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  7931چهارم آذر  ی /هفته055 ی /شمارهمو شش  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 66/3/7331تاریخ چاپ:  8/1/7331تاریخ پذیرش:  62/3/7331تاریخ دریافت: 

  

  ITS1 ی هیناح یدارا Leishmania Majorهای بالینی  بررسی خصوصیت مولکولی ایزوله

 Crithidia یها گونه مشابه با

 
 6اللومی، مراد 1، سلمان احمدیان5السادات حسینی سعیده، 4، علی فتاحی بافقی3، مسعود توحیدفر2گیلدا اسلامی، 1مینا آقائی میبدی

 
 

‌چکیده

و  ITS1های این انگل در مناطقی از ایران دارای الگوی متفاوتی از  شود. تعدادی از ایزوله ایجاد می Leishmaniaای از جنس  یاخته لیشمانیوز توسط تک مقدمه:

 .ها پرداخته شد هستند. بنابراین، در این مطالعه به بررسی مولکولی این ایزوله Crithidiaهای  مشابه انواع گونه

صورت گرفت  13A/13Bژنومی استخراج شد. تکثیر با استفاده از پرایمر اختصاصی  Crithidia ،DNAهای  مشابه با انواع گونه ITS1های دارای  از ایزوله ها: روش

مورد بررسی قرار گرفت. جهت  Vector NTIو  Multiple alignment ،T-Coffeeو  BLASTnریافتی از طریق های د یابی شد. توالی و در ادامه، توالی
 .ها، از درخت فیلوژنی استفاده گردید بندی و بررسی وضعیت ایزوله گروه

های  ها و ایزوله دارد، اما هتروژنیسیتی بین این ایزوله های مورد بررسی وجود های به دست آمده، مشخص نمود که هتروژنیسیتی کمی بین ایزوله بررسی توالی ها: یافته

 Crithidiaها مشابه با  این ایزوله ITS1 ی بندی مجزایی قرار گرفتند. همچنین، با وجود این که ناحیه ها در گروه ها قابل توجه است. بنابراین، ایزوله موجود در بانک
 .بود Leishmaniaهای  به با انواع گونهموجود روی میتوکندری مشا 13A/13Bی  بود، اما ناحیه

های  تواند میزبان مناسبی برای این انگل باشد، حضور ژن به عنوان انگلی تک میزبانه گزارش شده است و انسان نمی Crithidiaاز آن جایی که انگل  گیری: نتیجه

خاکی باشد. از آن جایی که تا به حال هیچ  ی انگل در یک میزبان مشترک یعنی پشهتواند ناشی از ملاقات قبلی این دو  های مسبب لیشمانیوز جلدی، می آن در انگل
 .نوترکیبی وجود دارد ی گزارش نشده است، احتمال وجود پدیده Leishmaniaتکثیر جنسی در جنس 

 جلدی لیشمانیوز ،Crithidia، Leishmania major واژگان کلیدی:

 
های  بررسی خصوصیت مولکولی ایزوله .مراد اللومیالسادات، احمدیان سلمان،  توحیدفر مسعود، فتاحی بافقی علی، حسینی سعیده آقائی میبدی مینا، اسلامی گیلدا، ارجاع:

 7627-7622(: 055) 32؛ 7331مجله دانشکده پزشکی اصفهان . Crithidia یها گونه مشابه با ITS1 ی هیناح یدارا Leishmania Majorبالینی 

 

 مقدمه

ایجمم    Leishmania جمم   از یا  ختمم ی تمم  توسمم  کمم  وزیشممن  یل

 محمدد   خمو   خو ب  جلدی یه  زخم است ک  ش مل ین ریبشو ،  می

. (1) اسمت  ر صمور  دمدد  رمم       کش ده ییاحش  اشک ل ت  شو ده

 ممور   و یم لیم 5/1 کم    همد  یمم  رخ دیم جد دفو ت و یلیم 2 ،س لا  

  د بم   ی، اغلم  جلد وزیشن  یل. (2) است یجلد وزیشن  یل مربوط ب 

  یم ترت بم   هم   آ  د ممل  کم   ک مد  یم بردز ییردست  د یشهر صور 

Leishmania tropica د Leishmania major  (3)است. 

تشخیص ب  موقع بین ری، م جر ب   رم   ب  موقع د جلوگیری از 

شو . ب  خصوص ک   ر مراحل ابتدایی  رم  ،  پیچیده شد   رم   می

خطرتمر  ییمر سمرم  رم  ی، الکتردتراپمی د ...      هم ی کمم   توا  از راه می

 ا مدازه،  اسم    بمر  ا گمل  ی گو   صیتشخ ،ابتدا  ر. (4)استف  ه  نو  

 ا جم د  یشگ هیآزم  وا   یح ب  قیتزر د ی ئیجغراف م  طق زخم، شکل

 ا گل ی گو   یداقع د قی ق صیتشخ ب  ق  ر ،ه  ردشاین . (5) شد یم
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 بم   یمولکمول  یه   یتک ه ، از  هن   د س یر پ توژ  از این رد،  د. بو 

 ممور   هدف یه  ژ  ا واع. (6-8)استف  ه شد  یم  سب نیگزیج  د وا 

 د یی یتوک دریم یب رکده  ش مل ،  یزم نیا  رد حف ظت شده  استف  ه

ترین  واحی مور   هست د. یکی از مهم هست  ژ ود یرد موجو  یه  ژ 

 13A/13Bی  بررسی  ر مط لع   فیلوژ تیکی این ا گل، بررسی   حی 

مط لع   اخیمر توسم  اسم می د هنکم را      . (9) ر میتوک دری است 

هم ی بم لی ی،  ارای تموالی     مشخص  نو ه است ک  تعدا ی از ایزدلم  

بم     رصمد  99هسمت د کم  تشم ب  بمی  از      ITS1ی  متف دتی  ر   حی 

Crithidia  ی ح ضر جهمت بررسمی    . از این رد،  ر مط لع (19) ار د

بم  ردش   13A/13Bی  ه ، از پراینر اختص صی   حیم   مولکولی این ایزدل 

Convertional polymerase chain reaction (Conventional PCR) 

 .استف  ه شد

 

 ها روش

 ارای شب هت بمی  از   ITS1ایزدل  ب   5تعدا   مطالعه: مورد جمعیت

، از ب  م  سملولی موجمو   ر    Crithidiaه ی   رصد ب  ا واع گو   99

 ا شمگ ه دلمود   آزم یشگ ه تحقیق تی مرکمز سم مت د این می غمرا  ر     

هم ،  ر محمی  کشمت     پزشکی شهید صددقی یز  تهی  شد. این ایزدلم  

  رصد گلیسردل  گهداری شده بو  د. 8ح دی 

مربموط   تیم ک از اسمتف  ه  بم   DNA اسمتخرا   :DNAاستخراج 

(Exgene Cell SV; GeneAll; Korea; #106-101) اسم    بمر  د 

اسمتخرا    DNAبررسی کنی د کیفی  .شد ا ج د شرکت  ستورالعنل

هم ی اسمتکتردفتومتری د آگم رز ژل     شده ب  ترتی  ب  استف  ه از ردش

  رصد صور  گرفت. 8/9الکتردفورز 

بمرای تکییمر از  سمتگ ه     یابی: و توالی 13A/13Bی  ناحیه ریتکث

د پراینرهم ی اختص صمی    (ABI, SimpliAmp; USA)ترموس یکلر 

13A/13B  ( ر تنمم د مراحممل  2اسممتف  ه شممد  .)  ی  داکمم  ،  نو مم

بمم  د مموا   Leishmania major( MRHO/IR/75/ERاسممت  دار  )

ش هد میبت د داک   آب ب  د وا  ش هد م فمی  ر  یمر گرفتم  شمد.     

بررسمی شمد.     رصمد  2 الکتردفورز ژل  ت یج تکییر ب  استف  ه از آگ رز

تن د مراحل آزم ی  حداقل س  بم ر تکمرار شمد د. محصمول تکییمر،      

افزارهمم ی  همم  بمم  اسممتف  ه از  ممرد  د د آ مم لیز تمموالیتعیممین تمموالی شمم

VectorNTI ،Blastn ،T-Coffee  دMega6 .صور  گرفت 

 

 ها افتهی

 بمم  اسممتف  ه از الگمموریتم    Multiple alignment تمم یج مربمموط بمم    

T-Coffee  هم ی   ممور  مط لعم   ر ایزدلم     ی قسنتی از م طقم    ش    ا  ک

 حفم  شمده   تک ممل  طمول  (  ر116د  199، 98، 3، 1هم ی   ایرا ی )ایزدلم  

ممور    ی   حیم   شدگی،  ر قسنت دسم   ب  طوری ک  این مح فیت است؛

مربموط بم     Multiple alignmentبررسمی بیشمتر بمو . بمردک ،  تم یج      

ه ی موجو   ر ب  م  اط دم تی  شم       ترین ایزدل  ه ی ایرا ی ب  شبی  ایزدل 

 (.1ه  دجو   ار  )شکل   ا  ک  کنترین شب هت د حف  شدگی بین آ 

 

 
 از طریق  111و  111، 89، 3، 1های  های مورد بررسی در این مطالعه با شماره در ایزوله 13A/13B. بررسی توالی 1شکل 

Multiple alignment ین( یها با )به ترتیب از بالا به پا آن ی و مقایسهLeishmania infantum isolate montecristo_12 ، 

L. major isolate Lm-FR-9 kinetoplast minicircle ،L. infantum kinetoplast isolate IranJWinf ، 

L. infantum isolate MCAN/ES/98/10445 ،L. donovani isolate MHOM/SD/62/1S/CI2D maxicircle ، 

L. major (X2316) kinetoplast ،L. donovani minicircle ،L. infantum isolate Li-SP-57 kinetoplast minicircle ، 

L. infantum isolate Li-SP-54 kinetoplast minicircle ،L. infantum isolate Li-SP-53 kinetoplast minicircle ، 

L. tropica (32ASH) kinetoplast (2) 
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 ، Leishmania infantum isolate montecristo_12 های ( با ایزوله111و  111، 89، 3، 1های مورد مطالعه ) فیلوژنیک ایزوله. بررسی 2شکل 

L. major isolate Lm-FR-9 kinetoplast minicircle ،L. infantum kinetoplast isolate IranJWinf ،L. infantum isolate 

MCAN/ES/98/10445 ،L. donovani isolate MHOM/SD/62/1S/CI2D maxicircle ،L. major (X2316) kinetoplast ، 

L. donovani minicircle ،L. infantum isolate isolate MCAN/ES/98/10445 ،L. infantum isolate Li-SP-57 kinetoplast minicircle ، 

L. infantum isolate Li-SP-54 kinetoplast minicircle ،L. infantum isolate Li-SP-53 kinetoplast minicircle ، 

L. tropica (32ASH) kinetoplast (2) 

 

 کم    ا   شم    ه ی مور  مط لع  فیلوژ تیکی مربوط ب  ایزدل  آ  لیز

هم ی   ادل ک  ش مل ایزدل  ی خوش . گرفت د قرار خوش  س  ه   ر ایزدل 

ی  دد،  تمرین بم  همم هسمت د. خوشم       شبی  است ک  98د  116، 199

 اسمت کم  جداگ  م     3 ی د خوش  سود، ش مل ایزدل  1 ی ش مل ایزدل 

کم    شمد  مشخص ب دی، خوش   ت یج اس   بر. (2گرفت د )شکل  قرار

زد تر اتفم ق افتم  ه    ه  ایزدل  ی بقی  ب   سبت 3د  1ه ی  ایزدل  اشتق ق

 د بمو   برابمر   یگر، ب  طور تقریبی ی زم   اشتق ق س  ایزدل  است، ام 

 (.2 شکل) ه  صور  گرفت ، اشتق ق آ 3د  1 ه ی ایزدل  بعد از اشتق ق

 دمدد  ضمری   کنترین ک  شد مشخص تش ب ، م تری  جددل  ر

 ایمن  است د 34/9 دد  برابر ب  116د  199 ه ی ایزدل  ب  مربوط تش ب 

 تشم ب   دمدد  ضمری   بیشمترین  د هسمت د  همم  ب  ترین ایزدل ، شبی   د

  درتمرین  است کم   33/9 دد  ب  برابر 199د  3 ی  د ایزدل  ب  مربوط

   هست د. هم ب  ایزدل   سبت

هم ی   ترین ایزدلم   ه ی مور  مط لع  ب  شبی  ایزدل  فیلوژ تیکی آ  لیز

  بم   تموا   ممی  هم  را  ایزدلم   ک   ا   ش   ه ی اط د تی موجو   ر ب   

 . (2کر  )شکل  ب دی خوش  مختلف گرده 4

 طمور  هم ی موجمو   ر ب  م  اط دم تی بم       ایزدل  ک   ا   ش    ت یج

 ی ایزدلم   بم  طموری کم     ا مد؛  گرفتم   قمرار  مختلمف  هم ی  گرده  ر پراک ده

kinetoplast (32ASH) Leishmania tropica     جدا از بقی  قمرار گرفتم

ه ی مور  مط لعم  اسمت کم  هنگمی       دد، مربوط ب  ایزدل  ی است. خوش 

 همد تشم ب     ی  گرده مجزا را بم  خمو  اختصم ص  ا  مد کم   شم   ممی       

هم  تیییمدی بمر     ه   دار د. ضنن این کم  ایمن  ا ه    اری ب  س یر ایزدل  مع ی

( است کم   ر ایمن آ م لیز    2)شکل  Multiple alignment ت یج مربوط ب  

هم  دجمو   داشمت.     س یر ایزدلم  ه ی مور  مط لع  د  هم تش بهی بین ایزدل 

  ،L. infantum isolate montecristo_12هم ی   گرده سود، ش مل ایزدلم  

L. infantum isolate MCAN/ES/98/10445 ،L. infantum 

kinetoplast isolate IranJWinf  دL. donovani minicircle 

 ه   ر گرده چه ر قرار گرفت د. د س یر ایزدل  بو  د

 ه ی گرده جز ب  است، ب دی مشخص خوش   ر این ک  طور هن  

  ر ا مد،  گرفتم   قمرار  خوشم   ی   ر ه ی مختلف گو   ک  س  د چه ر

 ر  هنگمی  ه ی مور  مط لعم  اسمت،    دد ک  مربوط ب  ایزدل  ی خوش 

 .قرار گرفت د خوش  ی 

 

 بحث

ه ی تحمت مط لعم  د آ م لیز      ر ایزدل  13A/13B ی تعیین توالی   حی 

، مشمخص  Multiple alignmentد  nBLASTهم  بم  اسمتف  ه از     آ 

ایزدل ، ضنن این کم   قم ط مح فیمت     5 نو  ک  توالی تکییر شده  ر 

ه  )قسنت ا تهم یی(  ارای هتردژ می    ای  اشت د،  ر بعضی قسنت شده

د  Zhengای کمم  توسمم   بم لایی بو  ممد. دجممو  هتردژ می  ر مط لعمم   

هم    اینر ا ج د شده بو ، بین ا واع گو م  هنک را  ب  استف  ه از هنین پر
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هم ی   ه  گزارش کر  د کم  تنم می ایزدلم     (. آ 11گزارش شده است )

تشخیص  ا ه شده بو  د د  L. donovaniد  L. infantumب لی ی ک  

مربوط ب   ق ط مختلف چین بو  مد،  ارای هتردژ یسمیتی بو  مد، امم      

 ر م  طق مختلمف هتردژ یسمیتی  شم    دا  مد کم        L. infantum ی گو  

هم  جهمت    ار . البت ، ردش آ خوا ی   این مط لع  هم ه ی ه  ب  ی فت   ت یج آ 

 Single-strand conformation polymorphismتعیین هتردژ یتی ت هم   

(SSCP  بو ه است د تعیین توالی برای  نو ) . ه  ا ج د  شده بو 

 ی درز م   ی ی  ر این مط لع ، هن  از م طق ه ی مور  بررس ایزدل 

اصفه   ک  یکی از م  طق ا دمی  لیشن  یوز جلدی است، جمدا شمده   

د  Rogersتوسم    Leihmaniaهم ی   بو  د. هتردژ یتی  ر ا واع گو  

ح ضمر اسمت    ی هنک را  ب  اثب   رسیده است ک  مخ لف بم  مط لعم   

کم  بمرای تشمخیص    ه ی مختلفمی   (. ق بل توج  است ک  ب  ردش12)

(، مشمخص  13-15این ا گمل شم  خت  شمده اسمت )     ی ج   د گو  

شو  ک  احتن ل  ار  این هتردژ یتی ح صل از  موترکیبی د جهم     می

 .(16)ب شد 

 کم   کمر   ه ی تحت مط لع  مشخص فیلوژ ی ایزدل  آ  لیز  رخت

گیر مد د بیشمترین شمب هت      نی قرار گرده ی   ر هم ه ، ب  این ایزدل 

 اسممت. ضممنن ایممن کمم  آ مم لیز   116د  199 ی مربمموط بمم   د ایزدلمم 

T-Coffee    ممور  مط لعم ، م م طق حف ظمت      ی ایزدلم   5 ش    ا  کم

ه ی مربوط ب  ب  م    ای هم  ار د.  ر آ  لیز  رخت فیلوژ ی  نو   شده

هم ،   ه ی ایرا ی، بر دک  س یر ایزدلم   اط د تی مش هده شد ک  ایزدل 

تموا  بم  قسمنتی از م م طق      می ب ر  یگر  ر ی  گرده قرار گرفت د ک 

 طبمق آ م لیز    ITS1 ی هم   سمبت  ا  کم   ر   حیم      آ  ی حف ظت شده

T-Coffee .مش هده شد 

ممور  بررسمی  ر    ی ایزدلم   5ب  دجو  هتردژ یسیتی پ یی ی ک   ر 

مشمخص شمده اسمت، مشم هده شمد کم  تنم می         13A/13B ی   حی 

 رصد بم    99بی  از ت   ITS1ه ی تحت مط لع  ب  دجو  تش ب   ایزدل 

تشخیص  ا ه شد. از  Leishmania، ج   Crithidia یه  گو   ا گل

ب  د وا  ا گلی ت  میزب    گزارش شده  Crithidiaآ  ج یی ک  ا گل 

توا د میزب   م  سبی برای این ا گمل ب شمد، حضمور     است د ا س    نی

سم یر  ه ی مسب  لیشن  یوز جلدی  ر زخمم د یم     ه ی آ   ر ا گل ژ 

توا د   شی از م ق   قبلی این  د ا گمل  ر یم     ه ی ب لی ی، می  نو  

ی خت ،  اخل بمد    میزب   مشترک ب شد. ت ه  میزب   مشترک این  د ت 

س کن اصملی اسمت د    Crtithidia یه  گو   خ کی است. ا گل ی پش 

 ار   ار ب  میزبم   مهمره   جهت ا تق ل از میزب   مهره Leishmaniaا گل 

گیر . از آ  ج یی ک  ت  بم  حم ل همی      خ کی قرار می ی یگر،  ر پش  

گزارش  شمده اسمت. از    Kinetoplastida ی تکییر ج سی  ر خ  وا ه

 ی  وترکیبی دجو   ار . پدیمده  ی دجو  پدیده رد  این رد، احتن ل می

ه ی جم     ه  د گو    وترکیبی،  ر مط لع   گرشت   یز  ر ا واع ایزدل 

Leishmania  حتی  ر مور  تبم  ل  (19، 13-19)گزارش شده است .

 یمز مقم لاتی    Crithidiaد  Leishmaniaمحتوی   ژ تیکی بین ج   

مط لع   ح ضر  یز تیییدی بر احتن ل  (.19، 29)ب  چ پ رسیده است 

 است. Kinetoplastida ی ه ی متف د   ر خ  وا ه  وترکیبی بین ج  

هم ی موجمو   ر     ر  ه یت، دجمو   موترکیبی بمین ا مواع جم       

رسد، امم  جهمت    ، امری طبیعی ب   یر میKinetoplastida ی خ  وا ه

 .شو  اثب    ه یی تحقیق بیشتر  ر این زمی   توصی  می

 

 تشکر و قدردانی

ش  سمی   ا گمل  ی ک رش  سمی ارشمد    دره ی   م  این مق ل ، ح صل از پ ی  

 ا شگ ه دلود پزشکی شهید  12/3/96مصوب  5219 ی پزشکی ب  شن ره

ب شمد.  ویسم دگ   ایمن مق لم ، از مع د مت تحقیقم   د        صددقی یز  می

آدری  ا شگ ه دلود پزشکی شهید صددقی یز  ب  جهمت تصموی  د    فن

ک  مد. هنچ مین، از ک رک م   مرکمز تحقیقم         حن یت مم لی تشمکر ممی   

 .س مت د این ی غرا  ه یت تشکر د قدر ا ی را ابراز  اریم
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Abstract 

Background: Leishmaniasis is caused by the protozoan Leishmania spp. In some loci from Iran, some isolates 

have ITS1 like the one in Crithidia spp. Therefore, in this study, we analyzed molecular characters of the 

mentioned isolates.  

Methods: DNA was extracted from all clinical isolates harboring ITS1 like the one in Crithidia spp. 

Amplification was performed using the specific primer pair of 13A/13B and followed by sequencing. The 

sequences were assessed using BLASTn, multiple alignment, T-coffee, and Vector NTI. Phylogenic tree was 

used for grouping and analyzing the isolates. 

Findings: Sequencing analyzing showed low heterogeneity among the mentioned isolates, but high 

heterogeneity between the mentioned isolates and the ones in genbank, therefore the mentioned isolates were 

grouped separately. Moreover, although ITS1 from the mentioned isolates were homolog to the ones in Crithodia 

spp., but 13A/13B loci on mitochondria showed homology with Leishmania. 

Conclusion: As Crithidia is a monoxenous, and its natural host is flies, finding its genes in the agents of 

cutaneous leishmaniasis may show these parasites may meet each other in sandfly. Till now, no sexual 

reproduction has been reported in Leishmania spp., therefore it is likely recombinant. 
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