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  چکيده

اين انگـل عامـل   . گونه و داراي گسترش جهاني است ۲۰دار، با تنوع بيش از اي تاژکياختهتكانگل  ليشمانيا ماژور  ..فاهدا

تـر از  هاي مولکولي براي تشخيص اين بيمـاري، حسـاس  استفاده از روش. در انسان است (CL)بيماري ليشمانيازيس پوستي 

هدف از اين . دليل شناسايي انگل زنده، داراي ويژگي بالايي استبه NASBAاستفاده از روش . هاي ميكروسكوپي استروش

در  NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) مطالعه، ارزيـابی تكنيـك مولکـولي ايزوترمـال    

  .تشخيص انگل زنده ليشمانيا در شرايط محيط كشت بود

از مرحله پروماستيگوت به عمل آمد و از  RNA، تخليص RPMIپس از تکثير انگل در محيط اختصاصي   ..هاهامواد و روشمواد و روش

بانـد حاصـل از تکثيـر ايـن ژن     . در تشخيص انگل زنده استفاده شـد  NASBAبراي ارزيابي روش  18s rRNAتكثير ژن 

    .اختصاصي، روي ژل آگارز مورد مطالعه قرار گرفت

ژن . بود 18s rRNAو  24sβو  24sαهای rRNAو سه باند  kD۵/۱۲انگل، داراي وزن  شده ازتخليص RNA  ..هاهاافتهافتهيي

در  ليشـمانيا مـاژور  بازی براي شناسايي پروماستيگوت انگـل  جفت۲۰۰انگل ليشمانيا در ناحيه تقريبا   18s rRNAاختصاصي 

  .، قابل استفاده بودNASBAروش 

انگل  RNAآل با اختصاصيت بالا در تشخيص روشي ايده NASBAكاربرد تکنيک تکثيري و ايزوترمال  .گيرينتيجه

هاي اين روش براي ارزيابي دوره و اثربخشي داروهاي ضدليشمانيا و همچنين تشخيص اوليه درمان. است ليشمانيا ماژورزنده 

   .کشت استهاي غيرحساس ميکروسکوپي و ناموفق در بيماران مبتلا به ليشمانياي پوستي، جايگزين خوبی برای روش

  

  18s rRNA، ژن NABSA، روش ليشمانيا ماژور    ::هاهاههواژواژکليدکليد
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  مقدمه 

هاي ها هستند كه توسط انگلاي از بيماريل يشمانيوزها مجموعه

دار متعلق به جنس ل يشمانيا ايجاد سلولي اجباري تاژكداخل

گونه مختلف انگل ليشمانيا، از لحاظ پزشكي  ۱۰حدود . شوند مي

صورت ها بهاين بيماري]. ۱[حايز اهميت هستند  و دامپزشكي

ميليون و ۲بومي در اكثر نقاط جهان گزارش شده و ساليانه باعث 

در  ].۲[شود ومير ميهزار مورد مرگ۵۹هزار مورد ناتواني و ۳۵۷

هاي تواند سبب ايجاد زخم، انگل مي(CL)ليشمانيازيس پوستي 

پوستي به دنياي قديم  از نظر جغرافيايي، ليشمانياي. پوستی شود

و ) جنوب اروپا، آفريقا و شرق مديترانه و جنوب و مركز آسيا(

تقسيم ) از جنوب ايالات متحده تا شمال آرژانتين(دنياي جديد 

هاي هاي دنياي قديم سبب ايجاد زخمگونه. شودمي

هاي دنياي جديد علايم باليني و گونه شوندخودمحدودشونده مي

را  (MCL)مخاطي  - يشمانيازيس پوستينام ل تري بهوسيع

 MCLيا  CLطور متداول، تشخيص به]. ۳[كنند ايجاد مي

هاي ميكروسكوپي يا كشت انگل ليشمانيا از مبتني بر روش

ها اين روش. ها استهاي پوست يا آسپيره از زخمنمونه

  .]۴[غيرحساس و كشت انگل مستلزم صرف وقت طولاني است 

گيرشناختی و وسيله ارزيابي همهاكثرا  به CLدر مناطق اندميك، 

هايی غيردقيق هستند، زيرا شود كه روشباليني تشخيص داده مي

ها ارزش ها و زيرگونهشناسي گونهبه لحاظ شباهت و ريخت

تشخيصي پاييني دارد و بايستي از مطالعات تكميلي مانند آناليز 

لكولي براي هاي مونوكلونال يا موباديها يا آنتيايزوآنزيم

  ].۵[شناسايي انگل استفاده شود 

براي شناسايي انگل ليشمانيا  PCRهاي هاي اخير، روشدر دهه

قابل دسترسي  PCRيافته و در كشورهايي كه طراحي و توسعه

هاي اما اكثر روش]. ۶[است، روش ابزار تشخيصي مهمي هستند 

PCR  مبتني بر تكثيرDNA است كه اطلاعاتي در مورد زنده 

هاي ليشمانيا انگل DNA. كندبودن پاتوژن را فراهم نمي

ها پس از درمان حتي ماه CLهاي بيماران تواند در زخم مي

  ].۸، ۷[باليني جدا شود 

هايي که قادر به شناسايي انگل زنده هستند، اين اصولا  روش

هاي ارزيابي اثر سازند كه محقق بتواند برنامهامكان را فراهم مي

در حال حاضر، . خوبي تحت نظارت قرار دهدداروها را بهدرماني 

هاي ليشمانيا دليل اختلاف در گونهبراي ارزيابي داروها به

مشكلاتي از قبيل اشكال مختلف باليني بيماري، عدم پاسخ 

لذا در ]. ۹[شود صحيح به درمان و مقاومت دارويي مشاهده مي

بيماران وجود  حال حاضر استانداردي برای تاييد درمان قطعي

  . ندارد

تکثير مبتنی بر "تحقيقات متنوع کاربردي، زمينه کاربرد روش 

را با انتخاب ژن مناسب براي  (NASBA)" اسيدتوالی نوکلئيک

از اين روش . کندفراهم مي ليشمانيا ماژورهاي تشخيص انگل

هاي مختلف از جمله هپاتيت ارگانيزمتاكنون براي شناسايي ميکرو

C ]۱۰[ ، مايکوباکتريوم]کانديدا ، ]۱۲[ها ، پلاسموديوم]۱۱

  .               استفاده شده است] ۱۴[ها و تريپانوزوم] ۱۳[ البيکانس

، )ترموسايکلرPCRبدون نياز به (در اين تكنيك ايزوترمال 

RNA  مستقيما  در واكنشی سه آنزيمي شامل وارونويساز(RT) ،

RNA آزH  وT7 RNAدر . شودمر تكثير ميپليمراز و دو پراي

الگو  RNAاز روي  DNA، ابتدا يك رشته NASBAروش 

ساخته  T7و پرايمر مناسب متصل به پروموتر  RTوسيله آنزيم به

است كه  DNA-RNAمحصول اين واكنش هيبريد . شودمي

حساس است و اين آنزيم با خاصيت  Hآز RNAنسبت به آنزيم 

RNA ،آزي خودRNA  متصل بهDNA  را تخريب كرده و به

ماند كه پرايمر دوم در رشته باقي ميتك DNAاين ترتيب يك 

در اين شرايط با  RTآنزيم . شوداين شرايط به آن متصل مي

 DNAخود،  DNAپليمرازی وابسته به DNAفعاليت 

 DNAاين . كنداي تبديل ميدورشته DNAرشته را به  تك

است؛ در  T7پروموتري  اي در يك سر خود داراي تواليرشته دو

پليمراز با شناسايي ناحيه پروموتري خود، T7 RNAنتيجه آنزيم 

شود توليد مي RNAكار رونويسي را انجام داده و تعداد زيادي 

هر يك از ). نسخه تنها از يك مولكول الگو ۱۰۰بيش از (

عنوان الگو براي چرخه تكراري ، بهRNAهاي جديد مولكول

هدف از اين مطالعه استفاده از . رودر ميكابه NASBAفرآيند 

در تشخيص آلودگي به  18s rRNAبا ژن  NASBAروش 

 .بود در شيشه ليشمانيا ماژور

  

  هاروشمواد و 

) ؛ انسيتو پاستور ايـران MRHO/IR/75/ER(سويه استاندارد 

گراد و در  محيط درجه سانتي ۲۴در دماي  ليشمانيا ماژورانگل 

RPMI بـار پاسـاژ داده و    ۲اي هـا هفتـه  انگـل . نگهداري شد
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از کشت انگل، بـا  . سپس با استفاده از لام نئوبار شمارش شدند

دقيقه با دستگاه سانتريفوژ  رسـوب   ۲مدت به rpm۱۳۰۰۰دور 

آن  RNAميليون انگل از رسوب جدا و  ۵تا  ۳تعداد . تهيه شد

وسـيله  و غلظـت آن بـه  ) ؛ سـيناژن RNA Xplus(اسـتخراج  

  .گيري شددستگاه اسپكتروفتومتر اندازه

 RPMI 1640انگل از محـيط كشـت    DNAبراي تخليص 

از انگـل   DNAتخليص . حاوي مرحله لپتومونادي استفاده شد

)Real Genomics (در دو مرحله انجام گرفت.  

و  R798اول توسـط پرايمرهـاي    PCRانجـام  ) الف

R174: PCR  ــه ــر ناحي  18sژن از  bp۶۰۰براســاس تكثي

rRNA طور خلاصه، به. انجام گرفتµl۵  ازDNA  با غلظت

µg/ml۲۰۰  در حجمµl۲۵  با دو پرايمرR798  وR174  در

درجـه  ۹۴ثانيـه دمـای    ۷۵تكثير با برنامه . چرخه تکثير شد ۲۵

ثانيـه   ۱۲۰گـراد،  درجـه سـانتي  ۶۰ثانيه دمـای   ۶۰گراد، سانتي

 R798رايمرهـای  توالی پ. گراد انجام شددرجه سانتي۷۲دمای 

  .نشان داده شده است ۱در جدول  R174و 

  

  R174و  R798 توالي پرايمرهاي) ۱جدول 

  توالي  پرايمر

R174 5'-GGTTCCTTTCCTGATTTACG-3' 

R798  5'-GGCCGGTAAAGGCCGAATAG-3' 

  

 :Rp2و  Fp1دوم توسط پرايمرهاي  PCRانجام ) ب

PCR منظور تكثير قطعه بهbp۳۰۰  با دو پرايمرFp1  وRp2 

 ۳۰گـراد بـراي   درجـه سـانتي  ۹۴چرخه حرارتي با برنامه  ۲۵در 

گراد درجه سانتي۷۲ثانيه،  ۳۰گراد براي درجه سانتي۷/۵۸ثانيه، 

. دقيقه انجام شد ۱۰گراد براي درجه سانتی ۷۲ثانيه و  ۳۰براي 

  .آمده است ۲در جدول  Rp2و  Fp1توالی پرايمرهای 

  

  R174و  R798 توالي پرايمرهاي) ۲جدول 

  توالي  پرايمر

Fp1 
5'-GATGCAAGGTCGCATATGAGCCAAA 

GTGTGGAGATCGAAG-3' 

Rp2  
5'-AATTCTAATACGACTCACTATAGGG 

AGAAGGGCCGGTAAAGGCCGAATAG-3' 

  

پـس از اتمـام   . روي ژل آگارز قـرار گرفـت   PCRمحصولات 

. با دقـت از ژل جـدا شـد    bp۳۰۰الكتروفورز، قطعه تكثيريافته 

از ژل  DNAســـپس بـــا اســـتفاده از كيـــت تخلــــيص     

)Fermentase( ،DNA دســت آمــد و محصــول خــالص بــه

در تمـام  . آمده دوبـاره روي ژل آگـارز الكتروفـورز شـد    دست به

. بـازی اسـتفاده شـد   جفـت DNA ۵۰مراحل از نشانگر نردبان 

 T/Aكيـت  ( T7حـاوي پرومـوتر    bp۳۰۰كلونينگ از قطعـه  

Vector Cloning  ــركت ــد ) Fermentaseش ــام ش . انج

اسـتفاده و   E. coliسپس بـراي انجـام تراريختـی از بـاكتري     

بـاكتري تراريخـت   . پلازميد موردنظر به اين باكتري منتقل شد

درجـه  ۳۷ساعت در  ۱۲-۱۶سيلين برای روي پليت حاوي آمپي

ــانتي ــرادس ــه شــد  گ ــنش . انكوب ــك از  PCRواك ــر ي روي ه

 .Eمنظور تاييد ورود پلازميد در باكتري رشدكرده به هاي كلوني

coli منظــور ورود قطعــات تخلــيص پلازميــد بــه. انجــام شــد

در باکتري براي تعيين توالی و تاييد قطعات ) bp۳۰۰(موردنظر 

. انجـام شـد  ) MN(تراريخت باكتري با كيت استخراج پلازميد 

بـود،   T7آمـده حـاوي پرومـوتر    دسـت به PCRچون محصول 

بـا اسـتفاده از   . راحتي از آن در فرآيند رونويسي اسـتفاده شـد   به

ــزيم  رونويســي  PCRپليمــراز از روي محصــول T7 RNAآن

اي ايجاد شـد كـه بـه عنـوان الگـو در      RNAصورت گرفت و 

  .كار آمدفرآيند به
  

  NASBAاجزاي لازم براي واكنش  )۳جدول 

  غلظت ماده شيميايي

Tris-HCL   mM۴۰   

KCL mM ۵۰  

DTT  mM ۱  

MgCl2  mM ۴  

   pmol۱۰   پرايمر رفت

  pmol ۱۰  پرايمر برگشت

dNTP  mM ۴/۰  

NTP  mM ۸/۰  

DMSO  ۵%  

  واحد RNase ۱۲بازدارنده 

  واحد ۸  (RT)وارونويساز 

T7 RNAواحد ۲۰  پليمراز  

  

، ابتدا تمام اجـزاي موردنيـاز بـا    NASBAبرای انجام واكنش 

مخلـوط واكـنش شـد    شـده وارد  هاي مشخص و تعيـين غلظت

 ۶۵دقيقـه در دمـاي    ۵مدت مخلوط حاصل به). هاجز آنزيم به(

درجـه   ۴۱دقيقه در دمـاي   ۳مدت گراد و سپس بهدرجه سانتي

سرعت مخلوط آنزيمي بـه  سپس به. گراد حرارت داده شدسانتي

درجـه   ۴۱دقيقـه در دمـاي    ۹۰مـدت  مخلوط اوليه افزوده و به
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پس از گذشت اين مدت زمان، محصـول  . گراد باقي ماندسانتي

NASBA ۷۰سرعت در دمـاي  يا وارد مرحله شناسايي يا به- 

ميكروليتــر از ۵). ۳جـدول  (گــراد نگهـداري شــد  درجـه سـانتي  

 ۱۰مـدت  گراد بهدرجه سانتي۶۵در دماي  NASBAمحصول 

ــارز     ــپس روي ژل آگ ــد و س ــه ش ــه انكوب ــك % ۲دقيق در تان

  .ار گرفتالكتروفورز قر

  

  نتايج

RNA داراي  ليشمانيا ماژورشده از پروماستيگوت انگل تخليص

از بالا به پايين (و سه باند در ژل  kb۵/۱۲اندازه تقريبي 

rRNA 24هایsα  24وsβ  18وs rRNA ( بود) ۱شکل.(  

 ،۲و  ۱ يهاستون( ليشمانيا ماژورشده از انگل صيتخل RNA )۱شکل 

  ؛ايشمانيگوت انگل لياز پروماستشده استخراجRNA ه يناح

  )RNA، نردبان ۳ ستون

  

ليشمانيا  18s rRNAژن تکثيرشده  bp۳۰۰، قطعه ۲و  ۱ستون ) ۲شکل 

  بازیجفتDNA ۵۰، نردبان ۳؛ ستون T7حاوي پروموتر  ماژور

از ژن تكثيرشده  bp۳۰۰اي حدود پس از مرحله کلونينگ، قطعه

18s rRNA مشاهده شد % ۱آگاروز ، روي ژل ليشمانيا ماژور

 18sبراي تکثير ژن  NASBAطبق نتايج واکنش  ).۲شکل (

rRNA محصول ليشمانيا ماژوری انگل ،rRNA  تکثيريافته از

داراي قطعه تقريبي % ۲روي ژل آگاروز  NASBAواکنش 

bp۲۰۰  ۳شکل (بود.(  

  

با روش  ليشمانيا ماژور 18s rRNAمحصول ژن تكثيرشده  )۳شکل 

NASBA محصول ،۱ستون ( %۲ژل آگاروز  يرو NASBA؛  

  )RNA ، نردبان۲ستون 

  
  بحث

هاي اصلي در کنترل ها يکي از محدوديتتشخيص عفونت

هاي ميکروسکوپي و کشت، اغلب روش. هاستبيماري

غيرحساس و متغير بوده و موارد زيادي از ليشمانيوز پوستي 

همچنين عدم علت پراکندگي و کمي تعداد انگل در نمونه،  به

. توانند شناسايي شوندمهارت لازم در تشخيص انگل، نمي

بنابراين، روش تشخيصی حساسی براي رفع اين مشکل مورد نياز 

هاي مولکولي در جهان پيشرفت بسيار امروزه روش ].۱۵[است 

هاي جديد و با کارآيي بيشتر پا به عرصه كرده و روز به روز روش
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 ۱۳۸۸ پاييز، ۳، شماره ۱۴دوره                                                                                                         مجله پزشکی کوثر                                     

١٤١ 

تکنيک . گذارندمولکولي مي ها و مطالعاتتشخيص بيماري

NASBA تکنيک . ها استهم از جمله اين روشNASBA 

و براي رونويسي اختصاصي  RNAسيستم حساس تکثيري 

کار برده اين روش زماني به. اسيدهاي نوکلئوتيک مناسب است

شود که پيگيري اثربخشي داروها و همچنين شناسايي انگل مي

دمای سي در مرحله همواکنش رونوي. زنده مورد نظر باشد

ی RNAمحصول . شودگراد انجام ميدرجه سانتی۴۱

هاي مختلف آلی براي بررسي روشاي، هدف ايده رشته تک

ها، مقادير در اين روش بر خلاف ساير روش. هيبريداسيون است

شده کاربردهسه آنزيم به. در سطح بالايي است RNAمحصول 

 RNAتمام . شوندميدر اين واکنش در شرايط مشابهی فعال 

، داراي اختصاصيت بالايي است، NASBAمبتني بر سيستم 

طور همزمان از ی ژنومي که بهDNAکه در حضور طوري به

طور اختصاصي تکثير يافته به mRNAشوند، سلول زنده جدا مي

وجود . گيري شودتواند اندازه، ميDNAو بدون تاثير از توالي 

باعث شده تا بتواند جايگاه  NASBAها در تکنيک همين مزيت

هاي اين از مزيت. ها پيدا کنداي در شناسايي ميکرواورگانيزمويژه

به  NASBA، عدم نياز real-time PCRروش نسبت به 

زيرا اين روش تکثيري . است real-timeقيمت دستگاه گران

  ]. ۱۶[هاي حرارتي ندارد به سيکل نيازي

) ژن اختصاصي ليشمانيا( 18s rRNAدر اين تحقيق، توالي ژن 

در محيط کشت  ليشمانيا ماژوربراي مطالعه پروماستيگوت انگل 

 18sبراساس توالي ژن  NASBAروش . کار گرفته شدبه

rRNA  است که کارآيي  بالايي در تشخيص ليشمانيا دارد و

حدود (شده، هر انگل شامل تعداد زيادي براساس مطالعات انجام

مطابق تحقيقات، تعداد ]. ۱۷[ژن است  نسخه از اين) ۱۶۰

  ].۱۷[است  ۱۰۴در سيتوپلاسم انگل  rRNAهاي نسخه

استفاده . هاي ليشمانيا وجود دارددر تمام گونه 18s rRNAژن 

توان کند که مياز اين ژن در مطالعات اين اطمينان را ايجاد مي

]. ۱۷[ها پرداخت گيري مقادير مختلف انگل در تمام گونهبه اندازه

کنند، براي تعيين را رمز مي 18s rRNAهايي که معمولا  ژن

ها و تخمين ها، محاسبه ارتباط گروهگروه تاکسونوميک ارگانيزم

کارگيري شيوه جديد به. روندکار ميها بهبندي گونهميزان طبقه

NASBA گيري انگل در در اين مطالعه براي شناسايي و اندازه

هاي را براي مطالعات براساس روشمحيط آزمايشگاه زمينه 

تکثير اسيدنوکلوئيک که داراي حساسيت و اختصاصيت بالايي 

طبق نتايج حاصل از کاربرد اين روش در . کندهستند، فراهم مي

ساير مطالعات، ميزان اختصاصيت اين روش بالا است، زيرا هيچ 

ها يا اسيدهاي نوکلوئيک انساني با ساير پاتوژن واکنش متقاطعي

انگل در  RNAاين روش قادر به شناسايي اختصاصي . ندارد

دليل تکثير به PCRها بوده و در مقايسه با روش متداول نمونه

مزيت اين روش نسبت به . اختصاصي، حساسيت بالايي دارد

real-time PCR  در تکثير مستقيمRNA  انگل طی يک

  ].۱۸[واکنش است 

هاي داروها در برنامه از اين تكنيك تاكنون براي ارزيابي اثر

و همکاران، اثر داروي  عمردر تحقيق . درماني استفاده شده است

پريمتامين بر بيماران مبتلا به مالاريا، با استفاده  - سولفادوکسين

وندرميد همچنين ]. ۱۹[مورد بررسي قرار گرفت  NASBAاز 

هاي را در ارتباط با درمان QT-NASBAحساسيت روش 

]. ۲۰[ليشمانيوز پوستي مورد مطالعه قرار داد ناموفق و تاخيري 

برخي از محققين در زمينه طراحي و ارزيابي روش نوين 

NASBA  براي تشخيص و تعيين دوره و اثر درمان بر

را % ۱۰۰و اختصاصيت % ۵/۹۷ليشمانيوز پوستي حساسيت 

در نظارت و  NASBAاستفاده از روش ]. ۲۱[اند گزارش کرده

مزمن، حساسيت بهتري  Cن مبتلا به هپاتيت کنترل درمان بيمارا

  ].۲۲[دارد  DNAهاي نسبت به روش

  

  گيرينتيجه

 NASBAگيري از قبيل کارگيري روش حساس و قابل اندازهبه

هاي درماني و تشخيص تواند براي ارزيابي دوره و تاثير برنامهمي

 NASBA. هاي ناموفق، اهميت زيادي داشته باشداوليه درمان

عنوان ابزار تشخيصي، ممکن است قادر به طراحي آزمايشات به

باليني جديدي براي پيگيري درمان بيماران با ليشمانياي پوستي 

در اين بررسي، با مطالعات  NASBAنتايج کاربرد تكنيك . باشد

، در NASBAبا استاندارد شدن روش . خواني داردشده همانجام

آلي براي تشخيص ايده توان منتظر ظهور روشآينده نزديك مي

و ) ضدانگلي، ضدباكتريايي و ضدويروسي(اثرات داروهاي مختلف 

  .هاي دارويي بودهمچنين مطالعات مربوط به مقاومت

  

پور و آقای مهدي مه نعمتاز خانم فاط: تشکر و قدرداني

پرياني نوغاني، دانشجويان دوره دکتری بيوتکنولوژی از مؤسسه 
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  و همکاران شهناز شيربازو                                          در تشخيص انگل ليشمانيا ماژور              18s rRNAکارگيري ژن با به NASBAوش داردسازي راستان

 

١٤٢ 

هاي مداوم در اين همکاري و پيگيري انستيتو پاستور، به جهت

  .شودمطالعه، قدردانی مي
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Abstract 

Aims. Leishmania major is a flagellated protozoan parasite, with more than 20 species and global 

distribution. This parasite can cause skin disease cutaneous leishmaniasis (CL) in humans. In diagnosis 

of the parasite, molecular methods are more sensitive and convenient than microscopic methods. 

Application of NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) method is shown to be high 

efficient for diagnosis of live parasite. In the present work, molecular isothermal method of NASBA was 

evaluated to identify live leishmania In vitro. 

Materials & Methods. Parasites were cultured in RPMI and then their RNA was purified from 

promastigote stage. For evaluation of NASBA method in diagnosis of live parasite, the 18s rRNA gene 

of Leishmania major was amplified. The result band was investigated on agarose gel. 

Results. Extracted RNA from parasite was 12.5kD and showed 3 bands of 24sα-, 24sβ rRNA and 18s 

rRNA. 18s rRNA gene of leishmania was appropriate for identification of Leishmania major in NASBA 

in the area of approximately 200bp. 

Conclusion. The application of NASBA method is suitable for diagnosis of live Leishmania major. This 

method is relevant for evaluating effectiveness of course and treatment of anti leishmania drugs as well 

as early diagnosis of leishmania. 
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