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در جوندگان شهرستان  بابزیا میکروتیزیتولوژیکی و مولکولی بررسی پارا
 )آذریایجان شرقی(سراب 

  1*عباس شهبازي ،1، تیمور حضرتیان2، مجید خانمحمدي1، احد بازمانی1، ندا ابوالسلطانی1اسماعیل فلاح

  چکیده
. یا استاي کوچک به نام بابز عامل بیماري بابزیوزیس یا پیروپلاسموزیس، تک یاخته 

 پرندگان، خزندگان، جوندگان، دوزیستان، محدوده وسیعی از حیوانات از جمله آبزیان،
هاي  پس یکی از مهمترین بیماري .شوند پستانداران و انسان به این انگل آلوده می

شود و به عنوان یک مشکل  عفونی انگلی مشترك بین انسان و حیوان محسوب می
د و از نظر اقتصادي نیز باش میناطق گرمسیر مطرح بهداشتی در برخی از کشورهاي م

د و جوندگان نیز باش می بابزیا میکروتیعامل بابزیوزیس در ایران  .دباش میحائز اهمیت 
این تحقیق اولین مطالعه به روش مولکولی براي تعیین  .یکی از مخازن بیماري هستند

ان سراب و روستاهاي در شهرست بابزیا میکروتیمیزبان مخزن بودن جوندگان براي 
گونه مختلف  4جونده از  100تعداد  ي زنده گیر،ها تلهبا استفاده از . دباش میاطراف 
و  کریستولوس میگراتوریوس ،مریونس پرسیکوس ،موس موس کولوسشامل 

نمونه . از روستاهاي مختلف شهرستان سراب صید شدند آئوراتوس مزوکریستوس
تهیه ایمپرسیون اسمیر از ( ي پارازیتولوژیکی ها تستخون تمام جوندگان صید شده با 

با تشریح  .، مورد آزمایش قرار گرفت)بافت طحال و تهیه گسترش نازك خون محیطی
گونه مختلف، در بررسی  4و بررسی پارازیتولوژیکی تمام جوندگان صید شده از 

شیزونت بابزیا مشاهده  موس موس کولوسسر  3اسمیر فشاري از بافت طحال 
ولی در لام گسترش نازك خون، انگل بابزیا به صورت گلابی شکل درون . دیدنگر

ي ها روشنهایتا نتایج . بود %3میزان آلودگی،  .هاي قرمز مشاهده گردید گلبول
مورد تایید نهایی  قرار گرفت و گونه  PCRپارازیتولوژیکی با استفاده از روش مولکولی 

در این مطالعه . تعیین گردید) Babesia microti( بابزیا میکروتیایزوله شده انگل،  
ند به عنوان توان می موس موس کولوسمشخص گردید که جوندگان به خصوص 

  .میزبان مخزن براي بابزیوزیس در شهرستان سراب از استان آذربایجان شرقی باشند
  ایران اي پلی مراز، سراب، جوندگان، واکنش زنجیره ،بابزیا میکروتی: کلیدي واژگان

  
  13/4/92: تاریخ پذیرش    19/2/92: تاریخ دریافت

  

  مقدمه
شهرستان سراب از شمال به شهرستان مشکین شهر و هریس و 

از جنوب به شهرستان میانه و از غرب  از شرق به استان اردبیل،
شهرستان سراب به واسطه  .به شهرستان بستان آباد محدود است

   جنوب، و ارتفاعـاته کوه بزقوش در بین دو رشت قرار گرفتن ما
   )Shahbazy42@yahoo.com(ایران  ،، تبریزتبریزـ مرکز تحقیقات بیماریهاي عفونی و گرمسیري *1
  ایرانمرند،  مرند، ـ گروه علوم آزمایشگاهی، دانشگاه آزاد اسلامی2

ی سرد و کوهستانی است که سبلان در شمال، داراي آب و هوای
باشد  در تابستان معتدل و در زمستان داراي آب و هواي سرد می

علیرغم  .رود و یکی از نقاط سردسیر کشور به شمار می
گسترش و فراوانی قابل توجه جوندگان در شرایط مختلف آب 
و هوایی و اهمیت فراوانی که این قبیل حیوانات از نظر 

ه با سایر پستانداران ایران کمتر مورد بهداشتی دارند، در مقایس
هاي نسبتا وسیعی توسط  تاکنون بررسی .اند توجه قرار گرفته

زوج (ي چهارپایان اهلی ها انگلمحققین کشورمان بر روي 
هاي  به عمل آمده است و در مورد آلودگی) سمان و فرد سمان

انگلی گوشتخواران ایران نیز بایستی اشاره نمود که تا زمان 
بررسی و مطالعه نسبتا جامع در ایران انجام  40ر بیش از حاض

هاي مکتوب و  در حالیکه تعداد بررسی). 1، 2 و 5(شده است 
مورد بوده  12ي جوندگان ایران فقط ها انگلمنتشر شده پیرامون 

است که البته اکثر آنها کاملا اختصاصی بوده و تنها انگل خاص 
 .اند مور توجه قرار دادههاي ویژه انگل شناسی را  و یا جنبه

 بیماري باکتریایی، 12دهند بیش از  مطالعات مختلف نشان می
بیماري انگلی از جوندگان به انسان  15بیماري ویروسی و  11

 شناسی، ،  که با شناخت زیست)2، 3و  6(باشند  قابل انتقال می
شناسی و رابطه این عوامل با میزبانان شان قادر به کنترل بهتر  بوم

لذا بررسی روي  .ها در انسان خواهیم بود ین قبیل بیماريا
العاده  شناسی به دلیل جمعیت فوق جوندگان از دیدگاه انگل

پراکندگی وسیع آنها در اقلیم هاي مختلف آب و  بالاي آنها،
با انسان و  ها گونههوایی و ارتباط عمیق و نزدیک بسیاري از 
هایی که  گونه .ستسایر حیوانات از اهمیت خاصی برخوردار ا

  از ند عبارتنـدشو میث ایجاد بیماري در جوندگان و انسان ـاعـب
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در  بابزیا رودینیدر جوندگان و انسان، و  بابزیا میکروتی
هایی است که  یکی از تک یاخته بابزیا میکروتی). 4(جوندگان 

بیشترین ). 2(قادر است از طریق جوندگان به انسان منتقل گردد 
   انسان از کشورهـايده این نوع بابزیا در ـش شزارـوارد گـم

مورد بابزیوزیس  120تاکنون حدود  .آمریکایی بوده است
که به غیر  ت،انسانی از ایالات مختلف آمریکا گزارش شده اس

). 5(بوده است  بابزیا میکروتیها مربوط به  از دو مورد بقیه آن
یش بوده و به رو به افزا بابزیا میکروتیدر اروپا نیز عفونت با 

حدود ). 10و12(دشو میعنوان یک معضل سلامتی محسوب 
درصد موارد ابتلا در کسانی بوده است که داراي طحال  80

البته تظاهرات بالینی در افراد بدون طحال شدیدتر  .سالم بوده اند
بعضی از این قبیل بیماران به مدت چندین هفته تا چند  .است

ین وضعیت در چهار مورد منجر با ماه ناقل انگل بوده اند که ا
). 4(ي ناشی از انتقال خون گردیده استها عفونتایجاد 
دهند که اکثر بیماران مبتلا به  هاي سرولوژیک نشان می بررسی

 بابزیا میکروتی. ندباش می، بدون علامت بالینی بابزیا میکروتی
) موش پا سفید(ي گوزنی ها موشي صحرایی و ها موشدر 

 ایکسودس دامینیناقل این بابزیا کنه  .یافت شده است
)Ixodes dammini (این کنه در انتفال بیماري لایم نقش  .است

 ،لنفی و بلوغ بر عهده دارد و طی مراحل لاروي، اصلی را
میزبان اصلی دو مرحله اول  جوندگان، .کند خونخواري می

هاي بالغ  ها میزبان کنه ند در حالیکه گوزنشو میمحسوب 
ها که از اول اردیبهشت تا مهرماه خونخواري  قط نمفف .هستند

که نمف  از آنجایی .هستند بابزیا میکروتیکنند قادر به انتقال  می
متر قطر  پس از خونخواري هنوز کوچک بوده و بیش از دو میلی

لذا ممکن است فرد آلوده به این حشره از وجود آن  ندارد،
تخم ناقل انجام انتقال این انگل از طریق . خبر بماند بی

  ).5(گیرد نمی
  

 روش کارمواد و 

گونه  4( ي زنده گیر،جوندگان صید شدهها تلهبا استفاده از 
مختلف شامل موس موس کولوس، مریونس پرسیکوس، 

 )کریستولوس میگراتوریوس و مزوکریستوس آئوراتوس
به آزمایشگاه انگل شناسی دانشکده پزشکی دانشگاه ) 1جدول (

. ز منتقل و با کلروفرم بیهوش گردیدندعلوم پزشکی تبری
پاي عقب و سر و بدن  دم، طول لاله گوش، مشخصات ظاهري،

متر ثبت گردید تا جوندگان صید شده با استفاده  بر حسب میلی
آن گاه از خون قلب همه . از کلید تشخیصی شناسایی گردند

گسترش نازك ابتدا .جوندگان صید شده گسترش نازك تهیه شد
رنگ ) 10به  1به نسبت (فیکس و به وسیله گیمسا  با متانول

به عمل آمد و  DNAاز نمونه خون تام، استخراج  .آمیزي شد
بر روي آن با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی  PCRعملیات 

 s جایگاه ژنی bp517 جهت تکثیر قطعه  بابزیا میکروتی

rRNA18  انجام پذیرفت و به طور کلی سیستم واکنشPCR 
و حجم هر یک    PCRاجزاي واکنش  .طراحی شد μL 20 براي

از  I.U  5و مقدار ) PCR )TBEبافر  μL 10: به این ترتیب بود
از هر پرایمر   PM  20و DNA Taq Polymeraseآنزیم  

)RLB-F, RLB-R (250و  mM dNTP 3 و  mM Mgcl2 
پس از تهیه این مخلوط  .استخراج شد DNAاز  ngr  100و

سایکلر گذاشته و جهت در  ر داخل دستگاه ترمالها را د نمونه
سازي  سیکل و درجه حرارت لازم به شرح ذیل بهینه 35

زیر مورد بابزیا آغازگرهاي  DNAبه منظور ردیابی .گردید
  : )9(استفاده قرار گرفت 

RLB-F:(5′-GAGGTAGTGACAAGAAATAACAATA-3′) 
RLB-R:(5′-TCTTCGATCCCCTAACTTTC- 3′)  

درجـه سـانتی گـراد بـه      95شت اولیه در دمـاي  واسر: 1مرحله 
  دقیقه 5مدت 
درجـه   94شروع اولین چرخه بـا واسرشـت در دمـاي    : 2مرحله

  ثانیه 40سانتی گراد به مدت 
درجه سانتی گـراد بـه مـدت     3/60اتصال در در دماي : 3مرحله

  ثانیه 40
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 72در دمـاي  ) extension(پایان چرخـه اول بـا تکثیـر    : 4مرحله
  ثانیه 60گراد به مدت درجه سانتی 

    چرخه 35به تعداد ) 4و 3و2مراحل (تکرار چرخه : 5مرحله
درجـه سـانتی    72در دمـاي  ) extension(تکثیر نهـایی  : 6مرحله

  دقیقه 7گراد به مدت 
% 5/1، از ژل PCRي حاصل از ها نمونهسپس براي الکتروفورز 

 100میکرو در 6براي رنگ آمیزي، رنگ سیناژن . استفاده شد
مورد استفاده قرار گرفت که ) Cinnagen safe stain(لی لیتر می

 .نمود مشکل کارسینوژن بودن اتیدیوم بروماید را نیز رفع می
جهت تعیین مثبت یا منفی بودن از نظر  PCRمحصولات نهایی 

 8بدین ترتیب که مقدار . شد بارگذاريبابزیا در داخل ژل، 
 %5/1ژل آگارز  هاي میکرولیتر از محصول نهایی، در چاهک

قرار گرفت و ) Volt/cm 10- 5( 100بارگذاري شد و در ولتاژ 
با  UVدر زیر اشعه سپس ژل، در ژل داك قرار داده شد و 

 bpاز نظر وجود باندهایی با اندازه استفاده از دستگاه لومیناتور، 
  .برسی گردید 517

  
 نتایج

موس گسترش نازك خونی بررسی شده، در سه سر از  100از 
ها که از روستاهاي رازلیق، هریس و هولیق  موس کولوس

بودند، اشکال بابزیا به فرم گلابی شکل جفت مشاهده گردید 
  ) .  1ه نگار(

  

    
  X100هاي قرمز ، بزرگنمایی  بابزیا میکروتی داخل گلبول - 1نگاره 

  
هاي مولکولی سه جونـده فـوق، سـه بانـد کـه       و نیز در بررسی

تی بود، ایجاد گردید که وزن محصـول در  مربوط به بابزیا میکرو
  ).2نگاره (بود  bp517   حدود

    
  بابزیا میکروتیجهت تشخیص  PCRنتایج به دست آمده از مرحله  - 2نگاره 

M :DNA Ladder  کنترل مثبت، : 2ی ، شماره کنترل منف: 1، شماره
  بابزیا میکروتینشان دهنده  bp 517باند : 9و  7و  5هاي  شماره
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هاي جوندگان صید  ـ میزان آلودگی به بابزیا میکروتی و گونه1جدول
    شده در منطقه سراب

 ي جوندگانها گونه
تعداد جوندگان 

 بررسی شده

تعداد موارد 
 )درصد(مثبت 

  موس موس کولوس
Musmusculus  

  )موش خانگی(
54 3)5/5(  

  مریونس پرسیکوس
Meriones Persicus 

 )ژربیل ایرانی(
38 - 

  وس میگراتوریوسکریستول
Cricetulus Migratorius 

 )هامستر خاکستري(
7 - 

  مزوکریستوس آئوراتوس
Mesocricetus Auratus 

 )هامستر طلایی(
1 - 

 )3(3 100 جمع

  
 بحث 

هـاي   علیرغم گسترش و فراوانی قابل توجه جونـدگان در اقلـیم  
مختلف آب و هوایی ایران و اهمیت فراوان این قبیل حیوانـات  

بهداشتی در ایران، فقط یک مورد مطالعه آن هم صرفا بـا   از نظر
در جونـدگان   بابزیا میکروتیروش پارازیتولوژیک پیرامون انگل 

وجود دارد که توسط محبعلی و همکاران در شهرستان مشـکین  
همچنـین در سـایر    ).5(شهر از استان اردبیل انجام گرفته اسـت 

مواردي از . ود داردکشورها نیز در این زمینه مطالعات اندکی وج
بابزیوزیس انسانی با روش تهیـه گسـترش خـونی در تایلنـد و     

و همکـاران   Dantrakoolدر تایلنـد،  . ژاپن گزارش شـده اسـت  
 Bandicota(بنـدیکتا اینـدیکا   ي هـا  مـوش هـا را در   پیروپلاسم

inindica(  ــال ــوشدر  1964و در س ــا م ــاردار ه ــوس ي خ رات
یی نمودنـد و اولـین بیمـار    شناسا) Rattus coxinga( کوکسینگا

در تحقیقاتی که بـر  ). 8(گزارش شده بود 1997تایلندي در سال 
از نظـر وجـود    (Apodemus agrarius)ي راه راه هـا  موشروي 
هاي آنها در شـرق اسـلوواکی توسـط     ي خونی و ویژگیها انگل

Karbowiak در  1998 – 2005هــاي  همکــاران در طــی ســال و

هـاي خـونی    با استفاده از تهیه گسـترش هاي مارس تا نوامبر  ماه
منطقـه   2صورت گرفت، عفونت بابزیا و پیرو پلاسـما فقـط در   

در . نبـوده اسـت  % 1/0یافت شـده و شـدت عفونـت بیشـتر از     
هاي آلوده، انگل به صورت تکی و به اشکال حلقوي  اریتروسیت

و گلابی شکل دیده شد و مروزوئیت هـا کـوچکتر و نـا مـنظم      
ي کوچک بابزیـا  ها گونهتایی براي  منظم چهار بودند و اشکال

د، تثبیـت نشـده   شـو  مـی کراس نامیده ـ   که اصطلاحا مالتس
در ترکیه که هاي سرولوژیک و مولکولی  در بررسی ).11(بود

 Spermophilus(بـــــر روي ســـــنجابهاي درختـــــی 

Xanthophrymnus (هاي آناتولی انجام گرفته بود، در قسمت 
نیز در یک مطالعه  و اثبات رسیده است به بابزیا میکروتیوجود 

در ماههاي می  همکارانو  Poyrazانجام گرفته در ترکیه توسط 
نفـر از مـردم    273ي خـون  هـا  نمونـه ، 2006 – 2007تا ژوئـن  

روستا نشین منطقه سینوپ جمـع آوري گردیـده و آنتـی بـادي     
IgG  با اسـتفاده از روش سـرولوژیک    بابزیا میکروتیضد IFA 

هـا از نظـر    از این نمونه %23/6ایش قرار گرفته بود که مورد آزم
اي که  در طی مطالعه ).14(وجود آنتی بادي در سرم مثبت بودند

و همکاران بطور همزمان بر روي کنـه   Sinskiدر لهستان توسط 
و جونـدگان وحشـی بـا اسـتفاده از      ایکسودس رسـینوس هاي 
یـز  هاي تهیه گسترش خـونی و رنـگ آمیـزي گیمسـا و ن     روش
انجام گرفته بود، وجـود  )  Nested-PCR( ي مولکولی ها روش

در هم کنه ها و هم جوندگان وحشی به اثبات  بابزیا میکروتی
در ژاپن طی مطالعه انجام گرفتـه توسـط    ).15(رسیده است 
Okabayashi موش به  97هاي خون  و همکاران بر روي نمونه

ه از کاغـذهاي  دام انداخته شده در هوکایدو ژاپن، با اسـتفاد 
 – Nestedخـون و روش مولکـولی   ) Filter Papers(جاذب 

PCR 13(بـه ثبـت رسـیده اسـت     بابزیـا میکروتـی  ، وجود .(
 Beckهمچنین در یک بررسی انجام شده در کروواسی توسط 

در جوندگان  میکروتی جهت اثبات وجود بابزیا و همکاران،
از  جونده جمع آوري شده بود که بـا اسـتفاده   120وحشی، 
ــک  ــامل   PCR ،2تکنی ــی ش ــدگان وحش ــه از جون  .Aگون

flavicollis  وM. glareolus،  آلوده بودند در  بابزیا میکروتیبه
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 Apodemusو  Apodemus sylvaticusگونه دیگر،  2حالیکه 

agararius  در طی مطالعـه انجـام  ). 7(عاري از انگل بودند 
رسـتان  گرفته توسط محبعلی و همکاران بـر روي جونـدگان شه  

تا آبـان مـاه    1373مشکین شهر در استان اردبیل، از شهریور ماه 
جونـده از چهــار جـنس مختلـف شــامل     132، مجموعـا  1374

مـوس مـوس   ، کریسـتولوس میگراتـوس  ، مریونس پرسـیکوس 
، از مناطق مختلف این شهرستان بطـور  آلاکتا گا الاترو  کولوس

مـورد  ي داخـل و خـارج سـلولی    هـا  انگـل زنده صید و از نظر 
مطالعه قرارگرفته بودند، که در گسترش نازك تهیه شده از خـون  

بابزیـا  هاي صـید شـده، انگـل     مریونس پرسیکوسقلب یکی از 
 5/1×2به اشکال دوتایی بـا انتهـاي برآمـده بـه ابعـاد       میکروتی

اصول و پایـه در  ). 5(میکرون، و اشکال رینگ فرم دیده شده بود
سی و عمـدتا بـا اسـتفاده از    ي ریخت شناها روشاین مطالعه به 

 ،PCRي مولکـولی بـوده اسـت کـه نتـایج حاصـل از       هـا  روش
مشاهدات میکروسکوپی را تایید نمود، با توجه به نتایج حاصـله  

بـه   کولـوس موس موس و مقایسه آن با سایر مطالعات، آلودگی 
در این منطقه نیز محرز گردید و نقش جونـدگان   بابزیا میکروتی

بـا   .خازن بیماري در منطقه را خاطرنشان کردبه عنوان یکی از م
توجه به اینکه این نوع بابزیا به انسان قابل انتقال است و از نظر 

بایست اقدامات کنترلی براي  باشد، می بهداشتی حائز اهمیت می
هـاي ناقـل صـورت     کاهش جمعیت جوندگان و مبارزه بـا کنـه  

تـري   مـل تـر و کا  هـاي جـامع   د که بررسـی شو میپیشنهاد . گیرد
پیرامون میزان آلـودگی جونـدگان و سـایر حیوانـات در منـاطق      

هـاي انتقـال انگـل و     مختلف کشـور از نظـر نـوع نـاقلین و راه    
  .جستجوي میزان آلودگی انسان صورت گیرد

  
  تشکر و سپاسگزاري

هـاي عفـونی و    این مطالعه با حمایت مرکـز تحقیقـات بیمـاري   
عنـوان طـرح شـماره    گرمسیري دانشگاه علوم پزشکی تبریـز و ب 

ایـن مقالـه منـتج از    «. آن مرکز اجرا گردیـده اسـت   90- 10495

ارشد خانم ندا ابوالسلطانی بـا شـماره    نامه مقطع کارشناسی پایان
  .»باشد می 2/90- 2/2نامه  پایان
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