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در بيماران ITS-rDNA  تعيين هويت مولكولي انگل ليشمانيا با هدف قرار دادن ژن
  سيستان وبلوچستانمشكوك به ليشمانيوز جلدي در استان 
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  چكيده

. تشخيص اوليه توسط علام باليني و مشاهده مستقيم انگل است. يك بيماري انگلي ناشي ازگونه هاي ليشمانيا مي باشد ليشمانيوز
مطالعات جامع و كاملي در زمينه تاكنون . حساسيت روشهاي مولكولي نسبت به ديد مستقيم توسط ميكروسكوپ بيشتر است

در اين پژوهش گونه هاي ليشمانيا با استفاده از . ل در استان سيستان و بلوچستان صورت نگرفته استتعيين هويت گونه انگ
در بيماران مراجعه كننده به مراكز درماني استان  سيستان و بلوچستان  ITS-rDNAروشهاي مولكولي با هدف قرار دادن ژن 

. نمونه لام مثبت جهت مطالعات مولكولي جمع آوري گرديد 82. انجام گرفت 1394 تا 1393اين مطالعه در سال . صورت گرفت
  تلقيح و براي تكثير سريع و ازدياد به محيط كشت N. N. Nبخشي از نمونه هاي برداشت شده به محيط كشت 

RPMI-1640  پس ازاستخراج. درصد سرم جنين گوساله انتقال داده شد 10همراه باDNA   با استفاده از تكنيك RFLP PCR- 
بيمار  46تعداد  .جهت آناليز نتايج استفاده گرديد multalinو  SPSS نرم افزارهاي. ين گونه هاي ليشمانيا صورت گرفتتعي
گونه غالب در شهرستان چابهار گونه  .شد داده تشخيص تروپيكا ليشمانيا به آلوده)44%(بيمار 36به ليشمانيا ماژور و آلوده )%56(

در مركز استان هردو گونه ليشمانيا ماژور وتروپيكا مسؤل بيماري . يرجاوه ليشمانيا ماژور بودليشمانيا تروپيكا ودر شهرستان م
 گونه تعيين و ليشمانيوزها تشخيص براي و بوده بالاو اختصاصيت حساسيت  داراي PCR-RFLPروش . تشخيص داده شد

  .     مناسب مي باشد بيماري عامل هاي انگل سريع

  استان سيستان و بلوچستان ، PCR-RFLP ،ليشمانيا تروپيكا ،ليشمانيا ماژور  ،  ITS-rDNA  ژن :كليدي واژه هاي

  reza.motaleb@uoz.ac.ir: پست الكترونيكي  ، 05431232180:نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
يك عفونت انگلي پوستي است ) سالك( جلدي  ليشمانيوز

كه توسط گونه هاي مختلف تك ياخته ليشمانيا ايجاد مي 
به انسان انتقال  پشه خاكي گزش'اين بيماري توسط  .شود

ودر ميزبان انساني ليشمانيا به صورت انگلهاي  پيدا مي كند
را آلوده تك هسته اي اجباري درون سلولي، فاگوسيتهاي 

انگل و ابتلا به اين بيماري با توجه  به نوع گونه .  كند مي

تم ايمني ميزبان،  تظاهرات باليني متفاوتي سواكنش سي
خواهد داشت اين تظاهرات از عفونت تحت باليني محدود 

شر و پيشرونده پوست،  غشاء تشونده تا ضايعات من
اين . )4(باشد سيستم رتيكلو آندوتليال متغيير مي مخاطي و

وس بيماري در تمام قاره هاي جهان به جز استراليا و اقيان
و در حال حاضر ديده شده است منجمد شمالي 
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هاي آسيا،  اروپا،   كشور جهان در قاره 88ليشمانيازيس در 
 72شود كه در ميان اين كشورها  آفريقا و آمريكا ديده مي
كشور كمتر توسعه يافته وجود  13كشور در حال توسعه و 

 و شهر هاي شيراز، مشهد، اصفهان 1390در سال  .دارد
 گلستان، كرمان، خوزستان، ايلام، يزد، سيستان و استانهاي

بلوچستان، سمنان، قم، خراسان شمالي وبوشهر بيشترين 
موارد سالك  80% بالغ بر.  )2(موارد الودگي را داشته اند
 ليشمانيوز جلديبيماري  . )2(كشور نوع روستايي ميباشد

ليشمانيا در روستاهاي پانزده استان ايران كه بدليل 
اد شده اند يكي از مشكلات جدي و رو به ايجميجر

 .)14و11( شود شكل بومي ديده ميبه باشد كه  ميافزايش 
 و سيستان  ،فارسمناطق  در جنوب و جنوب شرق 

شمال  در ،ايلام در جنوب غربيو خوزستان  ،بلوچستان
ابردژ و اصفهان  صحرا،  تركمنو آباد  لطفنواحي شرق 
 بوميكانونهاي  مهمترين  از و يزد در مركز ايران ورامين
هاي مختلف  مشخصات گونه ). 15و13( ميباشند بيماري

متعددي از قبيل توزيع جغرافيايي  جنس ليشمانيا به عوامل
اپيدميولوژي بيماري، ناقل و مخزن  انگل، تظاهرات باليني و

انگلهاي ليشمانيا از نظر شكل . )8و10(دارد حيواني بستگي
و تا پيش از توسعه روشهاي تفكيك نيستند  ظاهري قابل

هاي انگل بر علائم باليني،  و تفكيك گونه جديد، شناسايي
بررسي ناقلين، توانايي ايجاد بيماري  اپيدميولوژي بيماري،

رشد در محيط كشت، استوار  در حيوانات آزمايشگاهي و
و هزينه بالايي  بود كه عمدتاً نيازمند صرف زمان

روشهاي نوين زيست به كمك  در حال حاضر  .)19(است
شناسي ملكولي مانند انواع پي سي آر پيشرفته و 

شناسايي گونه هاي متفاوت جنس   ،شناساگرهاي ملكولي
دي ان اي  ژنهايي مانند .)22(ليشمانيا ميسر گرديده است 

 منطقه ايجاد كننده مكان رونويسي ،)20( ريبوزومي
 63 گليكوپروتئين ژن ،)13( ژن توبولين ،)7(داخلي

دي  و )15( هاي دي ان اي ريزماهواره ،)21( لودالتونيكي
انگل ليشمانيا  براي شناسايي ) 16و12(ان اي كينتوپلاستي 

حد فاصل  .توسط محققين و پژوهشگران استفاده شده اند

و حد فاصل   ITS1 قطعه  ،18Sو   5.8Sمناطق كد كننده 
 اين مناطق بر. قرار دارد  ITS2قطعه   ،28Sو  5.8Sمناطق 

خلاف مناطق كد كننده تنوع بين گونه اي بيشتري نشان 
. مي شوددهند و براي تفكيك گونه ها از آنها استفاده مي

در يوكاريوت ها ساختمان ثابتي را نشان  rDNAساختار 
ناحيه  شامل 3 'به 5'آن از  ساختارمي دهد و كل 

(Intergenic Spacers) IGS  كه جزء قطعات غير رونويسي
 External Transcribted 5'پس از آن در انتهاي  . مي باشد

Spaser 1) ETS1 (3 'در انتهاي  و  
(External Transcribted Spaser2) ETS2 قرار دارد .

 18Sهمراه اين قطعات در نواحي مختلف،  ژن هاي 

rDNA ,5.8S rDNA   ناحيهInternal Transcribed 

Spacers1(ITS1)  8 .5،  ژنS rDNA  ناحيهInternal 

Transcribed Spacer 5) ITS2 ( 28و ژنSrDNA    قرار
در بين   ITS2)وITS1 (قطعات ژني اين دو ناحيه . دارد

يوكاريوت ها محافظت شده مي باشند و براي درك 
استان سيستان و . )12(ند ارتباطات فيلوژنيك مفيد

با  و واقع شده است رانيا شرق جنوب در بلوچستان 
 300( افغانستانو ) كيلومتر 900( پاكستانكشورهاي 

وسعتي حدود  اين استان با. شترك داردمرز م) كيلومتر
 باشد كيلومتر مربع،  پهناورترين استان ايران مي 785/181

 يا ژهيو نقش و تياهم يدارا احتمالاً منطقه نيا لذا. )9(
 افراد توسط ايشمانيل انگل به يآلودگ صدور و ورود در

 وجود نيا با . باشد يم يمرز ينواح در ساكن و آلوده
در حال  . است نامشخص منطقه نيا در مسئول گونه

 عدم و بالاي بيماري در استان نسبتاحاضر با وجود بروز
هويت  هاي استانشهر در قيدق و مدون مطالعات انجام

انگل در برخي كانون هاي اندميك استان مشخص نشده 
در اين تحقيق،  نمونه هاي انساني از استان سيستان  . است

وش ميكروسكوپي و هم وبلوچستان جمع آوري،  هم به ر
لكولي عامل بيماري،  مورد مطالعه قرار گرفت تا هويت وم

انواع انگل ليشمانيا،  در اين منطقه بطور قطعي تعيين و 
  .تأييد گردد
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 مواد و روشها

بيماران مراجعه كننده به مراكز بهداشتي ودرماني استان 
 ،زابل ،خاش ،چابهار ،ايرانشهر( بلوچستان سيستان و

پس ازمعاينه توسط پزشك به ) نيكشهر و ميرجاوه ،زاهدان
آزمايشگاه معرفي و پس از تكميل پرسشنامه اقدام به تهيه 

تعداد نمونه ها براساس اطلاعات  .گرديد اسمير مستقيم
لام سه نمونه  از هربيمار .نمونه در نظر گرفته شد 82آماري 

  .تهيه شدازنقاط مختلف ضايعه جلدي  )گسترش(
بدون استفاده از شعله و در هواي اتاق  شدهگسترش تهيه 

ثانيه  60تا  30به مدت  ، متانولسپس . گرديدخشك 
هوا مجاورت در و روي لام ريخته ) فيكس كردن جهت(

  )7,2  (pHبا آب ) 1:10(محلول گيمسا . گرديدخشك 
 15لام را روي پل رنگ آميزي قرار داده و به مدت  ،رقيق

را لام سپس . ريخته شد ادقيقه برروي آن محلول گيمس
 قرار داده و در )pH)  7,2آب براي مدت كوتاهي در 

نمونه هاي  . ديگرد و آماده مطالعه هوا خشكمجاورت 
زير ميكروسكوپ نوري با درشت نمايي  جمع آوري شده

هزار برابر از نظر وجود جسم ليشمن مورد بررسي قرار 
  . ددرجه بندي گردي 1شماره مطابق با جدول و هگرفت

درجه تشخيص ميكروسكوپي بيماران مشكوك به  -1جدول
  )نمونه لام 605( )1( ليشمانيوزجلدي مورد مطالعه

تعدادفيلدتعداد انگل
 ميكروسكوپ

درجه مشاهده
 ميكروسكوپي

0 1000 0
10-1  1000  1+  
10-1  100 2+  

10-1  10 3+  
10-1 +4 در هر فيلد 
100 -10 +5 در هر فيلد   
1000 -100 ر فيلددر ه   6+

شركت تكاپو   DNAاز كيت استخراجDNA جهت تخليص
زيست استفاده گرديد كه به روش ستوني استخراج صورت 

براي جلو گيري از الودگي محتويات كيت به  مي گيرد

از سر سمپلر هاي   DNA  نمونه هاي مورد استخراج و يا
فيلتر دار استفاده ودر هربار كشيدن محلولها سر سمپلر 

شركت تكاپو استخراج مطابق پروتكل كيت  .رديدتعوض گ
ي تخليص شده را همراه با DNA .صورت گرفتزيست 

كيفي مقدار  صورتالكتروفورز و به  bp 100شناساگر 
DNA  ميكروليتر از  5براي اين منظور . يدردگمشخص

را بهمراه يك ميكروليتر بافر بارگيري بر  DNAمحلول 
 نمونــه ژل در و ليترميكر10ودرصــد 0,8روي ژل آگار 

با استفاده گذاري و الكتروفورز و در زير نور ماوراء بنفش 
 .يدردگ مشاهده UV-transiluminatorدستگاه  از

دراين  PCRحجم كل واكنش :  PCR  انجام آزمايش
مقدار وترتيب  ميكروليتر در نظر گرفته شد كه15 مرحله

 آمده 2جدول در PCR1 مواد شركت كننده در واكنش 
  . است

  cDNA ساخت جهت نياز مورد مقدار و مواد -2جدول 
  مقدار مورد استفاده  نام ماده

DNAميكرو ليتر 3  الگو  

آب مقطر دوبار تقطير بدون 
  نوكلئار

  ميكروليتر 3,5

Master Mix (Bioneer, 
Korea)  

  ميكروليتر 7,5

  ميكروليتر 1 )تكاپو زيست (IR پرايمر

  

، 58، 56دماي 4با  PCR ،نلينگانتخاب بهترين دماي آ براي
سانتيگراد انجام شد كه بهترين باندها دردماي 62، 60
 و.  براي هر دو گونه انگل حاصل گرديد درجه ساتيگراد58

براي تكثير ژن از برنامه دمائي  .PCRپس از بهينه كردن 
  .استفاده  شد 3طبق جدول 

 مرحله اول باندهاي مناسب  PCRبا توجه به اينكه محصول 
چون استخراج از لامهاي رنگ آميزي شده كم (نداشتيم 

به همين  ،)انگل وپر انگل  بودند صورت گرفته بود
  .استفاده گرديد Nested PCR (PCR2) از روشمنظور
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 PCR2و  PCR1مراحل واكنش  -3جدول 

  )درجه سانتي گراد(دما  زمان مرحله واكنش
   94 دقيقه5 واسرشت رشته الگو

  94  ثانيه 45  ساخته شدهواسرشت رشته 

  58 ثانيه45پرايمراتصالدماي
  72 ثانيه60  پلي مراز DNAيم  فعاليت آنز

  72 دقيقه5 براي اطمينان از ساخت كامل قطعات

  ---   ---   )تكرار سيكل 35( 4تا  2مرحله 

درجه ساتيگراد4دماي  ‐‐‐‐‐‐ 

  
ميكروليتر PCR1 ،2از محصول  ،Nested PCRجهت 
 48 و به آن منتقل  0,2 و به ميكروتيوب برداشته

 الگو DNAميكروليترآب مقطر استريل اضافه وازآن بعنوان 
حجم كل  .استفاده نموديم Nested PCR (PCR2) در

 ميكروليتر در نظر گرفته شد 20 دراين مرحله PCRواكنش 

ميكروليترآب مقطر دوبار تقطير  DNA، 6ميكروليتر 3(
 MasterMixكروليترمي10، (DDW)نوكلئار بدون

 4 در جدول   هاتوالي پرايمر. ITS)ميكروليتر پرايمر 1و
  .و زيست تهيه گرديدپكه از شركت تكاارايه شده 

  
  2و ) 16( 1 شخصات پرايمرم -4جدول

 توالي پرايمر
Forward : IR1 5'-GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT-3' 

Reverse : IR2 5'-GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG-3' 

Forward : ITS1F 5'-GCAGCTGGATCATTTTCC-3' 
Reverse : ITS2R 5'-ATATGCAGAAGAGAGGAGGC-3' 

  
  

تأييد تكثير ژنوم و اندازه قطعه تكثير شده از  براي
 3 به اين ترتيب كه الكتروفورز روي ژل آگارز استفاده شد

ميكروليتر از  3و PCR1 ميكروليتر از محصول
ميكروليتر 1(را به صورت جداگانه    Nested PCRمحصول

 5و PCR1 ميكروليترمحصول  5لدر درچاهك اول و
اضافه گرديد درصد 2به ژل   (PCR2)از محصول ميكروليتر

دقيقه برقرار واز  40به مدت  90وجريان الكتروفورز با ولتاژ
 .محصول عكس برداري به عمل آمد

RFLP (Restriction Fragments Length 
Polymorphism) 

براي تمام گونه هاي  480bpباند حاصل ITS با تكثير ناحيه 
افتراق گونه هاي انگل غير ممكن  و انگل يكسان مي باشد

 براي تعيين گونه انگل به محصول  به همين دليل مي باشد

PCRآنزيم محدود كننده معرفي شده توسط Dweik  را
 را در قسمت ITS1اين آنزيم توالي ،اضافه نموديم

GG↓CC مي كندودر انگل ليشمانيا با توجه  برش مي دهد
به  شد خواهندقطع  برش محل هاي مختلفي نقاط به تعداد 

 كه مناسب تشخيص داده شد BSUR1 آنزيم همين منظور
جداگانه  باندهاي صورت به الكتروفورز، محصول از پس

را  انگل هاي گونه ستيمومي توانبود  رويت قابل ژل برروي



 1398، 1، شماره 32جلد                                                                   )           شناسي ايرانمجله زيست (مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

58 

متمايز نماييم باندها از يكديگر  عات وطولاين قط روي از
 كه آنزيمي دراثر هضم ايجادشده پلي مورفيسم با مشاهده و

 پي انگل به نوع توانستيم است اختصاصي هرگونه براي
واكنش در اين مرحله  نهايي ميكروليترحجم15 .ببريم
به شرح ذيل  0,2در ميكرو تيوب   مواد زير باهم باشدكهمي

ميكروليتر  PCR2 ،1ميكروليترمحصول10 :تركيب شدند
 ميكرو ليتر آنزيم محدود كننده و1آنزيم،  مخصوص 2 بافر

ميكرو  بهنوكلئار  بدونبار تقطير2ميكروليتر آب مقطر  7
منتقل و درب ميكرو تيوبها جهت جلوگيري  0,2تيوبهاي 

از تبخيرمواد واكنش با پارافيلم مسدود گرديد و ميكرو 
   .گرديد در جه اينكوبه37در  ساعت 8به مدت تيوبها 

كه در  PCRكليه ي محصولات : تجزيه و تحليل اطلاعات
و داراي باند قوي و  تكثير پيدا كرده ITS-rDNAآن ژن 

بطور مستقيم و بدون كلون كردن تعيين  بودندنسبتاً خوبي 
 SequencherTm4.1.1softwareنرم افزار . توالي شدند

(Gene Codes Corporation) توالي  برايDNA  نمونه
مطابقت كردن نوكلئوتيدها با نوكلئوتيد  هاي مثبت

براي . كروماتوگرافي هر نمونه مورد استفاده قرار گرفت
 Phylogeneticآناليزهاي فيلوژنتيكي نيز از نرم افزار 

analysis using parsimony )(PAUP بهره گرفته شد. 
يله نرم درصد بوس 95آزمون كاي اسكوير با درجه اطمينان 

براي مقايسه ميانگينها  SPSS 16 (SPSS Inc., USA)افزار 
  . استفاده گرديد

  نتايج
 شده آميزي رنگ هاي لام از ميكروسكوپي هاي بررسي در
 كه شد مثبت نمونه 312شده  تهيه لام  605از  گيمسا با

 تواند مي لامها بقيه در آماستيگوت نشدن مشاهده علت
 پوستي، ضايعات ساير با خمز كلينكي ظاهر بودن مشابه

 انگل تعداد بودن كم ها، زخم قارچي و ميكروبي آلودگي
 از برداري نمونه ضعيف وتكنيك شده تهيه اسميرهاي در

 مطالعات جهت مثبت لام 82  نهايت در. باشد ضايعات
با  ITS-rDNAژن تكثير شده  .گرديد انتخاب مولكولي

 BsuR1نزيم جفت باز وقتي كه تحت تاثير آ 480اندازه 
و  140قرار مي گيرد، در گونه ليشمانيا ماژور به دو قطعه 

، 38، 25جفت باز، در ليشمانيا تروپيكا به چهار قطعه  340
جفت باز برش داده مي شود كه نتايج آن در  360و  57

 .مشاهده مي شود 5و جدول  1شكل 

  
  هاي گونه در درصد 2 آگارز ژل روي بر  ITS-rDNA يافته تكثير ژن ورزالكتروف نتيجه روي ژل PCRنتايج الكتروفورز محصولات  -1شكل 

  :Ve2 ;)محصول بدون آنزيم با( منفي كنترل: Ve1– .است قرارگرفته BsuR1 آنزيم اثر تحت كه سيستان و بلوچستان استان از ليشمانيا شده مشخص 
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  .مثبت كنترل: Ve+ ;)آنزيم بدون محصول با( منفي كنترل
  

  DNA  ITSبر روي محصول ژن BSUR1 ت حاصل از عمكرد آندونكلئازي آنزيم قطعا -5جدول
Size of fragments(bp) Digestion position 

in 5'end
Number of 
fragment 

Leishmania species 

140,340 1402Leishmania major 
25,38,57,360 41,65,1224Leishmania  tropica 

   
  

 ITS ه با هدف قرار دادن ژنكنونه اينم 82تحقيق ازدر اين 

 RFLP  تكنيك و ITS2R و TSF1 به وسيله ي پرايمرهاي
مورد مربوط به  58نمونه آناليز شده  82از . بررسي گرديد
  . مورد مربوط به جنس مونث مي باشد 24 جنس مذكر و

توزيع فراواني موارد مثبت ليشمانيايي در نمونه هاي جدا   -  6 جدول
 بيمارانشده از زخم 

 درصد تعداد گونه
 56,1 46 ليشمانيا  ماژور

 43,9 36 ليشمانيا تروپيكا

 100 82 مجموع

 
سال  60تا بالاي 1افراد داراي زخم در محدوده سني 

بودندوبيشترين گروه سني مبتلايان به سالك گروه هاي 
سال با  11- 20وگروه سني  25,6٪سال با  1-10سني 

شوند ابتلا را شامل مي19,5 % با 21- 30وگروه سني  %30,4
سال كمترين مبتلايان به  60تا بالاي  41افراد گروه سني  و

بيشترين مواردتعداد ضايعات مربوط به .بيماري مي باشند
ارتباط x2 كه بر اساس آزمون ) درصد 56( يك زخم بود

معني داري بين تعداد زخم وگونه عامل بيماري وجود 
واني زخم را داشتند و كمترين دست وپا بيشترين فرا .ندارد

كه بر ) 7جدول ( مواردتعداد ضايعه در تنه مشاهده گرديد
ارتباط معني داري بين تعداد زخم وگونه   x2 اساس آزمون 

  .عامل بيماري وجود ندارد

مورد  49بيمارمبتلا به سالك جلدي تعداد  82از تعداد 
 مورد ساكن روستاها بودند كه بر  33ساكن شهرو تعداد 

  گونه ارتباط معني داري بين تعداد زخم و  x2 اساس آزمون

  . )8جدول ( عامل بيماري وجود ندارد
 

  p>0.05)( پراكندگي زخمها بر حسب محل ضايعه -  7 جدول
 درصد تعدادمحل ضايعه

 19,9 62صورتسرو
 52,9 165دست
 24 75پا
 3,2 10تنه

 100 312مجموع
 

  جغرافيايي پراكنش -  8 جدول
 

 منطقه جغرافيايي
 

 تعداد
 

 ليشمانيا ماژور
 

ليشمانيا 
 تروپيكا

 
 درصد

 1,3 0 1 1 ايرانشهر

 12,5 12 0 12 چابهار

 6,3 2 4 6 خاش

 7,5 2 3 5 زابل

 46,3 18 19 37 زاهدان

 22,5 2 17 19 ميرجاوه

 2,5 0 2 2 نيكشهر

 100 36 44 82 جمع

 

 ITSرك ژن توالي هاپلوتايپ هاي مشت مقايسه 2،شكل 
ليشمانيا تروپيكا و ماژور را با هاپلوتايپ هاي ثبت شده در 

 GenBank و ليشمانيا ماژور و تروپيكا جدا شده از مبتلايان
جنوب و مركز استان كه با نرم افزار آنلاين  در شمال،
multalin آناليز . تهيه و مقايسه شده اند را نشان مي دهد

، 11جايگاه هاي  تفاوت نوكلئوتيدي در 3سكانس ها، 
  . نمودمشخص را  420، 283
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70                    
                                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
....|....| ....|....|  
gi|1027901346|gb|KU949582.1| L  ---------- ---------- ----TATACA CTACGGGGAG GCTTATTCTA 
TATATATATA GTATAGGCTT   
Leishmania major isolate Zahed  ---------- ---------- ---ATATACA ACTCGGGGAG GCTTATTCTA 
TATATATATA GTATAGGCTT   
Leishmania major isolate Zahed  CCGATGATTA CACCCCAAAA AACATATACA ACTCGGGGAG GCTTATTCTA 
TATATATATA GTATAGGCTT   
Leishmania major isolate Zahed  ---------- ---------- ---------- --------AG GCTNATTCTA 
TATATATATA GTATAGGCTT   
 
                                         80         90        100        110        120        
130        140               
                                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
....|....| ....|....|  
gi|1027901346|gb|KU949582.1| L  TTCCCACATA CACAGCAAAC TTTTATACTC GAAATTTGCA GTAAAAAAGG 
CCGATCGACG TTGTAGAACG   
Leishmania major isolate Zahed  TTCCCACATA CACAGCAAAC TTTTATACTC AAAGTTTGCA GTAAAAAAGG 
CCGATCGACG TTGTAGAACG   
Leishmania major isolate Zahed  TTCCCACATA CACAGCAAAC TTTTATACTC AAAATTTGCA GTAAAAAAGG 
CCGATCGACG TTGTAGAACG   
Leishmania major isolate Zahed  TTCCCACATA CACAGCAAAC TTTTATACTC AAAATTTGCA GTAAAAAAGG 
CCGATCGACG TTGTAGAACG   
 
                                        150        160        170        180        190        
200        210             
                                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
....|....| ....|....|  
gi|1027901346|gb|KU949582.1| L  CACCGCCTAT ACACAAAAGC AAAAATGTCC GTTTATACAA AAAAATAGAC 
GGCGTTTCGG TTTTTGGCGG   
Leishmania major isolate Zahed  CACCGCCTAT ACACAAAAGC AAAAATGTCC GTTTATACAA AAAAATAGAC 
GGCGTTTCGG TTTTTGGCGG   
Leishmania major isolate Zahed  CACCGCCTAT ACACAAAAGC AAAAATGTCC GTTTATACAA AAAAATAGAC 
GGCGTTTCGG TTTTTGGCGG   
Leishmania major isolate Zahed  CACCGCCTAT ACACAAAAGC AAAAATGTCC GTTTATACAA AAAGATAGAC 
GGCGTTTCGG TTTTTGGCGG   
 
                                        220        230        240        250        260        
270        280             
                                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
....|....| ....|....|  
gi|1027901346|gb|KU949582.1| L  GAGGGANANA NAGGGGGGTG CGTGCGCGTG GATAACGGCT CACATAACGT 
GTCGCGATGG ATGACTTGGC   
Leishmania major isolate Zahed  GAGGGAGAGA GAGGGGGGTG CGTGCGCGTG GATAACGGCT CACATAACGT 
GTCGCGATGG ATGACTTGGC   
Leishmania major isolate Zahed  GAGGGAGAGA GAGGGGGGTG CGTGCGCGTG GATAACGGCT CACATAACGT 
GTCGCGATGG ATGACTTGGC   
Leishmania major isolate Zahed  GAGGGAGAGA GAGGGGGGTG CGTGCGCGTG GATAACGGCT CACATAACGT 
GTCGCGATGG ATGACTTGGC   
 
                                        290        300        310        320        330        
340        350             
                                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
....|....| ....|....|  
gi|1027901346|gb|KU949582.1| L  TTCCTATTTC GTTGAAGAAC GCAGTAAAGT GCGATAAGTG GTATCAATTG 
CAGAATCATT CAATTACCGA   
Leishmania major isolate Zahed  TTCCTATTTC GTTGAAGAAC GCANNAAAGN GCGATAAGTG GTATCAATTG 
CAGAATCATT CAATTACCNA   
Leishmania major isolate Zahed  TTCCTATTTC GTTGAAGAAC GCAGTAAAGT GCGATAAGTG GTATCAATTG 
CAGAATCATT CAATTACCGA   
Leishmania major isolate Zahed  TTCCTATTTC GTTGAAGAAC GCAGTAAAGT GCGATAAGTG GTATCAATTG 
CAGAATCATT CAATTACCGA   
 
                                        360        370        380        390        400        
410        420             
                                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
....|....| ....|....|  
gi|1027901346|gb|KU949582.1| L  ATCTTTGAAC GCAAACGGCG CATGGGANAA GCTCTATTGN GTCATCCCCG 
TGCATGCCAT ATTCTCAGTG   
Leishmania major isolate Zahed  ATCTTTGAAC GCAAACGGCG CATGGGAGAA GCTCTATTGT GTCATCCCCG 
TGCATGCCAT ATTCTCAGTG   
Leishmania major isolate Zahed  ATCTTTGAAC GCAAACGGCG CATGGGAGAA GCTCTATTGT GTCATCCCCG 
TGCATGCCAT ATTCTCAGTG   
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Leishmania major isolate Zahed  ATCTTTGAAC GCAAACGGCG CATGGGAGAA GCTCTATTGT GTCATCCCCG 
TGCATGCCAT ATTCTCAGTG   
 
                                        430        440        450        460         
                                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| .. 
gi|1027901346|gb|KU949582.1| L  TCGAACAAAA AACAACACGC C--------- ---------- --  
Leishmania major isolate Zahed  TCGAACAAAA AACAACACGC CGCCTCCTCT CTTCTGCATA TA  
Leishmania major isolate Zahed  TCGAACAAAA AACAACACGC CGCCTCCTCT CTTCTGCATA TA  
Leishmania major isolate Zahed  TCGAACAAAA AACAACACGC CGCCTCCTCT CTTCTGCATA TA  
 

  نتايج سكوئنسينگ  -2 شكل

  بحث 
بودن هر دو فرم ليشمانيوز  نتيجه تحقيق، حاكي از موجود

  ن سيستان ويك و زئونوتيك در استاژنجلدي آنتروپو
از دلايل آن ميتوان به ورود اتباع  باشد كه بلوچستان مي

با توجه به اين كه اين  .بيگانه غيرمجاز به كشور اشاره نمود
بيماري توسط پشه خاكي از فرد مبتلا به سالك منتقل 

شود حضور  اين افراد كه بدون هيچ گونه كنترل مي
بيماري مؤثر بهداشتي وارد كشور مي شوند در انتشار اين 

درصد موارد مبتلا در سال  19است به طوري كه حدود 
هاي اخيردر منطقه مورد مطالعه را اتباع بيگانه تشكيل 

همچنين در شرح حال اين بيماران سابقه سفر به  .دهندمي
در . كانوتهاي آلوده كرمان ويزد وبندر عباس وجود داد

  تحقيق حاضر،  با توجه به همخواني نتايج
DNA   sequencing  باPCR-RFLP  و نيز ايجاد الگوي

باندي مربوط به ليشمانيا در مورد تمام نمونه ها،  به نظر 
انجام شده،  اختصاصي عمل كرده و PCR ميرسد كه 

در مطالعه ي . احتمال پاسخ مثبت كاذب در آن ناچيز است
مده توسط فولادي و همكاران كه در منطقه مرزي آبه عمل 

مده است ليشمانيا ماژور به عنوان عامل آ ميرجاوه به عمل
نتايج حاصل از  .در صد بيماري گزارش گرديده است100

اين تحقيق وجود ليشمانيا ترو پيكا در اين منطقه را نيز 
 بخش در پوروهمكاران ثقفي درمطالعه. )3(اثبات مي نمايد

 نمونه ،PCR-RFLP ازتكنيك بااستفاده قم استان مركزي
 ليبيكوس مريونس گونه ازجونده نمونه ويك انساني هاي
گرفته و قرار موردآزمايش ليشمانيا انگل هويت تعيين براي

 جونده، و انساني لامهاي در موجود انگل شدكه مشخص

 و نيا واعظ مطالعه در ).23( است بوده ماژور ليشمانيا
 بود ماژور ليشمانيا ها نمونه درصد34  مشهد، در همكاران

 بومي كانون يحيوان و انساني هاي مونهن مشابه تقريباً كه
 در. باشد مي قم مركزي بخش در جلدي ليشمانيوز بيماري
 در ).24( بودند تروپيكا ليشمانيا ها نمونه درصد 66 ضمن
 با ليشمانيا انگل هويت تعيين خصوص در ديگري مطالعه
 آميزي رنگ هاي لام در PCR-RFLP تكنيك از استفاده
 جلدي ليشمانيوز مخزن جوندگان و بيماران به مربوط شده
 جونده نمونه 8 و انساني نمونه 25 از ،دامغان شهرستان در

 انگل كه شد مشخص ،آزمايش مورد اپيموس رومبوميس
 ماژور ليشمانيا وجوندگان، انساني هاي لام در موجود

 علت). 25( باشد مي) روستايي جلدي ليشمانيوز عامل(
 تواند مي حاضر تحقيق اب مدكور مطالعه نتايج ناهمخواني

 كانونهاي وجود و مطالعه مورد جغرافياي منطقه وسعت
 كشورهاي با همجواري و  استان مختلف نقاط در متعدد

تحقيق  نتيجه. باشد بوميان تردد و افغانستان و پاكستان
 جلدي ليشمانيوز فرم دو هر بودن موجود از حاكي حاضر،

 بلوچستان و تانسيس استان در زئونوتيك و آنتروپونوتيك
 بيگانه اتباع ورود به ميتوان آن دلايل از كه باشد مي

 اين كه اين به توجه با .نمود اشاره كشور به غيرمجاز
 مي منتقل سالك به مبتلا فرد از خاكي پشه توسط بيماري
 بهداشتي كنترل گونه هيچ بدون كه افراد اين حضور ،شود
 به است مؤثر يبيمار اين انتشار در ،شوند مي كشور وارد

 هاي سال در مبتلا موارد درصد 19 حدود كه طوري
 دهند مي تشكيل بيگانه اتباع را  مطالعه مورد منطقه اخيردر
 كانوتهاي به سفر سابقه بيماران اين حال شرح در همچنين

 و شناسايي. دردا وجود عباس وبندر ويزد كرمان آلوده
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 ش مولكولياز رو استفاده با ليشمانيا انگل هويت تعيين

PCR-RFLP  در باگيمسا شده آميزي رنگ هاي لام در 

 .است اي صرفه به و مناسب روش انساني،  هاي نمونه
 ژن توالي تعيين انجام بدون كه است اين روش اين مزاياي

 امكان بيماري مولد ليشمانياي هاي انگل گونه تشخيص ها، 

 نارك در PCR-RFLP تكنيك بنابراين اين .بود خواهد پذير

حيوان آزمايشگاهي،  به انگل تزريق مثل ها روش ساير
 خواهد روش مفيدي سرولوژي هاي تست و انگل كشت
 و بوده بالا ويژگي و تكنيك حساسيت كه اين ضمن .بود

 ليشمانيوز،  تشخيص بر ساعت علاوه 24 طي در تواندمي
  . هويت نمود تعيين را انگل گونه نوع

  تشكر و قدرداني

دانشگاه زابل و دانشگاه علوم پزشكي زاهدان  از بدينوسيله
تشكر و قدرداني ملك رييسي حميد و نيز آقاي مهندس 

  . شود مي

  منابع

 .1391.ا ،دهنام ،ه ،ميرزايي ،م ،آخوندي ،ا ،سيدان جاسبي ،ا ،بقايي  -1
تشخيص ميكروسكوپي و تعيين هويت مولكولي انگل ليشمانيا با 

در بيماران مشكوك به  ITS-rDNAهدف قرار دادن ژن 
مجله دانشگاه علوم پزشكي و  .ليشمانيوز جلدي در استان فارس

 4   شماره . 20   جلد  . بهداشتي درماني شهيد صدوقي يزد خدمات
  .464-473 ص.

در ) سالك(راهنماي مراقبت ليشمانيوز جلدي. 1391. م ،شيرزادي  -2
وزارت بهداشت درمان وآموزش پزشكي معاونت بهداشت . ايران
 .مديريت بيماريهاي واگير مركز

 ،مرادقلي ،س ،هاشمي شهري ،ع، ابراهيم زاده ،شريفي ا ،فولادي ب-3
مستقيم  PCR مقايسه روش. 1386.ا ،فضايلي ،ا ،سرابندي نو ،ح
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Abstract 

Leishmaniasis is a parasitic disease caused by Leishmania species. The early diagnosis 
focused on clinical symptoms and direct observation of the parasites. Molecular 
methods are more sensitive than the direct microscopy. The identity of the species in 
Sistan-Baluchistan province has not been taken yet. ITS-rDNA was used to detect the 
species of Leishmania in patients from Sistan-Baluchistan province using molecular 
methods. This study was conducted during 2014-2015. Positive smear samples (82) 
were collected for molecular studies. The parasites were inoculated in N.N.N culture 
(with RPMI-1640 medium and 10% fetal calf serum) for rapid proliferation. After DNA 
extraction, the PCR-RFLP was carried out to determine the Leishmania species. SPSS 
and Multalin software were used to analyse the results. Forty six  (56%) and 36 patients 
(44%) were diagnosed Leishmania major and Tropica respectively. The dominant 
species in the city of Chabahar and Mirjaveh were Leishmania tropica and Leishmania 
major respectively. In the central region of the province, both leishmania major and 
tropica are responsible for the disease. The results of this study indicated that both 
forms of L. major and L. tropica were identified in Sistan and Balochestan Province in 
Iran, which could be due to unlawful entry from Pakistan and Afghanistan. PCR-RFLP 
has high sensitivity for the diagnosis of leishmaniasis and rapid species identification of 
the parasites.   
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