
      

  Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Sciences                مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي يزد  

 Vol. 20, No. 4, Sep- Oct 2012                                         1391مهر و آبان  ، 4، شماره  20دوره   

 Pages: 464-473                                            464-473: صفحه  

 

  
  

هدف قرار دادن ژن  مولكولي انگل ليشمانيا با تعيين هويت تشخيص ميكروسكوپي و
ITS-rDNA در بيماران مشكوك به ليشمانيوز جلدي در استان فارس 

 

 5، اميد دهنام4، هانيه ميرزايي3*، محمد آخوندي2، احسان سيدان جاسبي1احمد بقائي

  
 سلامي واحد قمدانشگاه آزاد ا كارشناس ارشد ميكروبيولوژي، ـ2،1
 ه آزاد اسلامي واحد قمميكروبيولوژي، دانشگا كارشناس ارشد ـ2
  فرانسه Reimsدانشگاه سي، انگل شنادكتري  ـ3
 كارشناس ارشد ميكروبيولوژي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد لاهيجان ـ4
  ها، مركز بهداشت شهرستان قير و كارزينكارشناس بهداشت مبارزه با بيماري ـ5
  

  8/4/1391 :تاريخ پذيرش            15/8/1390 :دريافتتاريخ 

  چكيده
) شهري و روستايي(دو نوع بيماري ليشمانيوز جلدي  باشد كه هر هاي ليشمانيوز در ايران مي استان فارس از مهمترين كانون :مقدمه

هاي شيراز، فيروزآباد،  تانجهت تشخيص آلودگي ليشمانيايي بيماران مشكوك جلدي شهرس .اندميك وجود دارد به صورتو احشايي 
  .ميكروسكوپي و مولكولي توأماً استفاده شد هاي روشتعيين گونه انگل، از جهت كارزين، فراشبند و لارستان و  و قير

هاي انگل با استفاده از ميكروسكوپ  آميزي گيمسا، آماستيگوتپس از تهيه گسترش از ضايعه فعال بيمار و رنگ :بررسيروش 
استاندارد با تكثير  PCRانگل از گسترش، استخراج و  DNA. بندي شدند ها براساس فراواني انگل درجه گسترشنوري مشاهده و 

  .مورد بررسي قرار گرفتند %5/1ها توسط الكتروفورز در ژل آگارز  آمپليكون. انجام شد ITS1-5.8s-ITS2ژني  قطعات
يش مولكولي مثبت بودند با آزما%) 94( مورد 32ميكروسكوپي و در آزمايش %) 85( مورد 29بررسي، بيمار مورد  34از  :نتايج

بيشترين تعداد ضايعه ناشي از ليشمانيا ميجر، . ليشمانيا ميجر تشخيص داده شدند ه، گونه ليشمانيا تروپيكا و بقي%)3( مورد 1كه 
  .كا، در قسمت پيشاني بوده استكه ضايعه ناشي از ليشمانيا تروپي حالي در قسمت پا و سپس در قسمت دست بيماران بوده در

، نياز به حفظ و )سنجش ميكروسكوپي( هاي تهيه شده از زخم فعال بيماران جلدي از گسترش DNAاستخراج  :گيرينتيجه
 هاي درون ژني و دگرگونيدارابودن  به دليلضمناً توالي تكثير شده در اين مطالعه، . سازد انتقال انگل به محيط كشت را مرتفع مي

انجام اين مطالعه،  با. گرددد قطعاتي با اندازه متفاوت، موجب ايجاد تمايز ميان دو گونه ليشمانيا ميجر و ليشمانيا تروپيكا ميايجا
هاي ليشمانيا ميجر و ليشمانيا تروپيكا به عنوان عامل بيماري ليشمانيوز جلدي در مناطق مورد مطالعه استان فارس وجود گونه
  .تأييد شد

  
  استان فارس ،ITS-rDNA ،ليشمانيا ميجر، ليشمانيا تروپيكا ليشمانيوز جلدي، :ليديي كها واژه

                                                 
  m.akhoundi@yahoo.com: ، پست الكترونيكي0033679000207: ؛ تلفن)نويسنده مسئول(*
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  مقدمه
باشد كه به بيماري مهم گرمسيري مي 6ليشمانيوز يكي از 

مخاطي  ـ و جلدي )كالاآزار(، احشايي )سالك(اشكال جلدي 
هاي  كشور جهان در قاره 88در  اين بيماري. شود ظاهر مي
ليشمانيوز  ).2،1(شود يقا و آمريكا ديده ميا، آفرآسيا، اروپ

در بسياري از  ي از مشكلات عمده بهداشتيعنوان يكبه جلدي
 5/1تا  1سالانه  .كشورهاي جهان از جمله ايران مطرح است

 گردد ميليون مورد جديد مبتلا به ليشمانيوز جلدي گزارش مي
افغانستان، برزيل، ( كشور جهان 8 درموارد % 90حدود كه 

رخ  )نيران، پرو، عربستان سعودي، سوريه، الجزاير و سوداا
  .)2ـ4(دهد مي

ناشي از ليشمانيا ميجر ) ZCL(در ايران، ليشمانيوز جلدي 
)Kinetoplastida: Trypanosomatidae (ل بهداشتي جدي معض

 31 استان از 15و رو به افزايش است كه در مناطق روستايي 
ترين  مهم. )6،5(دارد به صورت اندميك وجود استان كشور

آباد در  صحرا و لطفمناطق تركمن هاي اندميك بيماري، كانون
شمال شرق ايران، ابردژ ورامين، اصفهان و يزد در مركز ايران، 

بلوچستان در جنوب و جنوب شرق و ايلام و  ـ فارس و سيستان
  .)7- 10(اند ستان در جنوب غربي كشور واقع شدهخوز

با عامل ليشمانيا تروپيكا در برخي  (ACL)ليشمانيوز جلدي 
هاي اندميك منطقه خاورميانه در كانون به خصوصاز نقاط دنيا 
چرخه انتقال اين گونه از انگل در مناطق مختلف، . شايع است

. ن حيواني نياز نيستمتفاوت بوده و به طور كلي به يك مخز
هاي  هاي اين بيماري در ايران، در استانترين كانون برخي از مهم

   ).8،7(تهران، خراسان رضوي، فارس و كرمان واقع هستند
 هاي ليشمانيوزترين كانوناستان فارس به عنوان يكي از مهم

نوع  هر دو باشد كه در آنمي كانون بيماري در ايران و تنها
روستايي و  و شهري به دو شكل جلديليشمانيوز (بيماري 

آمار براساس  .اردد وجوداندميك  به صورت) ليشمانيوز احشايي
لدي بيماري ليشمانيوز ج درصد بروز سالانه 23وزارت بهداشت، 

دهد در ها نشان ميآمار. شودكشور از استان فارس گزارش مي
 هاي گذشته شيوع بيماري بيشتر در روستاهاي جنوبسال

 ،بوده لارفراشبند و خنج،  هاياستان فارس مربوط به شهرستان

ردي از بيماري در شهر شيراز و مناطق اخير موا دو سالاما در 
ليشمانيوز  تعداد بيماران مبتلا به .شمالي آن مشاهده شده است

مورد بوده است  4158، 1387در سال  فارس استان در جلدي
  ).11(درصد افزايش يافته است 4، 1389كه اين تعداد در سال 

ترين روش تشخيص آزمايشگاهي اين بيماري،  كاربردي
آميزي شده با گيمسا از زخم بيمار  اسلايدهاي رنگفراهم كردن 

  . و مشاهده ميكروسكوپي آماستيگوت است
هاي مختلف جنس ليشمانيا به عوامل مشخصات گونه

متعددي از قبيل توزيع جغرافيايي انگل، تظاهرات باليني و 
اپيدميولوژي بيماري، ناقل و مخزن حيواني بستگي 

ز نظر شكل ظاهري قابل اهاي ليشمانيا انگل ).13،12(دارد
هاي جديد، شناسايي  روش از توسعه پيش تا تفكيك نيستند و

علائم باليني، اپيدميولوژي بيماري،  بر هاي انگلو تفكيك گونه
بررسي ناقلين، توانايي ايجاد بيماري در حيوانات آزمايشگاهي و 

زمند صرف زمان عمدتاً نيااستوار بود كه  رشد در محيط كشت،
  .)14(بالايي استو هزينه 

ابداع روش جديد بيوشيميايي در استفاده از مشخصات 
چه روش  اگر .ايزوآنزيمي تا حد زيادي كار را آسان نمود

  ).15(هايي استايزوآنزيمي نيز خود داراي محدوديت
 ،PCRمولكولي از جمله  هاي روشامروزه با پيشرفت 

نجش س جهتهاي متعدد و ماركرهاي مولكولي متفاوتي  تكنيك
 تاكنون. )16(ستا ههاي جنس ليشمانيا توسعه يافت و تمايز گونه

DNA  اسپيسرهاي داخلي براي رونويسي يا )17(ريبوزومي ،
، )20(gp63، ژن )19(، ژن توبولين)ITS)18مناطق 

 خارج كروموزومي، مانند DNAو  )DNA)21مايكروستلايت 
kinetoplast DNA (kDNA) minicircles)23،22( به عنوان 

 .اند تشخيص انگل ليشمانيا به كار گرفته شده جهتهاي هدف  ژن

در اين مطالعه به منظور شناسايي و تعيين هويت گونه 
  با هدف قراردادن ژن استاندارد PCRليشمانيا، روش 

ITS-rDNA به كار گرفته شد. 

  بررسيروش 
   2درجه و  27  مدارهاي  ايران بين در جنوب  فارس  استان
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 42درجه و  50دقيقه عرض شمالي و  42 رجه ود 31دقيقه و 
گرينويچ  نيمروزدقيقه طول خاوري از  36درجه و  55دقيقه و 

كيل شده است شهرستان تش 24اين استان از . قرارگرفته است
بيماران مشكوك به ليشمانيوز  از ي مورد مطالعههاكه نمونه

راشبند كارزين، ف و شيراز، فيروزآباد، قيرهاي شهرستان در جلدي
  .)1 شكل( اندآوري شدهجمعو لارستان 

مقطعي و از خرداد تا  ـتوصيفي  به صورتدر اين مطالعه كه 
نفر از  34انجام شد، ابتدا اطلاعات مربوط به  1390مهرماه 

افراد مشكوك به ليشمانيوز جلدي از مراكز بهداشت و درمان 
هاي مذكور دريافت و ضمن مراجعات حضوري به  شهرستان

هايي كه  ستاهاي مختلف منطقه، از ضايعات پوستي و زخمرو
در مورد هر . برداري صورت گرفتمشكوك به سالك بود، نمونه

فرد، اطلاعات فردي، نوع زخم، مدت ابتلا به زخم، تعداد 
ضايعات، محل ضايعه، سابقه مسافرت به مناطق اندميك و 

  .سابقه مصرف دارو ثبت شد
  ضدعفوني % 70طح زخم با الكل برداري، ابتدا س براي نمونه

چنانچه زخم پوشيده از عفونت باكتريايي يا قارچي بود، . شد
برداري از ضايعات عفوني پاك قسمت مورد نظر براي نمونه

به كمك لنست يكبار مصرف استريل، از لبه و حاشيه . شد مي
زخم در جهت مركز به حاشيه شكافي در زير ناحيه متورم 

از سروزيته توسط لنست به سطح لام ايجاد، سپس مقداري 
برداري طوري  نمونه). 24(منتقل گرديد و به خوبي پخش شد

بلافاصله . المقدور در نمونه خون وارد نگردد انجام شد كه حتي
  .شد نام و شماره بيمار در كنار لام نوشته مي

آميزي  ي رنگها لامبندي  مشاهده ميكروسكوپي و درجهبراي 
به % 95ز ضايعات بيمار با متانول اسميرهاي تهيه شده ا ،شده

رقت (ثانيه فيكس گرديدند و سپس با رنگ گيمسا  30مدت 
. آميزي شدند دقيقه رنگ 30تا  20به مدت ) با آب مقطر 1:10

با آب شسته شده و بعد از خشك  ها لامآميزي،  پس از رنگ
هاي انگل روي لام در زير ميكروسكوپ نوري  شدن، آماستيگوت

 ها لام. جستجو شد x1000يون و درشت نمايي با روغن ايمرس
   ).25(درجه بندي شدند 6+تا  1+انگل از بر اساس فراواني 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  هاي مورد مطالعه در استان فارسنقشه شهرستان :1شكل 
  

هاي تهيه شده بر روي لام  از گسترش DNAاستخراج  جهت
% 96انول توسط ات ها لامآميزي شده با گيمسا، ابتدا  و رنگ

. تا روغن ايمرسيون باقيمانده بر روي لام پاك شود شسته شدند
 mM50(بافر ليزكننده  µl300، مقدار ها لامبعد از خشك شدن 

NaCl ،mM50 Tris ،mM10 EDTA، 1 %v/v Triton  با  
pH: 7.4 (پس از جداشدن  و گسترش ريخته بر روي هر
به ميكروتيوب  با استفاده از سمپلر محتويات روي لام گسترش،

ml5/1  مقدار پس از افزودن . دشمنتقلµl 15  پروتئينازk 
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 6تا  4به مدت ، ل فوقبه محلو mg/ml20با غلظت ) فرمنتاز(
بعد از خارج نمودن . شدقرار داده  C°56ساعت در بن ماري 

 فنول µl 300 از در سه مرحله متوالي ،ماري ها از بننمونه
طي كلروفرم و كلروفرم  ـ ، مخلوط هم حجم فنول)سيناژن(

پس از  در هر مرحله و جهت شستشو استفادهمراحل جداگانه 
 12و به مدت  (rpm)دور در دقيقه  10000 در ،مخلوط كردن

پس از انتقال فاز رويي به ميكروتيوب  .دقيقه سانتريفوژ شد
دو و مولار  3ول، استات سديم حجم محل 1/0به ميزان  ،جديد

به مدت  و به آن اضافه گرديد %96سرد  اتانول برابر حجم آن،
در نهايت با سانتريفوژ  .شدقرار داده  -C°20يك شب در فريزر 

از محلول  µl 30در  DNA رسوب كردن فاز رويي، نمونه و جدا
TE1x 27،26(حل شد.(  

ITS-rDNAدر اين مطالعه از ژن  تعيين  جهت   
ن ي در استاآلودگي ليشمانيايي در افراد مشكوك به بيمار

شامل قطعات ژني  تكثير ژن مورد نظر. ستفاده شدا فارس
ITS1 (Internal transcribed spacer 1)  
 ITS2 (Internal transcribed spacer 2) 

 LeishF دو پرايمربا استفاده از  5.8sو 
)′3CAACACGCCGCCTCCTCTCT'5( و LeishR 
)'3CCTCTCTTTTTTCNCTGTGC'5 (انجام گرديد .PCR 

 DNAميكروليتر  4ميكروليتر متشكل از  50با حجم استاندارد 

 MgCl2 ،5ميكروليتر  3بافر، X10ميكروليتر  5، استخراج شده
، )Promega( پليمراز Taqميكروليتر  dNTPs ،5/0ميكروليتر 

ميكروليتر از هر يك از  2ميكروليتر آب مقطر و  5/28
استفاده از برنامه  و با Reverseو  Forwardپرايمرهاي 

انجام انگل ليشمانيا  ITSبراي ژن  PCRتصاصي ترموسايكلر اخ
 5به مدت  C°95دماي در  denaturation مرحله اول .گرديد

 30به مدت  C°94سيكل متوالي شامل  31در ادامه  دقيقه و
 ثانيه، 45به مدت  C°60دماي  در annealing مرحله ،ثانيه

در  و ثانيه 60به مدت  C°72دمايي برابر  در extensionمرحله 
انجام  دقيقه 5به مدت  C°72در دماي نهايي  extension پايان
هاي استاندارد  هيسو  DNAدو نمونه حاوي آب مقطر و .گرديد

به عنوان شاهد منفي و به ترتيب  ليشمانيا ميجر و تروپيكا
ها توسط  آمپليكون .استفاده شد PCRمثبت در هر سري 

و با اتيديوم برومايد حاوي  %5/1الكتروفورز در ژل آگارز 
  .مورد بررسي قرار گرفتند kb1 استفاده از ماركر

  ايجنت
مورد  شهرستان 5در  بيمار 34هاي تهيه شده از گسترش

، )بيمار 6( ، فيروزآباد)بيمار 6( شيرازمطالعه استان فارس شامل 
 13( و لارستان) بيمار 4( ، فراشبند)بيمار 5( قير و كارزين

  .)1 جدول(قرار گرفتند مورد بررسي )بيمار

 

مشخصات و نتايج تشخيص ميكروسكوپي بيماران مشكوك به ليشمانيوز جلدي مورد مطالعه در استان فارس :1جدول  

  
  درجه مشاهده ميكروسكوپي

يك موارد بيش از  محل ضايعه     جنسيت بيمار تعداد نمونه
 تنه صورت پا دست  زن  مرد ضايعه

    3 2 3 2 5 )فيلد 1000انگل در 0(    0
  1  5 3 4 5 9 )فيلد 1000انگل در 10-1(  1+
 دست ـ دست 1  3 2 2 3 5 )فيلد 100انگل در 0-1(  2+
  1 * 1 2 4 3 *5 8 )فيلد 10انگل در 10-1(  3+
 پا ـ دست   2 1 1 1 2 )انگل در هر فيلد1ـ10(  4+
 پا ـ دست 1  2 1 1 2 3 )انگل در هر فيلد 100-10(  5+
  1   1 1 1 2 )انگل در هر فيلد 1000-100(  6+

   5 1 17 14 15 19 34 جمع

 شامل نمونه آلوده به ليشمانيا تروپيكا:  *
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%) 85(نمونه  29مشاهده ميكروسكوپي،  پس از از اين تعداد،
 %)94( نمونه 32 ، آلودگي به انگل ليشمانيا درPCRانجام  و با

ي تكثير شده با استفاده از توال. تشخيص داده شد مثبت
در اين مطالعه، به دليل دارابودن  LeishRو  LeishFپرايمرهاي 
هاي درون ژني، موجب ايجاد باندهايي با اندازه  دگرگوني

  بر . شودهاي مختلف ليشمانيا ميمتفاوت در ميان گونه
اين اساس توالي حاصل از تكثير اين محدوده ژني در ليشمانيا 

  و در ليشمانيا تروپيكا حدود bp 600ي حدود اميجر اندازه
bp 800-750  دارد و بدين ترتيب اين دو گونه انگل از يكديگر

  .)2شكل ( گردندمتمايز مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

كنترل : 1ركر، چاهك ما: M( ليشمانيا ميجر و ليشمانيا تروپيكا جدا شده از بيماران مبتلا به ليشمانيوز جلدي ITS-rDNAتكثير شده  ژن محصول :2 شكل
ليشمانيا : 5سويه استاندارد ليشمانيا تروپيكا، چاهك : 4جلدي، چاهك ليشمانيا ميجر جدا شده از بيمار: 3سويه استاندارد ليشمانيا ميجر، چاهك:  2منفي، چاهك 

  )تروپيكا جدا شده از بيمار جلدي
  

اي كه در آزمايش مولكولي آلوده به انگل  نمونه 32از 
، گونه ليشمانيا %)3( نمونه 1تشخيص داده شد،  ليشمانيا
گونه ليشمانيا تروپيكا از  .بودند و مابقي ليشمانيا ميجر تروپيكا
كارزين و  در منطقه قير قيرساله ساكن روستاي  9 پسربيمار 

 نمونه 5نمونه از  PCR ،3نتايج آزمايش . جدا و شناسايي شد
 ،شده بودند پي صفر در نظر گرفتهوكه در مشاهده ميكروسك

   .مثبت بود
در اين بيشترين تعداد ضايعه مشاهده شده در يك بيمار 

 يشمانيا تروپيكا،به ل آلودهدر مورد بيمار  .عدد بود 2مطالعه، 
بيشترين تعداد ضايعه . شاني مشاهده شدضايعه در قسمت پي

دست  بر روي و پس از آن بر روي پار، يجليشمانيا ماز ناشي 
  .بيماران بوده است
 گيري بحث و نتيجه

بهداشتي يكي از مشكلات اصلي  به عنوانليشمانيوز بيماري 
بيماري هر دو نوع و موارد ابتلا به  باشد مطرح ميدر استان فارس 

در اين مطالعه، از بيماران  .است قابل توجه) جلدي و احشايي(
  هاي شيراز، فيروزآباد، شهرستان مشكوك به ليشمانيوز در

  .گيري به عمل آمدنمونه و لارستان فراشبند ،قير و كارزين
و  در بيماران مشكوك ليشمانياييآلودگي  جهت تشخيص

و  از ضايعه مستقيم گسترش تهيه روشاز  جداسازي انگل
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هاي  استفاده از گسترش .استفاده شدميكروسكوپي  مشاهده
داراي  جهت آزمايشات مولكولي تهيه شده از ضايعات فعال

، امكان تشخيص سريعتوان به  ز آن جمله ميكه ا استمزايايي 
گيري و انتقال به آزمايشگاه، استفاده از يك  سهولت در نمونه

و نيز امكان  لكوليوم ميكروسكوپي و متوأنمونه جهت آزمايش 
همچنين از  .اشاره كرد هاي قديمياستفاده از گسترش

پايه گسترش مستقيم،  ترين مزاياي آزمايش مولكولي بر مهم
هاي موجود در يك سويه ها ياگونه ن تعيين هويت تمامامكا

  .نمونه است
هايي مثل ميتوكندري، هاي ژنوم اندامكبرخي از ژن

 DNAها و هاي هيستونكينتوپلاست و هسته از قبيل ژن
تشخيص  جهتهاي مناسبي فهد ،(rDNA)ريبوزومي 

  ).28،19(باشندانگل ليشمانيا ميي ها گونه
ر ثابت و پايدار بسيا rDNAهايي از متساختار و توالي قس

 تنوع ژنتيكيابزاري مناسب براي مطالعات  رو بوده و از اين
هاي بسيار نزديك نيز داراي تنوع است و در ميان گونه

  ).20(باشد مي
، 18s rDNAهاي شامل ژنريبوزومي  DNAبخشي از توالي 

 28s rDNAو ژن  ITS2، ناحيه 5.8s rDNA، ژن ITS1ناحيه 
رو اهميت  از اين ITS2و  ITS1قطعات ژني دو ناحيه . باشد مي

در دارد كه با سرعت بيشتري تكامل يافته و لذا توالي آنها حتي 
ترتيب  بدين. هاي يك جنس متفاوت است گونهبين 

شناسايي  جهتتواند كمك شاياني  مورفيسم حاصله مي پلي
وعي متن هاي روشهاي مختلف باشد كه با  ها و حتي گونهجنس

  .قابل اجراست
و   ITS1،5.8sنواحي  ،پرايمرهاي به كار رفته در اين مطالعه

ITS2 اين بخش از ژنوم ريبوزومي انگل، به . كند مي را تكثير
هاي درون ژني، موجب ايجاد باندهايي  دگرگونيدليل دارابودن 

بر . شودمي هاي مختلف ليشمانيافاوت در ميان گونهبا اندازه مت
الي حاصل از تكثير اين محدوده ژني در ليشمانيا اين اساس تو
  و در ليشمانيا تروپيكا حدود bp 600اي حدود ميجر اندازه

bp 800دارد و بدين ترتيب اين دو گونه انگل از يكديگر  750ـ
  .گردندمتمايز مي

Schönian  ،و همكارانFryauff و  و همكارانGadisa  و
توانستند  يين توالي آنو تع ITSژن  با هدف قراردادن همكاران

هاي باليني كه به شكل هاي مختلف ليشمانيا را در نمونهگونه
  .)29- 31(گسترش يا بيوپسي تهيه شده بودند، شناسايي كنند

Kazemi-Rad و همكاران ،Vaeznia و همكاران، Baghaei  و
به تشخيص و نسبت  و همكاران Mohammadi و همكاران

هاي باليني تهيه شده به هاي ليشمانيا در نمونهتمايز گونه
 ، استخراج شده از محيط كشت و نيزصورت گسترش مستقيم

اقدام هاي تهيه شده از جوندگان مخزن بيماري در گسترش
  . )33،32،27،26(كردند

Mesgarian  نيز و همكاران وRahbarian از  و همكاران
جهت شناسايي و تعيين گونه  ITS2 و ITS1 ,5.8 ژني قطعات

 به ليشمانيوز در منطقه گنبدشكوك انگل ليشمانيا در بيماران م
مورد  پرايمرها و توالي. )34-35(انداووس استفاده كردهك

اده مورد استف با پرايمرها و توالي دقيقاً ،استفاده در اين مطالعه
با  ).34(ه استبود يكسان و همكاران Mesgarianدر مطالعه 

 در اين ITS از تكثير ژن قطعات حاصلاندازه اين تفاوت كه 
مطالعه مذكور  اندازه قطعات دراختلاف فاحشي با  ،طالعهم

قطعات حاصل در اين  بدين ترتيب كه اندازه .داشته است
مطالعه براي ليشمانيا ميجر و ليشمانيا تروپيكا به ترتيب حدود 

bp600 وbp 800-750 نتايج در كه در حالي  ،بوده است
هاي ليشمانيا ميجر و  اندازه قطعات براي گونه ،مطالعه مذكور

 bp450-400و  bp700-600ليشمانيا تروپيكا به ترتيب حدود 
  .گزارش شده است

Rahbarian موارد ليشمانيوز جلدي در با مطالعه  و همكاران
 قطعه ژني مذكور،با استفاده از و  بيماران منطقه گنبدكاووس

 و همكاران Mesgarianنتايج مطالعه  با مشابه را عاتاندازه قط
 .)35،34(اندو ليشمانيا تروپيكا ذكر كردهبراي ليشمانيا ميجر 

مطالعه مذكور با  reverseاين درحالي است كه توالي پرايمر 
و  Mesgarianپژوهش  مورد استفاده در reverseتوالي پرايمر 

طول كه رسد نظر مي لذا به .)34(كاملاً متفاوت است ،همكاران
با اندازه ، و همكاران Rahbarianژن مورد مطالعه در قطعات 

به دليل  و همكاران Mesgarianقطعات گزارش شده در مطالعه 
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بوده و ن يكسان ،مذكور در مطالعات reverse تفاوت توالي پرايمر
  .)35،34(باشد داراي تناقض

و ليشمانيا  با توجه به نتايج اين مطالعه ليشمانيا تروپيكا
ناطق مورد ميجر به عنوان عامل بيماري ليشمانيوز جلدي در م

اين  .تشخيص داده شده و تأييد شدمطالعه در استان فارس 
تعيين عامل بيماري ليشمانيوز جلدي  جهتنخستين پژوهش 

فراشبند و لارستان در بيماران مناطق قير و كارزين، فيروزآباد، 
به انگل ليشمانيا  لودگي انسانياولين بار آ يبوده است و برا

   .گردد گزارش مي قير و كارزينا در منطقه تروپيك
هايي نيز  نظر به نتايج حاصله در اين مطالعه، محدوديت

مانند محدوديت در پوشش دادن كل روستاهاي منطقه مورد 
روند اين در  نيزهاي مورد بررسي  تعداد نمونهنيز  و مطالعه

  .تحقيق وجود داشت

ا توجه به نوع پرايمر و توالي مورد استفاده در اين بلذا 
هاي عامل بيماري ليشمانيوز جلدي  مطالعه جهت افتراق گونه

يافتن روشي كاربردي كه داراي در كانون استان فارس، 
 امكان حساسيت و كارايي بالا بوده و افزون بر دقت بالا،

ه در ويژه ب .باشد روري ميض، را فراهم نمايدتر  تشخيص سريع
كه داراي هاي اندميك بيماري  كانونمراكز تحقيقاتي و درماني 

مهم دقت و  عاملدو لذا تعداد بالاي مراجعان و بيماران بوده و 
  . استداراي اهميت بسياري  ،سرعت

 سپاسگزاري

دانشگاه علوم پزشكي  مسئولين نويسندگان مقاله از زحمات
مورد  هاي شهرستان هاي بهداشت و درمانشبكه فارس و

  .نمايندمطالعه قدرداني مي
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Abstract 

Introduction: Fars province is one of the most important foci of leishmaniasis that includes two types of 
cutaneous (urban and rural forms) and visceral leishmaniasis in sympatry. To study leishmaniasis among 
suspected patients of cutaneous leishmaniasis in 5 counties of Shiraz, Firouz abad, GhirـKarzin, Farashband 
and Larestan, both microscopic and molecular analysis were carried out in the present study. 

Methods: The samples were smeared on the microscopic slides and were also stained by Giemsa. All smears 
were examined under a light microscope and the positive smears were scored for amastigote frequency. DNA 
was extracted from stained smears and Leishmania DNA was detected by amplification of ITS15.8ـsـITS2 
fragments. Amplicons were analyzed using electrophoresis in 1.5% agarose gel containing ethidium bromide. 

Results: Among 34 studied patients, 29 cases (85%) were positive in microscopic and 32 (94%) in 
molecular analysis using standard PCR. All examined samples were infected with L.major except one (3%) 
that was infected with L.tropica. Most lesions due to L.major were located on the feet, whereas ulcer due to 
L.tropica was on the forehead. 

Conclusions: Preparing stained smears from active lesions of suspected patients (microscopic analysis) 
removes the problem of Leishmania preservation and transition to culture media. Also, intergenic variations in 
amplified fragment of ITS-rDNA cause to produce fragments with different length and based on this difference, 
we can identify L. major and L. tropica separately. Using microscopic and molecular methods in present study 
confirmed presence of L.major and L.tropica as the causative agents of CL in studied regions of Fars.  
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