
آنوفل كوليسفاسيس به اسپروزوئيتو بررسي ميزان آلودگي گونه هاي آنوفل استفنسي

 PCRمالاريا دركانونهاي آندميك ايران به روش 

2 دكتر حسين معصوميو1 پيازكردكتر نوراي,1دكتر سعيدرضا نداف,1آرپي ترهوانسيان,1٭دكتر مهدي آسمار

:چكيـده
و)%76/96( نمونه 509 عدد پشه آنوفل كه شامل 526تعداد“ در اين پژوهش جمعا )%24/3( نمونه17آنوفل استفنسي

و شهريور–در ماههاي خرداد(آنوفل كوليسفاسيس در دو پيك فعاليت پشه ها روش به 1379-80در خلال سالهاي) مهر– تير

در) Total catch(جمع آوري كلي  و, ميناب روستا از توابع شهرستانهاي36و و از نظر جنس و كهنوج جمع آوري ايرانشهر

و كهنوج%95 ايرانشهر,%100در اين بررسي فراواني آنوفل استفنسي در شهرستان ميناب. گونه مورد شناسايي قرار گرفتند

و. تعيين گرديد%6/5و كهنوج%5ايرانشهر, همچنين فراواني آنوفل كوليسفاسيس در شهرستان ميناب صفر درصد,4/94% سر

و به روش فنل  و  DNA كلروفرم از آنها–سينه پشه هاي جمع آوري شده توسط سوزن حشره شناسي جدا گرديده  استخراج شده

و با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي پلاسموديومهاي Nested- PCRو PCR (Polymerase chain Reaction(به روش

و در نتيجه انساني مورد بررسي قرار گرف و يك مورد از پشه هاي آنوفل كوليسفاسيس3ت  مورد از پشه هاي آنوفل استفنسي ميناب

و يك مورد از آنوفل استفنسي هاي فوق الذكر علاوه بر پلاسموديوم%)19/0(ايرانشهر به پلاسموديوم ويواكس آلوده بودند

از%58/0ر مجموعد. ويواكس به پلاسموديوم فالسيپاروم نيز آلوده بوده است غدد بزاقي آنوفل استفنسي هاي جمع آوري شده

و+ به پلاسموديوم ويواكس%19/0, شهرستانهاي سه گانه فوق الذكر به پلاسموديوم ويواكس غدد%09/9پلاسموديوم فالسيپاروم

.بزاقي آنوفل كوليسفاسيس هاي جمع آوري شده به پلاسموديوم ويواكس آلوده بوده است

 PCR, آندميك, مالاريا, آنوفل كوليسيفاسيس, آنوفل استفنسي, آلودگي:گان كليدي واژ

 عهده دار مكاتبات.٭
، گروه انگل شناسي.1  انستيتو پاستور ايران
و آموزش پزشكي.2  مركز مديريت بيماريها،وزارت بهداشت، درمان
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:مقدمه

 گونه19 بر اساس بررسيهاي انجام شده از تعداد

 گونه شامل7تعداد, آنـــــوفلــــهاي منـــتشره در ايران

An. stephensi ,An. superpictus ,An. 

saccarovi ,An. maculipennis ,An. fluviatilis 

,An. culicifacies ,thali  An. ďقادر به انتقال 

 .Manouchehri A.V(بيماري مالارياي انساني مي باشند

 et al. 1992, Zaim M. et al. 1998.(

و بررسي توانائي انتقال بيماري تعيين ميزان آلودگي

تهاي مالاريا در آنوفلهاي مختلف تا كنون با تشريح قسم

ب و بررسي آلودگي معده به اسپروسيست ه مختلف بدن پشه

و بررسي غدد بزاقي آنها از نظر منظور تعيين ميزان آلودگي

آلودگي به اسپروزوئيت جهت تعيين قدرت انتقال مالاريا 

گي انجام مي و وقت ر گرفته است كه كاري بس دشوار

ام چنانچه اين بررسي در مناطقي انج“ مخصوصا. مي باشد

با توجه. گيرد كه وفور پشه ها بويژه پشه هاي مسن كم باشد

به همشكلي اسپروزوئيت گونه هاي مختلف پلاسموديومهاي 

تشخيص انواع آنها از يكديگر به روش ميكروسكپي, انساني

اين كه به سايرروشها منجمله روشهاي غير ممكن است مگر

و) PCR(مولكولي  اطمينان توسل جست تا بتوان با سهولت

و آلوده  بيشتري ضمن تعيين نوع پلاسموديوم ميزان آلودگي

.كنندگي پشه ها را در انتقال بيماري مالاريا مشخص نمود

:روش كار

جمع آوري پشه هاي مالاريا در اين پژوهش به روش

Total catch و به صورت نمونه برداري اتفاقي در دو

خر(پيك فعاليت پشه ها و پيك اول در ماههاي و تير داد

و مهر 36 در 1379-80سال) پيك دوم در ماههاي شهريور

و كهنوج, روستا از توابع شهرستانهاي ميناب هر(ايرانشهر در

و ارتفاع, روستا در مناطق جلگه12شهرستان  انجام) دامنه

تشخيص گونه هاي پشه هاي آنوفل بر اساس كليد. گرفته است

و) Shahgudian E.R. 1960(تشخيص شاهگوديان  بوده

هر يك از پشه ها را در يك لوله اپندرف, پس از تعيين گونه

و, قرار داده ضمن ثبت اطلاعات مربوط به محل جمع آوري

به+4نصب اتيكت در دماي  و در اسرع وقت درجه سانتيگراد

.بخش انگل شناسي انستيتو پاستورايران ارسال گرديده است

و سينه پشه را از شكم جدا سپس با استفاده از سوزن تشر يح سر

و جهت جدا  و در يك لوله اپندرف مجزا قرار داده كرده

و تخليص  پلاسموديوم احتمالي تخصيص داده  DNAسازي

. شد

و سينه هر يك از پشه هاي جمع آوري شده:استخراج سر

  .Ballinger-Grobtree M.E(را به روش 

et al. 1992  .(درµl150كننده از محصول بافر ليز 

به) Applied biosystem(شركت با استفاده از بوراير

و به آن پروتئيناز  تاKصورت سوسپانسيون در آورده  افزوده

و مجموعه را به مدت يك 100µg/mlغلظت آن به  برسد

. درجه سانتيگراد قرار داديم55ساعت در انكوباسيون

ا–سپس به آن مقدار يك حجم فنل ضافه كرده كلروفرم

رو. دقيقه سانتريفيوژ نموديم3 به مدت 3000و با دور  رايفاز ي

و آن را به و به آن مقدار يك حجم كلروفرم افزوده جدا كرده

. سانتريفيوژ نموديم3000 دقيقه با دور3مدت 

و به آن مقدار سه حجم الكليفاز رو %95ي را جدا كرده

و به مدت د24افزوده  درجه-20ر فريزر ساعت آنرا

و پس از آن به مدت  دقيقه با دور10سانتيگراد قرار داديم
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و الكل 13000 آن%95 سانتريفيوژ كرده و به را حذف كرده

و با دور%70الكل   دقيقه10 به مدت 13000افزوده

و به آن سانتريفيوژ نموديم در پايان الكل آنرا حذف كرده

و Tris-EDTA بافرµl30مقدار   DNA افزوده

 درجه سانتيگراد نگهداري نموديم-20استخراج شده را در

از:انجام  آنوفل مربوط10 استخراج شده هر DNA ابتدا

 هر DNAاز(به هر يك از شهرستانهاي تحت بررسي

  Mass screeningدر يك لوله اپندرف)µl1آنوفل

و به روش در مورد آزمايش قرار دادPCRتهيه نموده و يم

هرDNAصورت مثبت بودن  را10 استخراج شده  آنوفل

.بطور جداگانه مورد بررسي قرار داديم

ازµl20 در يك لوله بمقدار PCRبراي انجام

 تهيه كرده Master mixمحلولهاي زير را به صورت

10 × buffer                                1 × 
dNTps                                       200 µm
MgCl2 1.5  µm
Taq poly                                   1 U 
Forward Primers                      50  pm  
Severse Primers                       50  pm  
Distilled H2O UP to 20 µl
DNA Template                       1 µl for single fly and 
10 µl for pool 

 

 از آمپليµl1 مقدار  Nested-PCRبه منظور انجام

مر مرحله اول را با پرايمرهاي اختصاصي هر يك از

و  و فالسيپاروم با همان مقادير پلاسموديومهاي ويواكس

 مورد آزمايش قرار داده PCRغلظتهاي مرحله اول به روش 

آگاروز الكتروفورز نموديم%5/1و محصول آنرا در ژل

)Assmar M.  et al. 2003.(

پرايمرهاي مورد استفاده در اين پژوهش بر اساس تفاوتهاي

 بهSmall subunit ribosomal RNA)  (ssrموجوددر ژن 

 .Snounou G. et al(ترتيب زيرطراحي گرديده است

1993a, Snounou G. et al. 1993b.(

 plasmodium پرايمرهاي اختصاصي جنس

r PLU-5       
5 َ-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3 َ

5 َ-TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG -3َ

 P. falciparum پرايمرهاي اختصاصي گونه

r FAL1

5 َ -TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATAT-3 َ

5 َ –ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC-3 َ

.P پرايمرهاي اختصاصي گونه vivax 

rVIV1

5 َ –CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC-3 َ

5َ -ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA-3 َ

:نتايج

 عدد پشه آنوفل شامل 526تعداد“ در اين پژوهش جمعا

از%)8/15( نمونه83, از شهرستان ميناب%)5/58( نمونه 308

و كهنوج از شهرستان%)7/25( نمونه 135ايرانشهر

از نوع%)76/96( نمونه آن 509جمع آوري گرديده است كه 

و  از نوع آنوفل%)24/3( نمونه17آنوفل استفنسي

. كوليسفاسيس بوده اند

آنوفل استفنسي در شهرستانهاي سه گانه تحت فراواني

83در ايرانشهر,%)100( مورد 308بررسي به ترتيب در ميناب 

بوده است%)4/94( مورد 135و در كهنوج%)95(مورد

).1نمودار شماره(

 مورد4همچنين فراواني آنوفل كوليسفاسيس در ايرانشهر

در“ ضمنا. بوده است%)6/5( مورد7و در كهنوج%)5/0(
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شهرستان ميناب آنوفل كوليسفاسيس جمع آوري نگرديد

).1نمودار شماره(

4تعداد“ جمعا PCRولي به روش در بررسي مولك

و سينه پشه هاي تحت بررسي به انگل مالاريا نمونه از سر

.P( مورد فقط به پلاسموديوم ويواكس3آلوده بوده كه 

vivax (و يك مورد از نوع آلودگي مضاعف)mixed 

infection (پلاسموديوم ويواكس)P. vivax (و

.P(پلاسموديوم فالسيپاروم falciparum(بوده است

).1تصوير شماره(

عبارت ديگر سه مورد از پشه هاي آنوفل استفنسيهب

و يك مورد از پشه هاي  متعلق به شهرستان ميناب

آنوفل كوليسفاسيس مربوط به شهرستان ايرانشهر به 

.P(پلاسموديوم ويواكس  vivax (از و يك مورد

 الذكر متعلق به شهرستان پشه هاي آنوفل استفنسي فوق

.P(ميناب علاوه بر آلودگي به پلاسموديوم ويواكس

vivax (به پلاسموديوم فالسيپاروم)P. falciparum(نيز 

آلوده بوده است ضمناَ پشه هاي جمع آوري شده از

 شهرستان كهنوج از نظر آلودگي به انگل مالاريا در تست

PCR منفي بوده اند.

غدد بزاقي آنوفلهاي جمع آوري شده%75/0در مجموع

و كهنوج به پلاسموديومهاي, از شهرستانهاي ميناب ايرانشهر

از%)19/0(انساني آلوده بوده كه از اين تعداد يك مورد 

آنوفل استفنسي هاي جمع آوري شده علاوه بر پلاسموديوم

.Pويــــــواكس  vivax به پلاسمـــــــوديوم فالســيپاروم 

P. falciparum ,3به%)58/0( موردP. vivax ,1مورد

به از آنوفل كوليسفاليس هاي%)09/9( جمع آوري شده

).2نمودار شماره(پلاسموديوم ويواكس آلوده بوده اند 

:بحث

و آلوده كنندگي پشه هاي آنوفل به براي تعيين آلودگي

تكاروش تشريح لازم  تك ست تعداد زيادي از پشه ها را

و وقت گيري مي تشريح نمود كه كار فوق العاده پرزحمت

و هرگز نمي توان پشه ها را در دستجات بيشتري به  باشد

كه انجام اين در صورتي, صورت گروهي تعيين آلودگي نمود

. به راحتي امكان پذير استPCRكار به روش 

و گونه انگل با تشريح پشه آنوفل قادر به تشخيص جنس

توان آلودگي پشه را به انگل مالاريا نخواهيم بود فقط مي

  Nested-PCRكه با روش در صورتي, مالاريا تعيين نمود

, توان ضمن تعيين آلودگي پشه آنوفل به انگل مالاريا مي

و گونه انگل مالاريا را نيز مشخص نمود .جنس

ريح براي تعيين آلودگي ناقلين مالاريا به انگل به روش تش

ست از پشه هاي تازه جمع آوري شده استفادهالازم“ حتما

 نيازي به تازه بودن پشه PCRكه در روش در صورتيدردگ

و خشك شده نيز و ميتوان از نمونه هاي كهنه نخواهد بود

.استفاده كرد

ب به در سالهاي اخير دره دليل خشكسالي در كشور ويژه

 هاي آنوفليني رو به كاهش مناطق جنوبي ايران جمعيت پشه

و در اين تجربه تعداد نمونه هاي كمي از پشه ها گذارده

و اين امر موجب شد تا نتوانيم ميزان  جمع آوري گرديد

و پتانسيل آلوده كنندگي پشه ها را به نحو مطلوبي  آلودگي

.نمائيمتعيين 

دراتگونه تحقيق ايناستلذا لازم و  در وسعت بيشتري

و اطمينان ساير گو نه هاي آنوفليني انجام شود تا بتوان با دقت

.بيشتري در اين مورد اظهار نظر نمود
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:و قدردانيتشكر

اين پژوهش با صرف هزينه هاي لازمه از محل اعتبارات

انستيتو پاستور ايران انجام گرفته است لذا جا دارد از 

دريغ جناب آقاي دكتر محمد تقي خاني مساعدتهاي بي

و آقايان رياس دكتر علي:ت محترم انستيتو پاستور ايران

و دكتر شمس الدين نيكنامي  حائري معاونت محترم پژوهشي

معاونت محترم پشتيباني انستيتو پاستور ايران كمال تشكر را 

.داشته باشد

همچنين از زحمات ارزنده اي كه جناب آقاي دكتر عارف

ستيتو پاستور اميرخاني رياست محترم بخش اپيدميولوژي ان

و  ايران بخاطر همكاريهاي بيدريغشان در طراحي گرافها

خاطر زحماتي كه در تايپ به سركار خانم زهره خيرخواهان 

.مي نمايد تشكر صميمانه شده اند متحمل اين مقاله
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 ميناب ............................. ايرانشهر كهنوج

و شهرستانهاي–1نمودار  تحت بررسي فراواني پشه هاي آنوفل بر حسب گونه

 فراواني آلودگي پشه هاي آنوفل به انگل مالاريا برحسب نوع پلاسموديوم–2نمودار

شهرستان

درصد
ي
فراوان

درصد
ي
فراوان
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

و آنوفل كوليسفاسيس باندهاي بررسي از نظر آلودگي به اسپيروزوئيت انگل مالاريا در پشه هاي:1تصوير آنوفل استفنسي
205 bp 120و bpبه بترتيب نشانگر .Pآلودگي پشه falciparum   وP. vivax مي باشد .

.Pكنترل,1رديف falciparum    1ماركر,2 رديف؛ kbp ladder   كنترل,3رديف؛P. vivax  4رديف؛,
.P,5رديف؛كنترل منفي falciparum   6-9رديف؛,P. vivax 
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PCR DETECTION OF MALARIA PARASITES IN ANOPHELES 
STEPHENSI AND ANOPHELES CULICIFACIES MOSQUITOES 

COLLECTED FROM SOUTHERN ENDEMIC FOCI OF IRAN 
 

Assmar M.3٭, Ph.D; Ter Hovanessian A.1, MSc; Naddaf S.R.1, Ph.D; Piazak N.1,
Ph.D; Masomi H.4, Ph.D 
 
A total of 509 Anopheles Stephensi and 20 Anopheles Culicifacies mosquitoes were 
collected during two seasonal activity peaks (June, July, August and September) in 
the years 2000 and 2001, from 36 localities around Minab, Iranshahr and Kahnouj 
cities. The identity of specimens was confirmed using Shahgodian PAN 
morphological key. DNA was extracted from the head and thorax of all specimens 
and subjected to nested PCR using species-specific primers for Plasmodium vivax and 
Plasmodium falciparum .Three An. Stephensi mosquitoes from Minab and one An .
Culicifacies mosquito from Iranshahr were positive for P. vivax, while one An. 
Stephensi was shown to harbor both P .vivax and P. falciparum. 
 
Key Words: Infection , Anopheles Stephensi , Anopheles Culicifacies , Malaria , 
Endemic,  
 PCR  
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