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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 15/10/90: تاريخ پذيرش         7/8/90: تاريخ دريافت  1391هفته اول فروردين ماه/175شماره /ام سيسال
  

   ITS-PCRدر اصفهان با روش  يجلد يشمانيوزعامل ل يو جداساز تشخيص
  

  ،5يمحمد يده، فر4يدآباديب يرانيش يلال ،3يان، شهرام نكوئ2منيژه نريماني ،1يفائزه محمد
  7يحجاز ينحس يددكتر س ،6ينيمحسن حس يددكتر س

  
  

  چكيده
علت  به. شود مي محسوب اصفهان استان در ويژه به ايران از هايي بخش در بهداشتي لمشك يك عنوان به كه است انگلي يماريب جلدي، ليشمانيوز :مقدمه
مطالعه با  ينا در. باشد يانگل لازم م ي گونه تعيين مرطوب، و خشك شكل دودر  يماريمخازن متفاوت ب و Leishmania هاي گونه اغلب فنوتيپي تشابهات

 .شد مشخص ليشمانيازيس عامل انگل هاي گونه) PCR )Polymerase chain reaction يكاستفاده از تكن

 يجلد ميمستق شيآزماو سالك، بيماراني كه  يپوست يها يماريب قاتيتحق مركز به كننده مراجعه جلدي ليشمانيوزمشكوك به  مورد 60 از :ها روش
  روش  به DNAكشت و استخراج  ي تهيه از پس وشدند  انتخاب بود، شده مثبت وزيشمانيل يماريب نظر از مسا،يگ با يزيآم رنگ از پس ها آن

ITS-PCR )Internal transcribed spacers-polymerase chain reaction (عامل بيماري تعيين گرديد ي گونه. 

 .دشگزارش  L.majorغالب  ي و گونه گرفت قرار بررسي مورد يزولها ITS-PCR، 60 روش از استفاده با مطالعه اين در :ها يافته

) كشت وميكروسكوپي ( پارازيتولوژي هاي ها به روش گونه يصتشخ و باشند مي يكسان يكيانگل از نظر مورفولوژ يها تمام گونه :گيري نتيجه
 و گيري پيش مخازن، با مبارزه جهت بنابراين ،است جلدي ليشمانيوزبيماري  آندميك هاي با توجه به اين كه اصفهان يكي از كانون. يستن يرپذ امكان
  .باشد يبرخوردار م ييبسزا يتانگل از اهم يها گونه شناسايي ،بيماري ندرما

  ماژور ليشمانيا جلدي، ليشمانيوز :واژگان كليدي
 

  مقدمه
است كـه در اغلـب نقـاط     يانگل يماريب يك يشمانيوزل

 يريگرمس ـ يمـه و ن يريجهان به خصوص مناطق گرمس
 ياز معضـلات بهداشـت   يكـي باشد و به عنـوان   يم يعشا
). 1(گـردد   يكشور جهان محسوب م 80از  يشو ب انيرا

 ايـن  بـه  جهان در نفر ميليون 12 از بيش حاضر حال در
نفر هم در  يليونم 350هستند و در حدود  آلوده بيماري

. باشـند  يم ـ يمـاري ب يـن معرض ابتلا به انواع مختلـف ا 

 ايـران  كشـور  هـاي  اسـتان  از يمياز ن يشدر ب يشمانيوزل
 يماريب ينا به نفر هزار 20 از بيش هساليان و دارد وجود
ميـزان بـروز    موجـود  تحقيقات اساس بر .شوند يمبتلا م
 تخمـين  شـده،  گزارش يزاناز م يشب يبيمار ينواقعي ا

 جلـدي،  شـكل  سـه  بـه  بيمـاري  ايـن ). 2( شود مي زده
 عامـل . اسـت  مشـاهده  قابـل  مخاطي جلدي و احشايي
 Leishmaniaاز جـنس   يا ياختـه  انگل تك يك بيماري،

 ي خـانواده  يـر ز يخـاك  هـاي  پشـه  يشاست كه توسط ن
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بــه انســان منتقــل  Phlebotomusاز جــنس  ينــهفلبوتوم
 يشمانيوزبه دو شكل ل يماريب اين يرانر اد). 3(شود  يم

ــ يجلـــد  و Leishmania majorاز  يمرطـــوب ناشـ
 Leishmania tropica از ناشي خشك جلدي ليشمانيوز

، جونـدگان  L.majorع مخازن انگـل در نـو  . دارد وجود
. باشـد  مـي ، انسـان  L.tropicaموش و در نوع  و يوحش
ــهســگ  يگــاه ــوان م ب ــانعن ــاق يزب  و داردنقــش  ياتف

 حيـوان  ايـن  از بيمـاري عامـل   ي گونه دو هر جداسازي
  ).4( است شده گزارش

 يكسـان  يكيانگل از نظـر مورفولـوژ   يها تمام گونه
 ي هــا بــه صــورت مشــاهده گونــه يصتشــخ و هســتند

 يـز شـده و ن  يـزي آم رنگ يها يگوتآماست يكروسكوپيم
 بـا  .باشـد  ينم يرپذ امكانin vitro  يطكشت انگل در مح

 داراي بيمـاري  مـوارد،  از تعـدادي  در كـه  ايـن به  توجه
 اسـت،  درمـان  بـه  مقاوم و طولاني سير با پيچيده اشكال
 ـ  شناساييجهت  بنابراين و درمـان   گيـري  يشمخـازن، پ

 ييبسـزا  يـت انگـل از اهم  يهـا  گونـه  ييشناسا ،يماريب
جهـت   يافتـه  توسعه يها از روش يكي. استبرخوردار 

 PCR ي، روش مولكـول Leishmaniaانگل  هويت تعيين
)Polymerase chain reaction (باشد يم.  

 مطالعـات  در زيـاد  كـاربرد  داراي هـايي  ژنوم از يكي
كـه   است) rDNA(  ريبوزومي ژن شناسي، انگل مولكولي

 Small subunit RNA )SSU RNA (18S واحد ريدو ز
را كــد  Large subunit RNA )LSU RNA (28Sو 
  .كند يم

ITS1 )Internal transcribed spacers (ــه  يا منطق
و  باشد ميواقع  5.8S RNAو  SSU RNA نياست كه ب

ITS2 5.8 نياست كه ب يا منطقهS RNA  وLSU RNA 
 ـدر  rRNA يهـا  نسـبت بـه ژن   ITSژن . قرار دارد  نيب

 يبـرا  لي ـدل نيها كمتر محافظت شده است، به هم گونه

. باشـد  يها مناسب م ـ سميارگان ارتباط و يلوژنيف يبررس
است  يا به اندازه ITSاختلاف  كهند هست معتقد نيمحقق
. مشخص كند زيرا ن يا گونه داخل صيتواند تشخ يكه م
ITS نسبت كوچـك خـود، در كنـار     به ي اندازه ليبه دل

شــده قــرار دارد كــه   حفاظــت كامــل ورطــ بــهقطعــات 
  ).5(كرد  يها طراح آن يتوان برا يرا م PCR يمرهايپرا

 ي منطقــه در شــايع هــاي ســويه مختلفــي مطالعــات
 يزبـا اسـتفاده از آنـال    PCRاصفهان را به روش  يكآندم

PCR -Restriction fragment length polymorphism 
)RFLP-PCR( ينابرابن ـ. اسـت  داده قـرار  بررسي مورد 

ــدف از ا ــنه ــه ي ــينتع ،مطالع ــه ي ــل  ي گون ــل عام انگ
كننـده بـه مركـز     مراجعـه  يماراندر ب يجلد يشمانيازيسل

اصفهان ) س(طاهره  ي يقهپوست و سالك صد يقاتتحق
 يساز استاندارد. بود ITS-PCRو حساس  يقبا روش دق

 هـا  يهسـو  يكه قادر به جداساز PCRروش  يكو انجام 
 يـن اهداف ا ترين مهم از باشد، RFLP يزبه آنال نياز بدون

اسـتفاده از   ي توسـعه  باعـث  تواند مي كه چرا ؛بودمطالعه 
در  يمـاري ب يـن ا يـداني م هاي بررسي در دقيق روش ينا

   .مناطق مختلف كشور گردد
  
  ها روش

ــن در ــه اي ــار 60از  يفيتوصــ ي مطالع ــه دارا يبيم  يك
ــا ــكوك يعاتض ــه مش ــمانيوز ب ــدي ليش ــا CL( جل    ي

Cutaneous leishmaniasis (و توسط پزشك بـه   بودند
 ي يقهپوسـت و سـالك صـد    يقـات مركز تحق يشگاهآزما

 اخـذ  از پـس بودنـد،   شـده  ارجاعاصفهان ) س(طاهره 
 محـل از  برداري نمونه ،نامه پرسش تكميل و نامه رضايت

  .انجام شد يستوريب يغبا ت استريل يطشرا در زخم
ــت ــايش جه ــتقيم آزم ــكوپي،م مس ــدا يكروس  از ابت

 گيمسـا  روش بـه  و دش ـ يهته اسميري يماران،ب ي ضايعه
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 ي مشـاهده  يبـرا  X100 نمـايي  بـزرگ  بـا  و آميزي رنگ
ــت ــا يگوتآماس ــي ه ــد بررس ــورت د در. گردي ــدنص  ي
 ،اسـتريل  يطانجـام كشـت در شـرا    جهـت  يگوتآماست
 انجام بيماران زخم محل از بيستوري تيغ با برداري نمونه
ــه. شــد ــه هــا نمون  Novy-MacNeal-Nicolle محــيط ب

)NNN( ــا 250 حــاوي ــي واحــد 500 ت ــيلين پن  2 و س
 25 يدما درو  شدند داده انتقال استرپتومايسين گرم ميلي
 انكوبـاتور  در دار شـيب  صـورت  بـه  گراد سانتي ي درجه

 ـ 3پس از . شدند نگهداري  يـك روز بـا برداشـت    4 يال
لام  ي يـه و ته يلاسـتر  يطكشـت در شـرا   يطقطره از مح
 يانگل مورد بررس ـ يگوتپروماست اشكال ،نمرطوب از آ

از نظـر   هـا  كشـت  بـودن  مثبـت  صورت در. گرفت قرار
 تكثير منظور بهو بالا بودن تعداد آن،  يگوتوجود پروماست

 RPMI 1640 فـازي  تـك  كشـت  محـيط  بـه  ها انگل انبوه،
ــا 10 حــاوي ) FCS )Fetal calf serum درصــد 20 ت

 يـر تكث هـاي  تيگواز پروماسـت  سـپس . شدندانتقال داده 
ــه ــ يافت ــاز   يطدر مح ــت در ف  Late Logaritmicكش

 جهت شمارش و شوبرداشت شد و پس از سه بار شست
  .قرار گرفت يمطالعه، مورد بررس يبعد ي مرحله

 ازكشت داده شـده   هاي انگل DNAاستخراج  جهت
 High pure PCR template preparation kit يــتك

 هـا  يزولها ي كليه ،استفاده شد و بر اساس پروتكل مربوط
  .قرار گرفتند DNAمورد استخراج 

 ميكروليتـر  30حجم هـر واكـنش    ،PCRانجام  جهت
 ،1X PCR bufferشامل  يمخلوط واكنش ينا. شد انتخاب

ــي 2/0 ــول ميلـ  Deoxynucleoside triphosphates مـ
)dNTP(، 5/0 واحــد Taq DNA polymerase، 5/1 

 شـده  استخراج DNA از ميكروليتر 2MgCl، 2 مول ميلي
ــول 10 و ــر در پيكومـ ــايپرا از ليتـ   Leish F يمرهـ

(5´-CAA CAC GCC GCC TCC TCT CT-3´) و 

Leish R (5 -ʹCCTCTCTTTTTTCNCTGTGC) 
   .بود

 ITS-PCRمورد نظر در روش  ي قطعه يرتكث مراحل
  . است شده داده نشان 1 جدول درمطالعه  يندر ا

  
در  ITS-PCRر در روش مورد نظ ي قطعه يرتكث مراحل .1جدول 

  مطالعه ينا

 ي درجه( دما  مرحله
 تعداد  زمان  )گراد سانتي

  سيكل
Initial 

denaturation  95 5 1 دقيقه  

Denaturation  94 35 ثانيه 

35 Annealing  60 35 ثانيه 

Extention  72 45 ثانيه 

Final extention  72 5 1 دقيقه 

  
ــت ــه جه ــدها ي مطالع ــول  يبان  ژل از ،PCRمحص

 آميـزي  رنـگ  از بعد نتايج و شد استفاده درصد 2 آگاروز
  .يدمشخص گرد UV DOCدر دستگاه  يدبروما يديومبا ات

  
  ها افتهي

هشـتم   ي از منطقـه  يمـاران ، بي انجـام شـده   مطالعه در
فرودگــاه، قهجاورســتان،  ي اردســتان، جــاده ي،شــكار
ــه،زاهــدان، جرقو ي يرجــاوهم ي،ســگز  شــهر، ملــك ي
 يشـترين ب. بودنـد  خوزستان شت عباسد و شهر شاهين
 30(نفـر   24 تعداد بااردستان  ي از منطقه يمارانتعداد ب
  .بود) درصد
 41كه وارد مطالعـه شـدند،    CLمبتلا به  يمارب 60 از

 زن) درصـد  7/31( يمارب 19و  مرد) درصد 3/68( يمارب
جـدول  ( بودند سال 59/28 ± 18/10 يسن يانگينم با و
عـدد   10تا  1 ينمختلف، ب يمارانر بها د تعداد زخم). 1
 زخـم  دو يـا  يك داراي) درصد 30( بيمار 18. بود يرمتغ

 از بـيش  ديگر) درصد 70( بيمار 42 كه حالي در بودند،
كـه تعـداد    شـد مطالعه مشاهده  ينا در. داشتند زخم دو
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 ـ بيماراني  بـه  رو ،نددو زخـم داشـت   يـا  يـك از  يشكه ب
، پـا، صـورت و   ها شامل دست محل زخم. است افزايش
 يـن هـا بـه تعـداد متفـاوت در ا     زخم وبود  يگرد ينواح
 دردر دست و پا  يعاتضا ،در مجموع. شد يدهد ينواح

ــد 3/83 ــورت درص ــد 7/11، در ص ــا درص  يرو در س
 درصـد  3/68. مشاهده شـد  افراد درصد 5 درها  قسمت
  . بودند يافغان درصد 7/31و  يرانيا مطالعه مورد بيماران
ــتقيم لام ــام مس ــاراني تم ــود   بيم ــر وج ــه از نظ ك

 قـرار  كشـت  آزمـايش مـورد   بودند، مثبت آماستيگوت
 60 يمـاران، ب هـاي  كشـت  شدن مثبت از پس و گرفت

  . شد ITS-PCR يزآنال يزولها
در  ITS-PCRتست شده بـا روش   هاي نمونه تمامي
) L.major )MHOM/IR/75/ER  اسـتاندارد  ي كنار گونه

) (L.tropica MHOM/IR/99/yaz1  استاندارد ي گونه و
 درصـد  100 در L.major ي گونـه  وجود و گرفتند قرار
  انجـام تسـت    بـراي  .)1 شـكل ( دگردي ـ تأييـد  هـا  نمونه

ITS-PCR  100كشــت مثبــت اســتفاده شــد كــه  60از 
را نشـان   bp 670بودنـد و بانـد    L.major هـا  آن درصد
  .دادند

  بحث
انگـل   يها گونه شناسايي يشمانيوز،ل يكمناطق اندم در
 امـري  يماري،ب كنترل و گيري پيش هاي برنامه اتخاذ در

 بـودن  يكسـان  بـه  توجـه  بـا . رسد مي نظر به يضرور
 تشـخيص  عدم و جلدي ليشمانيوز عوامل مورفولوژي

 مشــاهدات  طريــق  از بيمــاري  عامــل  هــاي  گونــه
 تحـولي  مولكـولي  هـاي  روش كشت، و ميكروسكوپي

 آورده وجود به انگل، هاي گونه تشخيص در را عظيمي
  ). 6-7( است
است  ينا PCR يرنظ يمولكول هاي روش مزاياي از

 يصتشـخ  قابـل  آلـودگي هـم   لكه با تعـداد كـم انگ ـ  
. نمـود  مشخصانگل را  ي گونه توان مي و هم باشد مي

 مولكــولي مطالعــات جهــت كــه هــايي ژنــوم از يكــي
ــل ــي انگ ــار شناس ــادي بردك ــوزوميژن ر دارد، زي  يب

)rDNA (ي قطعـه  ثيـر تك جهتكه  است ITS1  مـورد 
و  Reithinger). 8-9( اســت  گرفتــه قــرار  اســتفاده

Dujardin نمودند كـه حساسـيت و ويژگـي روش     بيان
PCR  ــر روش ــه ديگ ــاي نســبت ب ــل  ه تشــخيص انگ

Leishmania 10( باشد بيشتر مي.(  
  
  

  
  R،Leish F يمرهايپرا از استفاده با بوزومالير TSI ينواح ريتكث. 1 شكل

 نشانگر: M. دهد مي نشان را L. tropica و L. major استاندارد هاي گونه با همراه بيماران از آمده دست به ي نمونه 4 توسط شده ايجاد اختصاصي ايبانده شكل
  يمنف كنترل: 7 ي شماره ،L. tropica استاندارد: 6 ي شماره ،L. major استاندارد: 5 ي شماره ،L. major مارانيب ي نمونه: 4 تا 1 يها شماره ،bp 100 يمولكول
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 بـر  كـه مشـهد   درو همكاران  يشهباز ي مطالعه در
ــارب 155 يرو ــه   يم ــتلا ب ــام CLمب ــد، انج   روش  ش

ITS-PCR  يصدر تشـخ  يتولوژيكيپـاراز  هاي روشبا 
Leishmania يتو نشان داده شـد كـه حساس ـ   يسهمقا 

و  بــود درصــد 8/98روش فــوق  بــا ITS-PCRروش 
 ميكروسـكوپي  تشخيص هاي روش يتاز حساس يشترب
 ي گونـه  و بـود ) درصد 2/86( كشت و) درصد 3/79(

  ). 5(گزارش شد  L. tropica يماريغالب ب
Bensoussan  روش  باو همكارانITS-PCR  نشان

 در ليشـمانيوز  مثبـت  ي نمونه درصد 6/74دادند كه از 
و  L. major هـا  آن از درصـد  9/59 اشـغالي،  فلسـطين 

  ).11( بودند L. tropica درصد 2/47
AL-Jawabreh ــاران در فلســـط از روش  ينو همكـ

ITS-PCR ــا ــت شناس ــه ييجه ــا گون  Leishmania يه
 درصد L. major 57ها،  يزولها يانكه از م نداستفاده نمود

ــد L. tropica 43و  ــد  درص ــه). 12(بودن  ي در مطالع
شهرسـتان   يمـرز  يو همكـاران در روسـتاها   يانسگرم

 ي گونـه  ،ITS-PCRاز روش  گنبد كـاووس بـا اسـتفاده   
  ). 13(گزارش شده است  L. major ،غالب منطقه

اسـتخراج   جهـت  اناين مطالعه از كشت بيمـار  در

DNA  و تعيين گونه به روشITS-PCR  استفاده شـد .
 شـده  ايجـاد  بانـدهاي  محصـولات  ،الكتروفورز از پس

ــورد ــي م ــرار بررس ــت ق ــه گرف ــامي ك ــدها تم  در بان
نتيجه گرفتـه شـد    گرديد؛ده مشاه bp 670 ي محدوده

 مربـوط شـده   ايحاد كه تمامي باندها مطابق با باندهاي
   .بود استاندارد L. major به
  

  گيري نتيجه
 مهـم  هـاي  كـانون  از يكـي  اصـفهان  كه اين به توجه با

 مطالعـات  بنـابراين  اسـت،  جلـدي  ليشـمانيوز  بيماري
 يماريدر كنترل ب يماريعامل ب ي گونه تعيين و ژنتيكي

ــل    و  ــل انگ ــدگان حام ــل و جون ــه ناق ــا پش ــارزه ب مب
Leishmania بهبــــود در و دارد ســــزاييب يــــتاهم 

  .باشد مي مؤثر درماني هاي روش
  

  قدرداني و تشكر
ــز از ــات مرك ــاري تحقيق ــاي بيم ــتي ه ــالك و پوس  س

ــديقه ــاهره  ي ص ــز و) س(ط ــگاه ني ــزي آزمايش  مرك
 دريغشـان،  بـي  هاي پزشكي به دليل حمايت ي دانشكده
  .آوريم مي عمل به را قدرداني و تشكر نهايت
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Abstract 

Background: Cutaneous leishmaniasis (CL) is a parasitic disease in most parts of Iran, especially in 
the province of Isfahan, Iran. Due to phenotypic similarities of most species of Leishmania, reservoir 
variety, and different clinical manifestations of the disease, identification of species is necessary. In 
this study, the isolates which caused human CL in Isfahan region were characterized using internal 
transcribed spacer (ITS) polymerase chain reaction (PCR) technique.  

Methods: Among 60 CL suspected cases which referred to Skin Diseases and Leishmaniasis Research 
Center, Isfahan, Iran, the DNA isolates of patients with positive direct cutaneous microscopy were 
selected. Cultures were then extracted and the species of the etiologic agents of the disease were 
determined by ITS-PCR. 

Findings: Leishmania major was found as the predominant species (100%) which caused CL in 
Isfahan region.  
Conclusion: Due to phenotypic similarities among different species of Leishmania, species 
identification is not possible by direct microscopy and culture. Considering the endemicity of CL in 
Isfahan region, 3 substantial factors including reservoir combating, treatment of patients and species 
characterization are of importance for disease control. 

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, Leishmania major 
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