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  :  چكيده
ژن ايـن بـاکترƽ در حـشرات    .  استريکتزياييهاƽ    از جمله باکترWolbachia pipientisƽباکترƽ داخل سلولي  : زمينه و اهداف

توانـد   طور بـالقوه مـي  اين باکترƽ به. باشد هاƽ سيتوپلاسميتواند عامل ايجاد ناسازگارƽرسد و ميصورت مادرزادƽ به ارث ميبه

ƽدر دستکارƽژنتيکي جمعيت و کنترل ناقلين برخي بيمار ƽدر ايـن مطالعـه   .ها مفيد باشـد ها W. pipientis   بـا اسـتفاده از روش   

PCR      نوع روستائي ايران        ، فلبوتوموس پاپاتاسي  نه  در پشه خاکي  گو ƽليشمانيوز جلد ƽرديابي و مشخص شد     ناقل بيمار ،  . ƽبرا

   .استفاده گرديد) wsp gene (ولباکيا و ژن پروتئين سطحي 16 s rDNA)( ƽ ريبوزومي RNAاين منظور از ژن 

ين ـ و ژن پروتئ ـs rDNA 16)( ي ـƽ ريبوزوم ـRNA از ژن  W. pipientisرƽ ـيص و رديـابي باکت ـ ـراƽ  تـشخ ـب ـ :روش بررسي

    و )  wsp  691R/81F( صاصي  ـ ـر اختـرايم ــ، از دو جفت پPCRبا استفاده از روش . تفاده شدـاس) wsp gene (باکياـولحي ـسط

 )16S 994R/99F (بدست آمده بـا نـرم افـزار    توالي. استفاده گرديد ƽهاSequencher TM v.3.1    و مقايـسه شـدند ƽويراسـتار  .

                     PAUPو آنــاليز و ترســيم درخــت فيلــوژنتيکي آن از نــرم افــزار      W. pipientis هــاƽ جهــت مــشخص کــردن هاپلوتايــپ   

)Phylogenetic Analysis Using Parsimony (استفاده شد.  

% ۵/۷۴ ( ۱۲۳ در 16s rDNA ژني عهو قط%) ۲/۷۵ ( ۱۲۴ در wsp ژني عه، قطفلبوتوموس پاپاتاسي عدد پشه خاکي ۱۶۵از : يافته ها

  .براƽ هر ژن  فقط يک هاپلوتايپ منفرد يافت شد. ، پشه خاکي  تکثير و تعيين توالي شد )

 Leishmania ها، امکان انتقال در استفاده از ترانسژن W. pipientisکي تعريف شده براƽ از يک سويه ژنتي استفاده : نتيجه گيري

major از انتشار آن، افزايش مي ƽميسويه. دهدرا توسط پشه خاکي، به منظور جلوگير ƽژنتيکي اين باکتر ƽتوانند فنوتيپ ها

 ولباکيابا توجه به وجود آلودگي طبيعي .  نشان دهندپاتاسيفلبوتوموس پا گونه ناسازگارƽ سيتوپلاسمي را در جمعيت پشه خاکي 

ها هاƽ هدف در بين جمعيت پشه خاکيعنوان ترانسژن ژن بهولباکياها و ناسازگارƽ سيتوپلاسمي، امکان استفاده از در پشه خاکي

  .له کردمورد نظر، مي توان جمعيت ناقلين را تحت کنترل در آورد و با گسترش بيمارƽ ليشمانيوز مقاب

 wsp(، ژن پـروتئين  سـطحي   ) s rRNA 16(يبـوزومي ƽ رRNA، ژن فلبوتوموس پاپاتاسي، Wolbachia pipientis: هاكليد واژه

gene (  ايران  ،  

 



  ...Wolbachia pipientisباکترƽ داخل سلولي   16S rRNA   و wspفرايند جداسازƽ دو ژن / ۵۴

  :مقدمه

هاƽ توليد  اولين بار درون بافتولباکياباکترƽ داخل سلولي 

 Hertig  & Wolbachط  ـ توسCulex pipiensه  ـثل پشـم

د از آن  ـ بعتزياـکـرين ـو اي. دـزارش شـ گ۱۹۲۴ال ـدر س

Wolbachia pipientisـاين دست.  رفتـ نام گƽه از باکترƽها 

 ق سيتوپلاسم انتقال پيدا  هستند که از طريريکتزياگرم منفي، 

ولي توارثي در ـهاƽ داخل سلنند و باعث ايجاد عفونتـکمي

هاƽ ها در بافتاين باکترƽ. شوندبسيارƽ از ميزبانان بي مهره مي

طيف وسيعي از بندپايان يافت ) هاتخمدان و بيضه(توليد مثل 

ها باعث ايجاد شمارƽ تغييرات توليد اين باکترƽ). ۱(شوندمي

ازگارƽ ـامل ناسـيرات شـتغي. شوندان ميـزبانانشـي در ميـلمث

بين ) Cytoplasmic incompatibility=CI(سيتوپلاسمي 

سازƽ ژنتيکي هاƽ مرتبط، القاء پارتنوژنز و مؤنثگونه ها وسويه

 نرهاƽ دهد کهاين حالت زماني رخ مي. است) ۱شکل(نرها، 

ها سويه متفاوتي  يا مادهگيرƽ  کنند،هاƽ سالم جفتآلوده با ماده

 اين لهوسي  بهW. pipientis. دنرا حمل نماي W. pipientisاز 

هاƽ ميزبان، بدون نياز به انتقال تواند بين جمعيتمکانيسم مي

تي، ممکن است از اين ـنين حالـدر چ. تشار يابدـي ، انـعرض

ƽحشراتي ها بين جمعيتژنها به منظور حمل ترانسباکتر ƽها

اهميت پزشکي دارند، به منظور ايجاد تداخل وهمچنين کنترل که 

  ).۳،۲( استفاده شود انتقال انگل،

مندƽ اين توصيفات و تغييرات توليد مثلي ميزبان باعث بهره

ولباکياها بسيار وسيع الطيف . شودباکترƽ از مزاياƽ انتخابي مي

% ۲۰طي مطالعات اخير اين باکترƽ در بيش از ). ۳،۱(هستند 

هاƽ ناقل بيمارƽ هاƽ حشرات، از جمله در پشه خاکيگونه

  ).۵،۴(طور طبيعي پيدا شده است ليشمانيوز، به

جر  ـ ميشمانياـ ليلـناق يـوس پاپاتاسـفلبوتوماکي ـه خـپش

)Leishmania major (   روستائي در ƽعامل ليشمانيوز جلد ،

واحي  در ناين پشه خاکي چندين آربوويروس را هم. انسان است

 غربي تا نهخشک آفريقاƽ شمالي و آسياƽ غربي از مديترا

محققين باکترƽ داخل سلولي شبه ). ۶،۷(دهد بنگلادش انتقال مي

ها با استفاده از  را در پشه خاکيW. Pipientisريکتزيايي 

RNA ƽو با تکثير قطعات ژن ) PCR(اƽ پليمرازواکنش زنجيره

 ولباکيا پروتئين سطحي و نيز ژن) 16s) 16s rDNAريبوزومي 

 )wsp(اند ، شناسايي کرده)۷-۱۰.(  

 :هامواد و روش
 از تله چسبان، تله ها از مناطق تحت مطالعه با استفادهپشه خاکي

آورƽ شدند  و آسپيراتور صيد و جمعCDCقيفي، تله نوراني 

 لهوسيها بهپشه خاکي). ۷) ( نقشه مناطق مورد مطالعه۲شکل (

قرار دادن در فريزر کشته شده و سپس در الکل دود سيگار و يا 

هاƽ مولکولي ابتدا در ها جهت آزمايشنمونه. قرار گرفتند% ۹۶

.  درجه نگهدارƽ شدند-۲۰درجه و سپس درفريزر+ ۴يخچال 

ها به داخل يخ در ظروف پترƽ ها از داخل لولهپشه خاکي

 منتقل شده مايع ظرفشوئي در آب استريل،%  ۱اƽ، حاوƽ شيشه

 سپس با .شدندمي دارƽو به مدت دو دقيقه در اين حالت نگه

در آب استريل را خالي نموده و پس از % ۱سمپلر مايع ظرفشوئي 

ها به مدت پنج دقيقه در آب استريل براƽ قرار دادن پشه خاکي

 x 1هر پشه خاکي روƽ يک قطره . شدندمرحله دوم شستشو مي

TEالام تميز زير لوپ بررس ƽبدن . شدي مي در رو ƽسر و انتها

تشريح  DNAجهت شناسايي جدا و مابقي جهت جدا كردن 

  ).۱۲, ۱۱،۷(شدند مي

 extraction) و خالص ƽجداساز ƽسازDNA (ها پشه خاكي

انجام گرفت ) ۱۹۹۱( و همکاران Readyبا استفاده از روش 

)۱۳ .(  

 به غير از سر و دو بنـد       (هاƽ حاوƽ بدن پشه خاكي        ميكروتيوب

−°Cداخل فريزر   ) انتهايي شكم   به دماƽ آزمايشگاه منتقـل      20

منظور ايجاد شوك فيزيكي جهـت  بهتـر لـه           اين عمل به  . شدمي

 ميكروليتر از   ۵۰مقدار  .  شد بار تكرار مي   ۲شدن بدن پشه خاكي     

 داخل ميكروتيوب ريختـه و بـا نـوك    Grinding Mixمحلول 

 ميكروليتـر  ۵۰سـپس  . شـد لاً له ميسرسمپلر بدن پشه خاكي كام   

در )  ميكروليتـــر۱۰۰در مجمـــوع  (G.Mمـــابقي از محلـــول 

 SDS ميكروليتر از محلول ۱۰مقدار .  شدميكروتيوب ريخته مي

mix     هـا  ميكروتيوب تمامي  .  گرديد به هر ميكروتيوب اضافه مي

 shortگرديـد  ثانيه سانتريفوژ مـي ۱۰و به مدت  شدورتكس مي

spin)  . دقيقـه در بـن      ۳۰-۴۵ها بـه مـدت      امي ميكروتيوب تم 

هـا،  بـه منظـور كـاهش دمـاƽ نمونـه         . شـد مارƽ قرار داده مـي    

          دقيقـه در دمـاƽ آزمايـشگاه قـرار         ۵هـا بـه مـدت       ميكروتيوب

 (KOAC) ميكروليتر محلول استات پتاسـيم       ۳۰گرفتند و بعد    مي

ترتيـب   بـه  هـا مجدداً ميكروتيوب . شد مولار به  آنها اضافه مي      ۸

 ۴۵-۱۲۰مـدت   شدند، سـپس بـه     مي ورتكس و سانتريفوژ كوتاه   



 ۵۵/  همكاران و                                                        پرويز پرويزƽ)     ۱۳۸۸زمستان  ۴ شماره۳سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 
  
  

هـا بـا دور     نمونـه . ندـگرفتده قرار مي  ـرد ش ـدقيقه داخل يخ خ   

rpm ۱۳۰۰۰     محلـول  . شـدند  دقيقه سـانتريفوژ مـي     ۳ و به مدت

هاƽ جديد  شد و به ميكروتيوب   روئي با استفاده از سمپلر جدا مي      

% ۹۶ ميكروليتـر اتـانول      ۳۰۰. ريدندگو كدگذارƽ شده، منتقل مي    

هـا اضـافه    به ميكروتيـوب  ) شوددرون فريزر نگهدارƽ مي   (سرد  

 در فريـزر  (over night)ها در تمـام طـول شـب    نمونه. شدمي

C°− ها  از فريزر    صبح روز بعد نمونه   .  شدند نگهدارƽ مي  20

ها بـا دور    ميكروتيوب. شد تا از سرماƽ آن كاسته شود      خارج مي 

rpm ۱۳۰۰۰   محلـول  . شـدند  دقيقه سانتريفوژ مـي ۳۰ و به مدت

 ۵۰۰شـد و    ها با كج كـردن، دور ريختـه مـي         رويي ميكروتيوب 

ــانول   ــر ات ــوب  % ۷۵ميكروليت ــه رس ــه  DNAب ــود در ت  موج

هـا را تكـان مختـصرƽ        ميكروتيوب .شدها اضافه مي  ميكروتيوب

. شدندنتريفوژ مي  دقيقه سا  ۵ به مدت    rpm ۱۳۰۰۰داده و با دور     

ارج خ ـها با كج كردن     مجدداً الكل رويي موجود در ميكروتيوب     

صورت وارونه بر روƽ كاغـذ      ها را به  سپس ميكروتيوب . شدندمي

شد تا هيچگونـه الكلـي      خشك كن يا دستمال كاغذƽ کشيده مي      

در تمـام   . شـد  بـار تكـرار مـي      ۳اين مراحل   . در آنها باقي نماند   

 دقيقه در دمـاƽ آزمايـشگاه       ۲۰-۳۰به مدت   ها باز و    ميكروتيوب

گرفت تا داخل آنها خشك شود و الكل موجود در آنهـا            قرار مي 

به منظور جلوگيرƽ از قرارگرفتن گرد و غبـار         . کاملا تبخير گردد  

ها يك دستمال كاغذƽ بر روƽ آنها قـرار داده          درون ميكروتيوب 

 ۱۵پس از كسب اطمينان از تبخيـر شـدن كامـل الكـل،              . شدمي

بـه تـک   . شـد  به تمام آنها اضافه مي1X TE bufferميكروليتر 

 ها تكان مختصرƽ داده و سپس سانتريفوژ كوتـاه        تک ميكروتيوب 

ها به مـدت    ميكروتيوب). شد بار اين عمل تكرار مي     ۴(شدند  مي

گرفت و بعد براƽ اسـتفاده       دقيقه در دماƽ آزمايشگاه قرار مي      ۱۰

 و  بـراƽ اسـتفاده بلنـد         C°4ال  ها در يخچ ـ  كوتاه مدت، نمونه  

−°Cمدت در فريزر    .   نگهدارƽ مي شدند20

  
  
  
  
  
  

  
  بندپايان  درلباکياوناسازگارƽ سيتوپلاسمي القائي: ۱ل كش

  

  

  



  ...Wolbachia pipientisباکترƽ داخل سلولي   16S rRNA   و wspفرايند جداسازƽ دو ژن / ۵۶

  

  
  ولباکياآورƽ شده جهت تعيين آلودگي هاƽ جمعمناطق مورد مطالعه پشه خاکي: ۲شکل 

  

  

ها با  يـه خاک ـشـ در پ  اکياـولبترƽ  ـاکـود ب ـن وج ـعييـراƽ ت ـب

ـــاس ـــرايـاده از پـتفـ ـــاƽ عـمرهـ ــهwspي ـمومـ ــام  بـ                 نـ

81F (forward)ـوکلئوئيدهـ ن باƽا 

 (5´TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC 3´) و 

  اƽـدهـئوئيـوکلـ با ن691R (reverse)مر ـرايـز پـيـن

 (5´ AAAAATTAAACGCTACTCCA 3´)ک قطعـه  ي

مرها ـاب پرايـــدون احتــسـ، بــ(base pair) ۵۵۰کــه حــدود 

ƽ ريبـوزومي    RNAراƽ  ژن    ـ ب . ندـافتـير ي ـکثـد، ت ـاشـبيـم

)(16 s rDNAبــهـ،  از پــ ƽنــام رايمر)(forward 99F بــا  

  اƽـدهـوکلئوئيـن

   (5´TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT 3´)   و

ــز ــر  نيــ ــا نوکلئوئreverse 994R)(پرايمــ ــدهاƽ  بــ يــ

(5´GAATAGGTATGATTTTCATGT 3´) ــتفاده   اس

  از کنتـرل     PCRجهت اطمينان از کارکرد درسـت       ).  ۹،۵(شد  

هايي که توسط پرويـزƽ و همکـاران در         نمونه پشه خاکي  (مثبت  

 Natural History Museumها و مطالعـات قبلـي در   بررسي

ژن  ها داراƽ ميـزان بـالاƽ  اين نمونه. انگلستان انجام گرفته است

wsp   عنـوان کنتـرل مثبـت در ايـن مطالعـه  مـورد        هستند که به

 از کنتـرل    PCRو اطمينان از عدم آلودگي      )  استفاده قرار گرفتند  

 بـدون کلـون     PCRمحـصول   . شداستفاده مي ) آب مقطر (منفي    

  .طور مستقيم تعيين توالي گرديدکردن و به

 خالص براƽ هر نمونه جهت تعيين DNAيکصد نانوگرم از 

 ™BI Prism® Big Dye و يا اسيد آمينه با کيتDNAتوالي 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 

 sequencing systems (ABI, PE 373/377( و دستگاه  
Applied Biosystems  جهت ). ۱۴( مورد استفاده قرار گرفت

ها و تنظيم توالي و  براƽ تمام نمونهDNAوارد کردن توالي  

طابقت کردن نوکلئوتيدها با کروماتوگرافي هر نمونه، از نرم م

 SequencherTm 3.1.1 software (Gene Codesافزار 
Corporation). فيلوژنتيکي نيز از .   استفاده شد ƽآناليزها ƽبرا

 و Phylogenetic Analysis Using Parsimonyنرم افزار 

  ).۱۵( استفاده شد PAUP*يا 

  

  :هايافته

ƽو در يـوس پاپاتاسـفلبوتومه خاکي ـ در پشياـ ولباکباکتر 

هاƽ متفاوت، از نظر زيستگاه طبيعي و مناطق مختلف جمعيت

هاƽ مولکولي ، اين فاده از فناورƽـبا است.  دـي شـايران ،  بررس

با استفاده از ).  مناطق مورد مطالعه۲شکل (باکترƽ جدا شد 

ƽفناور PCR ن ژ  ƽ16هاs rDNAوتئين سطحي  و ژن پر

             در پشه مذکور تکثير يافت و آلودگي به  ) wsp (ولباکيا

 W. Pipientis  درصد در مناطق مورد مطالعه ۱۰۰ تا ۷۵بين 
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 هم در مناطق اندميک بيمارƽ ولباکياآلودگي به .  مشخص شد

 روستا در اصفهان و نيز مناطق غير اندميک ۴ليشمانيوز در 

 پشه خاکي  ).۱جدول (رج يافت شد بيمارƽ در همدان و ک

 ولباکيا wsp که بر اساس تکثير قطعه ژن فلبوتوموس پاپاتاسي

 ƽ16مثبت بود، با استفاده از پرايمرهاs rDNA اين ژن ƽبرا ،

 مثبت 16s rDNA ژن عهفقط يک پشه براƽ قط. نيز مثبت بود

  . مثبت  نبودwspبود اما براƽ قطعه ژن 

 صيد فلبوتوموس پاپاتاسيخاکي  يک نوع هاپلوتايپ در پشه 

شده از ايران، مستقل از منشاء ژئوگرافي و از نظر زيستگاه طبيعي 

ƽ همه. مناطق مختلف مورد مطالعه در ايران، تشخيص داده شد

فلبوتوموس  تکثير يافته از پشه خاکي wsp ژني ۀ قطع۱۲۴

 مستقيماً تعيين توالي شدند و فقط يک هاپلوتايپ منفرد پاپاتاسي

 16s rDNA توالي ۱۲۳ مهبا تعيين توالي مستقيم ه. يافت شد

 ايراني، يک هاپلوتايپ هاƽفلبوتوموس پاپاتاسيتکثير شده از 

      ک و زيستگاه بدست آمدـاء ژئوگرافيـه به منشـفرد با توجـمن

هاƽ هر دو توالي).  در بانک ژنEU780684شماره دسترسي (

سيد و شماره دسترسي  ژن نيز در بانک جهاني ژن به ثبت ر

EU780684 ژن پروتئين سطحي ƽدر بانک جهاني ژن برا 

 در اين بانک EU780683، و شماره دسترسي  )wsp (ولباکيا

  .  ثبت گرديد16s rDNAبراƽ ژن  

  

  

  پشه خاکي جدا شده با دو روش مولكولي در W. pipientisتوزيع فراواني مطلق  و نسبي  : ۱جدول 

   صيد شده به تفکيک  مناطق  مختلف ايرانسيفلبوتوموس پاپاتا 

درصد  نواحي مورد بررسي

     موارد مثبت

16s 
rDNA 

  موارد مثبت

16s rDNA  

كل موارد بررسي 

  با روش

PCR)16s 

rDNA(  

درصد 

 مثبت موارد

wsp  

 موارد مثبت

wsp  

تعداد موارد بررسي 

 با روش

(wsp)PCR 
 استان منطقه

  اصفهان  شاپورآباد  ۳۴  ۲۷  ۴/۷۹  ۳۴  ۲۷  ۴/۷۹

  اصفهان  حبيب آباد  ۵۸  ۴۱  ۷/۷۰  ۵۸  ۴۰  ۲/۶۸

  اصفهان  خُرزوق  ۳۲  ۲۴  ۰/۷۵  ۳۲  ۲۴  ۰/۷۵

  اصفهان  زردجان جي  ۲۲  ۱۵  ۲/۶۸  ۲۲  ۱۵  ۲/۶۸

  همدان  همدان  ۱۶  ۱۴  ۵/۸۷  ۱۶  ۱۴  ۵/۸۷

  تهران  کرج  ۳  ۳  ۰/۱۰۰  ۳  ۳  ۰/۱۰۰

۵/۷۴  ۱۲۳  ۱۶۵  

  

    جمع  ۱۶۵  ۱۲۴  ۲/۷۵

   

  

 
  :بحث

درصد  و ۲/۷۵از   به ترتيب 16s rDNA  و wspقطعات ژني  

 تکثير و فلبوتوموس پاپاتاسيهاƽ  درصد از  پشه خاکي۵/۷۴

براƽ هر ژن  فقط يک هاپلوتايپ منفرد يافت . تعيين توالي شدند

  .شد

با ) (بدون احتساب پرايمرها(wsp 546 bp  ƽهاپلوتايپ ژن 

ابل ير قـکه غ) ک ژنـ در بانEU7800683رسي ـشماره دست

است، ) W. pipientis) wPap  يه سوAتشخيص از  گروه 

 از کرانه باخترƽ رود اردن فلبوتوموس پاپاتاسيپيش از اين از 

با شماره (و هند ) AF237883با شماره دسترسي در بانک ژن (

اين . ، بدست آمده است)AF237882دسترسي در بانک ژن 

جود از اسپانيا و هاƽ موƽ پشه خاکينتيجه  پس از مقايسه با همه

هايي اƽ از دو تا سه دسته از پشه خاکيايران و همچنين مجموعه

 را داده AF237883که توالي شماره دسترسي در بانک ژن 



  ...Wolbachia pipientisباکترƽ داخل سلولي   16S rRNA   و wspفرايند جداسازƽ دو ژن / ۵۸

  

لبوتوموس ـفها از واليـاير تـس). ۹و۶،۷(بودند بدست آمد 

هاƽ آزمايشگاهي پرورش هايي جدا شد که در کلونيپاپاتاسي

 و Cui مشابه، wspتفاده از پرايمرهاƽ ژن با اس. داده شده بودند

  بوتوموسـفلƽ را از bp 600دوداً ـاƽ حطعهـکارانش قـهم

آورƽ شده از کرانه باخترƽ رود اردن، شمال هاƽ جمعپاپاتاسي

  البته. صحراƽ سينا در مصر، و عربستان صعودƽ تکثير کردند

در اصل اين طور . ها هيچ توالي جديدƽ را گزارش نکردندآن

در ) C/T( يک باز مبهم wPapگزارش شد که هاپلوتايپ 

ک ـترسي در بانـماره دسـش(دارد ۱۰۲ ئوتيدـيت نوکلـموقع

 در اين موقعيت در کار Cاما، يک باز ). AF020082)( ۴ژني

توالي . هاƽ ديگر يافت شدحاضر و همچنين در تمام بررسي

16s rDNA854 هاپلوتايپ ما با bp ) بدون احتساب پرايمرها (

 چهار طهواس به ) در بانک ژنيEU780683شماره دسترسي (

 جايگزيني از آن چه که - اƽ و وقوع سه جهش حذفجهش نقطه

 و همکارانش يافت شده بود، متفاوت بود O'Neillقبلاً توسط 

 بدست ولباکيا16s rDNA ƽهاƽ توالي جديد با توالي). ۳،۱۸(

ترسي ـاره دسـشم(د ـسه شـرات مقايـاير حشـده از سـآم

EU780684توان ارتباطات فيلوژنتيکي را مي).  در بانک ژني

                            PAUPهاƽ قرابتي و نيز استفاده از استفاده از الگوريتمبا

)Phylogenetic Analysis Using Parsimony  ( تائيد کرد

فيلوگرام بدست آمده توسط يک آناليز، الحاق مجاور در ). ۱۵(

 انتهايي، مشابه خه را روƽ شافلبوتوموس پاپاتاسيدو توالي از 

  .، جايگزين کرده استW. pipientis سويه هاA ƽگروه 

 نشان داد که 16s rDNA مطالعات فيلوژنتيکي با استفاده از 

دور از نظر (ر واگرا هاƽ بسيا از ميزبانW. pipientisهاƽ سويه

 Ehrlichia ته مونوفيلتيک، مرتبط با دستهاز دس) قرابت ژنتيکي

 16sژن ). ۸،۵(باشد  ميProteobacteria از α خهدر زير شا
rDNAتوالي حفاظت شده   ƽاست که نه تنها جايگزار ƽا

کند بلکه باعث افتراق هاƽ باکتريايي را مجاز ميفيلوژنتيکي گونه

به ). ۲،۳(شود  ميB و A به دو گروه W. pipientisفيلوژنتيکي 

، جهت بهبود افتراق wspتر به ژن تازگي به دليل دسترسي سريع

.  استفاده شده استW. pipientisهاƽ فيلوژنتيک بين دسته گونه

يم ـروه تقسـرگـ زي۱۲و ) A-D(ار اين نظر  به چهار گروه 

ي ـايـهآن ابهـ مشB و Aاƽ ـهگروه). ۱۶، ۸ ،۳(ده است ـش

 W. pipientis  هاƽهـƽ سوي16s rDNA لهوسيهستند که به

ها و سخت پوستان شناسايي تـرات، مايـبدست آمده از حش

هاƽ ويهـوط به سـ مربD و Cاƽ ـهکه گروهـدر حالي. شده بود

ش از اين، ـپي. تـيلاريال اسـاتودهاƽ فـده از نمـت آمـبدس

رار ـدف قـ با هW. pipientisفرد از ـکي منـ ژنتييهوـيک س

شي ايران و ـهاƽ وحفلبوتوموس پاپاتاسي در wspدادن ژن 

ر دو ـک يا هـتمال که اگر يـاما اين اح. اسايي شدـپانيا شنـاس

هاƽ اختصاصي را ابراز کنند، ساير هاپلوتايپ ،PCRمرهاƽـپراي

ها ممکن است از بين بروند، وجود داشت و باقي ماند سويه

 يا ساير 16s rDNAهاƽ مشابه، تکثير  در موقعيت).۱۷،۱۶(

هاƽ دو گانه را قطعات ژني گاهي اوقات امکان شناسايي آلودگي

  هاƽبنابراين، ما در گزارش حاضر آلودگي). ۳(کند ايجاد مي

W. pipientisوحشي   در پشه خاکي ƽفلبوتوموس پاپاتاسيها 

 جستجو wsp ژن ۀ بعلاو16s rDNAگيرƽ ژن را از طريق هدف

 از ايران مجدداً بررسي فلبوتوموس پاپاتاسيهاƽ جمعيت. کرديم

ما اين . شدند، که فقط يک هاپلوتايپ براƽ هر ژن بدست آمد

 از 16s rDNAزنيم که قطعات طور استنباط کرديم و حدس مي

 ، و بنابراين wspمنشاء باکتريايي مشابه هستند، مثل قطعات ژن 

ا وجود طيف بسيار وسيع آن، فقط يک شود که بنتيجه گيرƽ مي

هاƽ پشه خاکي يافت  در گونهW. pipientis از A گروه يهسو

 فلبوتوموس پاپاتاسيبراƽ يک کلوني آزمايشگاهي . شودمي

فاوتي از ـوالي متـرانه باخترƽ رود اردن، تـبدست آمده از ک

16s rDNA توسط O'Neill و ) ۳( و همکارانش گزارش شد

 و Zhou نيز توسط wsp متفاوت از ژن هاپلوتايپ يک

 ثانويه يهاين ممکن است يک سو). ۸(همکارانش گزارش شد 

 يافت شده در خاورميانه را نشان دهد، اما W. pipientisاƽ از 

به اين دليل ).مصنوعي باشند(ها ممکن است حقيقي نباشند توالي

که نه تنها از يک کلوني آزمايشگاهي فلبوتوموس پاپاتاسي 

هيچ . اندها فقط يکبار تعيين توالي شدهاند بلکه آندست آمدهب

 هاƽفلبوتوموس پاپاتاسي در W. pipientisتنوع ژنتيکي سويه 

 ، که اغلب پلي مورفيک wspوحشي يافت نشد حتي براƽ ژن 

ها سازگار بوده و هاƽ جمعيت پشه خاکياين با يافته). ۴(است 

  . باشدمغاير نمي

Cuiآلودگي  و همکارانش  ƽرا در سه دسته کلوني ولباکياها 

 بدست آمده از کرانه باخترƽ فلبوتوموس پاپاتاسيآزمايشگاهي 

اما در يک . رود اردن، مصر و عربستان صعودƽ پيدا کردند

 و Kassem). ۴(آورƽ شده از اردن يافت نشد کلوني جمع

 بدست آمده از مصر فلبوتوموس پاپاتاسيهمکارانش دو کلوني 

 نشان دادند که هاآن. ƽ ولباکيا مورد بررسي قرار دادندرارا ب

آورƽ شده از شمال صحراƽ سيناƽ مصر آلودگي هاƽ جمعپشه

اند، در حاليکه پشه بدست آمده   را در خود جاƽ دادهولباکيايي

 ).۱۰(اين آلودگي را نداشت )  Alexandria( از اسکندريه 
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طور ه خاکي بهـن پشهاƽ ايتـي جمعيـد که برخشگيرƽ جهـنتي

  . اندجغرافيائي ايزوله شده

طور اکيد در ارتباط با اندميک بودن  بهW. pipientisالبته وجود 

ZCL) نوع روستائي ƽليشمانيوز جلد ƽبه اين .نيست) بيمار 

 بدست فلبوتوموس پاپاتاسيهاƽ دليل که اين باکترƽ در جمعيت

). ۷( شده است آمده از نواحي غير اندميک ايران نيز يافت

 ƽفلبوتوموس پاپاتاسيآلودگي بالا ƽتواند به  ميولباکيا به باکتر

دليل خصوصيات فيزيولوزيک و اکولوزيک اين پشه در توانايي 

هاƽ بعدƽ اين پشه حفظ و نگهدارƽ اين باکترƽ و انتقال به نسل

هاƽ ديگر پشه خاکي يا اصلا آلودگي زيرا در گونه. خاکي باشد

 ƽما .  ديده نشده و يا موارد بسيار کمتر بوده استکياولباباکتر

همچنين . در پروژه تحقيقاتي اخير اين موارد را مشاهده نموديم 

 ƽعلي رغم تحقيقات گسترده در سطح جهان تاکنون در پشه ها

 .اند بيابندرا نتوانسته ولباکياباکترƽ )مالاريا بيمارƽ ناقلين(آنوفل

ƽپاپاتاسي فلبوتوموسآلودگي بالاƽدر گزارشات ولباکيا به باکتر 

  ).۹،۱۰(محققين در ديگر نقاط جهان نيز ديده شده است 

  

  :گيرƽنتيجه

شاء ـاه و منـگستـدريايي، زيـلوتايپ ميتوکنـه به هاپـبا توج

تواند به  ميفلبوتوموس پاپاتاسيژئوگرافيکي، مشخص شده که 

W. pipientisوسيع يهبا يک سودر غير اينصورت .  آلوده نباشد 

 خود، احتمال استفاده بهاين امر  به نو. الطيف معمول آلوده باشد

 را جهت W. pipientis ژنتيکي ۀاز فقط يک سويه تعريف شد

 در ليشمانياهايي براƽ ايجاد تداخل در انتقال )ترانسژن(حمل ژن 

 تئورƽ کلي، اين يهبرپا. هاƽ پشه خاکي، بالا مي بردميان جمعيت

 CIپ ـبور است فنوتيـکي مجــ ژنتيۀدـف شـ تعريهـيوـس

       ن ـريع بيـشار سـظور انتـه منـرا ب )وپلاسميـازگارƽ سيتـناس(

نشان ها فلبوتوموس پاپاتاسيهاƽ پشه خاکي وحشي، در جمعيت

ها همانطور که گفته شد مجبورند با نوع همچنين پشه. دهد

 CI  اگر چه بايددـونـوده شـ آلW. pipientis يهوـي سـوحش

  .ناسازگارƽ سيتوپلاسمي نشان دهند

 ژن يا ترانسژن     ۀعنوان يک سيستم انتقال دهند     به ولباکياتوان از   مي

هاƽ هدف را   بدين صورت که ژن   . استفاده کرد ) هاپشه(حشرات  

توسط علم مهندسي ژنتيک طراحي و سنتز نمود و سپس به داخل            

ه داخـل جمعيـت حـشره وارد        منتقل کرد، و آن را ب      ولباکياژنوم  

ها اين کار در جهت کنترل بيولوژيک و مبارزه با انواع انگل          . کرد

هاƽ منتقله توسط بندپايان بسيار مفيد و مـؤثر خواهـد           و ويروس 

  ). ۱۹، ۱۳. (بود

  

                         

  :تقدير وتشکر

نويسندگان مقاله از همکـارƽ صـميمانه آقـاƽ مهـدƽ باغبـان و             

ز همکاران آزمايشگاه سيستماتيک مولکولي که در جمع        همچنين ا 

بودجه ايـن   . نماينداند، تشکر مي  آورƽ نمونه کمک شاياني نموده    

پاستور ايران بـه طـرح      تحقيق از محل اعتبارات پژوهشي انستيتو     

  .  دکتر پرويزƽ تامين گرديده است۳۶۶مصوب 
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