
  
 RFLPهاي ليشمانياي جلدي در ايران با  تشخيص و ژنوتايپينگ گونه

 

 
 1388خرداد،3 ، شماره67ي تهران، دورهكي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

  
  
 

 

                                  :هاي ليشمانياي جلدي در جنوب شرق ايران ژنوتايپ گونهتعيين تشخيص و 
  (RFLP) آناليز هضم آنزيمي

  
  

  
  *1خليليمحمد 

 2 فردنوراللهيسعيد رضا 
  

   بخش ميكروبيولوژي پاتوبيولوژي،گروه -1
  شناسي انگل بخش گروه پاتوبيولوژي، -2

  

  كرمانباهنر شهيد دانشگاه 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
كرمان، دانشگاه شهيد باهنر كرمان،  :نويسنده مسئول*

، بخش ميكروب  گروه پاتوبيولوژيدانشكده دامپزشكي،
  03413222047: تلفن                                شناسي

email: mdkhalily@mail.uk.ac.ir 

 14/02/1388:     تاريخ پذيرش21/12/1387: تاريخ دريافت مقاله                                                                            

 

در . باشد ليشمانيوز جلدي بيماري زئونوزي بوده كه عامل آن ليشمانيا ماژور و ليشمانيا تروپيكا مي :زمينه و هدف
 RFLPز جلدي در جنوب شرق ايران از روش هاي ليشمانيو هاي ليشمانيا در كانون منظور تشخيص گونه اين مطالعه به

كننده به مراكز درماني   نمونه باليني از بيماران مراجعه55بدين منظور تعداد : روش بررسي .استفاده شده است
هاي  گيري از محل ضايعه، خون و پوسته پس از نمونه. آوري گرديد  نمونه از شيراز جمع28شهرستان بم و تعداد 

آزمايشگاه منتقل و تا زمان استخراج  ها به  نمونه،پس از خشك شدن. في واتمن قرار داده شدزخم روي كاغذهاي صا
 جدا و در DNAها با استفاده از كيت استخراج  اسيد نوكلئيك نمونه.  نگهداري گرديدندc4°اسيد نوكلئيك در دماي 

°c20- س ليشمانياجن جفت بازي در 400ناحيه مشترك . تا زمان انجام آزمايش نگهداري شد (ITS1) با استفاده از 
 آمپليكون هضم شده و الگوي شكسته HaeIIIپرايمرهاي مشترك جنس ليشمانيا آمپلي فاي شده و در ادامه با آنزيم 

 نتايج حاصله نشان داد كه تمامي :ها يافته .هاي رفرانس مورد ارزيابي قرار گرفتند شدن آنها در مقايسه با سوش
بقيه  هاي شيراز تنها يك نمونه ليشمانيا ماژور و  شهرستان بم گونه ليشمانيا تروپيكا و از نمونههاي اخذ شده از نمونه

باشد چرا كه ليشمانيوز پوستي ايجاد شده توسط ليشمانيا تروپيكا  اين امر قابل تفسير مي. تروپيكا تشخيص داده شد
دست آمده با توجه به نوع زخم و  ه نتايج ب:گيري  نتيجه.باشد مي) سگ و سگ سانان(ناشي از مخازن شهري انگل 

تكنيكي با  RFLPضمن آنكه روش . باشد تاريخچه بيماران كه از مناطق شهري مراجعه نموده قابل تفسير مي
  .تواند در يك روز كاري علاوه بر تشخيص ليشمانيوز، نوع گونه را مشخص نمايد حساسيت و ويژگي بالا بوده و مي

  .، بم، شيرازRFLPز جلدي، ليشمانيو: ليديكلمات ك
 

  
هاي  يكي از بيماري (Leishmaniasis)) سالك(بيماري ليشمانيوز 

هاي  شناخت گونه .باشد مهم در مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري مي
ريزي جهت كنترل، پيشگيري و درمان  منظور برنامه عامل بيماري به

ي يهاي كلاسيك تشخيص انگل و شناسا شرو. سزايي داردميت باه
هاي بيوشيميايي است  گونه شامل ارزيابي مستقيم، تهيه كشت و روش

گيربودن  توان به حساسيت كم و وقت ها مي كه از معايب اين روش
تشخيص گونه انگل نه تنها به دلايل اپيدميولوژيك . آنها اشاره كرد

ر ابتدا گونه انگل بر د. بلكه به دلايل باليني نيز حايز اهميت است
اساس انتشار جغرافيايي و تظاهرات باليني بيماري و همچنين 

 1.شد بندي مي اپيدميولوژي، پشه خاكي ناقل يا حيوانات مخزن تقسيم
   و سه گونه مختلف از انگل ليشمانيا در دنيا شناسايي  در حدود بيست

  

گوي شده است؛ در ايران تنها سه گونه وجود دارد كه از نظر ال
تواند بر   تشخيص ليشمانيوز مي.باشند زايي، كاملاً متفاوت مي بيماري

هاي باليني و اپيدميولوژيكي صورت گيرد ولي بايد براي  اساس يافته
جلوگيري از اشتباه در تشخيص با نشان دادن انگل، تائيد صورت 

هاي ليشمانيا در ميزان حدت و پاسخ به  دليل تفاوت گونه  به2.گيرد
 - منظور تعيين پيشگويي اي درماني مختلف، تشخيص صحيح بهه رژيم

هاي باليني و تجويز رژيم درماني مناسب و اختصاصي، تشخيص 
هاي انگل از   امروزه جهت شناخت گونه3.باشد گونه ضروري مي

 غيره و RFLP، Real Time PCR هاي نوين مولكولي نظير روش
توان در نياز  كولي ميهاي مول از جمله مزاياي روش. شود استفاده مي

كننده محيط و  به ميزان كم از ماده وراثتي، عدم تاثير شرايط مخدوش
ميزبان و قابليت بررسي تعداد زيادي نمونه در يك زمان كوتاه و 
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     و همكارانخليليمحمد       

 

 
  1388 ، خرداد3  ، شماره67ي تهران، دوره كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

 هدف از اين مطالعه استفاده از 4.حساسيت بالاي تست اشاره نمود
 RFLPدنبال آن روش  ه براي تشخيص جنس ليشمانيا و بPCRروش 

  .هاي مثبت در جنوب شرق ايران بود جهت ژنوتايپينگ نمونه
  

  
 نمونه از افراد مشكوك به ليشمانيوز 83تعداد در يك مطالعه مقطعي 

كننده به مراكز بهداشتي از شهرستان بم و شيراز  پوستي مراجعه
گيري  ونهآوري گرديد و پس از تائيد به روش پارازيتولوژيك نم جمع

 دو تا يكگيري با استفاده از اسكالپل استريل  جهت نمونه. انجام شد
ها از محل زخم كنده و روي كاغذهاي  همراه پوسته قطره خون به

واتمن قرار داده و مشخصات بيمار از قبيل سن، جنس، محل ضايعه و 
كه با  طوري هطور مجزا ب همحل سكونت ثبت و پس از خشك شدن ب

ها تماس نداشته باشد به آزمايشگاه ارسال و تا زمان  ساير نمونه
  . نگهداري گرديدc4°استخراج اسيد نوكلئيك در 

  ليشمانيا تروپيكاهاي رفرانس سوش: هاي رفرانس تهيه سوش
(MHOM/SU/7U/K2Z)و ليشمانيا ماژور  (MHOM/SU/73.5/ASKH) از 

 RPMI-1640 و NNNهاي كشت  طموسسه پاستور تهران تهيه و در محي

(Sigma, Dorset, UK)تكثير گرديد .  
هاي  نمونه DNA  در اين مطالعه:استخراج اسيد نوكلئيك انگل ليشمانيا

مشكوك ابتدا با پانچ از روي كاغذ بريده و در داخل ميكروتيوب قرار 
) ، كره جنوبيAccuprep) Bioneerسپس طبق توصيه كيت . گرفت
يكروتيوب افزوده شد سپس  به هر مK ميكروليتر پروتئيناز 20مقدار 
 حرارت داده و طي اين c60° ساعت در دماي سهمدت  ها به نمونه

ادامه روند . خوبي ورتكس شدند هبار ب  ساعت يكيكمدت هر 
. استخراج اسيد نوكلئيك به توصيه شركت سازنده كيت انجام گرفت

 نمونه تست، از يك 10براي اطمينان از عدم آلودگي به ازاي هر 
عمل آمد تا از هر  اغذ واتمن سفيد عاري از نمونه، استخراج بهنمونه ك

  .گونه آلودگي در حين استخراج اجتناب شود
ابتدا با پرايمرهاي اختصاصي منتشر شده جنس ليشمانيا  :PCRروش 

-’LITSR (5’-CTG GAT CAT TTT CCG ATG-3 )5 , با سكانس پرايمر

TAG TAC CAC TTA TCG CAC TT-3’:L5.8S اي نزديك به  قطعهbp 
 ضمن اينكه 5هاي مختلف ليشمانيا آمپليفاي گرديد  از گونه400

در نهايت .  كنترل گرديدBlast پرايمرها در سايت  بودناختصاصي
، غلظت پرايمرها و دماي آنلينگ MgCl2بهترين شرايط از نظر ميزان 

 ليشمانيا تروپيكا هاي رفرانس به نحوي انتخاب شد تا بتواند در سوش
  5. ايجاد نمايدbp400 باندي نزديك به ليشمانيا ماژورو 

 400پس از آمپلي فاي شدن قطعه : RFLPسازي و انجام روش  بهينه
، HaeIII) Fermentaseجفت بازي با استفاده از آنزيم محدود كننده 

  . انجام گرديدRFLPتست ) ليتواني
 Taq polymerase: شامل  زيرMaster mixابتدا  :RFLP و PCRانجام 

 dNTPs 10 ميكروليتر، X10 5/2 ميكروليتر، بافر 2/0ميزان  به
ميزان  به) مولار  ميليMgCl2) 50 ميكروليتر، 2/0ميزان  مولار به ميلي
 يك پيكومول از هر كدام 10 به غلظت F,R ميكروليتر، پرايمرهاي يك

تهيه و در نهايت   ميكروليتر5/2 استخراج شده DNAميكروليتر و 
در ادامه .  ميكروليتر رسانده شد25با آب مقطر استريل به ي يحجم نها

  قرار داده شد وMj (US, BioRad) ها داخل ترمال سايكلر نمونه
 درجه 95مرحله پيش دناتوراسيون . ريزي شد هاي زير برنامه سيكل

 45مدت  ه درجه ب94دناتوراسيون :  سيكل از35 دقيقه، سهمدت  هب
 ثانيه و مرحله گستردگي پرايمرها 45دت م ه درجه ب50ثانيه، آنلينگ 

همراه كنترل  هها ب سپس نمونه.  ثانيه انجام شد90مدت  ه درجه ب72
 ميكروگرم اتيديوم برمايد 5/0مثبت و منفي روي ژل آگاروز حاوي 

هاي  براي نمونه). 1شكل (  ژل، الكتروفورز شدندليتر ميليبه ازاي هر 
در دماي ) فرمنتاس، ليتواني (HaeIII از آمپليكون با آنزيم l15مثبت، 

 براي تشخيص گونه  ساعت شكسته شدند و مجدداًدو درجه در 37
  ).2 شكل) (RFLP(ليشمانيا روي ژل الكتروفورز برده شدند 

  

  
ها ابتدائاَ  اي پليمراز روي نمونه محصولات حاصل از واكنش زنجيره

ها كه با روش   و تمامي نمونهروي ژل آگاروز برده شدند
)  نمونه83(ها  پارازيتولوژيكي انتخاب شده بودند، همگي نمونه

 جفت بازي داشتند و تمامي 400هاي مثبت باند  همراه كنترل هب
 و كنترل استخراج اسيد نوكلئيك PCRاعم از كنترل (هاي منفي  كنترل

 جهت سپس) هيچ باندي كه حاكي از آلودگي باشد مشاهده نگرديد
 و الكتروفورز RFLPتشخيص گونه ليشمانيا پس از انجام تست 

هاي بم ليشمانيا تروپيكا تشخيص داده   درصد از نمونه100ها  نمونه
 شد كه با توجه به نوع زخم و تاريخچه بيماران كه از مناطق شهري

هاي شيراز نيز همگي ليشمانيا تروپيكا  از نمونه. مراجعه نموده بودند
   .ط يك نمونه ليشمانيا ماژور تشخيص داده شدبودند و فق

 هايافته

  بررسيروش
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، bp50مـاركر   : M. هـاي رفـرانس     سـويه  PCRالكتروفورز محصولات    :1-شكل
NTC ،كنترل منفي ،Lm,Ltترتيب ليشمانيا تروپيكا و ليشمانيا ماژور  به  

  
  
  
  
  

  
  
  
  

  

 ،bp50ترتيب ماركر   بهLt ,Lm,M .الكتروفورز محصولات هضم آنزيمي :2-لشك
  سوش رفرانس ليشمانيا ماژور و ليشمانيا تروپيكا

  

  
هاي منوكلونال و بررسي  بادي  هاي مولكولي، آنتي قبل از ابداع روش

 هاي شناسايي هاي مختلف، از جمله روش هاي سويه ايزوآنزيم
اما با توجه به اينكه . رفت شمار مي هاي انگل ليشمانيا به گونه
عنوان يك  گير و پرهزينه هستند، امروزه به هاي مذكور وقت روش

روش تشخيصي ديگر كه . روند كار نمي هروش تشخيصي متداول ب
عمدتاً براي مطالعات باليني و اپيدميولوژيك مورد استفاده قرار 

از نظر اپيدميك يا اندميك (گيرد، تعيين منطقه جغرافيايي آلودگي  مي
انگل و مشخص كردن ) Vector (، تعيين ناقل)بودن ناحيه

عنوان  ههاي مولكولي ب امروزه روش. خصوصيات زخم ليشمانيوز است
 از يك روش آلترناتيو در تشخيص و تايپينگ بسياري

در اين مطالعه . هاي قبلي شده است ها جايگزين روش ميكروارگانيسم
كار بردن يك پرايمر اختصاصي و در عين حال مشترك  هابتدا با ب
تشخيص داده  PCRها با روش  يشمانيا، انگل فوق در نمونهجنس ل

 براي تشخيص گونه RFLPهاي مثبت آزمون  در ادامه براي نمونه. شد
بر حسب تفاوت در سكانس ناحيه بين . انگل ليشمانيا انجام گرفت

هاي مختلف در نتيجه الگوي   بين گونه)ITS(رونوشت برداري 
هاي مختلف  كننده در گونه هاي هضم شكسته شدن آنها با آنزيم

در مطالعات مختلف مولكولي نواحي مختلفي از . متفاوت خواهد بود
يكي از اين . ي مورد استفاده قرار گرفته استيژنوم انگل جهت شناسا

 مورد استفاده Schonian و Davielaباشد كه توسط   ميITSنواحي 
براي در اين مطالعه نيز پرايمر اختصاصي جنس . قرار گرفته است

 جهت HaeIII استفاده شد و از آنزيم ITSناحيه مشتركي روي 
نتايج اين مطالعه  5و6. استفاده شدPCRشكستن آمپليكون توليد شده در 

همگي  شيراز دست آمده از شهرستان بم و ههاي ب نشان داد كه نمونه
هم با سابقه  گونه ليشمانيا تروپيكا بودند و فقط يك نمونه از شيراز آن

در . تشخيص داده شد خوزستان، ليشمانيا ماژوراصفهان و ت به مسافر
ها نمونه ميكس با دو انگل، يا الگوي متفاوتي از  هيچكدام از نمونه

RFLPاردهالي و  .هاي رفرانس يافت نشد  در مقايسه با سوش
هاي مونوكلونال  بادي  با استفاده از آنتي2000همكاران در سال 

 156 توانستند ELISA و IFAهاي  وشاختصاصي و با استفاده از ر
در . ايزوله جدا شده از شيراز، كرمان و تهران را تشخيص دهند

هاي  بادي اي كه توسط اردهالي و همكاران با آنتي مقايسه با مطالعه
اي در اين مطالعه يافت نشد كه توسط  مونوكلونال داشتند، نمونه

بادي  تي قابل تايپ نباشد در حالي كه در روش آنRFLPروش 
سازي  مونوكلونال توسط اردهالي و همكاران علاوه بر كشت و خالص

كار  هبادي مونوكلونال ب ها با آنتي  از سويهبر بوده، برخي انگل كه زمان
حاتم و همكاران با استفاده از روش  7.رفته واكنشي نشان ندادند

 Leishmania توانستند دو گونه ايزوآنزيم و با مطالعه پروفايل آنزيمي

majorو  Leishmania tropica آنها . را از يكديگر تشخيص دهند
مقايسه با  درهمچنين دريافتند كه استفاده از روش ايزو آنزيم 

 ELISAهاي مونوكلونال اختصاصي و يا استفاده از روش  بادي آنتي
هاي  كه نمونه در سوييس توانست Marfurt 8.باشد  ميقدرتمندتربسيار 

 موارد ليشمانيوز جلدي را با استفاده از روش انگل جدا شده از
RFLP-PCR تشخيص دهد، همچنين نشان داد كه اين روش در مقايسه 

هاي كشت آزمايشگاهي و سرولوژي از حساسيت بيشتري  با روش
 توانست RAPD-PCRبا استفاده از روش  Guizani 4.برخوردار است

 9.قيت انجام دهدهاي انگل را در تونس با موف تشخيص و تفريق نمونه
Lugo  توانست با استفاده از روشPCRهاي ليشمانياي جلدي   نمونه

را در ونزوئلا تشخيص دهد، همچنين نشان داد كه اين روش باعث 

بحث
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افزايش حساسيت در تشخيص بيماري در بيماران درمان نشده كه 
مطالعه  10.شود اند و همچنين در موارد فاقد علائم مي  مبتلا شدهاخيراً

و سريع   روشي دقيق، حساسRFLP-PCRاضر نشان داد كه روش ح
 بوده و با توجه براي تشخيص و ژنوتايپينگ عوامل ليشمانياي جلدي

 گيري روي كاغذ واتمن، نياز به كشت انگل كه كاري به نحوه نمونه
تر انجام  باشد بر طرف شده و امر تشخيص، سريع گير مي وقت

توان در يك روز كاري علاوه   ميRFLPكار بردن روش  هبا ب. گيرد مي
ساسيت بالا و سهولت در امر بر تشخيص ليشمانيوز پوستي با ح

در  نتايج اين مطالعه. گيري، گونه انگل را هم تشخيص داد نمونه
از : سپاسگزاري .مفيد استمطالعات اپيدميولوژيكي و تشخيص سريع 

جهت  ستور بهانستيتو پا و  باهنر كرمانمعاونت پژوهشي دانشگاه شهيد
  .گردد هاي رفرانس ليشمانيا صميمانه قدرداني مي فراهم نمودن سوش
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Background: Leishmaniasis is a parasitic infectious disease which causes skin sores. 
There is no effective laboratory screening tests for leishmaniasis. Some diagnostic 
techniques exist that allow parasite detection and species identification by special 
culture and microscopy, biochemical (Isoenzymes), immunologic (immunoassays), and 
molecular (PCR) approaches. Specific major objectives of this study was to genotyping 
of Leishmania species in Bam and Shiraz city. 
Methods: A total of 83 samples of Leishmania were collected from patients clinically 
suspected of cutaneous leishmaniasis. The geographic distributions of the samples were 
55 samples from Bam and 28 from Shiraz city. For this propose samples of skin and 
bloods were blotted on filter paper. Genomic DNA extracted with a Genomic DNA 
extraction kit (AccuPrep, BIONEER). Aliquots of extracted DNA were kept at -20°C. 
region of ITS1 amplified with the published Leishmania-specific primers. 15–20mL of 
these amplicons, containing the amplified ITS1 region, was digested for 2h with HaeIII. 
Results: All 55 samples from Bam were considered as L. tropica and the positive 
samples from Shiraz considered as L. tropica and just one sample was L. major which 
was belonged to a patient had previously traveled to Isfahan and Khuzestan. 
Conclusion: In the current study a PCR technique was employed for amplification of 
Leishmania DNA directly in biological materials. Characterization of genus of 
Leishmania using RFLP-PCR method is too sensitive and too rapid, and there is no need 
for culturing the parasite for diagnosis. 
 

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, RFLP, Bam, Shiraz. 
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