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  در شهر مشهد مولکولیروش  به لیشمانیازیس جلديگونه عامل تعیین 
 

  1میرزائیاسد  ،5شاکريمحمد تقی ، 4ان پناهدیز محمد جواد ،3فتی عبدالمجید ،3مهاجريمسعود  ،2توکلی افشارجلیل  ،1محموديمحمد رضا 
  
  دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی ، انگل شناسی و قارچ شناسی، دانشکده پزشکیگروه  )1

  دانشگاه علوم پزشکی مشهد، پژوهشکده بوعلی گروه ایمنولوژي،) 2
  ، دانشگاه علوم پزشکی مشهد دانشکده پزشکی ،انگل شناسی و قارچ شناسی گروه )3
  دانشگاه علوم پزشکی مشهد ، دانشکده پزشکی ،گروه پوست )4
  دانشگاه علوم پزشکی مشهد  ،دانشکده پزشکی ،پزشکی اجتماعی گروه )5
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  ، مشهدPCR، لیشمانیا تروپیکا ،ورلیشمانیا ماژ کلیدي: واژه هاي

 
 

                                                
  دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، قارچ شناسی، دانشکده پزشکیانگل شناسی و گروه  نویسنده مسئول:*

Email: mrmahmoodi٢٠٠٢@yahoo.com 

 چکیده
 .استلیشمانیازیس جلدي به عنوان یک مشکل بهداشتی در بسیاري از نقاط ایران به ویژه شهر مشهد مطرح  مقدمه:

مختلفی از این انگل سبب ایجاد بیماري شده و تعیین گونه هاي آن جهت کنتـرل و پیشـگیري مفیـد مـی باشـد.       گونه هاي
این مشکل ناشـی   زیرااست اما به تنهایی کافی نیست،  اگرچه یافته هاي کلینیکی و اپیدمیولوژیک جهت شناسایی انگل لازم

مـی تـوان بـا اسـتفاده از      لـی و بـوده و پروماستیگوت گونه هـاي مختلـف انگـل لیشـمانیا      از تشابه مورفولوژیک آماستیگوت
انگل بـه   این ها را تعیین گونه نمود. مطالعه حاضر جهت تعیین گونه ) آنkDNAکینتوپلاست( اسید نوکلئیک PCRتکنیک

) در بخـش انگـل شناسـی بیمارسـتان قـائم و امـام رضـا و مرکـز         1382-1383ماه( 12در شهر مشهد به مدت  PCR روش
 تحقیقاتی بوعلی در دانشگاه علوم پزشکی مشهد صورت گرفت.

ماري بیمار مبتلا به لیشمانیازیس جلدي که به روش لام مستقیم بی 21دست آمده از ه نمونه هاي ب مواد و روش ها:
اسـتخراج   کشت داده شدند. پس از کشت انبوه انگل و ١٦٤٠-RPMIو سپس N.N.Nهاي ها تایید شده بود در محیط آن

DNA داده شدند. پـس از آن   به روش پروتئین کیناز نمونه ها با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی در دستگاه ترموسایکلر قرار
در دستگاه الکتروفورز منتقل شد و بـا اسـتفاده از رنـگ آمیـزي اتیـدیوم برومایـد        درصد 2بر روي ژل آگارز  PCRمحصول 
روپیکا ـــ ـدهنـده لیشـمانیا ت   نشان bp800قطعه  بیانگر لیشمانیا ماژور و bp620قطعه  مشخص شد. حضور DNAباندهاي 
 می باشد.

تشخیص  مورد لیشمانیا ماژور 2 ا ومورد لیشمانیا تروپیک 19نمونه مورد آزمایش،  21از مجموع  یافته هاي پژوهش:
 .داده شدند
 به عنوان یـک کـانون فـرم   تا کنون شهر مشهد با وجود اینکه  با توجه به نتایج، مشخص گردید که نتیجه گیري: بحث و

لیشمانیا ماژور هم وجود دارد. امـا   ،شهر علاوه بر لیشمانیا تروپیکااین اکنون ثابت گردید که در  ،شناخته می شد خشک سالک
 لیشمانیا تروپیکا گونه غالب بیماري در این شهر می باشد.    
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  مقدمه
لیشمانیا یک انگل تک یاخته است که انسان را 

بیماري لیشمانیازیس می کند. آلوده کرده و ایجاد 
ترین بیماري هاي گرمسیري  لیشمانیازیس یکی از مهم

است که در انسان به اشکال جلدي(سالک)، 
 و جلدي مخاطی ظاهر می شود. احشایی(کالا آزار)

ناقل این انگل پشه خاکی هاي فلبوتومینه در دنیاي 
قدیم و لوتزومیا در دنیاي جدید می باشند و مخازن آن 

بنا به گزارش  .گان خانواده جربیلیده می باشندجوند
 88سازمان بهداشت جهانی، لیشمانیازیس جلدي در 

میلیون نفر  350کشور جهان اندمیک می باشد و حدود 
در معرض خطر ابتلا به آن هستند و شیوع آن در جهان 

میلیون نفر در  5/1میلیون نفر و بروز آن  12در حدود 
ه سال می باشد. لیشمانیازیس جلدي در تمام کشورها ب

ترالیا و اقیانوس منجمد شمالی گزارش شده است جز اس
اما بیشتر موارد بیماري مربوط به ایران، افغانستان، 

  )1-4(.الجزایر، سوریه، عربستان، پرو و برزیل می باشد
صورت ه نوع جلدي، با لیشمانیوزیس خصوص

 و مشکل مهم بهداشتی در کشور ما مطرح می باشد
جمله  خصوص شهر مشهد ازه شرق کشور ب شمال
این بیماري  باشد. کشور ما می هاي آلودگی در کانون

همه ساله علاوه بر ایجاد ضایعات پوستی در بیماران 
پزشکی و بهداشتی همراه  ،موجب اتلاف انرژي انسانی

  )5،6(.با اتلاف هزینه هاي مالی زیادي می شود
گونه  کنترل سالک بسته به پیشگیري و هاي راه

تشخیص جایی که  از آن عامل بیماري متفاوت است
روسکوپی ـــصورت میکه بگونه هاي عامل سالک 

بالینی هم  امکان پذیر نیست و شواهد اپیدمیولوژیک و
ونه انگل ـــــبه تنهایی ابزار مناسبی براي تعیین گ

هاي دقیق مولکولی  لذا لازم است روش .)7(د،نمی باش
بیوشیمیایی را در کنار این شواهد جهت تشخیص  و

گونه انگل مورد استفاده قرار داد که میان این  دقیق
  .جایگاه ویژه اى دارد PCR ها روش

در مورد گونه هاي عامل سالک در شهر مشهد 
مطالعه  ،هایی صورت گرفته که از آن جمله بررسی

بود و وجود  1378همکاران در سال  مهاجري و
آنزیم الکتروفورزیس در  لیشمانیا ماژور به روش ایزو

در  1380همچنین در سال  .)8(،مشهد تایید شد شهر

مشهد از روش الایزا جهت تعیین گونه انگل  شهر
که مشهد را کانون خشک  ئیجا از آن .)9(،استفاده شد

حال با توجه به تغییرات جمعیتی،  دانسته اند و می
، تغییرات اقلیمی و غیره حاشیه نشینی، رفت و  آمدها و

متغییر و متفاوت شده است در اشکال کلینیکی بیماري 
نتیجه بر آن شدیم که گونه هاي عامل سالک را با 

هم مورد بررسی قرار   PCRروش حساس و مولکولی
دهیم که ضمن راه اندازي یک روش دقیق جهت تعیین 
گونه انگل، زمینه براي تحقق پیشگیري و کنترل 

  بیماري در مناطق آلوده فراهم می شود.  
  مواد و روش ها

 در 1383-1382در طول  توصیفی مطالعه نای
بیمارستان  رضا(ع) امام بیمارستان شناسی انگل بخش

بخش بیولوژي سلولی و مولکولی پژوهشکده و  قائم
  .گردید دانشگاه علوم پزشکی مشهد انجام بوعلی

به  مشکوك اناز بیمار، مطالعهبه منظور انجام این 
و مراکز  هاي فوق بیمارستانمراجعه کننده به  سالک

نامه نمونه  ضمن تکمیل فرم پرسشبهداشتی مشهد، 
هاي تکمیل شده براي  گیري انجام شد. که این فرم

هر بیمار، اطلاعات قابل توجهی در رابطه با عوامل 
مختلفی مثل سن، جنس، سابقه بیماري در گذشته، 

ماه  6قه مسافرت در بمدت ابتلا، محل سکونت، سا
تعد کننده احتمالی و نیز دیگر فاکتورهاي مس گذشته و
در  خصوصیات بالینی بیماري در این جمعیت را شیوع و

مورد سالک  مشکوك بهنفر بیمار  57 اختیار قرار داد.
 نفر 21 نمونه کشت تعداد، این از بررسی قرار گرفتند.

مورد  مطالعات ادامه جهت رسید، انبوه مرحله به که
 قرارگرفت. استفاده

  کشت انگل برداري و نحوه نمونه
 ضایعات افراد داراي زخم سالک ه ازدر این مطالع

رنگ آمیزي و تکثیر انبوه  جهت تهیه لام مستقیم و
انگل نمونه برداري صورت گرفت. مقداري از نمونه بر 

درصد ثابت  90روي لام منتقل شده و با الکل متیلن 
 ).6،(دگردی آمیزي  شد و سپس به روش گیمسا رنگ

نمونه در  از قسمت یک استریل، شرایط در سپس
 در را مذکور محیطشد.  داده ، کشتNNNمحیط 

 48-72 از پس و داده قرار سانتیگراد درجه 25 دماي
   .گردید بررسی انگل رشد ساعت
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، انگل در NNNیک در محیط کشت دي فاز 
گردید. پس از انتقال انگل می روز ظاهر 6تا  3عرض 

 .)RPMI،)9،10-1640به محیط کشت مایع غنی شده 
شدند و شروع به  ها پس از چند روز سازگار می انگل

انگل  DNAجهت استخراج نمودند.  تکثیر فراوان می
ستیگوت بود که به این منظور میلیون پروما 1-2نیاز به 

 ١٦٤٠-RPMIمحیط کشت  هاي موجود در باید انگل
  مورد شمارش قرار می گرفت.

  PCR انجام و DNAاستخراج 
انگل، نمونه کشت حاوي  DNAجهت استخراج 

 cc5/1هاي  انگل لیشمانیا را که داخل میکروتیوپ
 rpm  10000دقیقه در 10ریخته شده به مدت 

سانتریفوژ نموده سپس مایع رویی را خارج نموده و 
پلیت سلولی در ته میکروتیوپ مشاهده می شود. در 

 ١mM,هاز بافر لیز کنند الاند 150مرحله بعد 
EDTA(PH ٨) ,٪١ Tween ٢٠) mM Tris-

Hcl(PH ٧٫٦)50 محلول پروتئین کیناز ،k mg/ml 
درجه  55 و در نموده پلیت سلولی اضافه ) 19

به درجه سانتیگراد  37یا ساعت  3به مدت سانتیگراد 
  .گرفت  ساعت قرار می 19مدت 

محلول فنل و  ،بعد به لیزات حاصل در مرحله
اند  با یکدیگر مخلوط شدهساوي کلروفرم که با حجم م

. پس از سانتریــفوژ، فاز آبی که در بالا دیگرد  اضافه 
. شد ه میکروتیوپ جدید منتقل میبا دقت ب داشتقرار 
چه در حین انتقال، مقداري فنل یا پروتئین به  چنان

کرد مجدداً نمونه سانتریفوژ می همراه نمونه انتقال پیدا 
تغلیظ  خذف املاح و. در مرحله بعد جهت می گردید

DNA  مولار و اتانل سرد استفاده  3از محلول استات
  )11(.شد

DNA  میکرولیتر آب مقطر  50حاصل را در
درجه سانتی گراد  37 ساعتو یک  نمودهاستریل حل 

ر و به صورت منجمد این مواد در فریز .می گرفت قرار
 .شد نگهداري می
  لیشمانیاجهت تعیین گونه انگل  PCRروش انجام 

دستور العمل شرکت سازنده  طبق مراحل زیر
بر این اساس  انجام شد. )ایران کیت(شرکت سینا ژن

جهت کنترل مثبت و کنترل منفی  ها تیوپمیکرو
تیوپ میکرود نمونه ها به تعدا و شدندگذاري  علامت
 X PCR Mix ١ها  به هر کدام از آن و هنمودآماده 
٢٠μl ،Taq–DNA Poly  ٠٫٣ μl سپس  .شداضافه
پس و  هتریفوژ قرار دادناانیه در میکروسثچند  ها را نمونه

در  ،یفوژ مجددرسانت و DNAاز  لاندا 5از افزودن 
  .ه شددادقرار  PCR دستگاه ترموسایل

را روي ژل  PCRاز محصول  ٥μlمرحله آخر،  در
 و هنمودحاوي اتیدیوم بروماید منتقل  درصد 2آگارز 

ها، با باند ایجاد شده  باندهاي ایجاد شده توسط نمونه
مقایسه ترانس لومیناتور  UVدر دستگاه توسط مارکر 

  bpحضور قطعه . طبق دستور العمل کیت،گردیدند
 bp  800اژور و قطعهــانیا مـــــبیانگر لیشم 625
  دهنده لیشمانیا تروپیکا می باشد. نشان

  یافته هاي پژوهش
به روش لام  کهبیماري  53از بین  ،این مطالعهدر 
از نظر وجود جسم لیشمن تأیید شده  یا کشت مستقیم

 90بیش از  نفر مذکر بودند. 31نفر مونث و  22ند، بود
 درصد 6/47در. درصد بیماران داراي زخم خشک بودند

ایعه و ــــض 3-4افراد  درصد 1/38ضایعه و  1ـ2 افراد
 مشاهده گردید.ضایعه  4بیش از افراد  درصد3/14

 21بر روي  PCRایشات ـــچنین آزم مـــــه
ند صورت داده شدانبوه کشت که اي ه ــــــنمون

 انیا تروپیکا وـــــونه لیشمــــنم 19و  رفتـــــــگ
اسایی ـــــــشن انیا ماژورـــــــــنمونه لیشم 2

  گردید.
  1383بالینی ضایعه در افراد مبتلا به لیشمانیوز در شهر مشهد سال  اوانی اشکالفر 

  کل  مذکر  مونث  فرم بالینی ضایعه
  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد

  7/85  18  70  7  100  11  خشک
  5/9  2  20  2  0  0  مرطوب
  8/4  1  10  1  0  0  لو پوئید

  100  21  100  10  100  11  کل
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  1383هاي مختلف انگل لیشمانیا در شهر مشهد درصد گونه

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  نتیجه الکتروفورز نمونه ها روي ژل آگارز رنگ آمیزي شده با اتیدیوم برو ماید.
، 1،2،3،4،5،8،10،11،12و نمونه هاي  کنترل مثبت، :6اره ـشم ،9کنترل منفی:شماره  ،Ladder 100حاصل از  دبان 7شماره 

  بیماران می باشداي  نمونه
  

  
  بحث و نتیجه گیري

به علت تعدد و تشابه شکلی عامل بیماري 
شناسایی گونه هاي انگل در اتخاذ برنامه هاي 

چنین  پیشگیري و کنترل بیماري موثر می باشد. هم
رده بندي آن به گونه ها و سویه هاي متفاوت بسیار 

شواهد اپیدمیولوژیکی و بالینی نیز به مشکل است و 
ایی در افتراق میان گونه ها کارساز نمی باشد. ــتنه

روش هاي مولکولی تحول عظیمی در تعیین هویت 
  )4،9،12(.انگل ایجاد نموده است

از سویی در دو دهه اخیر سیماي اپیدمیولوژیک 
تحول شده  لیشمانیوز پوستی در ایران دچار تغییر و

  ن ــــجایی جمعیت بیه این تغییرات ناشی از جاب .است
  
  

مناطق شهري و روستایی، هجوم پناهندگان کشورهاي 
  )4،5(.عراق می باشد همسایه نظیر افغانستان و

براي   PCR Directedدر این بررسی از روش
ا شده از افراد مبتلا هاي لیشمانیایی جد شناسایی انگل

  پوستی استفاده شده است. ازیسبه لیشمانی
هاي  جهت شناسایی گونه PCRاستفاده از 

لیشمانیا در مناطق دیگري از کشور و دنیا انجام گرفته 
 ي و همکاران درسالدر مطالعه اي که حجازاست. 
به   ایزوله انگل 120 در شهر اصفهان انجام دادند 1379

هاي تک دودمانی اختصاصی مورد بررسی  روش پادتن
قرار گرفت که تعدادي از نمونه ها به منظور تأیید 

و  PCRهاي حاصل از روش فوق با روش  داده
  ها مورد بررسی قرار گرفت. الکتروفورز ایزوآنزیم
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مورد عامل بیماري  100نمونه،  120از مجموع 
ر و دمورد لیشمانیا تروپیکا بوده است  8لیشمانیا ماژور و 

ه تعیین هویت مورد نتایج مشکوك حاصل شد ک 12
و الکتروفورز  PCRهاي مشکوك با روش  این گونه
 )12(.ها انجام خواهد شد ایزوآنزیم

با استفاده از  2002معتضدیان و همکاران در سال 
انگل لیشمانیا را مورد شناسایی قرار دادند.  PCRروش 

اي ه از گسترش DNAدر این تحقیق با استخراج 
به بررسی  PCRآمیزي شده باگیمسا و انجام  رنگ

با پرایمرهاي اختصاصی در تشخیص  PCRارزش 
  پوستی پرداخته شد. ازیسلیشمانی

آمیزي شده با  گسترش رنگ 92جهت این امر 
پوستی  لیشمانیازیسگیمسا که از افراد مشکوك به 

تهیه شده بود مورد بررسی قرار گرفت. در نهایت نشان 
هاي تهیه شده از اسلایدهاي  داده شد که کلیه نمونه

نمونه  4نیز مثبت شدند و  PCRداراي انگل همگی با 
فاقد انگل نیز مثبت گردیدند. بدین ترتیب به نظر 

یک روش مناسب جهت  PCRرسد که تکنیک  می
 خصوص در زخمه پوستی ب تشخیص بیماري لیشمانیوز

هاي خاص بیماري مانند  هاي مزمن و کم انگل و فرم
لوپوئید می باشد و با توجه به حساسیت و ویژگی این 

ن ـچنی تست، داراي ارزش تشخیص خوبی است. هم
از بیماران و یا مخازن  DNAمی توان جهت تهیه 

  )11(.حیوانی از این روش بهره برد
با روش 1378 همکاران در سال مهاجري و

همکاران در سال  و فتی و .)8(،ایزوآنزیم الکتروفورزیس
و حجاران و  .)7(،به روش منو کلونال آنتی بادي 1382
ه ب 1383 الــــــاران در ســــــهمک
ونه هاي عامل ـــــــــگ .)13(،(RAPD-PCR)روش

در شهر مشهد را مورد بررسی قرار دادند  یسزالیشمانی
لیشمانیا ماژور مورد شناسایی قرار  که لیشمانیا تروپیکا و

و لیشمانیا تروپیکا به عنوان گونه غالب مورد  گرفتند
  .شناسایی قرار گرفت

بیماران بیشتر  ،با توجه به اینکه حاضر مطالعه در 
 2از ها بیش  ند و اکثر آنا  ضایعه بوده 2الی 1ي دارا

طور نتایج  ها گذشته بود و همین ماه از زمان ابتلا آن
همگی موید این مطلب است که  PCR  حاصل از

از باشد.  عفونت غالب در مشهد نوع لیشمانیا تروپیکا می

می با نیز نتیجه این مطالعه موید این موضوع  طرفی
شد که لیشمانیا ماژور هم بومی شهر مشهد می باشد و 

 .)14(،و مطالعه شهبازي و همکارانی با مطالعات قبل
   .خوانی دارد هم

در مطالعه حاضر  ،بنابراین نتایج مطالعات گذشته
 از آنروش دقیق مولکولی تایید گردید. انجام  بانیز 

 ،دانسته اند خشک میسالک مشهد را کانون  که جائی
 می توان بیان کرد که،با مطالعه صورت گرفته،  لیو

 تغییرات جمعیتی، حاشیه نشینی، رفت و آمد ها و
اشکال  موجب گردیده که تغییرات اقلیمی و غیره،

باید  اکنون و گرددکلینیکی بیماري متغییر و متفاوت 
  نوع انگل می باشد. گفت که شهر مشهد کانون هر دو

  پیشنهاد 
ها توانایی بسیار زیادي  در شناسایی گونه PCRـ 

در نقاط دیگر  براي پیشگیري و مبارزه با بیماري دارد.
جهت  PCRاستان، انجام تحقیقات تخصصی مانند 

  گردد. تعیین گونه پیشنهاد می
ها در  را می توان سال DNA که جائی ـ از آن

از  DNAمی توان یک بانک  ،یخچال نگهداري نمود
هر انگل تهیه نمود و دیگر نیازي به نگهداري انگل 

  باشد. زنده نمی
که مخزن لیشمانیا تروپیکا(انگل  ـ با توجه به این

غالب در شهر مشهد) انسان و سگ(میزبان اتفاقی) 
باشد، بنابراین شناسایی و درمان بیماران مبتلا به  می

بعد  هسالک داراي اهمیت بیشتري است و در مرحل
  باشد.   هاي ولگرد مؤثر می آوري سگ جمع

با توجه به اینکه لیشمانیا ماژور هم در مشهد  -
وجود دارد پس باید کنترل جوندگان نیز مورد توجه قرار 

  گیرد.
 سپاسگزاري

 علوم امکانات دانشگاه با قـــــتحقی این
 مرکز از نویسندگان گرفت امـــــانج مشهد، پزشکی

 ایانــآق از نــــــهمچنی و ذکرـــــــــــوق الــف
 دکتر بخش، گنج مجید اکبري، مدمهديــــمح
 تشکر کمالو سرکار خانم بروك ریان آ ر علیـــــامی
  .دارند را سپاس و
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Abstract 
 
Introduction: Cutaneous leishmaniasis is 
considered an important health problem in 
many parts of Iran, especially in Mashhhad. 
Various species of leishmania are causing 
the disease. Identification of leishmania is 
helpful for the control and prevention of the 
disease. Althought epidemiological and 
clinical findings are necessary, they are not 
sufficient for identification of cutaneous 
leishmaniasis. Difficulties in identification 
of these parasites, due to the similar 
morphology of amastigote and 
promastigote in different species, have been 
solved by using molecular techniques such 
as PCR amplification of kDNA. In order to 
identify leishmania species causing CL in 
Mashhad by a definite molecular technique 
(PCR method), a study was undertaken over 
a 12 months period (Apr. 2004- Feb. 2005) in 
department of Parasitology, Ghaem 
hospital, and Bu-Ali Research Institute, 
Mashhad University of Medical Sciences, 
Mashhad, Iran. 
 
Materials & Methods: A total of twenty 
one patients were recruited and samples 
were isolated and cultured in N.N.N 
medium followed by sub-cultur in RPMI-

1640. Then, DNA was extracted by protein 
as k and amplified by specific primers of 
kDNA. The PCR product was analysed by 
gel electrophoresis using 2% agarose. The 
gel was stained with ethidium bromide and 
visible band with the presence of 620 bp 
fragment indicates of leishmania major and 
800 bp indicates of leishmania tropica. 
 
Findings: The results indicated that 19 of 
the isolates were identified as L. tropica and 
the other two were identified as L. major. 
 
Discussion & Conclusion: As 
demonstrated by previous investigations, 
Mashhad had been known as an endemic 
focus for anthroponotic cutaneous 
leishmaniasis (ACL); however, it is now 
concluded that both ACL and zoonotic 
cutaneous leishmaniasis (ZCL) are present 
in Mashhad and L. tropica is the dominant 
species. 
 
Key words: leishmania major, leishmania 
tropica, polymerase chain reaction(PCR), 
Mashhad
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