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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

  20/10/90: تاريخ پذيرش         17/8/90: تاريخ دريافت  1390هفته اول اسفند ماه/169شماره/منهسال بيست و 
  

  PCR-RFLPو  NNNتوسط كشت  مارانيدر ب ايشمانيانگل ل صيتشخ
  

  5حجازي حسين يدسدكتر  ،4آبادي بيد شيراني ليلا ،3سلامي گيلدادكتر  ،2يشمها  ترايم ،1شميها  نوشين
  
  

  چكيده
 PCR-RFLPعه به كار گيري دو روش هدف اين مطال. است يريدر مناطق معتدله و گرمس عيبا انتشار وس يانگل يعفون يماريب كي وزيشمانيل :مقدمه

 .ها از نظر وجود آماستيگوت منفي بود كه اسمير مستقيم آنبود  ييها در نمونه) NNN )Novy-Nicol-Mac Nea كشتو 

 كشت از حاصل يها انگل از شده استخراج DNA يرو بر اصفهان ي منطقه در Leishmania يها گونه نييتع و يبررس جهت مطالعه نيا :ها روش
 .شد انجام) PCR-RFLP )Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism روش با منفي اسمير بيماران
 50 منفي اسمير نمونه 100 مجموع از. شد برده RPMI 1640 و NNN طيمح يرو بر ماريب از شده برداشت ي نمونه ز ا مقداري انگل كشت جهت
 استخراج از بعد .ديگرد استخراج ها نمونه كشت از حاصل DNA و شد مثبت Leishmaniaهاي انگل  پزوماستيگوت نظر از كشت محيط در نمونه

DNA روش با استفاده ازPCR-RFLP يتوال از ريتكث ITS1 ميآنز با هضم از بعد و گرفت صورت ياختصاص يمرهايپرا با HaeIII در ها زولهيا 
 .شدند گونه نييتع استاندارد يها هيسو با سهيمقا

 .شد داده صيتشخ L.tropica نمونه 4 و L.major نمونه 46 اصفهان ي نمونه 50 مجموع از :ها يافته

مورد  عاتياست و ضا يجلد وزيشمانيعامل ل يها گونه نييتع يبرا قيحساس و دق يروش PCR-RFLPحاضر نشان داد كه  ي مطالعه :گيري نتيجه
  .باشد مي L.tropicaو  L.majorاز  ياصفهان ناش ي مطالعه در منطقه
  انگل جلدي، ليشمانيوز ،PCR-RFLP :واژگان كليدي

 
  مقدمه

 بـه  كه است يعفون يها يماريب از يا مجموعه وزيشمانيل
 Leishmania ي  اختـه ي تـك  مختلـف  يها گونه ي لهيوس
 ي خـانواده  يخـاك  يهـا  پشـه  آن ناقـل  و شود مي جاديا

 ـ( باشد يم نهيفلبوتوم  ناقـل  عنـوان  بـه  گونـه  30 از شيب
 منـاطق  در كـه  يمـار يب ني ـا). 1- 3( )انـد  شـده  شناخته
 يجهان وعيش ،باشد يم عيشا يريگرمس مهين و يريگرمس
 را مـورد  ونيليم 5/1 سالانه بروز و نفر ونيليم 12 حدود
 بدشــكل عاتيضـا  از آن ينيبــال تظـاهرات  و اسـت  دارا
 زاني ـم بـا  ديشد يها يدمياپ تا ابندهي بهبود خود به خود

 يجلـد  وزيشمانيل). 4- 6( باشد يم ريمتغ بالا ريم و مرگ
ــدن در ــد ياي ــه ميق ــه دو توســط عمــده طــور ب    ي گون

L. tropica  خشـك ( يشهر يجلد وزيشمانيل عاملكه (
 ييروسـتا  يجلـد  وزيشـمان يل عاملكه  L.major واست 

  ).2( گردد يم جاديا است، )مرطوب(
 مربـوط  مانيوزهاي مرتبط با ليش گزارش ازدرصد  90

 عربسـتان  ايـران،  برزيل، الجزاير، افغانستان، كشورهاي به
 نـوع  يا آنتروپونوتيك نوع ايران در. )7( باشد مي عوديس

 شيراز، تهران، شهرهاي در اغلب يجلد وزيشمانيل شهري
 گلسـتان،  اصـفهان،  در روسـتايي  نـوع  و كرمان خراسان،
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  .)8- 9( شود مي ديده سمنان و بوشهر ايلام، خوزستان،
 اريبســ يمـار يب ،ياكولــوژ و يولوژيدمي ـاپ لحـاظ  از
 ،ناقـل  ،انگـل  ماننـد  يمتعـدد  عوامـل  بـه  و است متنوع

 بـه  بسته يماريب درمان). 4( دارد يبستگ طيمح و زبانيم
 بـه  انگـل  مشخصـات  نيـي تع و است متفاوت انگل نوع

 ـ و كنترل هاي يزير برنامه منظور  تي ـاهم از يري ـگ شيپ
 يهـا  گونـه  صيتشـخ  جهـت . اسـت  برخوردار يا ژهيو

 و يسـرولوژ  ،يشـگاه يآزما كشـت  يهـا  روش از انگل،
 تشـابهات  بـه  توجـه  بـا . اسـت  شده استفاده  يميزوآنزيا

 هاي نمونه در يماريب عامل نييتع يبرا اديز يكيمرفولوژ
 ـني ـنو يهــا  روش ـري ـاخ ـاني ـسال در كشت از حاصل
 و Real-time PCR يهـا  ـكي ـتكن بــر  يمبتن يمولكـول

PCR-RFLP )olymerase chain reaction-restriction 

fragment length polymorphism( ــا ــا آن نيگزيج  ه
 و تيحساس ـ از كـه  هـا  روش نيا كمك با. است دهيگرد

 برخوردار يسنت يها روش به نسبت يبالاتر تياختصاص
 نيتر كوتاه در را انگل يها گونه توان يم يراحت به ند،هست
 كـه  PCR-RFLP كي ـتكن ).10( كرد تيهو نييتع زمان
 يهـا  ميآنـز  بـا  محصول هضم هدف، DNA ريتكث شامل

 دست به يباندها ي سهيمقا و )كننده محدود( اندونوكلئاز
 صيتشخ يبرا يا گسترده طور به باشد، يم شاهد با آمده

  ).11( دارد كاربرد ها سميكروارگانيم يمولكول
   NNN كشــت روش دو ،مطالعـه  نيــا درهمچنـين  

)Novy-Nicol-Mac Nea (و PCR-RFLP بيماران در 
 وجـود  نظر از ها آن مستقيم اسمير كه جلدي ليشمانيوز

 بـا  نتـايج  و شـد  گرفتـه  كـار  به بود منفي آماستيگوت
  .گرديد مقايسه همديگر

  
  ها روش
 از اصـفهان  شـهر  در كـه مقطعي بـود   نوع از العهاين مط

. يـد گرد انجـام  1387 مـاه  اسـفند  لغايت 1387 شهريور
ــه ــا نمون ــز آزمايشــگاه از اصــفهان در ه ــات مرك  تحقيق
) س( طـاهره  ي صـديقه  سـالك  و يپوسـت  هـاي  بيماري
 ليشـمانيوز  بـه  مبتلا بيماران پذيرش مراكز از كه اصفهان
 مستقيم آزمايش كه هايي نمونه. شد هيته ،باشد مي جلدي

 وارد ،بـود  منفـي  آماسـتيگوت  نظر از آنان ميكروسكوپي
ــه ــدگر كشــت ي مرحل ــتقيم لام .دي ــه 100 مس  از نمون
 هـا  آماسـتيگوت  وجـود  نظـر  بررسي از مورد هاي نمونه
 رشـد  كشـت  محـيط  روي بـر  نمونـه  50 كـه  بود منفي

 DNA يرو بـــر PCR-RFLP روش ســـپس .نمودنـــد
 بيمـاران  كشـت  از حاصـل  يهـا  انگـل  از شده استخراج
  .شد انجام منفي اسمير
  كشت و يريگ نمونه

 برش و ضدعفوني درصد 70 نولاتا با ضايعه محل بتداا
 تيـغ  ي وسـيله  بـه  زخم ي برجسته ي هيحاش در كوچكي
 بافـت  از مقـداري  .شـد  ايجـاد  مصرف بار يك جراحي
 بـر  و ه شـد برداشـت  عهيضـا  موضع از سروزيته با همراه
 .گرديد تهيه گسترش لام روي

 هـوا  مقابـل  در هـا  لام روي بـر  شـده  تهيـه  اسميرهاي
 مسـا يگ بـا  و گرديـد  فيكس هدقيق چند متانول با و خشك
 اسـتفاده  مسـا يگ رنگ از يزيآم رنگ يبرا. شد يزيآم رنگ
 مورد 40 × لنز با پوميكروسك زير شده  رنگ هاي لام. شد
 اشـكال  ي مشاهده جهت 100 × روغني لنز و هياول يبررس
 آزمـايش  كـه  هـايي  نمونـه  .شد آزمايش انگل گوتيآماست

 ،بـود  منفـي  تيگوتآماس نظر از آنان ميكروسكوپي مستقيم
 مقـداري  ها نمونه كشت جهت. گرديد كشت طيمح وارد
 محـيط  بـه  لياسـتر  طور به ماريب از شده برداشت مواد از

ي  درجــه 25 ± 1 دمــاي در و شــد بــرده NNN كشــت
 وجـــود نظـــر از روز 3 هـــر و انكوبـــهگـــراد  ســـانتي

ــتيگوت ــا آماس ــي ه ــد بررس ــس. ش ــهيا از پ ــدن زول  ش
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 بـه  انبـوه  ديتول منظور به طيمح نيا در ها گوتيپروماست
 FCS( گوسـاله  نيجن سرم با همراه RPMI 1640 طيمح
 منتقل مكمل عنوان بهدرصد  Fetal calf Serom (10يا 
 وگرديـد   جدا افتهي رشد يها گوتيپروماست سپس. شد
   از اسـتفاده  بـا  اسـتريل  PBS بـا  شستشـو  بار سه از پس

kit template preparation (Roche) PCR High pure 
 سـپس  شـده  اسـتخراج  DNA .گرفت قرار استخراج مورد
 حـاوي  تانـك  در و 80لتـاژ  و بـا  درصد 1 آگاروز روي بر

TBE 1X لومينـاتور  تـرانس  دسـتگاه  در و شد الكتروفورز 
  . دگردي بررسي

  ها زولهيا ي گونه نييتع
ــناح ــوط ITS1 ي هي ــه مرب  از شــده اســتخراجDNA  ب
ــهيا ــا زول ــا ه ــتفاده ب ــريپرا دو از اس ــز م ــتگاه و ري  دس

  :گرفت قرار ريتكث مورد )Corbet( كلريترموسا
 وL ITS R 5’- CTG GAT CAT TTT CCG ATG 3 : 1َ مـر يپرا
  TGA TAC CAC TTA TCG CACTT 3’َ L 5.8 S 5 -: 2 مريپرا

  PCR ي وسيله به تكثير
 L. tropicaاستاندارد يها گونه شده استخراج DNA از

(MH/IR/yazd1) و L. major (MRHO/IR/75/ER) 
  . ديگرد استفاده مثبت شاهد عنوان به

 زيـر شـرح به PCR واكنش ي دهنـده تشكيـل مواد
  :دبـو

dNTP )200 ميكرومــول(، MgCl2 )2 ميكرومــول(، 
Primers each )25 ــول  1( Template DNA ،)پيكوم

 كه) واحد 5/0( Taq polymerase enzyme، )ميكروليتر
ــي 2/0 وبيـــكروتيم در ــوطتـــري لي ميلـ  در و مخلـ

  .ندگرفت قرار ترموسايكلر
  :به ترتيب زير است PCR انجام مراحل
 94 دمـاي  بـا  كـردن  دنـاتوره  مقـدماتي  سـيكل  يك
 سـيكل  30 سپس و دقيقه 5 مدت به گراد سانتي ي درجه

  : شامل سيكل هر و
ــه 94 )1 ــانتي ي درج ــراد س ــه گ ــدت ب ــه 20م  ثاني

)Denaturation(  
ــانتي ي درجــه 50 )2 ــراد س ــه گ ــدت ب ــه 30 م  ثاني

)Annealing( 

  دقيقه 1 مدت به گراد سانتي ي درجه 72 )3

 دقيقه 6 مدت به گراد سانتي ي درجه 72 )4

 بـر  Loading buffer افـزودن  بـا  رشدهيتكث محصول
  .شد الكتروفورزدرصد  1 آگاروز ژل يرو

Digestion ميآنز با HaeIII  
 Fermentase Life فرمنتـــاز شــركت از HaeIII ميآنــز

Sciences Germany ــرخ ــد يـداريــ ـــواد. شــ  مــ
 شامــل  كـه  )Digestion( هضم واكنش ي دهنـده ليتشك

ITS-rRNA )5 ــر  10( 10X Buffer ،)ميكروليتــــ
ــر ــر 1( HaeIII ،)ميكروليتــ  5/7( ddH2O ،)ميكروليتــ

 انكوبـاتور  در وبي ـكروتيم و مخلـوط  هم با) ميكروليتر
. گرفـت  قـرار  ساعت 2 مدت به گراد ي سانتي درجه 37

 ي مشـاهده  و كي ـتفك Loading buffer افزودن اب سپس
   .شد انجامدرصد  5/1 آگاروز ژل يرو بر باندها
  

  ها افتهي
هـا از   نمونه بيماران كه بررسي ميكروسـكوپي آن  100از 

نمونـه در محـيط    50نظر وجود آماستيگوت منفـي بـود   
 ي در هفته) درصد 8(نمونه  4. رشد كردند NNNكشت 
 22(نمونه  12دوم،  ي در هفته) ددرص 18(نمونه  8اول، 
 ي در هفته) درصد 52(نمونه  26سوم،  ي در هفته) درصد

  .ها مثبت شدند پروماستيگوت جودچهارم از نظر و
 مــارانيب ITS-rRNA ي قطعــه PCR-RFLP جينتــا

   :اصفهان يجلد وزيشمانيمبتلا به ل
ژل آگـاروز   يبر رو PCRالكتروفورز محصول  جينتا
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اصفهان همراه با  يها نمونهPCR product وفورز الكتر. 1شكل 

  . درصد 1ژل آگاروز  ياستاندارد بر رو يها گونه
M :استاندارد : 1 ،يشناساگر مولكولL. major ،2 :استاندارد   

 L. tropica، 6 -3: PCR product 7اصفهان،  يها نمونه :
  يشاهد منف
  

  
بعد از  اصفهان يها نمونه product PCRالكتروفورز . 2شكل 

  HaeIII ميهضم با آنز
M :استاندارد : 1 ،يشناساگر مولكولL. major ،2  يها نمونه: 3و 

  .اصفهان يها نمونه: 6و L. tropica ،5استاندارد : 4اصفهان، 
  
 يايشـمان يل يهـا  نمونـه  يرا بـرا  bp 350 درصد، باند 1

 اصفهان نشان داد كه مطابق با بانـد  مارانيجدا شده از ب
  و  L. tropicaاسـتاندارد   يهـا  ه از نمونـه به دست آمـد 

L. major محصول . ه استبودPCR ليشمانيوز  مارانيب
اسـتاندارد  مشابه بانـد   باند) L. tropica(خشك  يجلد

L. tropica بانـد  يعن ـيbp  350  ژل آگـاروز   يرا بـر رو
 bp 200دو بانـد   HaeIII مينشان داد كه بعد از هضم آنز

 Product PCR. )2و  1 يهـا  شـكل (به دست آمـد   60و 
بـه طـور    زي ـمرطوب ن يمبتلا به ليشمانيوز جلد مارانيب

  بانـد   يعن ـي L. majorاسـتاندارد   ي كامل مشابه با نمونه
bp 350     دو بانـد   ميبود كـه بعـد از هضـم آنـزbp 220 
  ).2و  1 يها شكل(به دست آمد  140و

 L.majorنمونه ايزوله  PCR-RFLP ،46با استفاده از 
  .تعيين گونه گرديد L.tropicaنمونه زوله اي 4و 
  

  بحث
 اسـت  ممكـن  شـده  ايجـاد  پوستي علايماز آن جايي كه 

) بورليـا  و پيـودرم  استرپتوكوك( گريد يها ژن پاتو توسط
 است ممكن Leishmania مختلف هاي گونه شود، ايجاد
 از يناش ـ يليشـمانيوزها اغلب  و كنند ايجاد مشابه علايم
؛ طلبند يم را يمتفاوت يدرمان يها ميرژ مختلف يها گونه
 باشـد  مـي  اهميـت  داراي Leishmaniaي هـا  گونه نييتع
 ليشـمانيوز  درمـان  در اسـتفاده  مورد داروهاي .)12- 13(

 مـار يب بـر  را زيـادي  هـاي  هزينه سمي عوارض بر علاوه
 جملـه  از مدت يطولان و متعدد يسفرها كنند، يم ليتحم
 در ليشـمانيوز  ترشگس باعث تواند مي كه ندسته يعوامل

 يهــا  گونــه تعيــين و شــود يمــاريب كيرانــدميغ منــاطق
Leishmania دارد اهميت اپيدميولوژي و ينيبال دلايل به.  

 بـر  هعمـد به طور  Leishmania يها گونه صيتشخ
ــاس ــعلا اس ــاليني مي ــه و ب ــجغراف ي منطق  .اســت يياي

 شـده  انجام مطالعات به توجه با اساس نيا بر صيتشخ
ــزارش و ــ گ ــه وعتن ــا گون ــ از ه ــه كي  خــاص ي منطق

 شاتيآزما ها سال). 14( باشد ينم اعتماد قابل ييايجغراف
 صيتشــخ در اســتاندارد روش يكروســكوپيم ميمســتق

 و ساده به نسبت روش نيا .است بوده يجلد وزيشمانيل
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 يها روش ييكارا فاقد تيحساس نظر از اما ،است ارزان
 تـوان  كـه  ني ـا خصـوص  بـه  باشـد  يم يمولكول ديجد

ــاز ــه يجداس ــا گون ــف يه ــمانيل مختل ــل ياهايش  عام
 يهـــا روش). 11 ،12( نـــدارد را يجلـــد وزيشـــمانيل

 ـ متقاطع يها واكنش علت به زين يسرولوژ  ژن يآنت ـ نيب
Leishmania ــداد و ــميكروارگانيم از يتع ــا س ــد ه  فاق

 وزيشـمان يل اشـكال  در اغلـب  و هسـتند  يكاف تيحساس
 ).15( ندارند يكاربرد ها روش نيا يجلد

 بـه  پاسـخ  زاني ـم تفـاوت  لي ـدل به رياخ يها سال در
 بـردن  كـار  بـه  طـور  نيهم و مختلف يدرمان يها ميرژ

ــان روش ــ يدرم ــوژ تشــابهات و ثرؤم ــز يكيمورفول  ادي
ــه ــا گون ــل يه ــاريب عام ــت، در يم ــا روش از كش  يه
 دهيگرد مشخص و شده استفاده PCR جمله از يمولكول
 دارد ييبـالا  ويژگـي  و تيحساس ـ PCR روش كهاست 

 ويژگـي  نييتع جهت روش نيا در ن،يهمچن). 10، 13(
ي، بـوزوم ير ،ينتوپلاسـت يك DNA از تـوان  يم ـ هـا  زولهيا

gp63 ،hsp70 ،miniexon ،β-tubulin ــا ژن ــاي و يـ  هـ
rRNA 16- 17( كرد استفاده.(  
 مـورد  مـاران يب PCR-RFLP شـات يآزما به توجه با
 ي دهش ـ ري ـتكث DNA يرو بـر  كه قيتحق نيا در مطالعه

 انجام LITSR و L5.8S مريپرا دو از استفاده با ها زولهيا
 انگل يها زولهيا توان يم كه شد مشخص، )17- 18( شد
 و NNN يهــا طيمحــ در مــارانيب ي نمونــه كشــت از را

RPMI مشخصـات  نييتع و آورد دست به يكاف حد در 
 درمـان  بيمـاري،  كنترل استراتژي در اطلاعات اين .نمود

 الكتروفـورز  جينتـا . كند مي كمك بيماري اپيدميولوژي و
 مطــابق كــه داد نشــان را bp 350 بانــد PCR محصــول

 نشـان  جينتا علاوه به ).17- 18( بود استاندارد هاي نمونه
   اصــفهان ي منطقــه در مطالعــه مــورد عاتيضــا كــه داد

L. tropica و L. major باشد يم.  

 بـا و همكـاران   Rotureau توسـط  كـه  يا مطالعه در
 يجلــد ليشــمانياهاي يرو بــر PCR-RFLP از اســتفاده

 با توان مي كه شد مشخص ،گرفت صورت ديجد يايدن
 محصـول  در كننـده  محـدود  ميآنـز  كي برش از استفاده
PCR در طـور  نيهم ـ). 12( نمود گونه نييتع به مبادرت 
 نييتع يبراو همكاران  Bensoussan توسط كه يا مطالعه
 با ITS (PCR-RFLP( از ادهاستف با Leishmania ي گونه
 ديگرد مشخص ،شد انجام LITSR و L5.8S پرايمر دو

ــه ــادر PCR-RFLP ك ــه ق ــخ ب ــد 74 صيتش  از درص
  ).19( باشد يم مثبت يها نمونه

ــد ــ در انيمعتضـ  لام 47 از حاصـــل DNA ،رازيشـ
 گونـه  نييتع PCR-RFLP با را يجلد ليشمانيوز مارانيب

 نمونـه  27 و L. tropica نمونه 20 تعداد نيا از كه نمود
L. major 20( شد داده صيتشخ.(  

 PCR-RFLP كـه  و همكاران راد يكاظم ي مطالعه در
 يزي ـآم رنـگ  يها لام از شده استخراج DNA يرو بر را

 يبـرا شـد،   انجـام  LITSR و L5.8S پرايمـر  دو بـا  شده
 L. major  و 60 و bp 200 بانـد  دو L. tropica ي گونـه 

 يبانـدها  جينتـا  كه آمد دست به 150 و bp 220 باند دو
ي حاضـر   مطالعه جينتا با مطابق ها زولهيا از آمده دست به
 در يثرؤم ـ روش PCR-RFLP رسـد  يم ـ نظـر  به و بود
 انسـان  يهـا  نمونـه  از Leishmania يها جنس صيتشخ
 ايـن  نتايج. )21( باشد رانيا در مخزن واناتيح اي يعفون

 دقيق و سحسا روشي PCR-RFLP كه داد نشان مطالعه
ايـن   و اسـت  جلـدي  ليشـمانيوز  عامل ي گونه تعيين در

  .دارد كاربرد يكژاپيدميولو مطالعات درروش حتي 
  
  گيري نتيجه

 يروشــ PCR-RFLP كــه داد نشــان حاضــر ي مطالعــه
 وزيشـمان يل عامـل  يهـا  گونه نييتع يبرا قيدق و حساس
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   .باشد يم يماريب كيآندم مناطق در ژهيو به يجلد
  

  ردانيقد و تشكر
 كاركنـان  زحمـات  از داننـد  مـي  لازم خـود  بر نگارندگان

و  اصـفهان  پزشـكي  علـوم  دانشـگاه  شناسي انگل گروه
 سـالك  و يپوسـت  هـاي  بيمـاري  تحقيقات مركز كاركنان
 ارزنده همكاري خاطر به اصفهان )س( طاهره ي صديقه
  .نمايند قدرداني و تشكر
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Abstract 

Background: Leishmaniasis is a parasitic infectious disease caused by a protozoan parasite from 
trypanosomatidae family with a wide spectrum in tropical and subtropical areas. The purpose of the 
study was to characterize various species of Leishmania isolates from Isfahan, Iran with negative 
direct smears. 

Methods: This study used culture methods and PCR-RFLP to detect cutaneous leishmaniasis (CL) in 
patients who referred to the Center for Research in Skin Disease and Leishmaniasis, Isfahan 
University of Medical Sciences, Isfahan, Iran, with negative direct smears. Samples taken from the 
lesions of patients were cultured on NNN and RPMI 1640 mediums. Out of 100 smear negative 
samples, 50 turned positive for leishmania promastigotes whose DNA was extracted. The amplified 
ITS1 region of DNA was then analyzed through PCR-RFLP. After digesting the isolates by HaeIII 
enzyme, the species were determined according to standard strains. 

Findings: Among 50 isolates from Isfahan region, 46 isolates were identified as L. major and 4 as  
L. tropica.  
Conclusion: The present research showed that PCR-RFLP is an accurate method for specifying agent 
species of CL. It was also found that L. major and L. tropica were the main two species responsible for 
various kinds of skin involvement in the region. 

Keywords: PCR-RFLP, Cutaneous leishmaniasis, Isfahan, Parasite 
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