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  Nested-PCR، کوسیبی لونسیمر لیشمانیا، رومبومیس اپیموس، :يکلیدواژه هاي        

                                                
 گروه انگل شناسی پزشکی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ایلام :نویسنده مسئول  

Email: amirzaeii@yahoo.com 

  چکیده
العه و انجام  مطی است که سازمان بهداشت جهانيری مهم گرمسيماری از شش بیکی وزیشمانی ليماری ب:مقدمه     
ي ماری از جمله بي جلدوزیشمانیل.  قرار داده استتی کرده و مورد حماهی مختلف آن را توصي درباره جنبه هاقاتیتحق
 به منظور مطالعه  این. و استان اصفهان یکی از مهم ترین کانون هاي آن در ایران می باشد استرانی ای بومی انگليها

  .صورت گرفت ندگان شهرستان اصفهانبررسی وضعیت انگل لیشمانیا در جو
 از ،ی گونه، به روش سمباده زننییبعد از تع.  شداستفاده ری زنده گي مخازن از تله هادی صي برا: مواد و روش ها     

 پس از نیچن هم.  شدحیتلق  Balb/Cقاعده دم و NNN  کشتطیمح در  شد وهیه تتهی جوندگان سروزيگوش ها
از  ISH_Horovize با روش.  قرار گرفتی مورد بررسکروسکوپی با استفاده از مشمنی وجود جسم لم در لاکسیف

  .  شدیابی و ارزری تکثایشمانیانگل ل  ITS-RDNA ژن  Nested-PCR استخراج، با DNA  جوندگانيگوش ها
 موس ورومبومیس اپی سر 40 که  شددی ص در شهرستان اصفهان روستا4 سر جونده از 50 :یافته هاي پژوهش     
 طیمح در و Balb/C  بهقی تزرم،یلام مستق( آزمایشات متداولدریی ایشمانی لیآلودگ.  بودندلیبیکوس ونسی سر مر10

  درماژور ایشمانیوجود انگل ل .دی گرده مشاهدکوسیبی لونسیمررومبومبس اپیموس و  يگونه ها در)  درصد57)(کشت
نتایج تعیین توالی گونه ها وجود دو هاپلوتایپ متفاوت از لیشمانیا .  شددیی تا) درصد54(ی جوندگان به روش مولکولنیا

  .ماژور در جوندگان منطقه را ثابت کرد
 جونده نی اشتری بیو آلودگرومبومیس اپیموس  جونده ي ها و وفور بالاافتهیبا توجه به  :يری گجهینتبحث و      

 و استان اصفهان ZCLمخزن   دومینکوسیبی لونسیمر .استان اصفهان است در جری مایشمانی لی مخزن اصلزبانیم
  .یکی از کانون هاي لیشمانیازیس در ایران است
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  مقدمه
لیشمانیازیس جلدي ناشی از لیشمانیا ماژور یک معضل     

ه و بقدیم بهداشت عمومی در خیلی از مناطق دنیاي 
 کشور موجود 14 و در استخصوص منطقه مدیترانه شرقی 

 فرم از بیماري سهدر منطقه مدیترانه شرقی حداقل یک تا 
در میان  لیشمانیا ماژور. )1،2(،لیشمانیازیس وجود دارد

جمعیت هاي زیادي از جوندگان در بسیاري از مناطق 
). 3(،دطور وسیعی شایع می باشه خشک و نیمه خشک ب

لیشمانیازیس  ترین مخزن مهره دار عنوان مهمه ندگان بجو
جلدي روستائی نقش مهمی در چرخه انتقال طبیعی و همه 

   )4(.گیري بیماري دارند
، 2006 در سال بنا به گزارش سازمان بهداشت جهانی     

 و بوده کشور جهان اندمیک 88لیشمانیازیس جلدي در 
 به آن هستند و  میلیون نفر در معرض خطر ابتلا350حدود 

 5/1میلیون نفر و بروز آن  12شیوع آن در جهان در حدود 
ازیس جلدي در تمام یلیشمان. میلیون نفر در سال می باشد

جز استرالیا و اقیانوس منجمد شمالی گزارش ه کشورها ب
  کشورهايشده است اما بیشتر موارد بیماري مربوط به

تان، پرو و برزیل می ایران، افغانستان، الجزایر، سوریه، عربس
  )5.(باشد
ترین  جوندگان متعلق به زیر خانواده جربیلینه مهم     

میزبان مخزن لیشمانیازیس جلدي روستائی در ایران و 
این بیماري در بیش . )3،6،7(،هستندبعضی دیگر از کشورها 

اولین مطالعه در مورد مخازن .  استان ایران شایع است20از 
 توسط انصاري و مفیدي 1950 ساللیشمانیازیس جلدي در

 )1953(در ترکمن صحرا و بعد از آن توسط انصاري و فقیه
  )8،9.(در سرخس انجام گرفت

گونه هاي مختلفی از لیشمانیا مسئول عوارض بالینی      
مختلف لیشمانیازیس از موارد زخم هاي جلدي خود بهبود 

. دیابنده تا عفونت هاي کشنده لیشمانیازیس احشائی هستن
در ایران دو فرم از بیماري شامل لیشمانیازیس جلدي و 

ونه لیشمانیا تروپیکا و ماژور گهر دو. احشائی وجود دارد
عامل لیشمانیازیس جلدي در مناطق مختلف هستند در 

 در مناطق روستائی است وماژور گونه مانیاحالی که لیش
غرب، جنوب ، )11(، مرکز،)10(،شمالجمله  ازمختلف ایران 

  .شایع می باشد ،)6(، کشورشرقو 
 مورد گزارش جدید لیشمانیازیس جلدي 33760 از     

 از 2008روستائی توسط سازمان بهداشت جهانی در سال 
 مورد در 18175 ایران با ، کشور منطقه مدیترانه شرقی12

 مورد گزارش لیشمانیازیس جلدي 66480رتبه اول و از 

لانه بعد از سوریه و  مورد گزارش سا8649 ایران با ،شهري
  )1(.افغانستان در رتبه سوم قرار دارد

در مناطق مختلف ایران  گونه هاي مختلفی از جوندگان     
عنوان مخزن لیشمانیازیس جلدي روستائی عمل می ه ب

رومبومیس اپیموس و مریونس لیبیکوس در شمال . کنند
شرق و مرکز ایران، مریونس لیبیکوس و مریونس 

نوب، مریونس هوریانه در جنوب، تاترا پرسیکوس در ج
عنوان ه ایندیکا و نزوکیا ایندیکا در غرب و جنوب غرب ب

   )6،12.(میزبان مخزن عمل می کنند
انگل لیشمانیا بر اساس مشخصات بالینی تقسیم بندي       

، اپیدمیولوژي و ایزوآنزیم ها به گونه يبیماري آن، بیولوژ
ی با توجه با عدم ول. صورت گرفته استهاي مختلفی 

کارائی مناسب روش هاي فوق در تاکسونومی این انگل و 
مشکلاتی که در تاکسونومی با استفاده از ایزوآنزیم ها به 
خاطر وقت گیر بودن، گران بودن، تعداد زیاد ایزوآنزیم ها و 
مشکلات تکنیکی وجود دارد بهترین روش براي تاکسونومی 

 به لی می باشد کهاستفاده از روش هاي مختلف مولکو
ین گونه و سویه هاي مختلف منظور ارزیابی تنوع ژنتیکی ب

 این روش. انگل در یک دهه گذشته بسیار توسعه یافته اند
، DNA، rDNAها شامل سکانس کردن کینتوپلاست 

تنوع بین  . و میکروساتلایت ها می باشدDNA نوکلئاز
گونه اي و داخل گونه اي بسیار زیادي در ژن هاي 

 در گونه هاي لیشمانیاي دنیاي ITS1/ITS2 یبوزومیر
با توجه به این مطالب در . جدید و قدیم مشاهده شده است

 Nested-PCR به روش ITS1/ITS2این مطالعه از ژن 
براي جداسازي، تشخیص و تعیین تنوع ژنتیکی انگل 

شهرستان لیشمانیا ماژور از جوندگان میزبان مخزن انگل در 
   )13،14.( شد استفادهاصفهان

  مواد و روش ها
 روستاهاي سجزي، یلنگی، تیمیارت و این مطالعه در     

 شکل(.انجام گرفتاز توابع شهرستان اصفهان  فساران
ترین کانون هاي اندمیک   این منطقه یکی از مهم)1 شماره

نمونه گیري در طی . لیشمانیازیس جلدي در ایران است
 مرحله انجام گرفت  در چند1389- 1390تابستان سال هاي

مناطق تجمع  که به این منظور ابتدا اقدام به شناسائی
کانون هاي  جوندگان به عنوان مخزن بیماري و شناسائی

ها نموده، سپس با استفاده از تله هاي چوبی زنده  فعال آن
 شکل(. اقدام به صید جونده گردید روستاها اینگیر از اطراف

د شده ابتدا گونه آن بر  در صورت مردن جونده صی)2 شماره
  اساس رنگ و اندازه بدن، گوش ها، دندان ها و دم موش 
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تعیین شده سپس گوش هاي جونده را با الکل استریل کرده 
 میلی لیتري حاوي 2ها را بریده و در میکروتیوپ هاي  و آن

PBS ،استریل گذاشته و بعد از کدگذاري و ثبت مشخصات 
ده هائی که به صورت جون. در یخچال نگهداري می شدند

زنده صید می شدند به آزمایشگاه منتقل شده و جهت انجام 
  .آزمایشات بعدي و نمونه گیري نگهداري می شدند

در آزمایشگاه ابتدا بر روي جوندگان زنده آزمایشات      
 به این منظور ابتدا جونده را با اتر. روتین انجام می گرفت

 روش سمباده زنی بیهوش کرده و تحت شرایط استریل به
شکل (بر روي سطح گوش جونده سروزیته تهیه می شد

و سروزیته آن توسط تیغ اسکالپل به شیشه ساعت ) 3شماره 
حاوي سرم فیزیولوژي منتقل می شد و مقداري از آن به 

 میلی لیتر از آن به صورت 5/0 وددح  وNNNمحیط کشت 
 هم.  تزریق می شدBalb/C زیرجلدي به قاعده دم موش

چنین از هر کدام از گوش جوندگان یک عدد لام مستقیم به 
 کردن روش مهري یا لکه اي تهیه می شد و بعد از فیکس

با استفاده از  رنگ آمیزي شده و با متانول با رنگ گیمسا
محیط . از نظر وجود انگل بررسی می شد 100xعدسی 

 45بار و به مدت   ساعت یک72کشت هاي تلقیح شده هر 
ر وجود اشکال پروماستیگوت بررسی شده و نتایج  از نظروز
 تزریق شده نیز ها ی که به آنموش های. ها ثبت می شد آن

بار از نظر وجود زخم لیشمانیا   ماه و هر هفته یک6به مدت 
بررسی و در صورت وجود زخم، از آن نمونه گیري و لام 

ها   و نتایج آنشدهتهیه می شد و یک نمونه نیز کشت داده 
  .می شدثبت 

  

  آزمایشات مولکولی
هاي جونده را  براي انجام آزمایشات مولکولی نیز گوش     

 حاوي  میلی لیتري2بریده و هر کدام را در یک میکروتیوب 
 مرحله و هر مرحله 3 قرار داده، سپس PBS میکرولیتر 200

 شستشو داده  PBS دور سانتریفوژ با5000 دقیقه در 5
 درجه 56 ازت مایع و بن ماري سپس نمونه ها را در. شدند

 _IHS)به صورت متناوب فریز و ذوب می شدند و به روش 

HORVIZ)Grinding mix  اساس بر)Ready 1991(  
در نهایت به  .گردیدنمونه ها  DNAاقدام به استخراج 

DNA میکرولیتر از بافر 30 استخراج شده به میزان 
TAE1Xایشات  اضافه می شد و نمونه ها جهت انجام آزم

  .نگهداري می شدند  - 20مولکولی در یخچال 
 جهت بررسی وجود لیشمانیا DNAتمام نمونه هاي      

 در دو مرحله و در دو میکروتیوب Nested-PCRبه روش 
ا استفاده از ژن هاي ب. )15(،مجزا انجام می شد

ITS1,ITS2 پرویزي و توسط و پرایمرهائی که 
. ام آزمایش قرار گرفتندطراحی شدند مورد انج )2008(رائدي

 'IR 1 (5 فوروارد پرایمر ازITS1در مرحله اول براي ژن
GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTG 

GATCATT3') معکوس پرایمر و IR2 (5' 
GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTC

TG 3')نیز از پرایمر  آزمایشدر مرحله دوم  و  (TS1F. 

5.8S (5 GCAGCTGGATCATTTTCC 3')  به
 'ITS2R4 (5 فوروارد و از پرایمریمر  پراعنوان

ATATGCAGAA GAGAGG AGGC 3')  به عنوان
   .معکوس استفاده شدپرایمر 

  
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  نقشه جغرافیائی استان اصفهان، روستاهاي مورد مطالعه و محل صید جوندگان. 1شکل شماره 
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  ان در اطراف تله هاتله گذاري در یک کلنی فعال و حضور جوندگ. 2شکل شماره 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  جونده صید شده و نمونه گیري از آن به صورت سمباده زدن گوش حیوان. 3شکل شماره 
  

  
  یافته هاي پژوهش

 روستاي مورد مطالعه از توابع شهرستان 4در مجموع از       
 سر رومبومیس 40 که  سر جونده صید شد50اصفهان 

 سر از 7تنها . بودند سر مریونس لیبیکوس 10اپیموس و 
صورت زنده صید شده بودند تا انتقال به ه جوندهائی که ب

 ها آزمایشگاه زنده مانده و آزمایشات روتین بر روي آن
 آزمایشات متداول فقط بر )1  شمارهجدول(.انجام گرفت

روي جوندگان زنده و آزمایش هاي مولکولی بر روي کلیه 
 2  شماره جدول.فتنمونه هاي جوندگان صید شده انجام گر

  فراوانی جوندگان آلوده صید شده را بر حسب نوع آزمایش 
  

فراوانی گونه . به تفکیک مناطق مورد مطالعه نشان می دهد
 آمده 3  شمارهانگل بر حسب مناطق مورد مطالعه در جدول

طور کلی در اصفهان دو گونه جونده رومبومیس ه ب. است
مخزن لیشمانیازیس عنوان ه اپیموس و مریونس لیبیکوس ب

ها  جلدي روستائی عمل می کنند که میزان آلودگی در آن
  .می باشد) درصد 54(بالا
 مورد یکی از گوش ها 4 در جوندگان صید شده، در    

 7 در  و یک گوش آلوده به لیشمانیا ماژور،آلودگی میکس
 2ها آلوده به لیشمانیا ماژور و در  مورد هر دو گوش آن

. داشتندکسیم گوش آن آلودگی جونده نیز هر دو
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  1389-90 شهرستان اصفهان به تفکیک گونه و منطقه در سال  تعداد جوندگان صید شده.1جدول شماره 
  گونه جونده                                     

  منطقه صید
 عوجمم مریونس لیبیکوس سرومبومیس اپیمو

 21 2 19 سجزي
 یلنگی
  19 - 19 

 6 6 - تیمیارت
 استان اصفهان

  شهرستان
 اصفهان

 4 2 2 فساران

 50 10 40  جمع کل
  

  
  1389-90 فراوانی آلودگی در جوندگان صید شده بر حسب نوع آزمایش و مناطق مورد مطالعه شهرستان اصفهان در سال .2جدول شماره 

 نوع آزمایش
 یمولکول متداول

تزریق به موش 
 آزمایشگاهی

کشت 
NNN 

تعداد کل    لام مستقیم  
  نمونه

ITS1-5.8S rRNA 
gene-ITS2  

 مثبت کل مثبت مثبت مثبت

  
تعداد کل 

 نمونه
 

 محل صید جونده 
 

 سجزي 21 8 7 0  0 0  

 یلنگی 19 12 7 2 0 0

 تیمیارت 6 4 7 1 0 0

 فساران 4 3  7 1 0 0

 جمع کل 50 %27)54( 7 %4)57( 0 0

شهرستان اصفهان
 

استان اصفهان
 

  
  1389 -90 فراوانی گونه انگل بر حسب مناطق مورد مطالعه شهرستان اصفهان در سال.3  شمارهجدول

  گونه انگل
 لیشمانیا ماژور  آلودگی مخلوط 

  موارد مثبت
ITS1-5.8S rRNA 

gene-ITS2  

تعداد کل 
صید

 محل صید جونده 
 

 سجزي 21 8  6  2
 یلنگی 19 12  9  3
 تیمیارت 6 4  3  1
 فساران 4 3  0  3

 جمع کل 50  27  %18)6/66(  %9)3/33(

شهرستان اصفهان
 

استان اصفهان
 

  
   و نتیجه گیريبحث

 که مخازن دادیافته هاي این تحقیق نشان      
 گونه ، در منطقه مورد مطالعهلیشمانیازیس جلدي روستایی

هاي مختلف جوندگان و مخزن اصلی جونده رومبومیس 
قرار  اهمیتوده و مریونس لیبیکوس در رده دوم اپیموس ب

 54منطقه مورد مطالعه جوندگان  میزان آلودگی در .داشت
  .درصد بود

با کلیه نمونه ها با استفاده از تکنیک هاي مولکولی      
بررسی  انگل لیشمانیا ITS-rDNAهدف قرار دادن ژن 

ه شده و موارد مثبت تعیین گونه شدند که نتایج نشان داد ک
  مانیا ماژور می ـشـگونه غالب انگل در منطقه مورد مطالعه لی

  
ها هم به صورت آلودگی میکس و  باشد و مواردي از آن

  .نامشخص بودند
شناسایی گونه هاي انگل در اتخاذ برنامه هاي      

به علت تعدد و تشابه . استپیشگیري و کنترل بیماري موثر 
 گونه ها و سویه شکلی گونه هاي انگل، رده بندي آن به

هاي متفاوت بسیار مشکل است و شواهد اپیدمیولوژیکی و 
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بالینی نیز به تنهایی در افتراق میان گونه ها کارساز نمی 
  )16(.باشد
در گذشته انگل لیشمانیا را تنها بر اساس ظاهر کلینیکی      

تشخیص نمی دادند بلکه با توجه به الگوي متفاوت 
  ع زیاد گونه هاي لیشمانیا و ناقلین اپیدمیولوژي به خاطر تنو

امروزه تغییر ولی . و میزبانان مخزن آن مشخص می شد
الگوي اپیدمیولوژي لیشمانیا در مناطق مختلف اندمیک 

 این تغییرات .انگل در دنیاي قدیم و جدید گزارش می شود
شامل ظهور کانون هاي جدید اندمیک، گسترش انگل به 

چند گونه از انگل لیشمانیا با زمان  مناطق جدید، حضور هم
ظاهر کلینیکی یکسان، تشخیص ارتباطات جدید بین انگل 
و ناقل، گزارش انتقال انتروپونتیک لیشمانیا اینفانتوم و انتقال 

گزارش موارد جدیدي از  زئونوتیک لیشمانیا تروپیکا و
لیشمانیاي ناشناخته و طبقه بندي نشده از نمونه لیشمانیاي 

   )17،18(.جلدي می باشد
مشاهده ظهور مجدد و گسترش این بیماري در مناطق      

زیادي از سراسر جهان در ارتباط با سه فاکتور اصلی شامل 
تغییرات زیست محیطی توسط انسان، ضعف و مشکلات 

امروزه ). 19(،استایمنی و شکست درمان و مقاومت داروئی 
تی نظر می رسد تاکسونومی انگل بر اساس ساختار جمعیه ب

و تنوع ژنتیکی انگل براي درك درست این تغییرات 
  )20(.داپیدمیولوژیکی لازم باش

معمولاً تشخیص قطعی و اختصاصی گونه هاي لیشمانیا      
تعدادي از .  و آنالیز توالی آن داردDNAبستگی به تکثیر 

جوندگان وحشی معمولاًَ تعداد بسیار کمی انگل را در خود 
ها با استفاده از تکنیک هاي   آننگه می دارند که تشخیص

مولکولی بسیار موفق تر از روش هاي روتین آزمایشگاه 
چنین به تشخیص گونه هاي پشه خاکی ناقل  است و هم

ه ـغذیـگل تـمالی انـتزن احـانگل که بر روي میزبان مخ
   )16،21.(می کنند کمک کند

جا که اولین گام در برنامه ریزي جهت کنترل و  از آن     
مبارزه با بیماري، تعیین مشخصات دقیق عامل بیماري 
است، مطالعات ملکولی که علاوه بر تشخیص، تنوع ژنتیکی 
بین گونه اي و درون گونه اي جنس لیشمانیا را نشان می 

   )22،23.(دهند، از اهمیت زیادي برخوردارند
در مواردي که در گوش هاي جوندگان آلودگی به گونه      

گل مشاهد می شود احتمال دارد که جونده هاي متفاوت ان
در معرض گزش دو گونه متفاوت از پشه خاکی هاي ناقل و 

که توسط دو پشه از یک گونه که از دو مخزن  یا این
  .کرده باشند مورد گزش قرار گرفته باشد متفاوت تغذیه

طور کلی رومبومیس اپیموس و مریونس لیبیکوس ه  ب     
شمانیا ماژور در ایران گزارش شده عنوان مخازن اصلی لیه ب

اند، اما دیگر جوندگان همانند تاترا ایندیکا، نزوکیا ایندیکا، 
مریونس هوریانه، مریونس پرسیکوس و گونه هاي مختلف 

از . عنوان مخزن لیشمانیا ماژور مورد توجه هستنده جربیل ب
نظر جغرافیائی این جوندگان مخزن در مناطق مختلفی از 

که رومبومیس اپیموس در کانون  طوريه دارند، بایران قرار 
 وشمال شرق و مناطقی از مرکز ایران، مریونس لیبیکوس 

در مرکز و جنوب غرب ایران، مریونس هوریانه در جنوب 
شرق ایران و تاترا ایندیکا در جنوب و جنوب غرب، میزبان 

  )6،21،24.( باشندمخزن انگل می
مریونس لیبیکوس ) 1996(و همکارانیعقوبی و ارشادي      

را به عنوان میزبان اصلی لیشمانیا ماژور در شهرستان بادرود 
  )25(.انداستان اصفهان معرفی کرده 

 58در مطالعه اي که بر روي ) a2010( و همکارناخوان     
سر رومبومیس اپیموس صید شده از اصفهان انجام دادند، 

 1/24ر توانستند با روش تهیه لام مستقیم آلودگی را د
 و تکثیر ژن Nested-PCRدرصد جوندگان و با روش 

ITS2-rDNA درصد از جوندگان 6/58، آلودگی را در 
زمان سه گونه  در این مطالعه هم. صید شده تشخیص دهند

لیشمانیا ماژور، لیشمانیا تورانیکا و لیشمانیا جربیلی را از 
ند و بیشترین آلودگی در جونده رومبومیس اپیموس جدا کرد

  )24(.بودجوندگان، گونه لیشمانیا تورانیکا 
مطالعه اي را بر اساس تکثیر ) b2010(و همکاراناخوان      
 در استان اصفهان Nested PCR به روش  ITS1ژن

 رومبومیس 95 سر از 21نتایج نشان داد که . طراحی نمودند
م اپیموس صید شده با آزمایش هاي مستقیم تهیه لا

به انگل  PCR ها با روش  سر از آن41میکروسکوپی و 
میزان آلودگی جوندگان به لیشمانیا . لیشمانیا آلوده بودند

 2/3ماژور، لیشمانیا تورانیکا و لیشمانیا جربیلی به ترتیب 
عفونت مخلوط با . درصد بود 1/1 درصد و 4/27درصد، 

لیشمانیا با درصد، 8/15لیشمانیا ماژور و لیشمانیا تورانیکا 
 گونه 3 با هر کسیمو عفونت درصد 1/1ماژور و جربیلی 

  )26(.بوددرصد  1/2
 بررسی نتایج تعیین توالی نمونه  مطالعه حاضر دردر     

  هاپلوتایپ از جوندگان اصفهان2حداقل هاي لیشمانیا ماژور 
 نتایج توالی نمونه ها با گونه هاي رفرانس ثبت .جدا شد
سه و بررسی شد که هاپلوتایپ  مقایGen Bankشده در 

غالب لیشمانیا ماژور در این مطالعه مشابهت کامل با موارد 
 ,EF413075جدا شده از ایران و سودان با شماره رفرنس 

AJ300481, GQ402543, EU482830, 
EF41307داشت   .  
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توانستند انگل لیشمانیا ماژور را ) 2008(رائدي و پرویزي    
رومبومیس اپیموس، مریونس (وتدر سه گونه جونده متفا

در استان اصفهان جدا ) لیبیکوس و مریونس پرسیکوس
 و تعیین توالی آن نشان  ITSها با استفاده از ژن آن. کنند

   گونه جونده 3دادند که انگل لیشمانیا ماژور جدا شده از این 
یک هاپلوتایپ هستند و از لحاظ ژنتیکی با هم تفاوت 

یا تروپیکا نیز از مریونس پرسیکوس یک مورد لیشمان. ندارند
جدا گردید که اولین مورد گزارش لیشمانیا تروپیکا از جونده 

  )14(.مریونس پرسیکوس در این منطقه بود
Strelkova     وضعیت ، )2001 و 1990(همکاران و

  هاي صحرائی  هاي لیشمانیا که در موش تاکسونومی انگل
 و چین ایجاد آلودگی روسیه، مغولستان خانواده جربیلیده، در

هاي  یافته هاي روش. می کنند را مورد آنالیز قرار دادند
ایزوآنزیم و مولکولی نشان داد که نه فقط یک گونه لیشمانیا 

، لیشمانیا تورانیکا و لیشمانیا اژوربلکه سه گونه لیشمانیا م

هاي جوندگان در  طور طبیعی در جمعیته جربیلی با هم ب
دو گونه لیشمانیا تورانیکا و لیشمانیا روسیه وجود دارد که 

 تشخیص داده می اژورجربیلی به اشتباه لیشمانیا م
  )27،28.(شد

 که میزبانان مخزن در کانون دادنتایج این مطالعه نشان      
هاي اندمیک لیشمانیازیس جلدي ایران گونه هاي متفاوتی 
از جوندگان هستند که گونه ها و هاپلوتایپ هاي مختلفی از 

 و جونده رومبومیس اپیموس انگل را در خود نگه می دارند
میزبان مخزن اصلی انگل در منطقه بوده و مریونس 

چنین میزان  هم. لیبیکوس در رده دوم اهمیت قرار دارد
 درصد جوندگان در این منطقه ایجاب می 50آلودگی بالاي 

بر روي برنامه هاي کنترلی و مبارزه تمرکز ویژه اي کند که 
از انتقال  تا صورت گیردانگل لیشمانیا و جوندگان مخزن با 

انگل به انسان جلوگیري کرده و با قطع چرخه انتقال انگل 
   .شوداز موارد ابتلا انسانی جلوگیري 
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Isolation and determination of Leishmania parasite in reservoir hosts 
of Leishmaniasis in Isfahan province using routine laboratory methods 

and molecular tools 
 

Mirzaei A *1, Rouhani S2, Parvizi P3, Mahmoudi MR4 
(Resived: May 5, 2013      Accepted: November 18, 2013) 

  
Abstract 

Introduction: Leishmaniasis is one of the 
six important tropical diseases, so that Wo-
rld Health Organization have recommended 
and supported to study different aspects of 
the disease. Leishmaniasis is an endemic 
parasitic disease in Iran and the Isfahan 
province is a focal region of the disease.  
  
Material & Methods: Rodents of the res-
ervoir hosts were captured by live traps. 
After identifying the rodent’s species, sm-
ear samples of their ears were prepared by 
scratching method. Serous from the rod-
ent’s ears were isolated, then, inoculated in 
NNN medium and inoculated to the sus-
ceptible animal. Slides were prepared to 
find Leishmania using microscope. DNAs 
were extracted by ISH Horovize method 
and their genes were amplified by nested 
PCR and the amplified gene was directly 
sequenced. 
  
Finding: 50 rodents were trapped from 4 
regions under study. Collectively, 40 Rho-

mbomis opimus (R. opimus) and 10 
Meriones lybicus(M. lybicus)  were trap-
ped. Leishmania infection (57%)   was fou-
nd in R. opimus and M. lybicus using conv-
entional methods (direct smear, inoculation 
in Balb/C and in NNN medium). Detection 
of Leishmania major (L. major) (54%) in 
the rodents was confirmed by molecular 
methods. Sequencing results of the samples 
confirmed two different haplotypes of L. 
major in these rodents. 
 
Discussion & Conclusion: Considering the 
abundance of R. opimus and the high Le-
ishmania infection in these rodents, it is 
seemed that R. opimus may be the main 
reservoir of Leishmania major in Isfahan 
province, then  followed by M. libycus as a 
second reservoir host of ZCL.  
 
 Keywords: Leishmania major, Rhombomis 
opimus, Meriones lybicus, Nested-PCR, IT-
S-rDNA 
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