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 جدا شده از بيماران يتعيين هويت انگلهاي ليشمانيا

 مراز اي پلي واكنش زنجيرهمبتلا به كالاآزار با روش  

    يلويه و بويراحمدگدر استان كه
  

  :چكيده
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�����XLINR4   �LIN17 ��>2        8\	H 5�" �7�� �� �
W$�     � *� !#&
H$       8�� �# �
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  ��#�  �
]^F ����� .       ����� � L_ 5�� ��� ;��� ��# �� L	D`�a/R     ��� � ;��� ��	�0��$^� ��.�# 

    ��#�  5V
�� c�� ������� �	��
F�.                    ��� ��@	F ��� � ���#�  5��#�JK�^C �"����� 5���� L_ �� Z9�� 

<=�� 4A�� ��	  '1��� <E����#�   .  

  


A	-: يافته ها$���� '*�	=$�� VW� :
7$K� 5�"�
��� 1���� ��  4A�� 5�")B��
 ��K@� ( #���F ��

��	�� �# *����0 d�$JK�  �# �$%" 8� �� ZX 4A�� '*����
� �� #�	� �# �# � �� ;�"��� ;�� �
6F !�"

5��0 �# e
`�*� *� *� 5��0 8F 5�" e
`� �# Z9� � ;#	�� ���  RPMI1640  B
&@ ��� �

 ���	  -�� ��;	J�� �$%" �� �� 5��� . M����� �# ���>� #�	� *����
� 1���F �� 4.�� ��	��

;�
(�� M&��� ��X !�  ���� ;����� �� !���� #�(��fgh#	�� ��� �%@  .�"���� B�� �K��7�  !�"���� ��
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 ;��# � M��# *�W��� ��(�RR ;���� � R� � ��6RSTa) �X �# �X ;����UR( 28

  مقدمه 

Z���
������
  �� ��
���� m��
, ;�����
 �� �#

!�����
�  �������� �	
������
 ���F !����@ ������i �� ���"

 �� ;�&��    �� ����   ��
�� �� �	  �      �
�����
 4�A�� !�"
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    ��� ������ � �,�=� !��@ '!��@  ����� .  �	
�����
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     � ����� ��� ������ �������   ��
��� ��� ���	    !��" 

 ���	��# !�
����
)t( �	$��%&�� ')u(   ���� �� � )v(   #��(�� 

 #	� �� .   ������ �	
����
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� �# ��

-�	��. 8�#��	9����  )  ���
  8��F ( �� 17,���&� �# �

  4��
�#�� 5�6��$����) *���W� ����# � �6��� B
^���� ( �

   12�� *�(����3�)   �J
�H � �"�(   /��0 ')    � #���� ���
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  ��6@ (  �6�	� �) Q	���	E � *�@���� (  :�2 �)  M�=�

*�$K(�E ( -�	. ��    1�� ;��# 8
����   #	�� .  *���=�

!���
�      *���� c� � c� )    L�W�� � ;����� (  B
�2��� �

*�  ��	  ��      1� 4
^�F 1H�E ��X m�$=� 5�" �&"# . B��

              L��� ;# ���� *��H#	H �# w��q� *���� �# 5���
�)xy 

�.�# ( 1� ;��#       �$���� B
�� �$�
� � #	��   k���� *�


  � � ;#	�  �     ��� z	��� 5���
� #��	� B��$�
� 1�H �	,

 *�$�� ����C  � 5�"  1� �	�H m�$= ���� .   5����
� B��

    �� 1�
�� m
,  :�IC         �� � ����# �"�	E L�J�# �� �� 

         [��V�  #��� � ;�&��H #��	�� ��F ��IC *��� #��	�

   ����	%C �	���H +,���&� �� 1?���� �# � ����� ;����

k��� ��
K� ��^���
q ��� 1&
�� 5���
� �� �F)u{t(.  

 ;���� ����(�� �����>� �# ��
���� ���� !����
� � 

l
�    Z%�)tv|x(   ;����X !�� ��       �# ���$�����
� !��"

   ����#�  <=���� Q	����� �6��� !�6��$������
� ���� 
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������
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A6� *�$�� m�$=�.  �#

      ���#�  <=�� ���>� B��   ��, ���      ���6\ ;��# l��

 �����)tv|y{tv|} ( #�����F}|  <
=���F ���� �����
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 �� !���
�         �6�� !�6��$�����
� L��%,� M=� �# �����

  ;��#�  !�$K� Q	���        !����
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� �� ���

   '~�#	�� +,���&� �� !����� #��	��� � Q	����� �6��� �#

  '*	 ������ '*��#����� '���$����# '������"# '�����I��

������ ;#	� #��� ���
0 � ���
9� ';��$� )v(. .  

 ���>� *	&��F    �� !�      ��	� 4���	C ;�&&� B
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           �������	� � ���	�
A6� *�$��� �# ������� �	
����

    ���� �$0�A� -�	. ���� .�#    ��i�� ����>�   !���� 

           ��� I$J� *����
� �� ;�� ��@ !�
����
 4A�� ��� B
��

         ��� ������	� � ��	�
A6� *�$�� �# ������ �	
����


   [�� l�� ;�
(�� M&���  ��X !�  ����    �$K�� ����  )�( 

��� ;��#�  ��	" B

�F.    

  

   هامواد و روش

 �����>� B���� �#�����(F  '�  ���� I$��J� �����
� 

��H      �� ;�&&H ��@��� ����   L�%,� M=�*�$����
�   ����� 

  #�(�)O( �6�  Q	���     L�� �# tvy�  ��$�� '   ��
��� ��� 

        #�	� 1&
�� -�&���� �s� �� *�H#	H <D=$� 8�VX

                                                
1-Leishmania donovani  

2-Leishmania infantum 

3-Leishmania chagasi 

4-Semi – Nested Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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�F ��	"*����
� �� ;�� ��@ !�
����
 !�6�A��������� �� I$J�   

 ;��# � M��# *�W��� ��(�RR ;���� � R ��6� �RSTa) �X �# �X ;����UR( 29

              B��� ��� *��� �	^��� �� ZX � �&$0�  ���2 1����

 � 	�	� 5���
�   ':^� 10�M�����      4���� [���� !�"

 ��	E !�6	��) t(  ���#� ' �       �� #� �	s&� �� 5_	��� 

    ��� ����	E�# 5����
� ��
��F .   ��6@ B
�&��" ��
��F 

  '1���6�� �����	E�# V��
� *�	=$���� V��W� *	
�����
9�

��#�  .         ����� �� Z�X *�	=$�� VW� :
7$K� 5�"�
���

             c��� �K��
  c��� ��� '8�
�
$� 4�^� �� *#	��   5V�
�� 

��#�  .       V�
� 4A�� ��H #�	� �#u  ��F v   k���� �� ;��>2 

        #��� 4��$�� e���� �# �� *�	=$�� VW� *	
���
9��

    5��0 �# e
`�   *� *� *�    /� *� �)u( ';#	��    -�� �� � 

 5��# �# �$%"u�{u�#�  ��	^�� #��  1$��� �@�# ��.  

   *�
� ��� ���
�   ���>� #�	�    5���# ����
� �� '

    
� �� � �Hp� Z&@  � �A�# ���� ��#	� �� .  *����
� B��

            5�$���� ����@ �� *�$��� m��$=� 5�"�$���� BH��

         ���#	� ~�#	� B
\ � ��� ��# 8���� -�\ .  B
A���
�

 �6�� 1&� ;�� u�#	� ;�� ��� ;.  

 Q��=$�� �6@� *� !#)v(  ��	  B

�F 5��� 

 [�� �� '�	Hp� *����
� �# 4A���K&��*���^�" � )�(  

��#�  ;#�%$��)�( .�� �#�������� Q��=$�� �6@ [�� B         

 � *� !#��I��!�"c��  
���� *�	=$�� VW� ;�� 5V

� I$J� *����
� �� z	���������H � ;#�%$�� #�	� ����

 '�0�  ���2H w
F�F B�������$�� ������ �>� �� �" !

�X	Y���Y
�@ *��$� �
F �� �� ';�� ;�
���F 1���

� ;#�� � �# ;��� ��#�	 "��� :
� � 8� ����&X� 5�

1� 1� �� �$=�� . �	 �" ��u��� �$
��^
� ��� �0�

(PH=8,1% V/V:Tween 20 1mM, EDTA 50 mM, Tris-HCL 1mM). 

 ��&
�F��X 5���#��)}() }/y^
� ������ L	�`� �� �$
��

tx1�
�  �$
 �# �� (��#�  ;#�V0� .	 ������ � �"���� �

 *��# �# w� 8� -��^�������	������� �	F�v|@�# �� �       

 ;�A������ �# #��  1$���6A�����!�������  . Z9�

 �	 �" ��u��&0 L	�`� �$
��^
� ���� � ��0���H '4

��#�  ;#�V0� 4^� 4
���V�� .	 *� �� ZX�����"  �� �� 

 ;�A$�#ZYF��)�(  -�� ��� �7
2# 8� �"������ � ;#� :

 -�� �� ���t�7
2# �# � ��#  ���� ���� _	%��$��� .

 5��� �H �	 �" 1��� k��� � *� !# �	 �� #	�

A�# V
�F ����&X������ 4^� *#�V0� �� � ;�� 47$&� 5�

 *�V
� �� <�E 8
�
F����$
��^
� �� B$0�  ���2 � �

 5��# �#u� {1$��� �@�#  � � #�� �����# _	%��$�� 

��# t����  -�� �� '�7
2# ;#  !# � *�H ~	��� ';#�

 �	F��	^�� �� � ��F� 5��# �# �� *�v| 8�E �@�# 

 '4��$�� �>7� ~� �# *� *#	�� 4� �� ZX � ;#	��

M����� �6@ ;�
(�� M&��� �X !�������� ������ #�	� 

�0�  ���2 ;#�%$��. .  

       ������X �� ;#�%$��� ��LINR4   � LIN17   ���>2 

    8�\	H 5��" ��7�� �� ��
W$�)|( *� !#� &
H $ 1$���IX	

 ����
 4A��   ���#�  �
]^F ����� 8� �# �
)�� }( .  #�	��

                                                
1-Cell Blood Count (CBC) 

2-NNN+NS  

3-DNA 
4-Vince et al 
5-Proteinase K 

6-Vortex 

7-Minicircles 
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'!����� �#�6� �$�# '��=0 !�6� �7��. �$�#  '��
"���� B
K���`� �$�# '*���?$�� ':F�� �i��Iq �$�#  BK`��'!�$�I #�r��i� BK� 

 ;��# � M��# *�W��� ��(�RR ;���� � R� � ��6RSTa) �X �# �X ;����UR( 30

   5��� ��� ;�
(�� M&���  ��X !�  ����       ��� ���	�� ��6@ 

  :�(�u}  #	��� ����2 B���� ��� ���$
��^
�  l��F �� *� !# 

����X ������)t( )*_�&
���  � *������  (  5���"��� '������ 8���

5# 1KH� �
F	��H	�)u( }/u  1��
�   'L	��    :�V�
&� ������ )v(    

u�
� 1  �0�� 'L	�;�
(�� M&��� ��X !� ����) *_�&
� �   

*������ (}/u���$
��^
� ' ��"�����X �� �� 	����� �����5�                

LINR4 (5-GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3)   � 

LIN17(5-TTTGAACGATTTCTG-3)   B�� �� �� 

  �C	�(�}    �� �$
��^
�     � *� !#       ;#�V�0� ��s� #�	�� 

#� ���� .����	�� Z9��� ���� 5���"�;# ;�A$���# �# ;���� 

  ��^���	��F)   ����J�� � B�
F)�(  *�$K��A�� �E���  (  ���

   ����� ;#�# ���2 ��� ������ L�� ������ �# � ،  5���#x� 

 1$��� �@�#   #��    -�� �� }      ������ 8�� �# �7
2#   �# '

�t ؛����� #��     5��#x� �@�#  -�� ��v�� ����
�� ����        '

u� �# ����  5�}u @�# ����  �������    -��� � v��  �������
��                           '

v  �  5��#|u  �@�#   -��� �� t ��7
2#    '��# ������ ��H     

v�   ��#�  ���^F ���  .    '�	� ����� �#  5���#|u  ��@�# 

1$���  #��  -�� �� }����� 8� �# �7
2# #	� .  

(�� �� ZX ��� ��;�
(�� M&��� �X !����� ���� '

L	D`��  �����;��� ��#� ����� � L_ 5�� ���� ����

}/t
F� �� � ;�� ��	0��$^� �.�# ������ �	�� ������   

c�� ��#�  5V
�� .�� Z9� A$�# 5������F ;��� Z���

� L_ �� � ;�� ;#�# ���2 �	F�&
�	���������� �"���� 5��

Z^C  ��	  '1��� <E�� �� �@	F �� � ��#�  5��#��

��#�  <=�� 4A��.   

   

  يافته ها

  :�IC  ���           *�����
� B��� �# ;��� ;�"���� 1&


 " 4���9��	F�91�A�	&�   �   -�� 1��	, wF   ����� 1� .

          M"�H � ��� wF ':^� #�# *����
� ���^� B��F ;��C

 #	� �6$�� ��� ; .M�����        *���� 1���&� *	�E 5��" 

  :���H ;����&"#    '1&X	����^ '1&X	$
����	J���F '1�	���E

    1�&
�	J�	9
" � 1�&
	�	� ��� �9
" )    *��� Z^C ��

K�        ���� B
	��	�  ��� B
�	�J� �J( �      *#	�� 1��
J, 

*	���   �JH #�^��C 5�")}( #	�  ��� ; .    5��" M����� �#

 Z�������	�0	�	��� *	������ �� *�������
� 5_	������

:
7$K����
q)�( ���� ;#�%$���� ..  ���$
F *	����� B���� �# 

1$��   5#��t:tuy  ��� � �F �   �       ��s� �# ��J]� �$
F *�	&C

 1� �$0�        p�� *�����
� 1���F �H #	�    ���
C 5���# �	H

1��$��   ������� 1������� 1��
������
�i 5#����t:tuy � 

����F           �&$K�" ��J]� 5_	���� ��s� �� ��H ��#	�  .  ���

     '*�	=$����� V���W� :
7$K���� 5�"�
������ 1�������

-	A
$����    4A�� 5�") B��
 ��K@� (      d�$JK�� #����F ���

              4�A�� '*�����
� �� #�	�� �# �# � ��� ;�"��� *����0

     
`� �# �$%" 8� �� ZX 5��0 �# e *� *� *� #	�� ���

      5��0 8F 5�" e
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1-Taq DNA Polymerase  

2-dNTP  
3-Mg Cl2  

4-Techen, Cambridge  

5-Liver Function Test (LFT) 
6-Indirect Flourescent Antibody Test (IFAT) 

7-Fetal Calf Serum (FCS) 
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1-Leishmania tropica 

2-Leishmania major  
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ABSTRACT: 

 

Introduction & Objective: Visceral leishmaniasis (VL) is a 
disease commonly known as Kala-azar caused by protozoan 
parasites of the genus Leishmania including L. donovani, L. 
infantum and L. chagasi.  VL is sporadic in many areas of Iran and 
is endemic in a few provinces such as Fars, Azarbayjan, Bushehr, 
Ardabil and Qom. VL has been reported from some areas of 
Kohgiloyeh and Boyerahmad and this study aimed to characterize 
the causative agent of VL in this region. 
 
Materials & Methods: Bone marrow sample was obtained from 6 
VL patients from children department in Imam Sajad hospital in 
Yasuj. DNA was extracted from the obtained samples and was 
checked by semi-nested PCR to determine the species of the 
parasite. To do that, a segment of minicircle kinetoplast DNA was 
amplified, using LINR4 and LIN17 primers. Products of PCR were 
evaluated by electrophoresis, using 1.5% agarose and stained with 
ethidium bromide. 
 
Results: Parasitologically examination of bone marrow smears 
demonstrated amastigotes form of the parasite in the samples. For 
mass cultivation, isolated parasites were cultured in diphasic NNN 
followed by RPMI 1640 media. All the samples produced a 720 bp 
band in PCR assay. The isolates were compared with referent 
strains and it was revealed that all the isolates were L. infantum. 
 
Conclusion: Findings of this study demonstrated that the 
causative agent of VL in Kohgiloyeh and Boyerahmad was L. 
infantum. Further study is needed to explore other aspects of VL  
in this region. 
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