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  چكيده
بيمـاري در ايـران بـه دو شـكل پوسـتي و             ايـن    .دوشمي گزارشدر سراسر دنيا     لشمانيوزنسان آلوده به     ميليون ا  14ساليانه بيش از     :مقدمه

 بـراي  PCRدر سـالهاي اخيـر اسـتفاده از روش    . باشـد  مـي دگي بيـشتر گسترداراي در نقاط مختلف كه نوع پوستي آن احشايي وجود دارد   
از پرايمرهـاي اختـصاصي   وش رن در اي ـ. اسـت  پوستي در بيماران در مناطق مختلف جغرافيايي مورد استفاده قرار گرفته            لشمانيوزتشخيص  

هـدف   .هاي تكراري استفاده شده است     كينتوپلاستي و يا ترتيب    DNAي ريبوزومي،   RNAهاي  هاي مختلف انگل مانند ژن    براي تكثير ژن  
   .است Multiplex-PCRروش با استفاده از در مراحل اوليه اين بيماري در افراد مبتلا  پوستي لشمانيوزاز اين مطالعه تشخيص سريع 

كلروفـرم  -نگل بـا روش فنـل  ا ابتدا ژنوم.  انجام شدي جلدلشمانيوز به آلودهمار ي ب67برداري از زخم نمونهن مطالعه يدر ا: بررسي روش
محـصول بـه دسـت آمـده هـم زمـان بـا        . رفتيمورد نظـر صـورت پـذ   DNA   تكثير،پرايمر مناسب  وPCR روشبا استفاده از. تخليص شد

   از دو نمونـه اسـتاندارد      .ل قـرار گرفـت    ي ـه و تحل  ي ـسه مـورد تجز   ي ـ و پس از مقا     استاندارد، الكتروفورز  يهاهير شده سو  ي تكث DNAمحصول  
Leishmania. major وLeishmania. tropica  نيز استفاده گرديدمثبت به عنوان كنترل.  

دهـد كـه   ج بدسـت آمـده نـشان مـي    نتـاي  .جفـت بـاز بـود    UL ،683با پرايمر  جفت باز وAB115 ، با پرايمر PCRطول محصول  :نتايج
 Leishmania Tropica و Leishmania Majorتوجه به دو گونه عامل بيماري يعني  هاي مختلف براي تشخيص بيماري باحساسيت پرايمر

  .بود سلول 40 در حد UL سلول و با پرايمر 35حد   درAB با پرايمر PCRحساسيت روش  اي كهبه گونه نبوده ويكسان 
شناسـايي   در جديـد   و به عنـوان اسـتاندارد  ردز پوستي دا جهت شناسايي لشمانيوPCR تايج اين مطالعه دلالت بر حساسيت    ن :گيرينتيجه
بيني بيماري، تـصميم    در پيش ها  هر چند توانايي در تشخيص گونه     . گيرد مورد استفاده    ،تواند مي گونه نياز نبوده   تشخيص زماني كه    متداول

  .باشد در نواحي كه بيش از يك گونه و بيماري بوسيله پزشك مشاهده شود از اهميت زيادي برخوردار ميدر درمان مناسب و خصوصاً
  

  هاي پوستيبيماري -ي جلدلشمانيوز -Multiplex-PCR: يدي كليهاواژه
                                                 

  saadati_m@yahoo.com   : پست الكترونيكي021-77104980: ، نمابر021-77104873:تلفن؛ )نويسنده مسئول( *
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   و همكارانزهرا صفري، مجتبي سعادتي، شهرام نظريان   
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  مقدمه 

 توسـط   قابـل انتقـال    مهـم    يهايماري از ب  يكي لشمانيوز يماريب
 يك معـضل بهداشـت    يه عنوان   ا ب يباشد كه بعد از مالار    يان م يبندپا

 يهـا  انگليماريعامل ب. )1(رفته استدر جهان مورد توجه قرار گ  
 و جنس   Trypanosomatidae از خانواده    يته داخل سلول  خايك  ت

Leishmania مـشترك انـسان و      يهـا يماريف ب ي ـباشد و در رد   ي م 
 كـشور   88 هـم اكنـون در       لـشمانيوز . قـرار دارد  ) زئونوزها(وان  يح

ك برخـوردار اسـت و در       ي قاره از حالـت انـدم      5اسر  جهان در سر  
.  قرار دارنـد   يماري ب  اين ون نفر در معرض ابتلا به     يلي م 350مجموع  

 ياي ـ كـشور در دن    66د و   ي ـ جد ياي ـ كـشور در دن    22 ،از اين تعداد  
 كـشور در حـال توسـعه        72افتـه و    ي كشور آن توسعه     16م كه   يقد

   مبــتلا يرمــاين بيــون نفــر بــه ا يــلي م14حــدود . )2-4(هــستند
ا ي ـ در دن  لشمانيوزد  يون مورد جد  يلي م 5/1-2ن  يباشند و سالانه ب   يم

ــ ــديرخ م ــوارد  90. ده ــشمانيوز درصــد م ــدل ــشور 7 از ي جل  ك
ه ي و سـور   يران، عربستان سـعود   يل، پرو، ا  ير، برز يافغانستان، الجزا 

خـشك و    (ي جلـد  لـشمانيوز ران  ي ـدر ا . )5-8(شده اسـت  گزارش  
 كــهباشــد يمــ ي مهــم انگلــيهــايمــاري از بييو احــشا) مرطــوب
 ييو روسـتا  ) خـشك  (يران به دو فرم شـهر     ي در ا  ي جلد لشمانيوز

 ي متعــددي كــانون هــاي هــر كــدام داراووجــود دارد ) مرطــوب(
  .)10،9(دهستن

 ير با مشكل جدي اخيها است كه در سال   يزد از مناطق  ياستان  
 و  1375 يهـا  كـه در سـال     ي به طـور   ،     بوده مواجه   ي جلد لشمانيوز

 180 مورد و از شهرستان اردكـان        265ب  يزد به ترت  ي از شهر    1376
 . ثبت شـده اسـت    دز مركز بهداشت استان يزد     يمارين ب يمورد از ا  

  در حال حاضـر    بيماري اين   دهد كه يان نشان م  ي آمار مبتلا  يرسبر
باشـد و   ي م ـ يادي ـوع ز ي ش ـ ين اسـتان دارا   يدر هفت شهرستان از ا    

زد و شهرسـتان اردكـان      يشهر  ي در دو     اين بيمار   عمده يهاكانون
مطالعـات جـامعي در     1386-87طـي سـالهاي      .گزارش شده اسـت   

ــشمانيوززمينــه اپيــدميولوژي  شهرســتان   پوســتي در شــهر يــزد ول
  اردكــان بعمــل آمــد تــا بتــوان بــر اســاس اطلاعــات بدســت آمــده 

 عامـل   . كـرد  ي را طراح ـ  يمـار ي مربوط به كنترل ب    يهايزيربرنامه
 و عامـل   Leishmania Majorدي روستايي در ايـران  جللشمانيوز
باشــد كــه مــي Leishmania Tropica جلــدي شــهري لــشمانيوز

ــاري  ــشمانيوزبيم ــه  ل ــط گون ــدي توس ــشه    جل ــي از پ ــاي خاص   ه
  .)12،11(گرددهاي فلبوتومينه منتقل ميخاكي

شمانيا حققين جهت شناسايي انگل ل    هاي مختلفي توسط م   روش
  ه كـه هـر كـدام داراي معايـب و مزايـايي             ت ـمورد استفاده قرار گرف   

  با توجـه بـه دقـت و        PCRكه در اين ميان روش مولكولي      باشدمي
ايـن   .حساسيت آن نظر محقـق را بـه خـود معطـوف نمـوده اسـت               

تكنيك در سالهاي اخير هم براي تشخيص و هم براي تعيين گونه            
  ).13-17(ليشمانيا استفاده شده است

با استفاده  ) سالك (ي پوست نيوزلشماص  ين مطالعه تشخ  يهدف ا 
له بتوان در مدت زمان     ين وس يتا بد بود   Multiplex-PCR  روش از

س يازي لـشمان  يمـار يب كه مـشكوك بـه       يماري ب يهانمونه يكوتاه
سـريع نـسبت بـه      تـشخيص   تا بتـوان پـس از        دن شو ييشناساهستند  

  .درمان مبتلايان اقدام نمود
  روش بررسي

هـاي محـدودالاثر و    آنـزيم ،  Taq DNA Polymeraseآنـزيم 
 ،Tris-base،EDTA  و  bp DNA ladder 100مـــاركر

dNTP،MgCl2 ، RNAse    اتيـديوم برومايـد از شـركت ، Roch 
   .تهيه گرديدآلمان 
اي و به روش تشخيـصي       كه يك مطالعه مشاهده    ن مطالعه يادر  

 پوستي انجام   لشمانيوز بيمار آلوده به     67برداري بر روي     نمونه ،بود
 بيماران مراجعه كننده به متخصص پوسـت        ازاين تعداد نمونه    . شد

 پوستي كه مشكوك بـه سـالك و         لشمانيوزدر زمان شيوع بيماري     
دسـت، پـا، صـورت و بـه نـدرت           (م بر روي سطح بـدن     خداراي ز 

 در انـستيوپاستور    هـا  ايـن نمونـه    از. تهيـه شـده اسـت      ،بودنـد ) كمر
 N.N.N طير مح ـ د نـسبت بـه كـشت آن         ه و يم ته ي لام مستق  ،تهران

تگوت يز از نظر وجـود پرومـا س ـ       ي كشت ن  يهاطيمح. اقدام گرديد 
ون يون پرولاس ـ يزولاس ـي ا ي بـرا  . قرار گرفـت   يا مورد بررس  يشمانيل

 منتقـل و بـه    RPMI-1640ط كـشت    يتگوت انگل بـه مح ـ    يپروماس
تعـداد انگـل     اكثري در افـزايش حـد   اد پاساژ داده شـد تـا        يتعداد ز 

گيـري از انگـل ليـشمانيا انجـام         وب مرحله رس   سپس .مشاهده شود 
   .گرفت

  هاي   تهيه پرايمرنسبت به ،مناسبانتخاب قطعات ژني پس از 
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پرايمرهاي مورد نظر،   . اقدام گرديد  ايشمانيانگل ل براي  اختصاصي  
از ) DNASIS, BLAST, Oligo(افزارهاي مولكولي  به وسيله نرم

 مـورد بررسـي    خـصوصيات وساير ذوب وجود لوپ، دمـاي   جهت  
 پـس از سـاخته شـدن پرايمرهـا و قبـل ازاسـتفاده در                .قرار گرفـت  

نيـز   PAGE كيفيت آنها با الكتروفورز بـر روي ژل     ،PCRواكنش  
  : اين پرايمرها عبارتند از. مورد بررسي قرار گرفت

      A: GGG TAG GGG CGT TCT GCG AA (F) الف(  
B: CGC ACT ATT TTA CAC CAA CCC C (R) 

      U: GGG GTT GGT GTA AAA TAG GCC (F) ب(  
 L: CTA GTT TCC CGC CTC CGA G (R) 

اي بـه    قطعـه UL  پرايمـر  و bp115 اي به طول  قطعهAB رايمرپ
   . نمود را تكثير bp683 طول

 DNAبــراي اســتخراج و تخلــيص  : ژنوميــكDNAاســتخراج 
 جهـت بررسـي   .  استفاده شد  كلروفرم-فنلاز روش   انگل  ژنوميك  

 ژنـومي روي ژل آگـارز       DNAيص شـده،    كيفيت  محـصول تخل ـ    
  .گرديديك درصد الكتروفورز 

ــراز   ــره اي پليم ــنش زنجي ــام فر  :)PCR(واك ــراي انج ــدآب  ين
Multiplex-PCR  ،1   ميكروليتراز DNA       تخليص شـده بـا غلظـت  

µl ng/ 100   ميكروليتر از ديگـر اجـزا واكـنش         24 با   انگلژنوم  از 
PCR  يكروليتر از هـر يـك    م5/0: اين اجزا عبارتند از  .  مخلوط شد

در  (p mol/µl10 غلظت  با) UL پرايمر  وAB رايمرپ (از پرايمرها
ــر2مجمــوع ــر از مخلــوط 1 ،) ميكروليت  باغلظــت dNTP ميكروليت

mM5/1 ميكروليترMgCl2 باغلظت mM2 ،5/2  10 ميكروليتـرX 

PCR bufer  ،5/16 ــتريل ــر آب مقطراس  1و ) DDW( ميكروليت
برنامـه  .  µl)/Taq DNA (1 unit polymeraseميكروليتـر آنـزيم   

PCR      درجـه سـانتي گـراد بـه         94  شامل يك مرحله واسرشـت در 
گــراد  درجـه سـانتي  DNA ) 94چرخـه تكثيــر 10 دقيقـه،  5مـدت  

 30گـراد  درجـه سـانتي   43،هي ـثان45 درجه سانتي گـراد      53،  هيثان30
 94 (DNAچرخه تكثير  20 و)  دقيقه 1 درجه سانتي گراد     72ه،  يثان

 درجه  72،هيثان30گراد   درجه سانتي  50،  هيثان30 گراد   درجه سانتي 
 درجه سانتي گراد 72 يك مرحله نهايي در      و)  دقيقه 1سانتي گراد   
ــه مــدت ــود7ب  ميكــرو ليتــر از 4پــس از انجــام واكــنش .  دقيقــه ب

     دقيقه20مدت  بهدو درصد ژل آگارز رويمحصولات واكنش 

  .  الكتروفورز شد80ثير ولتاژ أتحت ت
ــد  ــده   تأيي ــدود كنن ــاي مح ــط آنزيمه ــصول توس ــدا  :مح   ابت
پــس از . هـاي مــورد نظـر از بانـك ژنــوم اسـتخراج شـد      تـوالي ژن 

هـا و يـافتن جايگـاه پرايمرهـا در روي آنهـا و                استخراج تـوالي ژن   
ــط     ــده توسـ ــر شـ ــات تكثيـ ــق قطعـ ــدازه دقيـ ــت آوردن انـ   بدسـ

ــرم ــزار  ن  ــ DNASISاف ــي در روي قطع ــرش آنزيم ــاه ب    ات، جايگ
پس از اطمينان از تكثير قطعه مورد نظر،         . قرار گرفت  مورد بررسي 

 ULمـر   يپرا(  معين شده اقدام شـد      نسبت به برش آنها توسط آنزيم     
ــز  ــا آن ــر ي پرا وXHOIم يب ــز ABم ــا آن ــرش  Taq1،mnlI  مي ب   ب

  پـــس از انجـــام واكـــنش، بـــراي الكتروفــــورز     . )داده شـــدند 
ــرش خــوردهمحــصولات  ــارز ب ــتفاده  يــك درصــد از ژل آگ   اس

  .دديگر
 بـراي محاسـبه     :انگـل تعيين حساسيت واكنش بر حسب تعـداد        

  ، پــس از كــشت  انگــلحــساسيت واكــنش بــر اســاس تعــداد     
 محيط كشت، ابتدا از محيط مورد نظر تـا          ODگيري   و اندازه  انگل

 انجـام   PCRهـا واكـنش      رقت تهيه كرده و براي تمامي رقت       1-10
 اسـتفاده  ئوبـار  لام ن از در هـر رقـت  انگل جهت محاسبه تعداد     .شد
  .شد

 براي اين منظور،    : PCRتعيين ميزان اختصاصي بودن واكنش      
كمبيلوبـاكتر  هـاي   با ژنوم تخلـيص شـده از بـاكتري     PCR واكنش
استافيلوكوك ارئوس، استرپتوكوك پنومونيـه، باسـيلوس        ژژوني،

 شـد و محـصول واكـنش بـا ژل     انجـام  سرئوس، كلبسيلا پنومونيـه 
  .ز شد الكتروفوردو درصدآگارز 

هـاي  تفـاوت  تعيـين  جهت آماري تحليل و تجزيه :آناليزآماري
 آزمــون آمــاري مــك    بــا اســتفاده از AB و ULبــين دو روش 

سـطح   كه با توجه به اين آزمون و          انجام گرديد  )McNemar(نمار
 AB و   ULنشان داده شده كه بـين دو روش         ) =1P(داري آن معني

اخـتلاف  ) ودن آنهـا  مثبـت ومنفـي ب ـ    ( هـا در شناسايي نتايج آزمون   
   .مشاهده نشدداري معني

  نتايج
 ا اسـتفاده از   ب ـمـاران مـشكوك     ي ب يهـا نمونـه انگل لشمنيانيا در    

 RPMIو NNN كــشت(روش هــاي اســتاندارد آزمايــشگاهي 

ــشاهده )1640 ــكوپيم، مـ ــدند) يكروسـ ــايي شـ ــين . شناسـ   همچنـ
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 بـه منظـور كنتـرل    L. Tropica و L. Major هـاي اسـتاندارد  نمونه

سـپس نـسبت بـه      . در اين تحقيق مورد استفاده قـرار گرفـت        مثبت  
 بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي تهيـه          PCRو آزمـايش     DNAاستخراج  

  .شده اقدام گرديد
 نمونه  DNAبا   PCR واكنشابتدا  ا  يانگل لشمان براي جستجوي   

 تـصوير ( L. Tropicaو ) 7، سـتون  1 تـصوير (L. Major استاندارد
انجـام شـد كـه وجـود       ABر ويـژه با يك جفت پرايم) 4، ستون 1

ا يانگـل لـشمان   ، نشان دهنده وجود ايـن ژن در          جفت باز  115قطعه  
   . اقـدام گرديـد  انگـل  از اين طريـق نـسبت بـه شناسـايي ايـن        وبود  

ــايي  ــودن روش شناسـ ــتاندارد نمـ ــه   ،پـــس از اسـ ــه تهيـ ــدام بـ   اقـ
 و 3هـاي شـماره   نمونه PCR نمونه از بيماران مشكوك گرديد كه

ــي و8 و 6 و 5 ــهPCR   منف ــماره  نمون ــاي ش ــده  2و1ه ــت ش  مثب
  .)1تصوير (است

 بـا جفـت پرايمـر       PCRواكـنش   ا  يانگل لـشمان   براي جستجوي 
، نـشان دهنـده     ت بـاز   جف ـ 683انجام شد كه وجود قطعه       ULويژه  

 از اين طريق نسبت بـه       وبود  ا  يدر انگل لشمان  ژن  قطعه از وجود اين   
 L. Major  و نيـز )2ن سـتو  2 تـصوير ( L. Tropicaانگل  شناسايي

 .)2ژل تصوير (اقدام گرديد .)3ستون  2تصوير (

 پـس از انجـام بـرش آنزيمـي          :نتايج حاصـل از بـرش آنزيمـي       
 الكتروفـورز شـد     دو درصد  توسط ژل آگارز     بدست آمده  اتقطع

 مـورد بررسـي     3تصوير ژل   كه نتيجه حاصل از الكتروفورز مطابق       
 .قرار گرفت

 و  Taq1  هـاي شـود آنـزيم     ده مـي  تصوير مشاه  همانگونه كه در  
mnlI   با برش محصولPCR   با پرايمـرAB،  و 23 دو قطعـه     بترتيـب 

  جفـت بـاز    75 و 40دو قطعـه     و )4، ستون   3تصوير   ( جفت باز  92
قطعــات حاصــل از بــرش . انــدتوليــد نمــوده) 7، ســتون 3تــصوير (

 تعيـين   DNAsisآنزيمي با قطعات مورد نظر كه توسط نـرم افـزار            
 ــ ــده  مطابقـ ــتت داشـ ــين . شـ ــزيمهمچنـ ــرش   XHOI آنـ ــا بـ بـ

تـصوير  ( جفت باز  534 و 149 دو قطعه    ULبا پرايمر  PCRمحصول
 بـا قطعـات مـورد نظـر كـه        نيز قطعات   اين. نمودتوليد   )3، ستون   3

 .داشت تعيين شده بود مطابقت DNAsisتوسط نرم افزار 

جهت بررسي تعيـين حـساسيت       :PCRتعيين حساسيت واكنش    
انگـل  هاي مختلـف ژنـوم    از غلظت ،دو پرايمر با هر    PCRواكنش  

 5 و 4 تـصوير  نتـايج حاصـله در       .دستفاده ش  در اين تحقيق ا    لشمانيا
  شــود  مــشاهده مــي4تــصوير  همــانطور كــه در .ارائــه شــده اســت

 ژنوميك انجام DNAاز  10-7تا رقت  ABبا پرايمرPCR  شواكن
تـا  UL  بـا پرايمـر   PCRواكـنش  ايـن در حـالي اسـت كـه      و شده
 نتـايج   .)5تـصوير    ( ژنوميك انجام شده است    DNA از   5-10قتر

با PCR  واكنشاستفاده از   انگل ليشمانيا بااين تحقيق نشان داد كه
تـا  UL بـا پرايمـر   و ) 5 سـتون  4تـصوير  (10-5تا رقت  ABپرايمر
  هــم چنــين.قابــل شناســايي بــود )4 ســتون 5تــصوير ( 10-3رقــت 
 بــا هــر دو انياليــشمص انگـل  ي تــشخجهــت PCRت روش يحـساس 

ت يحــساس. مــورد بررســي قــرار گرفــت UL و ABمــر يجفــت پرا
ــا پراPCRروش  ــر ي ب ــد   درABم ــم  35ح ــلول در حج   يــك  س
ليتـر   يك ميلي سلول در حجم 40 در حد ULمر يو با پراليتر ميلي
  .بود

ــايي  ــتفاده از   شناس ــا اس ــشمانيا ب ــل لي    :Multiplex-PCRانگ
 و AB پرايمـر دوبـا  همزمـان  ر به طوانگل ليشمانيا جهت شناسايي 

UL  از روشMultiplex-PCR همــانطور كــه در  .  اســتفاده شــد
ــصوير  ــي 6ت ــشاهده م ــي   م ــن روش م ــا اي ــود ب ــك  ش ــوان در ي   ت

 كـه  را شناسـايي نمـود  انگل ليـشمانيا  UL  و  ABبا پرايمردوزمان 
 جفـت بـاز حاصـل       115و   683 قطعـه    2 واكـنش     اين انجام پس از 
   .گرديد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 اولين نمونه هاي به دست آمـده از بيمـاران بـا         PCRنتايج روش مولكولي    : 1ير ژل   تصو

 9نمونـه شـماره     .  قابل شناسايي گرديد   bp115 كه پس از بهينه سازي واكنش، باند         ABپرايمر  

 4، نمونـه شـماره   L. Major اسـتاندارد  7، نمونه شـماره   جفت باز  100نشانگر وزن مولكولي 

 و 6، 5، 3نمونه هاي شماره .  و بقيه نمونه ها مربوط به بيماران مي باشدL. Tropicaاستاندارد 

10 PCR 2و1 شان منفي و نمونه هاي شماره PCRآن ها مثبت شده است .  
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 ULبا پرايمر  PCRنتيجه حاصل از الكتروفورز محصول واكنش  :2تصوير 

   جفت باز100نشانگر وزن مولكولي  : : 1شماره 
  L. Tropicaشناسايي  ويژه ي جفت باز683افته ير ي تكثهقطع: 2ه شمار

  L. Majorشناسايي  ويژه ي جفت باز683افته ير ي تكثهقطع: 3شماره 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  نتايج حاصل از برش آنزيمي : 3تصوير 
   به عنوان كنترل مثبتAB با پرايمر PCRمحصول  2نمونه 
كه محصول آن دو قطعـه  XHOI  دودالاثر حاصل برش آنزيمي توسط آنزيم مح3نمونه 

bp 149 و  bp534 است  
 كه محـصول آن دو قطعـه        Taq1ثر حاصل برش آنزيمي توسط آنزيم محدودالا      4 نمونه  

bp 23 و  bp92 است.  
  به عنوان كنترل مثبتUL  با پرايمرPCR محصول 5نمونه 
 bp دو قطعه  كه محصول آنmnlI حاصل برش آنزيمي توسط آنزيم محدودالاثر 7نمونه 

    مي باشدbp75  و 40
        جفت باز مي باشند  100نشانگر وزن مولكولي   8 و 6، 1 نمونه 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .شمانيا انگل هاي لجهت شناسايي ABتعيين حساسيت پرايمر  :4تصوير 
  AB پرايمر 10-2 غلظت :2     ستون       AB پرايمر 10-1 غلظت :1 ستون 

  AB پرايمر 10-4 غلظت :4     ستون       ABيمر  پرا10-3 غلظت :3ستون 
  AB پرايمر 10-6 غلظت :6    ستون       AB پرايمر 10-5 غلظت :5 ستون
  AB پرايمر 10-7 غلظت :7 ستون

  
  
  
  
  
  
  
  
  

   از بيماران كه پس از بهينه سـازي    UL با پرايمر    PCRنتايج روش مولكولي     : 5 تصوير ژل 
 .ي گرديد قابل شناسايbp683واكنش، باند    

  10-4 غلظت :2 ستون      10-5 غلظت :1 ستون
  10-2 غلظت :4 ستون      10-3غلظت : 3 ستون
   جفت باز100نشانگر وزن مولكولي  :6 ستون     UL پرايمر 10-1غلظت : 5 ستون

  
  
  
  
  
  
  
  

   UL و AB با پرايمرMultiplex-PCR روش مولكولي بررسي حساسيت: 6تصوير 
     جفت باز   100 نشانگر وزن مولكولي: 1ستون
  UL با پرايمرPCRمحصول : 3ستون    AB با پرايمر PCRمحصول : 2ستون

 UL و AB با دو پرايمر Multiplex PCRمحصول : 4ستون 

٣              ٢                  ١

۶٨٣ ۵٠٠

  ٣       ٢      ١        ۴       ۵      ۶      ٨       ٧ 

 bp۶٨٣ 

 bp١١۵ 

 bp   ١۴٩ bp٢٣

bp ٩٢

 bp۵٣۴ 

 bp  ٧۵  

 bp۴٠  

١١۵ 

۶٨٣ 
۵٠٠ 

bp١١۵  
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  بحث

 باشـد كـه   مـي پوسـتي   هـاي    يكـي از بيمـاري     لـشمانيوز بيماري  
بعد از مالاريا به عنوان يك معضل مشترك بين انسان و دام بوده و     

 و Lobsiger ).1(ن مورد توجه قرار گرفتـه اسـت  بهداشتي در جها
 )18(همكاران براي اولين با اين بيماري را در گـاو گـزارش كـرد   

هــايي كــه بــا تعــدادي از تــشخيص ايــن بيمــاري بــه دليــل شــباهت
هاي باكتريـايي و نيـز قـارچي دارد پيچيـده بـوده و جهـت                عفونت

هـاي اضـافي از جملـه كـشت انگـل،           تشخيص قطعي نياز به تـست     
  كـه عمـدتاً    ژيكي، تـست پوسـتي ليـشمانيا اسـت        هاي سرولو تست
ستيگوت از بافت اگرچه كشت پروما. باشدگير و هزينه بر مي    وقت

ــهاي     ــي از روش ــكوپ يك ــر ميكروس ــشاهده آن درزي ــوده و م آل
 مورد استفاده قرار لشمانيوزاستاندارد و اختصاصي جهت تشخيص      

لــذا . باشــد نمــييت زيــادي برخــوردارحــساساز تــه ولــي گرفمــي
هاي مولكولي كه از حساسيت بـالايي برخـوردار         محققين به روش  

 ارزيـابي و    .انـد اسايي عوامل بيماريزا استفاده نموده    ن جهت ش  است
 .اي است  داراي اهميت ويژه   لشمانيوزخيصي  هاي تش مقايسه روش 

با روش ميكروسـكوپي و روش كـشت    PCRدر اين تحقيق روش  
ــايين   ــرار گرفــت و روش ميكروســكوپي پ ــسه ق ــورد مقاي ــرين م ت

ــشان داد   ــا ن ــه م ــا  .حــساسيت را ب ــه ب ــن نتيج ــه اي  و Aviles مطالع
 گـزارش   درصـد  42 را   ميكروسكوپي حساسيتكه  ) 19(همكاران

و  Culha  توســطدر تركيــهكــه اي در مطالعــه. كــرده تطــابق دارد
 بـه هـا   نمونـه  درصـد از     67انجـام شـد      نمونـه    25بر روي   همكاران  

 در مقايسه با مطالعه حاضر      كه ندشدشناسايي  روش ميكروسكوپي   
ر مطالعـه ب ـ بـه علـت    تـايج  تفـاوت ن   حساسيت بالاتري را نشان داد،    

 جلـدي نـوع روسـتايي بـود كـه عامـل آن ليـشمانيا                لشمانيوز روي
ــولاً   ــل معم ــه از انگ ــا اســت و اينگون ــشمانيا  تروپيك ــه لي ــسبت ب  ن

وجـود  تـري در زخـم   به ميـزان فـراوان    ) عامل نوع روستايي  (ماژور
روش كـشت نيـز از      حـساسيت    اين درحـالي اسـت كـه         .)20(دارد

 PCRبـــود ولـــي نـــسبت بـــه روش ر بيـــشتروش ميكروســـكوپي 
نتـايج بدسـت آمـده در ايـن         . )21(حساسيت كمتـري را نـشان داد      

 در يـك ارزشـيابي    كـه  همكـاران  و  Barrioمطالعـه بـا گـزارش   

PCR   100( مورد45از  مورد 45 مخاطي لشمانيوزبراي تشخيص(% 
  . مطابقت دارد) 22(را تشخيص دادند

Marquesدر مطالعــه مقايــسه روش  و همكــاران PCR ) قطعــه
 نگروبا روش ميكروسكوپي و تست جلدي مونته       )kDNA ثابت از 

)Montenegro Skin Test(  ــشخيص ــراي ت ــشمانيوزب ــدي ل  جل
بـه عنـوان روشـي       توانـد مـي  PCR روش كـه  دريافتند آمريكايي،

بــراي  خــصوص بــه ايــن نــوع بيمــاري شناســايي جــايگزين بــراي
  داده  خيصمونتــه نگرومنفــي تــش و مــواردي كــه بــا تــست جلــدي

  .)23(شوند به كار رودمي
هاي شناسايي انگل لـشمانيوز،  به منظور بررسي حساسيت روش  

Bensoussan    روش كـشت و     ، روش ميكروسكوپي  از و همكاران 
 92  ايـن تحقيـق كـه بـر روي    در. اسـتفاده نمودنـد   PCRسه روش  

 kDNA-PCR پوسـتي انجـام گرفـت        لشمانيوزمورد بيمار مبتلا به     
ــسا  ــشترين ح ــه روش بي ــه بقي ــسبت ب ــا سيت را ن ــشان %) 7/98(ه ن

  .)24(داد
Jorquera بــا اســتفاده از روش  و همكــارانMaltiplex-PCR ،

 لـشمانيوز هـاي   آنهـا نمونـه   . ليشمانياي وحـشي را تـشخيص دادنـد       
ــدميك مــورد بررســي قــرار داده       ــتي را در يــك منطقــه ان پوس

  ).25(بودند
Venazzi   ــشخيص ــراي تـ ــاران بـ ــشمانيوزو همكـ ــتي  پولـ سـ

 هاي متداول مورد بررسي   با ديگر روش  را   PCRآمريكايي، روش   
بـا روش   %) 6/50( نفـر    79 بيمـار مـورد مطالعـه        156 از   .دادندقرار  

تــست %) 9/51( نفــر 81تــشخيص مــستقيم انگــل مثبــت شــدند و  
و هـر د  با%)  7/57( نفر 90آنها مثبت شد، ) MCT(پوستي منتگرو 

) تشخيص مستقيم انگلو  MCT تركيب روش(شدند  مثبتروش 
همچنين همه آنهايي كـه بـا روش تـشخيص مـستقيم انگـل مثبـت                

هـايي  ، آن %)100حـساسيت   ( هم مثبت بودنـد    PCR با روش    ،بودند
 ،PCRبـا   %) 1/91(كه روش تركيبـي روي آنهـا انجـام شـده بـود              

از افرادي كه تست مستقيم انگل آنهـا منفـي و تـست             . مثبت شدند 
مثبـت بـودن   . مثبـت بـود  نيـز   آنها  PCR%) 3/27(منتگرو مثبت بود  

و ) P= 2482/0(كـسان  بـا تـست مـستقيم انگـل ي     PCRهـا بـا     نمونه
  بـا روش تركيبـي  كـه ) 0455/0( منتگرو بـود كمتر از تست پوستي   

 و مثبــت PCRحــساسيت بــالاي ). P=0133/0 (ي داشــتهمخــوان
ها كه با روش مستقيم انگل منفي بود، نكته برجسته     شدن اين نمونه  

   روش  يك عنوان   را به PCRاست كه اهميت تكنيك  يو مهم
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  .)26(داد پوستي آمريكايي نشان ميلشمانيوزبراي تشخيص 

Kumar     مورد بيمـار    98 اپيدميولوژيكي همكاران آناليز كلنيكي 
ــه  ــتلا ب ــشمانيوزمب ــا روشل  و RFLP و  ITS1-PCR پوســتي را ب

kDNA-PCRو روش ايمنوفلورســنت در منــاطق انــدميك ايالــت  
عامل اين  راL. Tropica  ه و قرار دادمورد بررسي) هند(راجاستن 

 kDNA-PCR هـاي در ايـن مطالعـه روش     . معرفي نمودنـد  بيماري  
، بررسي  %2/48، روش كشت    )75/82%(  -PCR ITS1و  ) 6/96%(

ــكوپي  ــه% 5/65ميكروس ــاينمون ــستند  ه ــت را توان ــزارش  مثب گ
  ).27(نمايند

ين تحقيق با نتايج به دسـت آمـده         مقايسه نتايج به دست آمده در ا      
جمله مطالعه بـر روي نـوع انگـل    توسط دانشمندان ديگر به دلايلي از    

، ) نـوع روسـتايي     و يا   نوع شهري  ، نوع احشايي،   جلدي لشمانيوزنوع  (
 بـا    معمـولاً  لـشمانيوز تعداد انگل موجود در زخم      (برداري  زمان نمونه 

انگـل    فراوانـي همچنـين   و)كنـد پيشرفت دوره زخم كاهش پيدا مـي   
 دليلي بر متفاوت بـودن نتـايج آزمايـشات          ،هاي برداشت شده  درنمونه

  نوع ژن  و نيز DNAهاي خالص سازي روش. باشده مي مطالع ايندر

  نتايج  تفاوت امل موثر بر  وتواند از ع  مينير  مورد هدف    DNAيا قطعه   
  .)28(بدست آمده در اين مطالعات باشد

  گيرينتيجه
  گرديـد،  اسـتفاده كـه در ايـن تحقيـق    Multiplex-PCR روش

روش بسيار مؤثر و كاربردي در شناسايي انگل ليـشمانيا بـه شـمار              
 پوستي را با دو جفـت      لشمانيوزرود كه امكان شناسايي بيماري      مي

ــر ــراهم UL و ABپرايم ــي ف ــن روش   .آوردم ــم اي ــاي مه از مزاي
 اي كـه پـس از     به گونه  تشخيص سريع در مدت زمان كوتاه است،      

 شناسـايي و  سـه سـاعت،  از در عـرض كمتـر    آماده نمودن نمونـه، 
 از معايـب    هـر چنـد    .پـذير اسـت   تعيين گونه انگل ليـشمانيا امكـان      

توانـد  ها است كه مـي     وجود مهار كننده   PCRاحتمالي در واكنش    
  .باعث ايجاد خطاي كاذب در حين واكنش گردد

  سپاسگزاري
و مهندسـي و نيـز      بدينوسيله از معاونت پژوهش دانشكده علوم       

 كه زمينه انجام اين     …اداره تحقيقات دانشگاه علوم پزشكي بقيه ا      
  .تحقيق را فراهم ساختند كمال تشكر را داريم
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