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  مقاله اصلي

  

  ايزوآنزيم الكتروفورزيس در شهر مشهد روش جداسازي ليشمانيا ميجر به
  

  ٤ خانم آناهيتا جواهري،٣اكبر شمسيان  دكتر سيدعلي،٢ دكتر غلامرضا حاتم،۱دكتر مسعود مهاجري

 : تاريخ پذيرش‐ ۲۴/۲/۸۴: يخ دريافتتار
١٣/٣/٨٤  

  

  

 
  خلاصه

هاي  اين بيماري توسط گونه. شود عنوان يكي از كانونهاي مهم ليشمانيوز در جهان شناخته مي  اضر ايران به درحال حWHOاساس گزارش  بر :مقدمه

علت تعدد و تشابه   به. باشد هاي پيشگيري و كنترل بيماري مؤثر مي ها در اتخاذ برنامه شود و شناسايي اين گونه اي از جنس ليشمانيا ايجاد مي ياخته مختلف تك

ها كارساز  تنهايي در افتراق ميان گونه  هاي متفاوت بسيار مشكل است و شواهد اپيدميولوژيكي و باليني نيز به ها و سويه بندي آن به گونه اي انگل ردهه شكلي گونه

وشها مناسبتر تشخيص ميان بررسي ايزوآنزيمها نسبت به ساير ر از اين. اند روشهاي مولكولي تحول عظيمي در تعيين هويت انگل ايجاد نموده. باشد نمي

  .اند شده داده

كه شهر  رغم اين  به.  در شهر مشهد با هدف بررسی گونه های مختلف اين بيماری انجام شده است١٣٧٨ – ١٣٧٩ اين مطالعه توصيفی در سال :روش کار

 شود، در سالهاي اخير بيماران متعددي از گوشه  ميعنوان يكي از كانونهاي سالك خشك در كشور شناخته  مشهد برمبناي شواهد كلينيكي و اپيدميولوژيكي به

هاي ليشمانياي بومي  منظور دستيابي به اطلاعات دقيق در مورد گونه  به .باشند كنند كه داراي زخمهاي با نماي كلينيكي سالك مرطوب مي وكنار شهر مراجعه مي 

هاي  وبرق در مقايسه با سويه  زخمهاي پوستي بيماران مبتلا به ليشمانيوز پوستي در منطقة آب نمونة جداشده از١٨  بيمار مورد مطالعه قرار گرفتند و ٧٧ شهر مشهد،

 و با استفاده از روش ايزوآنزيم الكتروفورز در  NH2, NH1, PGM, G6PD, MDH, GPI سيستم آنزيمي٦مرجع ليشمانيا تروپيكا و ليشمانيا ميجر، توسط 

اطلاعات جمع آوری شده با .  مشخصات فردی و نتايج آزمايشگاهی، سابقه بيماری در پرسشنامه ای ثبت گرديد.فتندآكريل آميد، مورد بررسي قرار گر ژل پلي

  .استفاده از آمار توصيفی و جداول توزيع فراوانی پردازش شد

  .شان دادندميجر را ن. طور واضح طرح آنزيمي مشابه سويه مرجع ل هاي مورد مطالعه در اين بررسي به تمامي نمونه: نتايج

تواند در ايجاد  خلاف تصور گذشته، در شهر مشهد علاوه بر ليشمانيا تروپيكا، ليشمانيا ميجر، عامل ليشمانيوز جلدي نوع مرطوب، مي  بر:نتيجه گيری

  .باشد ليشمانيوز جلدي خصوصاً در حاشية شهر، نقش داشته

  ليشمانيا تروپيكا، ليشمانيا ميجر  ليشمانيوز جلدي، ايزوآنزيم الكتروفورزيس، :هاي كليدي  واژه

  

  

  

 ٢٤٠٦شناسي ـ داخلي  شناسي و قارچ ـ گروه انگل) عج(بيمارستان قائم ‐  دانشگاه علوم پزشكي مشهد دانشيار‐۱

  استاديار دانشگاه علوم پزشكي شيراز ‐٢

  يسنده رابط نو ‐ استاديار دانشگاه علوم پزشكي مشهد ‐٣

  شناسي كارشناس ارشد انگل ‐٤

    

  
                                   

 پزشكي مشهدمجله دانشكده پزشكي دانشگاه علوم 
  هشتم،  سال چهل و هفتشماره هشتاد و 

  ١٧٧ ‐ ١٨٤ ، صفحه١٣٨٤تابستان 
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٨٨ شماره ‐ سال چهل و هشتم‐ ٨٤ابستان  ت                                        مجله دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهد        

 

 

١٧٨

  دمه قم

ليشمانيوز ازجمله بيماريهاي مشترك بين انسان و حيوان 

. باشد اي متعلق به جنس ليشمانيا مي ياخته است كه عامل آن تك

ميليون مورد  ٢اساس شواهد موجود، وقوع ساليانة بيماري،  بر

طور رسمي گزارش   مورد آن به٦٠٠٠٠٠باشد اما فقط  جديد مي

ر جهان، در معرض خطر  كشو٨٨ميليون نفر در  ٣٥٠. شود مي

ميليون نفرازاين  ١٢آلودگي و ابتلا به اين بيماري قرار دارند كه 

  ).۱،۲،۳( حيث به انواع مختلف ليشمانيوز مبتلا هستند

افزايش جمعيت، گسترش سريع شهرها، جابجايي جمعيت 

عكس و همچنين قطع سمپاشيهاي  بين مناطق آلوده و پاك يا بر

 كه ليشمانيوزها، خصوصاً نوع مالاريا، سبب شده است ضد

صورت يك مشكل مهم بهداشتي در كشور مطرح   جلدي، به

نبودن واكسن مؤثر جهت پيشگيري   طرفي در دسترس از .گردد

شدن افراد مبتلا از  از بيماري، زيانهاي اقتصادي ناشي از حذف

هاي آزمايشگاه،  صحنة كار و تلاش جامعه و صرف هزينه

تر  عي جهت لزوم مطالعة بيشتر و دقيقپزشك و دارو دلايل قط

باشد كه در مرحلة اول تعيين مشخصات   پيرامون اين بيماري مي

  .نمايند دقيق عامل بيماري را ايجاب مي

بندي ليشمانياها مورد  امروزه شاخصهاي متفاوتي در رده

ترين آنها استفاده از روشهاي  گيرند كه از دقيق استفاده قرار مي

هاي  ه مقايسة ايزوآنزيمها در ميان گونهمولكولي و ازجمل

  .)٤،٥،٦،٧( باشد مي مختلف

از آنجا كه شهر مشهد از كانونهاي مهم بيماري محسوب 

شود و تاكنون مطالعات لازم و كلاسيك دربارة تعيين  مي

هاي عامل ليشمانيوز در نقاط مختلف آن صورت نگرفته و  گونه

ي و اپيدميولوژيكي مبناي شواهد بالين شناخت بيماري تنها بر

  .استبوده 

عنوان يك كانون سالك   در مطالعات قبلي اين شهر به

خشك معرفي شده است و از طرفي خصوصيات ظاهري 

كننده از لحاظ تعداد و شكل  ضايعات برخي بيماران مراجعه

ظاهري زخمها و فصل شيوع بيماري با خصوصيات ضايعات 

  اين مطالعه با هدف ميجر مطابقت دارد از اين رو. ناشي از ل

بررسي شناخت گونة انگلهاي ليشمانياي موجود در شهر مشهد 

  .با استفاده از روشهاي آزمايشگاهي مولكولي انجام شده است

  

   روش كار

 لغايت ١٣٧٨اين مطالعه توصيفی در فاصله زمانی بهمن 

  . در شهر مشهد انجام نشده است١٣٧٩خرداد ماه 

يعات جلدی مشکوک به  بيمار مشکوک به ضا٧٧تعداد 

ليشمانيوز با مراجعه به منطقه آب و برق مشهد مورد بررسی قرار 

 سيستيم ٦ نمونه جدا شده آن با استفاده از ١٨گرفتند که 

  .آنزيمی مورد مقايسه قرار گرفتند

رادي از كلية اف :جداسازي انگل از بيماران و كشت انگل

سشنامه، ، پس از تكميل پربودندكه زخم مشكوك به سالك 

  .نمونة لام مستقيم و كشت تهيه شد

 كشت و NNNترشحات حاصل از زخم بر روي محيط 

 براي كشت انبوه  .گهداري گرديدن C٢٦°در درجه حرارت 

سرم % ١٠همراه   بهRPMI 1640, BHIانگل محيطهاي مايع

با . شده مورد استفاده قرار گرفت  فعال جنين گوساله غير

ل، محيط مايع غني طوري اضافه مشاهدة افزايش تعداد انگ

ليتر باقي  ميليون در ميلي ١گرديد كه تعداد انگل همواره مي

  .بماند

استخراج .گرديد آوري ها در انتهاي فاز لگاريتمي جمع نمونه

پس از انجام مراحل پيشين بايستي بلافاصله  :آنزيمهاي محلول

   .گرديد آنزيمهاي محلول انگل استخراج 
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ينهاي محلول در آب ازجمله آنزيمها، جهت استخراج پروتئ

شد،  روش ذوب و انجماد استفاده  از روش خردكردن انگل به

آمده انگل از محلول  دست  صورت كه بر روي رسوب به  بدين

 مولار كه شامل   ميلي٢شده پايدارنده با غلظت   رقيق

آمين   سديم اتيلن دي٢اسيد،  آمينوكاپروئيك  تيوتريتول، اي دي

 و بود PH =٧ ميلي مولار و ٢٠٠تيك اسيد با غلظتتترا اس

  .ديگرد شده، اضافه   توسط آب مقطر رقيق

اين مخلوط در تانك نيتروژن مايع منجمد و سپس در 

بار   گردد و اين عمل سه  درجة سانتيگراد ذوب مي٢٥ - ٣٠آب

شده توسط سانتريفوژ  مخلوط حاوي انگلهاي خرد. تكرار شد

 ٣٠ مدت   درجة سانتيگراد به٤ در g٣٠٠٠٠ دار با دور  يخچال

، بودنددقيقة سانتريفوژ و محلول رويي كه شامل آنزيمها 

   .گرديدآوري  جمع

 سيستم آنزيمي كه ٦از  :آميزي آنزيمها  رنگالكتروفورز و

در فهرست آنزيمهاي پيشنهادشده توسط سازمان بهداشت 

جهاني و محققين مشهور اين رشته ارائه شده است، جهت 

برق شهر  و  هاي انگل جداشده از منطقة آب ناسايي نمونهش

  ).٨  ‐ ١٩( مشهد استفاده شد

اين آنزيمها با استفاده از روش الكتروفورز ايزوآنزيمها در 

با توجه به  .آكريل آميد، مورد بررسي قرار گرفتند ژل پلي

توان  بودن هر آنزيم براي سوبستراو كوفاكتور، مي  اختصاصي

شده روي ژل  م روشي جهت ظهور باندهاي ايجادبراي هر آنزي

  .طراحي كرد

 ٦،گلوكز ١شش سيستم آنزيمي شامل مالات دهيدروژناز

 و گلوكز فسفات ٣، فسفوگلوكوموتاز٢فسفات دهيدروژناز

                                                           
1 Malate dehydrogenase (MDH) 
2  Glucose-6-phosphate dehydrogenase  (G6PD) 
3 Phosphoglucomutase (PGM) 

و دو نوكلئوزيد  ٥، يك نوكلئوزيد هيدرولاز٤ايزومراز

  .باشند مي ٦هيدرولاز

هاي  هشاخصهاي يك زايموگرام در تعيين هويت نمون

آميزي با سيستمهاي  ها و رنگ مختلف پس از الكتروفورز نمونه

آنزيمي ذكرشده، تعداد باندها، مهاجرت نسبي باندها، شدت 

  .دبوده انت باندها باندها و ضخام

مشخصات فردی، نتايج آزمايشگاهی، سابقه بيماری در 

  .پرسشنامه ای جمع آوری گرديد

 آمار توصيفی و اطلاعات جمع آوری شده با استفاده از

  .جداول توزيع فراوانی پردازش گرديد

  

  نتايج 

با  :نتايج حاصل از مراحل کشت و انبوه سازی انگل ‐١

بررسي نتايج آزمايش اسمير مستقيم و كشت، بيماران 

  . گروه جداگانه جاي گرفتند٤در 

 مورد گسترش مستقيم و كشت هردو ٢١در : گروه اول

  .منفي بودند

 گسترش مستقيم مثبت و كشت پس مواردي كه: گروه دوم

  . مورد٢٢زمان لازم منفي بود،  از گذشت مدت

 مورد گسترش مستقيم منفي و كشت ٧در :  گروه سوم

  .مثبت بود

 مورد گسترش مستقيم و كشت ٢٧در : گروه چهارم

 اين گروه براي انجام مطالعه انتخاب و نهايتاً. مثبت بود

ه به توليد انبوه رسيد و  نفر از بيماران اين گرو١٨هاي   نمونه

   .براي مراحل بعدي مورد استفاده قرار گرفت

                                                           
4 Glucose phosphate isomerase (GPI) 
5 1 Nucieoside hydrolase (NH1) 
6 2 Nucleoside hydrolase (NH2) 
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ها در مقايسه   نتايج حاصل از مطالعة ايزوآنزيمهاي نمونه‐ ٢

هاي استاندارد   نمونه در كنار نمونه١٨ :هاي استاندارد با گونه

 سيستم آنزيمي ٦ليشمانيا ميجر و ليشمانيا تروپيكا با استفاده از 

  :نتايج به شرح زير است. قرار گرفتندمورد مقايسه 

در اين سيستم آنزيمي ليشمانيا  :مالات دهيدروژناز) الف

تروپيكا و ليشمانيا ماژور كاملا از يكديگر متمايز بودند و تمامي 

 نمونه در اين سيستم طرح كاملا مشابه هم و مشابه نمونة ١٨

  ).١شکل (استاندارد ليشمانيا ميجر بودند 

  

  

  

  

  

  

  
            در نمونه هایMDHزايموگرام آنزيم  – ١شکل 

  مورد مطالعه

دو نمونة استاندارد   : فسفات دهيدروژناز‐ ٦گلوكز ) ب

باند سنگين با مهاجرت نسبي كند ليشمانيا  واسطة وجود تك به

با ليشمانيا ميجر  نمونه الگوي مشابه ١٨ميجر، قابل افتراق بودند، 

  .)٢ شکل (را نشان دادند

  

  
  

  
  
  
  
  

          در نمونه هایG6PDزايموگرام آنزيم  – ٢شکل 

  مورد مطالعه

باند  واسطة وجود تك ليشمانيا ميجر به: فسفوگلوكوموتاز) ج

سنگين با مهاجرت نسبي كند و دو باند با مهاجرت نسبي بيشتر 

  .از ليشمانيا تروپيكا قابل افتراق بود

ز سايرين ها طرح متفاوتي ا در اين سيستم يكي از نمونه

ها الگوي مشابه ليشمانيا ميجر نشان دادند  داشت ولي ساير نمونه

  .)٣ شکل(

  

  

  

  

  

  

  

  
            در نمونه های PGMزايموگرام آنزيم   ‐ ٣شکل 

  مورد مطالعه

  

طرح ها  در اين سيستم تمامي نمونه :گلوكز فسفات ايزومراز) د

  .)٤ شکل ( استاندارد ليشمانيا ميجر داشتندمشابه نمونة

  

  

  

  

  

  

  

  

                     در نمونه هایGPIزايموگرام آنزيم   ‐٤شکل 

  مورد مطالعه
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١٨١

طرح آنزيمي نمونة استاندارد  :يك نوكلئوزيد هيدرولاز) هـ

تمامي . ليشمانيا ميجر و ليشمانيا تروپيكا كاملا متفاوت بود

  .)٥ شکل (ها طرح مشابه ليشمانيا ميجر داشتند نمونه

  

  

  
  

  
  
  
  
  

  در نمونه های مورد مطالعه NH1زايموگرام آنزيم  ‐ ٥شکل 

  

ها در اين سيستم طرح  يكي از نمونه :دو نوكلئوزيد هيدرولاز) و

ها الگويي مشابه  ها داشت ولي ساير نمونه متفاوتي با ساير نمونه

  .)٦ شکل (اندارد ليشمانيا ميجر نشان دادندنمونة است

 
  

  

  

  
  
  
  
  

          در نمونه هایNH2 آنزيم زايموگرام  ‐ ٦شکل 

  مورد مطالعه

  

 نمونه، ليشمانيا ١٨ سيستم آنزيمي مورد مطالعه، هر ٦با توجه به 

ها با زايمودم متفاوتي  ميجر شناخته شدند كه تنها يكي از نمونه

  .از ليشمانيا ميجر شناسايي گرديد

  

   ریيگ بحث و نتيجه

عنوان   هاني بهبيماري ليشمانيوز از سوي سازمان بهداشت ج

معرفي شده و تمركز ا دني عفوني مهم بيماري شش از يكي

 و مورد تأكيد قرار  هاي مختلف آن توصيه تحقيقات پيرامون جنبه

  ).٢٠،١٩( گرفته است

اين بيماري در ايران نيز داراي پراكندگي وسيعي بوده و از 

  .شود مشكلات مهم بهداشتي كشور محسوب مي

هاي اخير در پزشكي   در دههيكي از پيشرفتهايي كه

كاربردي ايجاد شده، استفاده از ايزوآنزيمها در تحقيقات 

عنوان   مطالعة ايزوآنزيمها كاربرد وسيعي به .باشد تحليلي مي

يكي از روشهاي تشخيص مولكولي در جهت ميكروارگانيسم 

  .داشته است

بررسي الكتروفورز ايزوآنزيمهاي ليشمانياهاي مختلف كه 

 و با ١٩٧٤همكارانش در سال  و ٧گاردنرار توسط ب  اولين

استفاده از يك سيستم آنزيمي صورت گرفت، تحول عظيمي 

هاي مختلف انگلهاي جنس ليشمانيا  ها و سويه در شناسايي گونه

  .ايجاد نمود

 سيستم آنزيمي كه در فهرست ٦ در اين مطالعه از 

د شده توسط سازمان بهداشت جهاني وجو آنزيمهاي پيشنهاد

 و  هاي انگل جداشده از منطقة آب دارند، براي شناسايي نمونه

  .)٢١،٢٢( برق شهر مشهد استفاده شد

هاي مرجع   سيستم آنزيمي و در مقايسه با سويه٦در بررسي 

ها هموژن  ميجر الگوي آنزيمي تمامي نمونه. تروپيكا و ل. ل

ها  سيستم آنزيمي مالات دهيدروژناز در تفكيك نمونه. بود

  .ار عالي عمل كردبسي

هاي تحت مطالعة طرح مشابه الگوي  در مجموع همة نمونه 

ميجر نشان . برق تهيه شده بودند، ل و  آنزيمي كه از منطقة آب

  .دادند

                                                           
7 Gardner 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

٨٨ شماره ‐ سال چهل و هشتم‐ ٨٤ابستان  ت                                        مجله دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهد        

 

 

١٨٢

در بررسي شواهد اپيدميولوژيك و باليني نيز نتيجة حاصل 

  .گرفتند از مقايسة ايزوآنزيمها مورد تأييد قرار 

 زايمودم متفاوت در ميان ساير در طي اين مطالعه تنها يك

توان اين نمونه را زايمودم متفاوتي از  ها مشاهده شد كه مي نمونه

قيق مشخصات اين زايمودم ميجر درنظر گرفت كه تعيين د. ل

  .باشد كارگيري سيستمهاي آنزيمي بيشتري ميه ب نيازمند 

ايمن و سكونت در  افزايش جمعيت، مهاجرت افراد غير

ايط پرورش و تكثير پشة خاكي از هر جهت اي كه شر منطقه

هاي جوندگان و افراد با زخمهاي  فراهم بوده است، وجود لانه

نشده و مزمن وجود زمينهاي باير، شرايط مناسبي را جهت  درمان

  .استقرار بيماري در اين ناحيه فراهم آورده است

در شهر مشهد نيز بيماري در مناطق مختلف شهر مشاهده 

ويژه  هاي شمال غربي و جنوب غربي به محلهشده، اما در 

   .برق رواج بيشتري دارد و  شهرك آب

   آلودهعضي از روستاهايي كه مجاور شهر هستند نيز شديداًب

  .بودند

ريزي جهت كنترل  از آنجا كه اولين گام در هرگونه برنامه

و مبارزه با توسعة بيماري در يك منطقه، تعيين مشخصات دقيق 

 است كه از بيماران، مخازن يا ناقلين آن منطقه عوامل بيماري

    آمده از اين مطالعه كه براي اولين دست باشند، نتايج به  جدا شده

مرتبه در اين سطح صورت پذيرفت، مؤيد اين واقعيت بود 

يكي از كانونهاي اصلي ليشمانيوز جلدي  تنها  كه شهر مشهد نه

ويژه در   هر بهباشد بلكه در برخي از مناطق ش نوع شهري مي

ماژور كه عامل نوع مرطوب است  هاي ليشمانيا حواشي آن گونه

  .نيز وجود دارد

  

  

  

********** 
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