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یکی پایین در افراد مبتلا به های لیشمانیا میجر با تنوع ژنت وجود اشکال متفاوت آماستیگوت

 لیشمانیوز جلدی در استان خوزستان

 

 *6،  پرویز پرویزی 6، علی بردبار6، الناز علایی نوین6، سحر ابراهیمی*3، عادل اسپوتین6،1سید شجاع سلطان

 آزمایشگاه سیستماتیک مولکولی شناسی انگل بخش تهران، انستیتو پاستور ایران، .6

 ، مرکز بهداشت تهران جنوبدانشگاه علوم پزشکی تهران .1

 مرکز تحقیقات بیماری های عفونی و گرمسیری، گروه انگل شناسی و قارچ شناسی، دانشگاه علوم پزشکی تبریز، ایران .3

 
رستان امام جنب بیما –خیابان گلگشت  –، تبریز 6361943556کد پستی:  – 19پلاک  –فروردین  61خیابان  -  خیابان پاستور –تهران : مکاتبه یبرا ی*نشان

 parp@pasteur.ac.ir  ،parpparvizi@yahoo.com ،adelespotin@gmail.com،  116-14661115دانشکده پزشکی ، نمابر   –رضا 
 شهریور نود و پنج پذیرش برای چاپ:                             اردیبهشت نود و پنج                 دریافت مقاله:

 چکیده 
: لیشمانیوز جلدی به دلیل داشتن اشکال پلی مورفیک آماستیگوت با دامنه ژنتیکی مختلف دارای فنوتیپ های مختلفی سابقه و هدف

قان یک موضوع بحث برانگیز شده است. در این لیشمانیا میجر و تغییرات مورفولوژیکی آن در میان محق مولکولیمی باشد. تنوع 
مطالعه جنبه های اشکال پلی مورفیک آماستیگوت در تظاهرات بالینی همراه با تغیرات ژنتیکی انگل در بیماران مشکوک به لیشمانیوز 

 جلدی در استان خوزستان ارزیابی شد.
تهیه اسمیر و رنگ آمیزی صورت گرفت. پس از استخراج نمونه برداری،  6396-6393بیمار مشکوک طی سالهای  365: از روش کار

DNA محصولات ،PCR   حاصل از ژن هایITS-rDNA   وCyt b   وMicrosatellite   با آنزیم اندونوکلئازBsuRI  طی فرایند
RFLP .هضم و پس از تعیین توالی گونه های مختلف لیشمانیا با آنالیز مولکولی شناسایی شدند 

میکرومتر در هر زخم  4-1و لیشمانیا میجر در بیماران دارای آماستیگوت رایج )بیضی یا گرد( با سایز  نیا تروپیکا: لیشما یافته ها
خشک، مرطوب یا میکس کلاسیکی شناسایی شدند. در حالیکه اشکال غیر رایج )دوکی، گلابی یا سیگاری شکل( در زخم های غیر 

لیشمانیا میجر تنوع  ITS-rDNAو  Cytbه شد. تعیین توالی یابی سکانس های میکرومتر مشاهد 4کلاسیکی مرطوب با بیشتر از 
 ( را نشان نداد.Gene bank access no.EF413075به جز هاپلوتایپ شایع )( P >15/1ژنتیکی پایین ) 

یجر وجود ندارد. این : بر اساس یافته های موجود هیچ ارتباط معنی داری بین ویژگیهای فنوتیپی و ژنوتیپی لیشمانیا منتیجه گیری
مطالعه به عنوان اولین گزارش جامع جهت تعیین اشکال مورفومتریک آماستیگوت لیشمانیا میجر در ارتباط باتظاهرات بالینی متفاوت و 

 ویژگی های ژنوتیپی در نظر گرفته شده است.
 ، خوزستان.واژگان کلیدی: لیشمانیا میجر، لیشمانیا تروپیکا، اشکال کلینیکی، تغییرات ژنتیکی

 

مقدمه
دام است و  لیشمانیازیس یکی از بیماری های مشترک بین انسان و

جزو بیماری های فراموش شده نواحی استوایی با تظاهرات بالینی 

انگل لیشمانیا از خانواده . (6)متفاوت در ایران و جهان است 

از میزبان مخزن به انسان توسط نیش پشه  تریپانوزومیده است و

 . (4-1)خاکی انتقال می یابد 

در ایران سه شکل اپیدمیولوژیکی لیشمانیوز پوستی مشترک انسان 

لیشمانیوز پوستی شهری و لیشمانیوز احشایی مشترک  –و جونده 

انسان و سگ گزارش شده که به ترتیب اهمیت اپیدمیولوژیکی سه 

عامل لیشمانیا میجر، لیشمانیا تروپیکا و لیشمانیای اینفانتوم بوده، 

که به طور عمده عامل ایجاد لیشمانیوز جلدی در ایران می باشند 

(3 ,5-7) . 

( به L. turanicaهر چند اخیرا لیشمانیای غیرپاتوژن تورانیکا )

عنوان لیشمانیای جلدی مشترک بین انسان و جونده تلقی می شود 

ن را به عنوان عامل ایجاد کننده لیشمانیوز جلدی در اما محققین آ

. هتروژنیسیته/هموژنیسیته انگل تک یاخته باعث (1)نظر نمیگیرند

وع از جمله تظاهرات بالینی یا حتی تنوع ایجاد محدوده فنوتیپی متن

. میزبان (66-9)ویژگی های مورفومتریک در تریپانوزومیده می شود 

 ناقل در لیشمانیوزهای از پشه های خانواده سایکوییده شامل 
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( و لوتزومیا Phlebotomus papatasiفلبوتوموس پاپاتاسی )

(Lutzomyia است که دارای حداکثر فعالیت در اردیبهشت تا ) 

از  11اوایل تیر و اوایل پاییز است. نصف بیشتر استان های ایران )

   %91( می باشد که %1/6-%9/37استان( دارای توزیع متفاوت ) 36

 Zoonotic Cutaneousلیشمانیوزهای گزارش شده متعلق به 

Leishmaniasis (ZCLمی ) مچنین تعداد موارد گزارش باشد. ه

شده )مورد در سال( و تخمین سالانه ابتلا به لیشمانیوز پوستی به 

علاوه بر . (61, 6)باشد  می 663311تا  19111و  11131ترتیب 

آن لیشمانیا میجر مهمترین عامل لیشمانیوز پوستی است و 

 همچنین پشه خاکی های فلبوتوموس پاپاتاسی به عنوان ناقلین و

جونده های رومبومیس اپیموس، مریونس لیبیکوس، مریونس 

هوریانه، تاترا ایندیکا و نزوکیا ایندیکا به عنوان میزبان میزبان مخزن 

ZCL (64-63, 4)یران گزارش شده است در مناطق مختلف ا . 

یکی از مناطق اندمیک فراموش شده با درصد عفونت بالای لیشمانیا 

استان خوزستان واقع در جنوب غربی ایران است که هم مرز با عراق 

باشد و مکانی است که حداقل سه گونه لیشمانیا میجر، لیشمانیا  می

. (65)کا و لیشمانیا اینفانتوم در آن مناطق تایید شده است تروپی

میزان شیوع بالای لیشمانیوزیس در این منطقه توجه زیادی از 

محققان را برای تحقیق در این مناطق برانگیخته است. علاوه بر آن 

محدودیت هایی از جمله انتقال و نگهداری نمونه ها به علت افزایش 

دما و رطوبت، مناطق صعب العبور کانون های لیشمانیا خیز و امن 

ونه برداری  باعث شده که در استان خوزستان نبودن مکانی برای نم

مطالعه جامعی در  رابطه با بیماریزایی لیشمانیا صورت نگرفته باشد 

( بازسازی و 6911-6911عراق ) -بعد از جنگ تحمیلی ایران. (61)

شهرک سازی در مناطق جدید باعث ایجاد تغییراتی در اکولوژی 

ناقل و انگل در سه منطقه مهم در شمال، مرکز و –مخازن میزبان

جنوب استان خوزستان شد. یکی از مناطق مهم تحت حمله شمال 

ک، شوشتر و مناطق خوزستان بود که شامل شوش، دزفول، اندیمش

روستای اطراف آن ها بودکه میزان عفونت لیشمانیا در این مناطق 

به صورت فزاینده ای بالا است. مطالعه حاضر به بررسی اشکال 

متفاوت آماستیگوت با خصوصیات مختلف در افراد مبتلا به 

لیشمانیوز جلدی در استان خوزستان شامل شناسایی، جداسازی و 

 نیا در انسان می پردازد. تشخیص انگل لیشما

برای ارزیابی تجزیه و تحلیل تنوع ژنتیکی تعدادی از مارکرهای 

لوکوس  -18S rRNAهسته ای و میتوکندریایی مانند مینی اگزون

، میکروساتلایت )سکانس هایی با توالی کوتاه 13ژن گلیکوپروتئین 

 گونه های لیشمانیا که در تشخیص انگل  DNAبا توزیع فراوان در 

)به دلیل  HSP70،ITS-rDNAدارای اختصاصیت بالا می باشند( 

داشتن مناطق حفاظت شده و پلی مورفیسم داخل سلولی کم برای 

مینی  DNAپی بردن به روابط تکاملی در لیشمانیا کاربرد دارد(، 

( )ساب Cyt b (kDNA maxi circleسیرکل یا کینتوپلاست و 

وم میتوکندریایی در مطالعات یونیت کاتالیتیکی کوینول متعلق به ژن

 . (11-67)فیلوژنیک با ارزش میباشند( استفاده می شود 

مطالعه حاضر به بررسی اشکال متفاوت آماستیگوت با خصوصیات 

 وز جلدی در استان خوزستان مختلف در افراد مبتلا به لیشمانی

شامل شناسایی، جداسازی و تشخیص انگل لیشمانیا در انسان، 

 میزبان مخزن پستانداران و صید پشه خاکی می پردازد.

 روش کار 

شمال استان خوزستان چهار منطقه جغرافیایی )شوش، دزفول، 

به  E'482̊0و N'32̊10به سمت   327̊Nشوشتر و اندیمشک( در 

483̊1'E منطقه ) شامل: هفت تپه، شورخه،  1روستا و  11ل شام

الجزایر، بنادر، سید رحیمه، منتظری، سن کریم، آخرآسفالت، هور، 

شیخ نادر، چغازنبیل، جوهی، مراغیه، سید رازی در شوش؛ زاویه 

مرادی، دیلامیوقلاه، خیبر، بهشتی، چغاپهن، گاومیش بد، باغچه بان، 

گاه و ظلامی در شوشتر و حمزه آرون، فضیلی در دزفول؛گاله 

–اندیمشک( و سه منطقه جغرافیایی در غرب )دشت آزادگان 

و  '32̊5به  '317̊سوسنگرد و هویزه( و روستاهای اطراف آن در 

474̊1'E  48̊30به'E  ،شامل روستاهای دشت آزادگان: شاکریه(

جلیلیه، آلبو افری، مالل دیه، کوی عابدی، هویزه و فرنگیان در دشت 

( دو منطقه در شرق رامهرمز و رامشیر )روستاهای دره آزادگان

خوش، شاردین و شمیلان در رامهرمز( و مرکز اهواز )شامل 

روستاهای اهواز: کتاب دولاه، دامنه، کوچک اعشاری بزرگ، باهنر، 

شیبان، کوی ابوذر، کیان آباد، شهرک، برق، پاداد، صادقیه ملاشیه، 

حاجیه، سودانی و مرکز  امانیه، چهارصد دستگاه، کوی نبووت،

انتخاب شده است. بعضی از  ZCLبوستان( به عنوان کانون های 

  615112kmمکان های مورد بررسی بیشتر در مرز عراق و ایران در 

متر بالاتر از سطح دریا قرار دارند. شرایط محیطی و آب  161-61و 

وهوایی مناطق مورد مطالعه از بقیه مناطق کانون های لیشمانیای 

درجه سانتی گراد و  11-11پوستی  در ایران با دامنه دمایی 

میلیمتر  15-67در تابستان و میانگین بارندگی ماهانه  %95 رطوبت 

 متفاوت است. 

تا  6396در سال  CLنمونه برداری از زخم بیماران مشکوک به 

در مناطق ذکر شده انجام شد. اطلاعات هر یک از بیماران  6393

داگانه در برگه هایی نوشته شد. اطلاعات ثبت مشکوک به صورت ج

شده شامل سن، جنس، مدت ابتلا به زخم، تعداد و نوع زخم، مکان 

و همچنین سابقه  ZCLزخم، سابقه مسافرت به مناطق اندمیک 

. نمونه برداری از زخم های دارای اشکال (1, 1)مصرف دارو بود 

نجام و از هر زخم دو اسمیر بر روی لام متفاوت از بیماران مشکوک ا

تهیه شد. پس از خشک شدن اسمیرهای تهیه شده در مجاورت هوا، 

لام مربوطه با متانول فیکس و با گیمسا رنگ آمیزی شد و در انتها 

همه اسمیر های جمع آوری شده زیر میکروسکوپ مجهز به 

بررسی شدند. هر لام  6111میکرومتر چشمی  با بزرگ نمایی 

 . (16)درجه بندی شد  1تا + 6مثبت برای تراکم آماستیگوت از +

 سروزیته بعضی از نمونه ها به صورت زیرپوستی به انتهای دم 

Balb/c  ماه ظاهر زخم در  1تلقیح شد و به صورت هفتگی به مدت

محل القای زخم بررسی شد و بعضی از سروزیته ها از افراد مشکوک 
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کشت داده  Novy-macneal-Nicolle  (NNN)را در محیط

 هفته در  1شدند و نمونه هایی که دارای زخم فعال بودند به مدت 

اد انکوبه شدند و به صورت هفتگی نمونه درجه سانتیگر 11 دمای 

ها از نظر رشد و حضور پروماستیگوت ها به طور منظم مورد بررسی 

قرار گرفت. آزمایشات مربوط به حیوانات یا موارد انسانی توسط 

کمیته بررسی هیات دبیره اخلاق انستیتو پاستور ایران )شماره 

 ( مورد تایید قرار گرفت.115

شده با گیمسا با اتانول شستشو داده شدند و لام های رنگ آمیزی 

پوشانده شدند و در  Laysis bufferمیکرولیتر از  311سپس با 

ساعت انکوبه شدند )به جای استفاده از  14درجه به مدت  51دمای 

میلی   1.5( سپس این اسمیر ها کاملا به لوله های Kپروتئیناز 

هر بیمار با روش برای  DNAلیتری انتقال داده شدند و استخراج 

استخراج شده با  DNAبردبار و پرویزی انجام و غلظت 

  (Thermo Scientific Inc., Wilmington, DE)نانودراپ

 .(1)اندازه گیری شد 

برای غربالگری بیماران مشکوک جهت تکثیر ژن 

و میکروساتلایت  b،ITS-rDNA  ((480bp (880bp)سایتوکروم

(180bp از ) Standard-PCR  استفاده شد و محصولات آن در

 UVحاوی اتیدیوم بروماید ران شد و در زیر نور   %1/5 ژل آگارز

ان باندها مشاهده و جهت غربالگری عفونت لیشمانیا در بیمار

  nested-PCRبه روش  ITS-rDNAمشکوک از تکثیر ژن 

پرایمر مرحله اول و  IR2و  IR1استفاده شد. جفت پرایمر های 

ITS1F   وITS2R4   برای مرحله دومnested PCR  استفاده

مشابه مورد گزارش شده قبلی است  PCRشدند. جزئیات پروتکل 

 DNA. آب مقطر دو بار تقطیر به عنوان کنترل منفی و (11, 69)

 مربوط به لیشمانیا میجر به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

 

یم از لیشمانیاهای دنیای قد Cyt bو  ITS-rDNAسکانس ژن 

- ,KC540906لیشمانیا تروپیکا - EF413078.1)لیشمانیا میجر 

–EF413079لیشمانیا تورانیکا –EU330402لیشمانیا اینفانتوم 

برای آنالیز  Gene Bank( در AJ300486لیشمانیا جربیلی 

سکانس استفاده شد. در این راستا برای استاندارد کردن تعداد و 

 CLC DNA work bench 5/2( CLCسایز قطعات از نرم افزار 

bio A/S)   استفاده کردیم و از آنزیم محدود الاثرBsuR I, Hae 

III) با جایگاه برش ) GG↓CC  و Ssp1  با جایگاه برش

AAT↓ATT  .برای تشخیص گونه های مختلف انگل استفاده شد

  BsuR I ،1میکرولیتر  1میکرولیتر حاوی  31واکنش در حجم 

 
 

میکرولیتر از  PCR product ،1رولیتر میک Ssp1 ،61میکرولیتر 

ساعت )هضم تاخیری(  4میکرولیتر آب مقطر برای  61و  X 10بافر 

دقیقه )هضم  5و   ITS-rDNAدرجه سانتی گراد برای ژن  37در 

انجام شد. سویه های استاندارد  Cyt bسریع( در همان دما برای ژن

WHO  برای لیشمانیا میجر(HOM/SU/73/5ASKH)یا ، لیشمان

و لیشمانیا تروپیکا  (MHOM/TN/80/IPT1)اینفانتوم 

(MHOM/TN/80/IPT1)  به عنوان کنترل مثبت استفاده

و  PCR product فاقد  لوله های کنترل منفی شدند و یکی از

، PCRدیگری فاقد آنزیم محدودالاثر بود. بعد از هضم محصولات 

 ن و از حاوی اتیدیوم بروماید را %3روی ژل آگارز  DNAقطعات 

Ladder 51 -611 bp  بیس پیر( استفاده شد. به منظور آنالیز و(

مورد نظر تعیین رقت DNA از   PCRمقایسه حساسیت باندهای 

(Serial Dilution )6:6 ،6:1 ،6:4 ،6:1  انجام و شدت باند  6:61و

برای هر یک از ژن ها در رقت های مختلف بر   PCRمحصولات

  version 3.0ا استفاده از نرم افزار اساس طول کروماتوگرام و ب

Gel Analyzer  .محاسبه شد 

به منظور شناسایی تنوع   PCRاطلاعات مستقیما از محصولات 

لیشمانیا )گونه یا هاپلوتایپ( در بیماران مبتلا آنالیز شد. تعدادی از 

انگل لیشمانیا از  ITS-rDNAتکثیر شده از ژن   PCRمحصولات 

در هر دو جهت  RFLPتایید و تصدیق نتایج ن مشکوک برای ابیمار

-ITS2R4-ITS1F-LCBF1 توالی )رفت وبرگشت( با پرایمر های  

LCBR2 سکانس )توسط دستگاه
ABIPRISMTM3130GeneticAnalyzer automated 

sequencer (Applied Biosysem USA) و با استفاده از نرم )

از نظر  ویرایش و مقایسه همردیفی Sequencher 4.1.4افزار 

( صورت گرفت که منجر به تایید قطعی گونه Aligned) همولوژی

برای  MEGA V5/05های لیشمانیا گردید. علاوه بر آن از نرم افزار 

آنالیز فیلوژنیک هاپلوتایپ های جدید و رایج و مقایسه با سکانس 

های همه گونه های منطقه ای در مورد همولوژی و مشابهت در 

 GeneBankافق در ژن های ثبت شده در موقعیت های مورد تو

وطه با استفاده از نرم افزار و نمودارهای مرب (11)استفاده شد

GraphPad Prism 5 (California, USA)  .رسم شدند 

 
 

 یافته ها 

( در میاان  6بیمار مشکوک به عفونت لیشمانیا ) شکل  651از میان 

هزار نفری مناطق گروه اول )دشت آزادگان، سوسانگرد   16جمعیت 

بیمااار  615( و همچنااین  از میااان %3/96نفاار ) 637و رامشاایر(، 

کوک بااااه لیشاااامانیا در مناااااطق گااااروه دوم )شااااوش،مشاااا
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 هیو بر پا یرینمونه گ یدرشمال خوزستان با توجه به مکان ها یماریدر افراد مشکوک به ب یپوست وزیشمانیل یها یآلودگ یی. شناسا6جدول 

 یمولکول یزهایآنال

  
 

 

RFLP-PCR (BsuR1)  از ژن
ITS-rDNA مکان نمونه های لیشمانیا مثبت بر پایه رنگ آمیزی گیمسا 

دیگر گونه 

 تعداد(ها )

لیشمانیا میجر 

 )تعداد(

تعداد 

 کل

نمونه های 

 منفی

 آنالیز مولکولی توسط

 ژن های

Cyt bوITS-rDNA 

مشاهدات 

 میکروسکوپی

ارتفاع 

 متر()
قه روستاها

نط
م

 

ان
ست

ا
 

 هفت تپه 97 61/7 61/1 1 61 5 1

ش
شو

 

ان
ست

وز
خ

 

 سرخه 97 1/7 1/1 6 1 7 1

 الجزایر 97 64/66 64/63 6 64 9 1

 بنادر 97 1/1 1/1 1 1 1 1

 سید رحیم 97 6/6 6/6 1 6 6 1

 منتظری 97 1/1 1/1 1 1 1 1

 سن کریم 97 6/6 6/1 1 6 6 1

 اخراسفالت 97 11/65 11/61 3 11 5 1

 حر 97 1/4 1/5 6 1 3 1

 شیخ نادر 97 4/3 4/3 1 4 3 1

 چوقازنبیل 97 3/1 3/1 1 3 1 1

 جوحی 97 6/6 6/1 1 6 6 1

 مراغیه 97 3/3 3/1 1 3 3 1

 سید رازی 97 4/3 4/4 1 4 3 1

 زاویه مرادی 613 1/7 1/1 1 1 7 1
ول

دزف
 

 دیلم سفلی 613 1/5 1/1 1 1 4 1

 خیبر 613 3/3 3/3 1 3 1 1

 بهشتی 613 7/3 7/4 3 7 4 1

 چوگا پهن 613 1/5 1/3 3 1 3 1

 میش ابادگاو 613 1/1 1/1 1 1 1 1

 باغچه بان 613 3/3 3/3 1 3 3 1

 حمزیرون 613 7/5 7/5 1 7 4 1

 فضیلی 613 4/3 4/3 6 4 1 1

 گاله گاه 93 1/1 1/5 1 1 4 1

تر
وش

ش
 

 فلاحی 93 7/1 7/1 6 7 4 1

 شوشتر 93 1/1 1/7 6 1 3 1

 اندیمشک 651 65/66 65/64 6 65 1 1

ک
مش

دی
ان

 

1 
635(97 ،

1/71) 
615 

615(11 ،

1/61) 
 جمع کل (9/71، 617)615 (1/16، 635)615

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  

  74، شماره   کمیو  ستی، سال ب یریو گرمس یعفون یها یماریصلنامه بف

 25__________________________________________________________________________________________________________________سید شجاع سلطان و همکاران

 

(  از نظر %91/71نفر ) 617دزفول، اندیمشک و شوشتر(، 

آلوده به انگل  NNNمیکروسکوپی و کشت در محیط کشت 

بودند. از میان نمونه های مثبت گروه اول، بیشترین گروه  لیشمانیا

 ( و %1/11( و در مردان )%17سال ) 15-65آلوده در رنج سنی 

-5ه دوم بیشترین افراد آلوده در رنج سنی درنمونه های آلوده گرو

جدول ( قرار داشت %3/19( و همچنین در مردان  )%4/35سال ) 61

(6) 

 

 

تشکیل ندول اولیه،  -مرطوب، ب-زخم کلاسیک -( توسط  لیشمانیا میجر. الفZCL. زخم های بیماران ناشی از لیشمانیوز زئونوز پوستی )6شکل 

)مرطوب )تیپیک-زخم کلاسیک -مرطوب، د -زخم غیر کلاسیک -ج

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در گروه اول آماستیگوت های لیشمانیا میجر بیشتر دارای اشکال 

میکرومتر و اشکال پلی  4-3( با اندازه %1/11رایج گرد یا بیضی )

میکرومتر در سه نوع  5-4( با اندازه %7/67مورفیک غیر معمول )

و اشکال آماستیگوت پلی  زخم خشک، مرطوب و میکس بودند

مورفیک تنها در یک فرم زخم مشاهده شد. همچنین گروه دوم 

آماستیگوت های لیشمانیا میجر در زخم به صورت اشکال پلی 

( و %9/11( و بیضی )%5/61مورفیک شامل اشکال معمول: گرد )

(، سیگاری شکل %64/3همچنین اشکال غیر معمول: دوکی شکل )

( و همچنین در بعضی نمونه ها %3/1( و گلابی شکل )7%)

آماستیگوت ها دارای تاژک خارجی بودند و در بعضی نمونه های 

دیگر آماستیگوت ها به شکل رزت فرم و دوتایی دیده شدند. در کل 

زخم های مرطوب لیشمانیا میجر به صورت کلاسیکی )آتشفشانی 

، شکل( و غیر کلاسیکی )هرپتیک فرم، اریتروماتوز، پاپول و ندول

 هایپرکراتوتیک، زوستری فرم و پسوریازیس فرم( هستند.

آماستیگوت ها  در گروه اول بیشتر در زخم های مرطوب   11%

های مرطوب غیر کلاسیکی یافت  آن ها در زخم %3/14کلاسیکی و 

آماستیگوت های لیشمانیا تروپیکا با سایز تقریبی  %611شد. 

کرومتر در عرض با می1/1 ±66/1میکرومتر در طول و  ±3-2.13/0

اشکال گرد یا بیضی درون زخم های خشک بودند و بیشتر بیماران 

( %1/31+( )1تا  +6 + )از بین4مبتلا به لیشمانیا میجر دارای درجه 

در طول و  5-3بودند و میانگین سایز لیشمانیا میجر ها در رنج 

در عرض بود اما درجه مثبت بودن انگل های لیشمانیا 65/1 16/1±

 بودند.  +1پیکا همگی ترو

از آماستیگوت های شهر های گروه دوم گرد یا بیضوی در زخم  33%

آن ها در زخم   %4/39آن ها در زخم میکس و   %66خشک  و 

( مشاهده %5/13مرطوب )عمدتا در فرم کلاسیک: آتشفشانی شکل، 

شدند. در حالی که اشکال آماستیگوت غیرمعمول )سیگاری، دوکی 

های غیر کلاسیکی مرطوب مشاهده شد )از جمله:  موگلابی( در زخ

 (.%5/61هایپر کراتوتیک، اریس پیلاس، اگزوماتویید و پوستول )

آماستیگوت های غیر معمول گروه دوم دارای سایز غیر معمول با 

(  بودند در مقابل اشکال گرد یا بیضی %5/61میکرومتر ) 4بیشتر از 

 %9/56میکرومتر 4-3تا  %5/36میکرومتر 3-1آماستیگوت در دامنه 

شامل زخم های میکس یا زخم مرطوب کلاسیکی یا زخم خشک 

 قرار گرفت. 

ضایعات بیماران بر اساس موقعییت های مختلف با بیشترین درصد 

( و در صورت وگردن %1/15(  و بعد در پا )%1/31ابتلا در دست ها )

و بازو( ( و در بقیه قسمت های بدن )کتف، پا، پشت بدن، زانو 64%)

 ( %1/13+ )4( و %4/14)  +3( در گروه دوم بود. درجه بندی 4/14%)
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بیشتر از بقیه بود. پس از بررسی لامها با استفاده از میکرومتر 

میکرومتر بود  4میکرومتر بیشتر از  4-3و  3-1چشمی اندازه های 

(  بود. %9/56میکرومتر ) 4-3و همچنین اکثریت اندازه گیری ها 

سبت به ( ن%1/41تعداد افراد مبتلا به زخم لیشمانیا در شوش )

( بالاتر بود. %1/1( و اندیمشک )%6/64( و شوشتر )%3/11دزفول )

آذر ماه بالا و در خرداد ماه  پایین -میزان بروز لیشمانیازیس در آبان

بود. در خوزستان برخلاف بقیه ی استان های اندمیک ایران پشه 

پیک فعالیت فصلی در هر سال هستند. داشتن  1خاکی ها دارای 

در اواخر زمستان )اوایل   %95( و رطوبت Cº51الا )درجه حرارت ب

ماه مارس( و اواخر تابستان )اواسط سپتامبر( ما را با یک افزایش 

 (.6شدید بروز لیشمانیازیس  در آذر ماه مواجه میکند )نمودار 

 

 

 

 .6393تا  6396 یدر سال ها یخوزستان شمال یتاهابروز در روس ی( با توجه به ماه هاجریم ایشمانی)ل سیازیشمانیموارد مثبت ل زانیم -6نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

همچنین لیشمانیا میجر و لیشمانیا تروپیکا در سوسنگرد، دشت 

آزادگان، هویزه و اهواز یافت شد در حالی که لیشمانیا میجر فقط در 

نوع گونه  رامهرمز و رامشیر یافت شد که این به علت توزیع متفاوت

پشه خاکی یا مخزن میزبان در منطقه می باشد. فلبوتوموس 

پاپاتاسی و پارافلبوتوموس سرژنتی در مناطق سوسنگرد، دشت 

آزادگان و اهواز جمع آوری و شناسایی شدند اما فقط فلبوتوموس 

پاپاتاسی در رامهرمز و رامشیر پیدا شد.  در حالی که جونده تاترا 

و انسان/سگ میزبان مخزن لیشمانیا  Tatera indicaایندیکا 

میجر و لیشمانیا تروپیکا )به ترتیب( هستند. اما در مناطق گروه دوم 

های بالینی مختلف  تنها عفونت شناسایی شده لیشمانیا میجردر فرم

 کلاسیکی مرطوب و غیر کلاسیکی توام وخشک  با پنج شکل 

 

 

 

 

 

 

و  مترمیکرو 4-1مورفولوژیک آماستیگوت )رایج: بیضی وگرد با سایز 

میکرومتر(  4<غیر رایج: سیگاری، دوکی و گلابی شکل با سایز 

در ژل الکتروفورز بستگی به طول  PCRمحصول  شناسایی شد.

نشان میدهد که ژن  PCRکروماتوم دارد. حساسیت باند های 

-ITS( نسبت به 641دارای شدت پیکسل بالاتری ) bسایتوکروم 

rDNA  (661 در کمترین رقت )(.1دارد )شکل  6:61 
 
 

 

 

 

 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  

  74، شماره   کمیو  ستی، سال ب یریو گرمس یعفون یها یماریفصلنامه ب

 27__________________________________________________________________________________________________________________سید شجاع سلطان و همکاران

 

 
نانوگرم  ITS-rDNA. 10و  Cyt b یژن ها DNAبا هدف قرار دادن  یالیرقت سر هیته هیبر پا PCRتوسط  افتهیاند توسعه ب 1 تی. سنجش حساس1شکل 

DNA بعنوان کنترل مثبت  جریم ایشمانیخالص شده از لPCR +( استفاده شدve PCRکنترل منف .)بدون  یDNA  در هر واکنشPCR ( استفاده شد-ve 

PCRیندهاار با کسلی(. شدت هر پ PCR  دیمختلف محاسبه گرد یدر ژن ها "زریژل آنالا"با استفاده از نرم افزار. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

در این مطالعه در شهر های گروه اول لیشمانیا میجر و لیشمانیا 

نمونه  651بیمار از  639تروپیکا تشخیص داده شدند به طوری که 

( و 1/16%) ITS-rDNA  (7/14% ،)Cyt bمشکوک با سه ژن 

بیمار مثبت شدند  611(  شناسایی شد. که %1/63میکروساتلایت )

مورد لیشمانیا  9( و %7/14مورد لیشمانیا میجر ) 91و از میان آنها 

بیمار  639نمونه از  PCR 37(  بودند. محصول %47/1تروپیکا )

و هضم  BsuR I(HaeIIIبا )  ITS-rDNA(  برای هضم ژن1/11%)

جهت تشخیص نهایی کافی نبود  و سه  Ssp1   با   Cyt bژن 

نمونه جمع آوری شده در  615از  ( نامشخص بودند.%6/1نمونه )

نمونه آلوده به  635نمونه مثبت شدند. از  635مناطق گروه دوم، 

 هضم  Ssp1و  BsuR I(HaeIII)( با %1/71نمونه ) 97لیشمانیا، 

 

 

 

 

 

 97همه آنزیمی شدند و برای تشخیص نوع گونه سکانس شدندکه 

دارای  PCRمحصول  635نمونه از  31نمونه لیشمانیا میجر بودند و 

DNA  روش (.6کافی برای توالی یابی نبودند )جدولRFLP   در

تمایز گونه های انگل به طور مشخص به ما کمک میکند. دو قطعه 

جفت بازی مربوط به لیشمانیا میجر در حالی که چهار  341و 641

جفت بازی مربوط به لیشمانیا تروپیکا و  341و  51، 41، 31قطعه 

جفت بازی مربوط به  341و 71، 51لیشمانیا تورانیکا؛ و سه قطعه 

در  Cyt bو   ITS-rDNAلیشمانیا اینفانتوم  بدست آمد. سکانس 

کاملا تشابه داشت ) شکل   GeneBankمقایسه با موارد موجود در 

3.) 
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 ی(: کنترل منفvea-خوزستان. ستون اول از سمت چپ، )شده از استان  یجمع آور یدر نمونه ها ITS-rDNAژن P PCR-RFLبدست آمده از جینتا- 3شکل 

؛ ستون سوم از سمت چپ، BsuR1 میبدون آنز PCRمحصول  یحاو ی(: کنترل منفveb-؛ ستون دوم از سمت چپ، )PCRبدون محصول  BsuR1 میآنز یحاو

+(veکنترل مثبت برا:)16و  جریم ایشمانیل یKHH ،06, 011ا شده از شوش؛ جد یها زولهی( اجریم ایشمانی, )لKHH17,21, 40یها زولهی( اکایتروپ ایشمانی)ل 

 (.611bpمارکر،  زی)سا Mجدا شده از اهواز ؛

 

 

 

 

نمونه مربوط به لیشمانیا میجر  91نمونه از  15در مناطق گروه اول 

 ITS-rDNAنمونه مربوط به لیشمانیا تروپیکا برای ژنهای  9و همه 

سکانس و توالی یابی شدند. لیشمانیا تروپیکا تنوع مولکولی  Cyt bو 

تنوع بیشتری  Cyt bبیشتری نسبت به لیشمانیا میجر نشان داد. ژن

هم در لیشمانیا میجر هم در لیشمانیا   ITS-rDNAنسبت به ژن

 Cytتروپیکا نشان داد. لیشمانیا میجر دارای سه هاپلوتایپ برای ژن 

b نمونه به صورت رایج  13یپ آن در دارد که یک هاپلوتا

KHUZ57 (GenBank  Accession no. AB095961).  و دو

( که جدید و منحصر KHUZ17 and KHUZ19هاپلوتایپ دیگر )

( و همچنین برای ژن KM393217و  KM393221به فرد بودند )

ITS-rDNA نمونه، مشابه مورد گزارش شده در  15، همه توالی های

(GenBank Accession nos. EF413075, AJ300481 ژن )

 (. 4بانک بود )شکل 
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( sequence alignment) یها پیهاپلوتا یفیهمرد یابی یو توال maximum-likelihoodبر اساس درخت  ایشمانیانگل ل یگونه ها یلوژنی. فا4شکل 

 اسیهر شاخه نشان داده شده است. مق یبر رو %71 ی( بالاbootstrap) ری. فقط مقادMEGA5.05 لهیبوس ITS-rDNAو ب(  Cyt bالف(  یژن ها

 دهد. یمطالعه را نشان م نیشده در ا زیآنال یها یباشد. * = توال یم تیدر هر سا یدینوکلئوت ینیگزیتعداد جا دهشاندهنن

 

 
 

توالی لیشمانیا تروپیکا، سه هاپلوتایپ شناسایی شدند که شش  9از 

 KHUZ22 (GenBankتوالی آن دارای هاپلوتایپ رایج 

Accession no. EF579904).  بود و دو هاپلوتایپ دیگر در سه

نمونه باقی مانده گزارش شد که دو تا از سکانس ها مربوط به 

KHUZ02  باKM393218 ( و هاپلوتایپ دیگرKHUZ05 با )

منحصر به فرد بود. برای  KM393219شماره دسترسی ژن بانک 

یی شد که از لیشمانیا تروپیکا دو هاپلوتایپ شناسا  ITS-rDNAژن 

 KHUZ11 (GenBankهشت سکانس دارای هاپلوتایپ رایج 

Access no. FN677343)  و یک هاپلوتایپ جدید در یک

 (KM393220)با شماره دسترسی ژن بانک  KHUZ07سکانس 

برای توالی یابی یا سکانس  DNAبود. سه انگل به دلیل کافی نبودن 

نبود. یک مورد غیر قابل خوانش و یا عفونت توام قابل شناسایی 

Co-infection  ساله ساکن روستای کوتابدوله )در  14در یک مرد

منطقه اهواز( که دارای لیشمانیا میجر در دست چپ و لیشمانیا 

تروپیکا در صورت و یک کریتیدیا در زخم دست راست داشت که 

بسیار جالب توجه است که انگل های مختلف در یک بیمار وجود 

ین لازم است هر ضایعه ای برای گونه های داشته باشند. بنابرا

مختلف به صورت جداگانه مورد آزمایش قرار گیرد. آنالیز های 

فیلوژنیک با استفاده از هاپلوتایپ های جدید و مشترک هر دو ژن و 

تحویل داده شده است با استفاده از   Gene Bankمواردی که به 

ه عنوان یک شاخه انجام شد و تریپانوزوما ب MEGA 5.05نرم افزار 

 GenBankو  JN673390جداگانه در نظر گرفته شد )

Accession nos. M94286.) 
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 بحث

در این مطالعه دوگونه لیشمانیا )لیشمانیا میجر و لیشمانیا تروپیکا( 

در بیماران مشکوک از مناطق گروه اول )سوسنگرد، دشت آزادگان و 

هویزه در حاشیه غربی با عراق، اهواز به عنوان مرکز استان 

شرق خوزستان(و مناطق گروه دوم خوزستان، رامهرمز و رامشیر در 

)شمال خوزستان( طی دو سال مورد بررسی قرار گرفت. این مطالعه 

هزار  61در هر  6:67در مناطق گروه اول ) ZCLنشان داد که شیوع 

نفر( به 61111نفر در هر  1نفر( در مقایسه با گزارشات سابق )

گرایش لیشمانیا  ،. مشاهدات(13)صورت قابل ملاحظه ای بالا است 

میجر را برای ایجاد الگوهای بالینی متفاوت در زخمهای کلاسیکی و 

غیر کلاسیکی و ضایعات خشک برای لیشمانیا تروپیکا را نشان 

 .(14)میدهد 

عفونت لیشمانیا در مناطق شمال خوزستان به خصوص شوش به 

. در (14)نی بالا است دلیل نزدیک بودن لانه جونده به مناطق مسکو

در ایران   ZCLشوش پشه خاکی فلبوتوموس پاپاتاسی که تنها ناقل

. همچنین در مناطق شمال (15)شود  به فراوانی دیده میاست 

خوزستان تعداد کمی از آماستیگوت ها با یک تاژک خارجی در 

به پروماستیگوتی  که این ویژگی مربوط شدها مشاهده  بعضی زخم

. تاژک خارجی به ندرت در (11)است که پاراماستیگوت نام دارد 

 . (17)بعضی گونه های انگل در حلق پشه خاکی موجود است 

در این مطالعه، در مناطق شمال خوزستان یک ارتباط قابل توجه در 

( با P<0/05: 2χ)( %56/61میان اشکال آماستیگوت غیر رایج )

کی مشاهده شد. میکرومتر در زخم های مرطوب غیر کلاسی4<سایز 

همچنین  یک ارتباط قوی بین وجود اشکال رایج آماستیگوت )گرد 

 4-3و  3-1( با سایز های متفاوت P<0/05: 2χ)( %5/13و بیضی، 

میکس )توام( و مرطوب )عمدتا -میکرومتر درون زخمهای خشک

اشکال کلاسیکی آتشفشانی( مشاهده شد. بنابراین به نظر می 

غیر رایج آماستیگوت می تواند اثرات  رسدکه اشکال مورفومتریک

قابل توجهی بر روی تغیر شکل زخم های مرطوب غیر کلاسیکی 

 شود.

در این مطالعه سه ژن مختلف برای شناسایی گونه های انگل  

با دارا  Cyt bبرای ژن  RFLPلیشمانیا استفاده شد. تکنیک مولکولی

سریع( در تشخیص -دقیقه5با حساسیت بالا ) PCRبودن باند واضح 

و میکروساتلایت قابل اعتماد است که این  ITS-rDNAمقایسه با 

( این ژن در هر Multi copyمی تواند به دلیل کپی های بالای )

-11( به اندازه Maxi Circleرکل )یعدد ماکسی س 51-11سلول )

 کیلو باز( و حضور یک منطقه طولانی غیر معمول کد شونده  35

 ,MURF1, 12Sن غیر ویرایش شونده ژ 5کیلو باز( شامل 11) 

COI, ND1,  9 و ژنs  در این مطالعه گونه های (11)باشد . 

 

 

 

 

 

 

تشخیص داده نشده لیشمانیا می توانند پاتوژن های میکس )توام( 

-31)یا غیر پاتوژن با لیشمانیا میجر، تروپیکا یا کریتیدیا  باشند 

34)  . 

همچنین حضور عفونت همزمان به لیشمانیا میجر، لیشمانیا تروپیکا 

و کریتیدیا در نواحی مختلف بدن یک مرد در استان خوزستان 

وجود این پاتوژن یا غیر پاتوژن را در بیماران تایید کرده است اما 

باعث  موضوع تعجب آور است که چگونه عامل غیر پاتوژن کریتیدیا

ایجاد زخم در دست راست بیمار شده و مشاهده قابل توجه تر اینکه 

عفونت همزمان در زخم مرطوب برای لیشمانیا تروپیکا و کریتیدیا 

مشاهده شد که ما انتظار داشتیم تنها لیشمانیا میجر مشاهده شود. 

همچنن لیشمانیا میجر در انواع زخم های )مرطوب، خشک و توام( 

حالی که ما انتظار داشتیم تنها در زخم مرطوب آن  شناسایی شد در

را ببینیم. این مشاهدات غیر منتظره از زخم های مختلف توانایی و 

گرایش لیشمانیا میجر را برای ایجاد الگوهای بالینی متفاوت در 

 . (31-35)جنوب غربی ایران دارد 

هیچ ارتباطی آماری معنی داری بین ویژگی فنوتیپی )مورفولوژی( 

( P>0/05: 2χآماستیگوت و ویژگی ژنتیکی آن در لیشمانیا میجر )

)میتوکندری( و  Cyt b)هسته(،  ITS-rDNAبا استفاده از ژن های 

ز مراکز خوزستان ایران میکروساتلایت در مناطق گروه اول و دوم ا

مشاهده نشد و لیشمانیا تروپیکا تنوع ژنتیکی بیشتری نسبت به 

دارد به طوری   ITS-rDNAو Cyt bلیشمانیا میجر براساس ژن های

که لیشمانیا میجر تنها یک هاپلوتایپ رایج در مناطق شمال و شرق 

دارد. تنوع اشکال آماستیگوتی  ITS-rDNAایران براساس ژن 

در لیشمانیا تروپیکا و لیشمانیا میجر در مرکز خوزستان  متفاوتی

وجود داشت ولی تنوع ژنتیکی چشمگیری در انگل لیشمانیا میجر 

مشاهده نشد. اما اشکال آماستیگوت لیشمانیا تروپیکا فقط دارای 

اشکال رایج بودند ولی دارای تنوع ژنتیکی بر اساس ژن های یاد 

 CG(GC محتوای بالای شده بودند که علت این موضوع در 

content( در لیشمانیا میجر )و باندهای سه گانه %5/51 )

نسبت به  Stacking interactionهیدروژنی بین بازها و 

. این یافته ها به صراحت ارتباط (36،37-19)لیشمانیا تروپیکا است 

را در لیشمانیا میجر و  CLبین ویژگی های ژنوتیپی و فنوتیپی 

لیشمانیا تروپیکا نشان می دهد و میتوان گفت که تغیرات ژنتیکی 

همیشه بر روی ویژگی های مورفولوژیکی و حتی تظاهرات بالینی 

 .(46-31) تاثیر ندارد

تواند به صورت جداگانه در ویژگی بالینی زخم  چندین فاکتور می

لیشمانیا میجر تاثیر بگذاردکه این موارد شامل بیماری های سرکوب 

می، عوامل میزبان، کننده سیستم ایمنی، مهاجرت جمعیت غیر بو

تعداد انگل تلقیح شده، استفاده از استرویید خوراکی، امکان تلقیح و 

. برخی از (39-31)حتی آلودگی زخم با اجزای غیر ارگانیک باشد 

)لیشمانیا میجر و  CLمطالعات تنوع ژنتیکی را در مینی اگزون عامل 
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کنند و زنان  زنان دیده شد چون مردان بیشتر در مزارع کار می

 61تا5باشند و میزان عفونت در رده سنی  دارای پوشش حجاب می

نی ساله بیشتر از بقیه بود که علت آن می تواند بعلت پاسخ ایم

 (.41باشد ) TH1پایین 

را لیشمانیا میجر معرفی می   CLعامل اصلی  ،مطالعات پیشین 

( و %91کنند در حالی که مراغی و همکاران لیشمانیا میجر )

, 65, 9)( در این مناطق گزارش کردند %61لیشمانیا تروپیکا را )

نشان داد که لیشمانیا  ITS-rDNA. هاجریان با استفاده از (44

تنوع ژنتیکی  %3/7پلی مورفیسم و  لیشمانیا میجر با   %1/3تروپیکا 

. در حالی که ما تنوع تنوع ژنتیکی (45)یران وجود دارد در ا

در مقایسه با لیشمانیا میجر با استفاده بیشتری در لیشمانیا تروپیکا 

هسته ای یافتیم  ITS-rDNAمیتوکندریایی و  Cyt bاز ژن های  

که درک صحیحی از تنوع ژنتیکی در میان گونه های لیشمانیا به ما 

می دهند. یافته های انگل لیشمانیا میجر با تنوع ژنتیکی پایین  و  

وضوع است که ویژگیهای فنوتیپی مختلف نشان دهنده این م

لیشمانیا میجر در جنوب غربی ایران دارای ویژگی های مخصوص به 

خودش است و این شواهد به صراحت نشان می دهد که ویژگی های 

فنوتیپی لیشمانیا میجر به طور قطعی ارتباطی به دامنه تغیرات 

مولکولی ندارد. دلیل برجسته وجود زخم های غیر معمول در بیمار 

شکل دادن اشکال آماستیگوت رایج را می توان با مشکوک و تغییر 

شیمی درمانی و اثرات پاسخ ایمنی میزبان یا شرایط اکولوژی بر 

انگل توضیح داد که این فاکتورها می توانند منجر به تشخیص 

اشتباه شوند با این حال بعضی از نتایج مولکولی منفی یا مشاهده 

مثل  DNAاری میکروسکوپی مثبت را باید با نقش عوامل مه

 ها و روش استخراج نامناسب اعلام کرد. DNAaseپروتوپورفیرین، 

بر اساس یافته های موجود هیچ ارتباط معنی داری بین ویژگیهای 

فنوتیپی و ژنوتیپی لیشمانیا میجر و لیشمانیا تروپیکا وجود ندارد. 

این مطالعه به عنوان اولین گزارش جامع جهت تعیین اشکال 

ماستیگوت لیشمانیا میجر در ارتباط باتظاهرات بالینی مورفومتریک آ

 متفاوت و ویژگی های ژنوتیپی در نظر گرفته شده است.
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