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  مقاله پژوهشي
  

 در لام هاي رنگ آميزي PCR-RFLPانگل ليشمانيا با استفاده از تكنيك  تعيين هويت
  شده مربوط به بيماران و جوندگان مخزن ليشمانيوز جلدي در شهرستان دامغان

    

   ** ارشاديمحمدرضا يعقوبيدكتر ، ***محمدعلي عشاقيدكتر ،  **ياور راثيدكتر ، *صادق محمدي ازني
  *******زينب نوكنده، ******هما حجاراندكتر ، *****محمدرضا عبايي، ****مهدي محبعلير دكت

  
  30/8/89:   ،  پذيرش    2/5/89  :دريافت 

  

  :چكيده
اين بيماري در بيش از نيمي از استان هاي ايران به .  ليشمانيوز يكي از مهمترين بيماري هاي عفوني جهان مي باشد:مقدمه و هدف

تشخيص مخازن بيماري و همچنين تعيين هويت نوع انگل در انسان در شناسايي جنبه هاي . ل بهداشتي مطرح مي باشدعنوان مشك
  .اپيدميولوژيك بيماري وارائه برنامه كنترل اهميت زيادي دارد

بررسـي بـر    . ست در شهرستان دامغان انجام شده ا      PCR-RFLP با استفاده از تكنيك      1387 اين مطالعه توصيفي در سال       :روش كار 
روي لام هاي رنگ آميزي شده با گيمسا مربوط به بيماران مشكوك به سـالك و همچنـين جونـدگان صـيد شـده در روسـتاهاي                           

 انگل از روي لام ها استخراج و بـا اسـتفاده از پرايمـر هـاي     DNA. آلوده كه از نظر اجسام ليشمن مثبت بوده اند انجام شده است          
  تحت هضم آنزيمـي PCRند و محصولات ه ا آزمايش شدPCR Conventional با روش ITS1ر قطعه اختصاصي ليشمانيا جهت تكثي

(HaeIII)قرار گرفته اند  .  
پـس از الكتروفـورز   . قـرار گرفتنـد  PCR-RFLP  نمونه ازجونده رومبوميس اپيموس مـورد آزمـايش   8 نمونه انساني و 25: نتايج

) عامل ليشمانيوز جلـدي روسـتايي     ( ليشمانيا ماژور    ، هاي انساني وجوندگان   لاممحصولات واكنش مشخص شد كه انگل موجود در         
  .مي باشد

 روش موثري جهت تعيين گونه انگل ليشمانيا در لام هاي رنگ آميزي شده با گيمسا كـه از انـسان    PCR-RFLP تكنيك   :نتيجه نهايي 
 انجـام تعيـين تـوالي، تـشخيص گونـه هـاي انگـل               ومخازن حيواني گرفته شده مي باشد و از مزاياي اين روش اين است كه بدون              

  .امكان پذير مي گردد ليشمانياي ايجاد كننده بيماري
   

 واكنش زنجيره اي پليمراز/ ليشمانيا / سالك  :كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
مجموعه اي از بيماريها     (Leishmaniose) ليشمانيوزها     

هستند كـه توسـط گروهـي از انگـل هـاي داخـل سـلولي         
.  ايجاد مـي شـوند     (Leishmania)مربوط به جنس ليشمانيا   

  حـدود   گونه انگل ليشمانياي شناسـايي شـده ،        30از بين   
  
  
  
  
  
  

  . )1( گونه از نظر پزشكي ودامپزشكي اهميت دارند10
تظاهرات اين بيمـاري بـه سـه شـكل اصـلي جلـدي،                    

به علت  ). 2( مخاطي قابل مشاهده است    -احشايي و جلدي  
 اين بيماري از نظر بهداشتي دارد، همواره مورد         اهميتي كه 

  در حـال حاضـر    . توجه سازمان جهاني بهداشت بوده است       
  
  
  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )sadegh_azni@yahoo.com(  دانشگاه علوم پزشكي سمنانمركز بهداشت دامغانپزشكي  كارشناس ارشد حشره شناسي *

  داشت دانشگاه علوم پزشكي تهراندانشكده بهپزشكي استاد گروه حشره شناسي  **
  دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهرانپزشكي دانشيار گروه حشره شناسي  ***

  استاد گروه انگل شناسي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران ****
  دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهرانپزشكي عضو هيأت علمي گروه حشره شناسي  *****

  دانشيار گروه انگل شناسي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران ******
  دانشگاه علوم پزشكي سمنانكارشناس ميكروبيولوژي مركز بهداشت دامغان  *******
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 كشور جهان در قاره هاي آسـيا، اروپـا، آفريقـا و         88حداقل

شـيوع  . آمريكا به انواع مختلف اين بيماري آلوده مي باشند       
 ميليون مورد گزارش شده است و ميزان بـروز          12- 14آن  
  ).3،4( ميليون مورد است5/1-2اليانه آن حدود س

ليشمانيوز دربيش از نيمي از استان هاي كشور ايـران                
هزار مورد بيمـاري گـزارش             20وجود دارد وساليانه بيش از    

 ).5(مي شود
 )شهري( خشك  به دو شكل   در ايران  ليشمانيوز جلدي       

ايي كه در   در نوع روست  . ديده مي شود  ) روستايي(مرطوب و
اثر ليشمانيا ماژور بوجود مي آيد جوندگان به عنوان مخزن          
مطرح هستند و ناقل اصلي بيماري پشه خاكي فلبوتوموس         
پاپاتاسي است اما در نوع شـهري كـه عامـل آن ليـشمانيا              
تروپيكا است مخزن اصـلي بيمـاري انـسان و ناقـل اصـلي              

ــه ).  2،6،7(فلبوتومــوس ســرژانتي مــي باشــد ــا توجــه ب ب
صوصيات بيولوژيــك انگل،مخــازن ونــاقلين روش هــاي خــ

مبارزه با اين دو نوع بيماري متفاوت مي باشد لذا شناسايي 
گونه انگل و درنهايت نوع بيمـاري در برنامـه ريـزي هـاي              

  ).2،8(بهداشتي اهميت بسزايي دارد
با مشاهدات ميكروسكوپي لامهاي رنگ آميزي شده با              

ودگي وحضور انگل پي برد امـا       گيمسا مي توان به وجود آل     
 ).9،10(شناسايي دقيق گونه انگل امكان پذير نمـي باشـد         

ــشمانيوز و   ــاري لي ــشخيص بيم ــولي درت ــاي مولك روش ه
شناسايي گونه هاي انگل در سال هـاي اخيـر بـسيار رواج             

از مزاياي اين روش ها ايـن اسـت كـه حتـي بـا               . يافته اند 
 و گونـه انگـل را       تعداد كم انگل نيز آلـودگي را نـشان داده         

 از لامهاي DNAبا استخراج  لذا ميتوان .مشخص مي سازند 
رنگ آميزي شده با گيمسا وانجام واكنش هاي زنجيـره اي        

  ).10،11(انگل را تعيين هويت نمود) PCR(پليمرازي
جهت مطالعات مولكولي قسمت هـاي مختلـف ژنـوم                

  يكــي از ).11،12(انگــل ليــشمانيا اســتفاده مــي شــود    
 ژنتهاي ژنــوم كــه كــاربرد زيــادي دارد مربــوط بــه قــسم

 ITS1قطعـه تكثيـر  مي باشد كـه جهـت    (rDNA)ريبوزوم
(Internal Transcribed Spacer1)  در . استفاده مـي گـردد

 PCR بــه علــت يكــسان بــودن طــول محــصول ايــن روش
انساني  گونه هاي ليشمانياهاي بيماريزاي     براي ITS1قطعات

 انگـل   PCR-RFLPيـا روش    لازم است با تعيـين تـوالي و         
هزينـه بـالايي    تعيـين تـوالي     ). 13،14(تعيين هويت گردد  

  پيـشرفته   دارد و مستلزم ارسال نمونه ها بـه مراكـز علمـي     
  .كشـــدمي باشد كه حصول جواب چندين روز طول مي 

  
.  را نـدارد   ذكر شده  محدوديت هاي    PCR-RFLPاما روش   

ري از  اساس كار اين روش به اين صـورت اسـت كـه مقـدا             
هضم ( نمونه ها را با آنزيم هاي قطع كننده          PCR محصول
از آنجايي كه توالي نوكلئوتيـدهاي      . واكنش ميدهند )كننده
DNA       در گونه هاي مختلف انگل ليشمانيا يكـسان نيـست 

 توسط آنزيم هاي محـدود      DNAلذا الگوي حاصل از هضم      
كننده يكـسان نبـوده ومنجـر بـه پلـي مورفيـسم متمـايز               

كتروفورز مـي گـردد كـه بـراي هـر گونـه انگـل               درحين ال 
  ).13،15(ليشمانيا باند هاي خاصي مشاهده مي گردد

اين مطالعه به منظور تعيين هويت انگل ليـشمانيا بـا                 
 در لام هاي رنـگ آميـزي        PCR-RFLPاستفاده از تكنيك    

شده مربوط به بيماران وجوندگان مخزن ليشمانيوز جلدي        
  . صورت گرفته است1387سال در شهرستان دامغان در 

  :روش كار
اين بررسي بر روي لام هاي رنگ آميزي شده مربـوط                 

به زخم هاي انساني و همچنين  اسمير هاي تهيه شـده از             
اند  بوده اپيموس كه داراي انگل ليشمانيا  جونده رومبوميس 

لام هاي انساني از بيماران مشكوك به سـالك         .انجام گرفت 
شتي درماني مراجعه كـرده بودنـد گرفتـه         كه به مراكز بهدا   

. جوندگان نيز از اطراف روستاهاي آلوده صـيد شـدند          .شد
لام ها پـس از بررسـي ميكروسـكوپي از نظـر آلـودگي بـه                
اجسام ليشمن، براي انجام آزمايشات مولكولي تحت فرايند        

ــتخراج  ــتDNAاس ــرار گرف ــت  .  ق ــار از كي ــن ك ــراي اي ب
 )Bioneer,South Korea( از بافتDNAاستخراج مخصوص

  . استفاده شده است
ــن        ــهدراي ــدادمطالع ــساني و 25 تع ــه ان ــه 8نمون  نمون

بـراي تعيـين هويـت      . ازجونده مورد آزمايش قرار گرفتنـد     
 بـا برنامـه حرارتـي    Conventional PCRانگل از تكنيـك  
  ).13،16(زيراستفاده شد

1) Preheating: 95°C-5 min 
2) Denaturation: 94°C-30 s 
3) Annealing: 48°C-30 s 
4) Extension: 72°C-1 min 
5) Final Extension: 72°C-7 min 
6) Repeat 2 to 4 step: 35 cycles 

ــه     ــن مطالعــ ــه در ايــ ــار رفتــ ــاي بكــ ــر هــ  پرايمــ
ــامل  و LITSR(CTGGATCATTTTCCGATG)شــــــ

L5.8S(TGATACCACTTATCGCACTT) ــه  بودندكــ
ــه  ــشمانيا   ITS1قطع ــاي لي ــه ه ــام گون ــر را در تم   تكثي
  ).      13(مي كنند

  بر روي ژل آگارز يك درصد ، محصولPCRپس از انجام    
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سـپس بـر روي     . حاوي اتيـديوم برومايـد الكتروفـورز شـد        
دستگاه ايلوميناتور از باندهاي مشاهده شده عكس بـرداري     

 باند ايجاد شده براي ITS1از آنجايي كه با تكثير ناحيه. شد
  مي باشـد bp350-300يا بين تمام گونه هاي انگل ليشمان 

افتراق گونه ها غيرممكن خواهد بود لذا براي        ) 13،16،17(
 HaeIIIتعيين گونه انگل ليشمانيا از آنـزيم محدودكننـده          

استفاده شد كه    RFLPجهت) Dweik  شده توسط  يمعرف(
در انگلهاي  و كند مي قطعGG↓CC  قسمت در  راITS1توالي

 بـرش محلهـاي مختلفـي       ليشمانيا با توجه به تعداد نقطـه      
قطع خواهند شدكه پس از الكتروفورز، محصول به صـورت          

  ).13(باند هاي جداگانه بر روي ژل  قابل رويت مي باشد
 از حجم واكنش،    µl 25براي انجام اين واكنش به ازاي هر        

  :واكنشگرهاي زير با هم مخلوط شدند
    µl 20 با كيفيت مناسب rDNA تكثير  PCRمحصول  -1
 µl 5/2فر مخصوص آنزيم با -2
 )Unit 5معادل(µl1 به ميزانHaeIIIمحدودكننده آنزيم -3
 µl5/1آب مقطر  -4

 ثانيه با سرعت    5 بعد از تهيه مخلوط اصلي آن را به مدت          
 روغن  µl10سانتريفيوژ نموده وسپس      دور در دقيقه   8000
واكنش  اجزاي تبخير از جلوگيري جهت )Mineral Oil(معدني

 سـاعت در انكوبـاتور      8نمونه ها به مـدت      . شد به آن اضافه  
 µl10- 5بعد از اتمام واكنش.گرفت قرار سانتيگراد درجه 37

 bp50  دركنــار مــاركر ژنتيكــي PCR-RFLPاز محــصول 
در نهايت بعـد از     .الكترو فورز گرديد  % 5/2در ژل   ) فرمنتاز(

  .الكتروفورز از باندهاي ايجاد شده عكس تهيه شد
 از محـصول    lµ60ين تـوالي نمونـه هـا،        به منظور تعي        
PCR   دو نمونه انساني و يك نمونه جونده مربوط به تكثيـر 

ژن هدف آماده و با همكـاري شـركت آرمـين شـگرف بـه               
ايـن شـركت    .  كشور آلمان ارسـال گرديـد      Seqlabشركت  

نتايج تعيين توالي نمونـه هـا را بـه صـورت كرومـاتوگراف              
 صـحت تـوالي هـا و        جهت بررسي . وتوالي خطي ارائه نمود   

ــزار      ــرم اف ــا از ن ــحيح آنه ــت ص ــين هوي  BLASTتعي

(www.ncbi.nih.gov.org/blast)استفاده شد .  
 بـرروي تـوالي هـاي       HaeIIIجايگاه هاي بـرش آنـزيم           

بدست آمده وهمچنين توالي نمونه هـاي كنتـرل آزمـايش           
  امـــزاري به نـــــــاين بررسي با استفاده از نرم اف. شدند

)nebcuter http:/tools.neb.com/( Nebcuter شــد انجام  
و در نقشه فيزيكي قطعه تعيين تـوالي شـده محـل بـرش              

  . مشخص شدDNAآنزيمي روي مولكول 

  
  :نتايج
 نمونـه از    8نمونـه انـساني و    25بررسي ميكروسـكوپي          

كـه همگـي داراي   نـشان داد   جونده رومبـوميس اپيمـوس      
 هـا مـورد آزمـايش واكـنش      نمونـه .انگل ليشمانيا بوده اند  

 پس از انجام الكتروفـورز      ،زنجيره اي پليمرازي قرار گرفتند    
 bp350مشخص شد كه باند هاي ايجاد شـده درمحـدوده           

  ). 1تصوير(مي باشند
  

  
  

  ITS1 ژن PCRالكتروفورز محصول : 1تصوير 
 /MHOM(ليـشمانيا مـاژور اسـتاندارد    : 2 سـتون   ؛كنتـرل منفـي  : 1سـتون  

IR/75/ER(ــتون  ؛ ــتاندارد  : 3س ــا اس ــشمانيا تروپيك  ؛) MHOM/IR/99( لي
 سـتون   ؛) MCAN/IR/97/LON49(ليـشمانيا اينفـانتوم اسـتاندارد       : 4ستون
 : Mنمونـه هـاي جونـده و      : 9 و 8 سـتون هـاي      ؛نمونه هاي انساني    : 5 -7هاي

 Fermentas  جفت بازي100نشانگر 
  

 وانجام الكتروفورز مشخص شـد كـه        RFLPپس از واكنش    
هـاي  انـساني و نمونـه      هاي   هاي ايجاد شده در نمونه       باند

جونده مشابه باندهاي ليشمانيا ماژوراستاندارد مـي باشـند         
 مشاهده شـده انـد      bp140 و   bp 220كه به صورت دوباند     

در صورتيكه بانـد ايجـاد شـده بـراي نمونـه هـاي كنتـرل                
ليشمانيا تروپيكا و ليشمانيا اينفانتوم متفاوت بـا ليـشمانيا          

  ). 2تصوير(ر بوده استماژو
  

  
  ITS1 ژن PCR-RFLPالكتروفورز محصول : 2تصوير 

 /MHOM(ليـشمانيا مـاژور اسـتاندارد    : 2 سـتون   ؛كنتـرل منفـي  : 1سـتون  

IR/75/ER(ليــشمانيا تروپيكــا اســتاندارد  : 3 ســتون ؛)MHOM/IR/99 (؛ 
ــتون ــتاندارد   : 4سـ ــانتوم اسـ ــشمانيا اينفـ    ؛) MCAN/IR/97/LON49(ليـ

:  Mجونده و  نمونه هاي : 9 و 8 ستون هاي    ؛نمونه هاي انساني  : 5 -7ستون هاي 
 Fermentas  جفت بازي50نشانگر 
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پس از تعيين توالي و تـشخيص هويـت نمونـه هـا بـا                    
مشخص شد كه هرسه مورد از      BLASTاستفاده از نرم افزار   

انگل هاي تعيين توالي شده مربوط به گونه انگل ليـشمانيا           
 انگل هاي جداشده ITS1الي ژني قطعه تو. ماژور بوده است 

در بانك جهاني ژن ثبت شده اند كه بـا شـماره دسترسـي              
GQ466350  ــده و ــه جون ــه نمون ــوط ب  GQ466351-2 مرب

  .مربوط به نمونه هاي انسان  قابل رويت مي باشند
 برروي تـوالي    HaeIII بررسي جايگاه هاي برش آنزيم      

الي نمونه هاي كنترل     و همچنين تو   مطالعهنمونه هاي اين    
مثبت نشان داد كه انگل ليشمانيا ماژور داراي يـك نقطـه            
برش ، ليشمانيا اينفانتوم داراي دو نقطه بـرش و ليـشمانيا            

 bp 220لذا باند هاي  . باشد مي سه نقطه برش   داراي تروپيكا
  وbp80  وbp 60 براي ليشمانيا ماژور و باندهاي bp140و 

bp200           براي ليـشمانيا اينفـانتوم قابـل مـشاهده هـستند   .
باتوجه به جايگاه هاي برش آنزيم بر روي تـوالي ليـشمانيا            

 را خـواهيم    bp 20  ،55 ، 64 ، 200تروپيكا انتظار باند هـاي    
 و همپوشاني   bp 20داشت اما به علت كوچك بودن قطعه        

 كــه وزن مولكــولي نزديكــي bp 64 وbp 55دو قطعــه ي 
 قابل رويت bp 60و bp 200باند در محدوده دارند فقط دو 

باندهاي ايجاد شده بـراي هرسـه گونـه در تـصوير            .هستند
  . نشان داده شده است2شماره 

  :بحث
شناسايي جنبه هاي اپيدميولوژيك بيماري ليشمانيوز            

در ايـن   . جلدي جهـت ارائـه برنامـه كنتـرل ضـرورت دارد           
 ـ        الايي دارد   خصوص شناسايي انگل عامل بيماري اهميـت ب

چرا كه مشخص كننده نوع بيماري در يك منطقه خواهـد           
تشخيص دقيق گونه انگلهاي ليشمانيا با مـشاهده        ).18(بود

امكـان  لام هاي رنگ آميزي شده با گيمـسا         ميكروسكوپي  
پذير نيـست و بـراي تـشخيص گونـه نيـاز بـه جداسـازي                
انگل،كشت آن وتزريق به حيوان حساس آزمايشگاهي ويـا         

ه از روش ايزوآنزيم مي باشد كه انجام آنها وقت گير           استفاد
و پرهزينــه بــوده ومــستلزم تكثيــر انگــل بــه تعــداد زيــاد          

 كـه  PCR از جمله DNAروشهاي متكي بر  ). 19(مي باشد 
جهت تشخيص بيماري ليشمانيوز درسالهاي اخير بسيار از        
آن استفاده مي شود،محدوديت هاي فـوق را نداشـته و بـا             

بافت آلوده مي تـوان وجـود آلـودگي،    DNA  كمي ازمقدار
  ). 10،11،13،19(گونه انگل ونوع بيماري را تشخيص داد

اين مطالعه يك بررسـي جهـت تعيـين هويـت انگـل                   
  ليشمانيا در انسان وجوندگان مخزن  بيماري ليشمانيوز در 

  
شهرستان دامغان بوده است كه در اين بررسي ابتـدا بـراي            

هاي مطالعه و نمونه هاي استاندارد بـه منظـور          كليه نمونه   
  واكــنش هــاي زنجيــره اي پليمــرازيITS1تكثيــر ناحيــه 

)PCR( پــس از رويــت بانــدهاي ايجــاد شــده . انجــام شــد
هاي  نمونه و  حاضرمطالعهمشخص شد كه براي نمونه هاي       

استاندارد كه از گونه هاي مختلفي بـوده انـد بانـدهايي در             
شده است كه جهت تعيين گونه       تشكيل   bp 350محدوده  

 جهت تمايز گونه ها  RFLPلذا از روش    . كمكي نكرده است  
استفاده شده است كه نشان داد روش بسيار خـوبي جهـت           
تشخيص گونه هاي ليـشمانياي ايجـاد كننـده بيمـاري در            
ايران است، به طوريكه با مشاهده پلي مورفيسم ايجاد شده          

   اختـصاصي اسـت     در اثر هضم آنزيمي كه بـراي هـر گونـه          
پس از الكتروفورز محصولات    . مي توان به نوع انگل پي برد      

  مشخص شد كه باند هاي ايجاد شده بـراي           RFLPواكنش
نمونه هاي انساني وجونده مشابه هم بوده و بـراي آنهـا دو             

 مــشاهده شــده كــه bp140 و bp 220بانــد در محــدوده 
 مـاژور   مطابق با باند هاي ايجاد شده براي انگـل ليـشمانيا          

استاندارد بوده است كه مي توان نتيجه گيري كردكه انگل          
ليشمانيا ماژور در لام هاي رنـگ آميـزي شـده بـا گيمـسا            

به عبارتي افراد بيمار وجونده رومبوميس       .ندحضور داشته ا  
ايـن انگـل عامـل      .اپيموس به ايـن انگـل آلـوده بـوده انـد           

ليــشمانيوز جلــدي نــوع روســتايي اســت و در بــسياري از 
  ).2،20،21(كانونهاي ليشمانيوز ايران انتشار دارد

است  هرچندكه اين روش در مطالعات ديگر تائيد شده          
به منظور اطمينان بيشتر سه نمونه تعيين        بررسي اين در اما

 .است داشته  همخواني RFLPنتايج روش  با اند كه  شده توالي
به منظور   مي تواند روش بسيار مناسبيPCR-RFLPروش 

عيين گونه باشد وبا استفاده از اين روش در وقت وهزينـه            ت
كه ديگر نياز به مقدار   طوريه  ب آيد عمل مي  به جويي صرفه

  .نمي باشد   و همچنين تعيين تواليPCRزياد محصول 
مخزن بيمـاري در ايـن مطالعـه جونـده رومبـوميس                  

ايـن گونـه در منـاطق       .اپيموس تشخيص داده شـده اسـت      
شرقي ايران به عنوان مخزن اصلي بيمـاري      مركزي وشمال   

 ).2،22(ليــشمانيوز جلــدي روســتايي معرفــي شــده اســت
  در  بـا وفورنـسبتاً بـالا      مـوس ي اپ سيحضور جونده رومبـوم   

 ي هـا  تي ـتوسـعه فعال  فاصله بـسيار نزديـك بـا روسـتاها و         
 بيماري در منطقه كمك     شدن درمنطقه به بومي     يكشاورز

اري كنترل جوندگان   لذا جهت كاهش بروز بيم    . كرده است 
  .همواره مي بايست مد نظر قرار گيرد
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  :نتيجه نهايي
 كي ـ بـا اسـتفاده از تكن      ايشماني ـ انگـل ل   تي ـ هو نييتع     

PCR-RFLP   با گيمسا يـك      شده يزي رنگ آم  ي در لام ها 
روش دقيق و مفيدي مي باشد كه مي توان از آن در سـاير           

مزايـاي  يكـي از    .كانون هاي ليشمانيوز كشور استفاده كـرد      
اين روش اين است كه مي توان گونه هـاي ايجـاد كننـده              
. بيماري در ايران را بدون انجام تعيين توالي تـشخيص داد          

در اين روش نيازي به كشت انگل و يا تزريق بـه حيوانـات              
حساس آزمايشگاهي نخواهد بود و مـي تـوان مـستقيماً از            

  .روي لام رنگ آميزي شده جهت تعيين هويت اقدام نمود
  :سپاسگزاري

اين تحقيق درقالب پايان نامه دانـشجويي كارشناسـي             
ارشد رشته حشره شناسـي پزشـكي ومبـارزه بـا نـاقلين و              

پزشكي  علوم تحقيقاتي مشترك بين دانشگاه طرح همچنين
 انجام شده   29/10/1386 مورخ 6730تهران وسمنان با كد     

زشـكي  درپايان از مسئولين وكاركنان دانشگاه علوم پ       .است
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