ــان ين تکامـ زبانـ
پـــاتوژن (گـــذارريثتأ يهـــاهيص ســـوي و تـــشخاآرتروپـــود

ــولباک ــدر تغ) ايـ ــر فنوتييـ ــسيـ ــاقلان يپ جنـ ــان يم(نـ زبانـ
 . است) زايماري بايآرتروپود

 ي مولکوليندهيقات آيتوانند تحقيکردها مين رويجه، ايدر نت
گذار ريتأث مختلف يها هيسو و اجازه دهند ختهل سايرا تسه

 يهاستميک به عنوان سي ژنتيدر مهندس) ايولباک (ين باکتريا
 Transgene-driving (ي ترانسژنيانتقال دهنده Systems( ا ي

 Disease-blocking (يماري بي مسدود کنندهيهاترانسژن

Transgenes(بسرعت شناسايي و  گوناگون های هدفي برا
 و سکانس ياز به کلون اختصاصي نهک آنبدون ،تايپ شوند

  . باشدد بدست آمدهي جديهاهي سويهمه (Sequencing)يژن

 ي آقا مانهي صم يسندگان مقاله از همکار   ينو :يتشکر و قدردان  
 ي گرگـان و آقـا     ي استاد دانشگاه علوم پزشـک     يدکتر طاهرخان 

 ـ  ي معاون بهداشـت   يعيبددکتر    گنبـد بهداشـت    س مرکـز  ي و رئ
گـروه  دن مکـان اقامـت      کـر  فـراهم    درن   و همکارانشا  کاووس

از . نـد کن ي م ـي در منطقـه سپاسـگزار    ها نمونه يآور ع جم برای
 و  ني نو يالناز علائ ها   و خانم   باغبان يمهد،  يياحمد بقا ان  يآقا

ــد ــته احم ــوريفرش ــاران آزما پ ــ از همک ــشگاه سي ک يستماتي
و کمک   ها نمونه يآورکه در جمع   همتو پاستور   يانست يمولکول

. ميکن ـي تشکر م ـ  داشتند ياني شا  نقش يشگاهي آزما يادر کاره 
 تو پاسـتور  ي انـست  يق از محـل اعتبـار پژوهـش       ين تحق يبودجه ا 

ده ش ـن يمأت يزيز پروي دکتر پروي آقا۳۶۷  طرح مصوب ،رانيا
 ي عل ـ ينامه آقا اني پا مربوط به  مقالهن  يج ا ي از نتا  يبخش .است

اه آزاد   دانـشگ  يولوژيکروبي م ارشدي کارشناس يبردبار دانشجو 
آزمايـشگاه سيـستماتيک     کـه در      اسـت  جانيلاه واحد   ياسلام

 ـ دکتـر پرو ي آقاييراهنماو   انستيتو پاستور ايران يمولکول  يزي
  . استشدهانجام 
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Abstract 

Introduction: In Iran, zoonotic cutaneous leishmaniasis (ZCL) is an endemic disease in many foci in the northeastern, 

southern,  and  central  parts  of  the  country.  This  disease  goes  through  the  geographical  distributions  along  with 

dispersion in their reservoirs (gerbils) and their vectors (sandflies). Therefore, controlling the vectors or reservoirs has a 

significant role in prevention of Leishmania parasites which is transmitted by sandflies. Nowadays, because of vectors 

implications,  the  routine methods  of  controlling  and  spraying  has  no more  useful  effects  on  vectors  and  reservoirs. 

Consequently, in recent years maternally inherited intracellular Rickettsia like bacteria (Wolbachia) has been fascinated 

by many researchers. 

Objective:  The  aim  of  the  present  study  was  to  improve  our  knowledge  about  detection  of  two  species  of 

Paraphlebotomus sandflies infected with W. pipientis which yet has not been reported in Iran and the world. The new 

surveys have been conducted in the case of Wolbachia detection in two mentioned ZCL vectors. 

Materials and Methods:  In  Turkemen  Sahara  within  the  ZCL  focus,  two  species  of  Phlebotomus caucasicus  and 

Phlebotomus mongolensis sandflies has been frequently collected from eighteen villages. Sticky papers and CDC traps 

were used to sampling sandflies in rural areas. In the laboratory, sandflies were identified to species by dissecting and 

mounting genitalia of each sandfly. DNA from sandflies (Thorax and abdomen) was extracted, the wsp gene confirmed 

for  the  presence  of Wolbachia  using wsp  general 

 

primers  (81F/691R). After  sequencing,  the  data  were  analyzed  by 

molecular software.  

Results:

 

  We  examined  a  total  of  136  individuals  (91  male  and  45  female)  from  Phlebotomus caucasicus  and 

Phlebotomus mongolensis

 

 species; 10 out of 44 positive (32.35%) samples had enough DNA to sequencing. Wolbachia 

infections  have  been  found  and  verified  for  the  first  time  in  each  of  two Phlebotomus caucasicus  and Phlebotomus 

mongolensis

 

  species  in  Iran  and  the  world.  In  this  procedure,  3  haplotypes  (2  common  Haplotypes  and  1  unique 

 

Haplotype) of 2 species of Paraphlebotomus

 

 subgenus has been recognized in 10 sand flies of Iran.   

Conclusion: Paraphlebotomus sandflies are the secondary vectors of ZCL after Phlebotomus which play a decisive role 

in  maintaining  disease  of  their  reservoirs. Wolbachia  provide  a  starting  point  for  inducing  changes  in  host  sex  or 

sexuality. By manipulating Wolbachia as a transgene, it is hoped that these bacteria may be used as a controlling system 

for decreasing vector-borne-disease. 
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