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  بیماران ایزوله هاي مختلف جدا شده از  تعیین گونه هاي مولد لیشمانیوز جلدي
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   گروه انگل شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس:نویسنده مسئول* 

Email: ghaffarifar@yahoo.com 

  چکیده
  از .هاي مهم بومی در ایران است و به دو نوع جلدي و احشایی دیده می شود اريــلیشمانیوزیس از بیم :مقدمه

لذا این مطالعه با هدف تعیین گونه که تعیین گونه این انگل در کنترل و پیش گیري بیماري موثر است،  جائی آن
  . لیشمانیوز جلدي  طراحی و اجرا گردید

حاشیه اطراف ( مورد آلودگی از اصفهان18  بیمار مبتلا به لیشمانیازیس جلد35در این مطالعه از  :مواد و روش ها
 مورد 2 مورد مشهد و 2( مورد خراسان4) کانون آلودگی سیرجان( مورد از کرمان2) ، کاشان و سمیرماصفهان، اردستان

پس از انجام تهیه لام مستقیم، )  مورد از قم1 و) کانون آلودگی دامغان(نانــ مورد سم3 ،ورد بوشهرـــ م2) اسفراین
 انجام ITS1ژن  با استفاده از)PCR(واکنش زنجیره اي پلیمراز   انجام وDNAاز نمونه ها استخراج . نمونه برداري شد

  . استفاده شدApo1 از آنزیم (RFLP)  عه محدودیتیطول قطبراي آزمایش . شد
.  جفت باز را نشان داد350-69 براي همه نمونه ها مثبت و باندهایی با اندازه PCRنتایج  :یافته هاي پژوهش

اژور ــــشمانیا مــــلی) درصد 94( نفر33 العهـــاز بین نمونه هاي مورد مط نشان داد که RFLPدست آمده از ه نتایج ب
سال و  10-19هاي سنی   در این مطالعه بیشترین میزان آلودگی در گروه.می باشدلشیمانیا تروپیکا )  درصد6(رـــ نف2و 

  .سال دیده شد 50هاي سنی بالاي  کمترین میزان آلودگی در گروه
 ژن و آنزیم مناسب براي تشخیص  Apo1 و آنزیم ITS1مطالعات نشان می دهد که ژن :بحث و نتیجه گیري

براي   یک روش مناسب PCR-RFLPکا از هم می باشد و روشــــاژور و لیشمانیا تروپیــــ گونه لیشمانیا مدو
 . لیشمانیوز جلدي است گونه هاي مولدتشخیص
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  مقدمه
لیشمانیوزیس، یک مسئله مهم بهداشتی در جهان 

این . ودتلقی می شهاي بومی در ایران  و از بیماري
 توسط تک یاخته هاي نسجی خونی داخل بیماري

وسیله ه  و ب،استاري از جنس لیشمانیا ـــسلولی اجب
  )1(.شه هاي خاکی ماده انتقال می یابدپ

جنس لیشمانیا در میزبان مهره دار به شکل 
آماستیگوت که بدون تاژك و درون یاخته اي است و در 

وموناد میزبان بی مهره و محیط کشت به شکل لپت
  )2.(پروماستیگوت تاژکدار و برون یاخته اي است

: دست کم با چهار نوع نشانه بالینی متفاوت
مانیوزیس احشائی، ـــ، لیش)سالک(لیشمانیوزیس جلدي

وزیس ــــشر و لیشمانیـــــوزیس جلدي منتــلیشمانی
  )2.(مخاطی بروز می کند-جلدي

ي ها تظاهرات بالینی به نوع لیشمانیا، درجه زخم
هاي  مزمن در بیماري جلدي و صورت بدشکل در فرم

مخاطی به درگیري سیستم رتیکولوآندوتلیال -جلدي
چنین   شدت تظاهرات سیستمیک هم.بستگی دارد

   )1.(بستگی به حالات ایمنولوژیک میزبان دارد
 40 تا 20میزان بروز بیماري همواره در فاصله بین 

ه اشته است بمورد در هر صد هزار نفر جمعیت نوسان د
دنبال هر یک یا دو سال کاهش بیماري یک یا دو سال 

 وجود داشته که نشان دهنده سیر بیماريد رافزایش موا
ه طبیعی بیماري و تأثیر موقتی اقدامات کنترلی که ب

 راه حلی یدبا. مال گردیده استـــصورت مقطعی اع
 به وسیله وریشه اي براي بهبود وضعیت پیشنهاد و 

عملی اهنگ ـــصورت همه هاي ذیربط ب نکلیه ارگا
روش متداول تشخیص لیشمانیوز جلدي . )3-4(،گردد

در حال حاضر آزمایش میکروسکوپی و مشاهده مستقیم 
این روش از حساسیت بالایی . جسم لیشمن می باشد

موارد تعداد انگل کم  برخوردار نیست زیرا در بعضی از
زارش ـــــاذب گــمی باشد و جواب آزمایش منفی ک

از روش کشت انگل لیشمانیا نیز براي . می شود
تشخیص استفاده می شود که روش حساسی است ولی 

استفاده . احتیاج به زمان طولانی براي ارائه نتیجه دارد
 یک روش حساس براي تشخیص است PCRاز روش 

. که نتیجه را می توان در زمان کوتاهی گزارش کرد
یم ــــ استفاده کنPCR-RFLP چه از روش نانــــچ

 .تعیین نماییممی توانیم گونه ایجاد کننده بیماري را نیز 
متعددي براي  روش هاي ملکولی در دهه گذشته

کار گرفته ه لیشمانیازیس ب عات اپیدمیولوژیکـــمطال
 در این مطالعات روش موفقی PCRتکنولوژي  .شده اند

در  تواند عفونت را حتی یبوده که بدون نیاز به کشت م
  PCR-RFLPروش  .)5-9(،حد گونه تشخیص دهد

بیشترین کاربرد را براي تشخیص گونه هاي لیشمانیا 
  )10-14(.دارد

  هامواد و روش 
  کشت و نگهداري انگل 

 تغییر NNN مطالعه از دو محیط دو فازي  در این 
 غنی RPMI1640یافته جهت بقاء و محیط تک فازي 
  . شدشده جهت تکثیر انبوه انگل استفاده

  هاي لیشمانیوزیس جلدي  یافتن بیماران با زخم
هاي لیشمانیوزیس  براي یافتن بیماران با زخم

جلدي به بیمارستان رازي تهران مراجعه و از بیمارانی 
ها از نظر بالینی شبیه به زخم سالک  هاي آن که زخم

 علاوه  و از مناطق مختلف ایران مراجعه کرده بودندبود
در این مطالعه . مه نمونه تهیه شدنا بر پرکردن پرسش

مورد  18(، بیمار مبتلا به لیشمانیازیس جلدي35از 
آلودگی از اصفهان حاشیه اطراف اصفهان، اردستان، 

کانون آلودگی ( مورد از کرمان2 ،)کاشان و سمیرم
 مورد 2 مورد مشهد و 2( مورد خراسان4 ،)سیرجان
آلودگی کانون ( مورد سمنان3،  مورد بوشهر2) اسفراین
براي  . شداز زخم تهیه  نمونه  مورد از قم1و ) دامغان
 MRHO/IR/75/ERسویه ایرانی از نیز استاندارد نمونه

 FCS  درصد10داراي  و  RPMIکشت داده شده در
  . شداستفاده

  تهیه نمونه از زخم بیماران 
ابتدا محل نمونه برداري بر اساس طول دوره 

به کمک یک پنبه  و شدبیماري و شکل ضایعه تعیین 
سپس تیغه . گردیدآغشته به الکل، محل ضد عفونی 

بیستوري را بر روي شعله حرارت داده تا کاملاً سرخ 
سرد نموده و  شود و به کمک یک پنبه آغشته به الکل،

با تیغه بیستوري در لبه استریل شده ضایعه کوچکی 
 این ناحیه، (Scraping) با خراشیدن.نموده ایمایجاد 

از نسج   و در برداشت نهاییشد اول دور ریخته برداشت
  )15.( شد تهیهنمونه
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در ابتدا شماره بیمار را روي لام نوشته و سپس 
تیغه بیستوري را روي لام می کشیم تا نمونه برداشته 
شده روي لام قرار گیرد و بدین ترتیب گسترش تهیه 

 با الکل متیلیک با گیمسا شدنپس از ثابت  لام. گردید
در زیر میکروسکوپ جسم لیشمن یا . شدمیزي رنگ آ

هاي بیگانه خوار   آماستیگوت را در داخل و خارج سلول
  )15(.شدجستجو 

  کشت انگل 
در این مطالعه نمونه هاي تهیه شده به محیط دو 

که فاز مایع شامل محیط   منتقل شدNNNفازي 
RPMIسین بودـــپنی سیلین و استرپتومای  حاوي .

 درجه در 22اده شده به انکوباتور نمونه هاي کشت د
دانشگاه تربیت مدرس  آزمایشگاه گروه انگل شناسی

  . منتقل شد
لوله هاي کشت هر روز در زیر میکروسکوپ 
معکوس بررسی می شدند تا از وضعیت رشد انگل ها و 

 )15.(عدم وجود آلودگی احتمالی اطمینان حاصل شود
از  DNA  با استفاده از کیت استخراجDNAاستخراج 

  انگل 
  از انگل مطابقDNAاستخراج  مراحل :روش کار

  .  می باشد)سیناژن(سازنده شرکت کار دستور با
  

   و تعیین خلوص آن DNAاندازه گیري غلظت 
 به وسیله اسپکتروفتومتري DNAتعیین غلظت 

.  انجام شد260در طول موج بنفش   با جذب نور ماوراء
دازه گیري ــــن نانومتر ا260به طور معمول جذب در 

می شود که در این طول موج جذب برابر با یک، معادل 
 دو رشته اي در یک میلی لیتر DNA میکروگرم 50

است جذب نور ماوراء بنفش می تواند براي کنترل 
نسبت جذب یک نمونه .  نیز استفاده شودDNAخلوص 
 280 نانومتر به 260 در طول موج DNA خالص

نسبت .  می باشد8/1بر برا) A260/A280(نانومتر 
ا فنل در رسوب ی نمایانگر وجود پروتئین 8/1کمتر از 

 در نمونه RNA نشانه وجود 2است و نسبت بالاتر از 
  )16(.می باشد

  طراحی پرایمرها
، توالی Reverse و Forwardطراحی پرایمرهاي 

 با استفاده ،)17(، ژن کد کننده آنتی ژنDNAاطلاعات 
 و با rRNAاز ژن ITS1  و 18S از اطلاعات نواحی

 با استفاده ، جفت پرایمرهاGenRunerنرم افزار  کمک
 به صورت زیر طراحی JN005823.1از شماره دستیابی

 :شد
F: TCCGCCCGAAAGTTCACCGATA 
R: CCAAGTCATCCATCGCGACACG  

  

 PCRکار رفته براي آزمایش ه مقادیر بمواد و  .1شماره جدول 

  غلظت نهایی  ولیترمقدار برحسب میکر  نوع ماده
Taq Master Mix 5/12  X 1  
Forward Primer 1  1-1/0میکرومولار   
Reverse Primer 1  1-1/0میکرومولار   
Template DNA  8  1پیکوگرم10-میکروگرم   

Sterile Deionized Water  5/2  -  
  -  25  حجم کل

  
  

 1 ارهــمــ شدولــــده در جــر شــذکواد ــم
د ــته شــخــریتري ــی لیــیلــم 5/0 الــدرون وی

ل ــــ در داخspinس و ــکــس از ورتــو پ
د و ــرار داده شــکلر قــوسایــاه ترمــگــتــدس
  :دــام شــ انجPCRر ــرنامه زیــبق بــط

 Initial Denaturation 5هـــــیقــ دقC94 ،
Denaturation 60یهــانــ ثC94 ،Annealing 

؛ سه C72 ثانیهC54 ،Extension 45 ثانیه30
د و در نهایت ــرار شــیکل تکــ س30ر ــمرحله اخی
 C72 دقیقهFinal Extension 5 با PCRواکنش 

  .به اتمام رسید
   PCRبررسی محصول 

  وPCRن روش بررسی محصول تری کاربردي
 در PCR الکتروفورز محصولات  تکثیر قطعه موردنظر ،
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با توجه به اندازه . کنار مارکر بر روي ژل آگاروز است
 درصد جهت 1 از آگاروز bp 400 قطعه حدود

 را DNAصول ـــمح سپس. الکتروفورز استفاده شد
مشاهده ) UV(می توان تحت تابش نور ماوراء بنفش

 براي تعیین توالی به شرکت PCRه محصول بقی. کرد
  .فزاپژوه فرستاده شد

  RFLPبرش آنزیمی به روش 
زیم ـــه آنــن مرحلـــاده در ایـــآنزیم مورد استف

XapI(ApoI) ت ـــرکـــبوده که از شFermentas 
والی   ـــــادر است تـــــزیم قــــاین آن. خریداري شد

 AA5́ -TT 3´آن ناحیه برش ایجاد رده و در  را پیدا ک
 را همراه PCRبراي این منظور محصولات . کند
 ساعت 16درجه به مدت  37آنزیم در دماي   وتانگوبافر

 بر موردنظر محصول سپس .داده شددر بن ماري قرار
 با توجه به اندازه قطعات .الکتروفورز شدروي ژل آگاروز 

 3دست آمده پس از هضم آنزیمی از ژل آگاروز ه ب
 20کار رفته عبارتند از ه مقادیر ب .استفاده شد درصد

 میکرولیتر آب مقطر PCR، 8میکرولیتر محصول 

 واحد 1و  10X میکرولیتر بافر تانگو 2نوکلئاز فري، 
  )16(.می باشدآنزیم 

 یافته هاي پژوهش
در  انگل ،NNNیک ازدر محیط کشت دي ف

  انگل هاسپس  . روز تا یک هفته ظاهر گردید3عرض 
  FCS10%داراي RPMI 1640  ط مایعبه محی

 سازگار با محیط جدید  پس از چند روزمنتقل شدند که
  .کردند و شروع به تکثیر در تعداد فراوان شدند

 بیمار مبتلا به لیشمانیوز جلدي 35در این مطالعه 
رتیب ــدین تــــدست آمده به بررسی شد که نتایج ب

م مستقیم دست آمده با روش هاي لاه نتایج ب .می باشد
 براي NNNو رنگ آمیزي گیمسا و کشت در محیط 

دست آمده به تفکیک ه نتایج ب . مورد مثبت بود35هر 
سن، جنس، محل ابتلا، تعداد زخم و نواحی آلوده با 

جنس  .دست آمده نامه بدین ترتیب ب استفاده از پرسش
 13و جنس مونث )  درصد86/62( مورد22مذکر 

هاي سنی   فراوانی گروهتوزیع ).درصد 14/37(مورد
  . آمده است2  شمارهمبتلا در جدول

  
  

   به سالک توزیع فراوانی و درصد زخم سالک بر اساس سن مبتلایان.2 شماره جدول

  جمع   سال50بالاي   سال40-49   سال 30-39   سال 20-29   سال10-19   سال1-9  هاي سنی گروه
  35  2  3  6  8  11  5  فراوانی
  100  5,71  8,57  17,14  22,86  31,43  14,29  درصد

  
  

اطراف ( اصفهان استان مورد از18در این بررسی 
 مورد 2 ،)یرمـــاشان و سمـــ، کاصفهان، اردستـــان

 4، )انـــیرجـــودگی ســـانون آلـــک(رمانـــاز ک
، ) مورد اسفراین2هد و ـ مورد مش2(راسانـــورد خـــم

)   دامغانکانون آلودگی( مورد سمنان3هر ـــ مورد بوش2
 اطلاعات مربوط به .دست آمده  مورد از قم ب1و 

 3  شماره در جدولزخم  محل فراوانی و درصد فراوانی
  .آمده است

  
  

   بیماران توزیع فراوانی و درصد زخم سالک بر اساس محل زخم. 3  شمارهجدول
    1389، سال مراجعه کننده به بیمارستان رازي، تهران

  جمع  دست و صورت  دست و پا   تنه  دست  پا  صورت   محل زخم
  35  1  2  1  18  3  10  فراوانی 

  100  2,86  5,71  2,86  51,43  8,57  28,57  درصد فراوانی
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صول ـــــده از محــــت آمـــدسه ایج بــــنت
PCRده از ــــونه هاي جدا شــــ براي نم

 کلـــانیوز در شـــــبتلا به لیشمـــــاران مــــبیم
  .است آمده 1 شماره

  

  
 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

   bp 69-350)( گونه هاي مختلف عامل لیشمانیوز جلديPCRالکتروفورز محصولات . 1  شمارهشکل
   bp100مارکر با وزن ملکولی -ردیف اول از سمت چپ-

  لیشمانیا ماژور- از سمت چپ6  و4-3-2هاي ردیف–
  لیشمانیا تروپیکا5ردیف -

  

ورد ـــ دو مPCR-RFLPاس روش ــــــبر اس
L.tropica مورد 33 و L.majorدر این .دست آمده  ب 

نتایج موارد لیشمانیا تروپیکا چون آنزیم بر آن بی اثر 
است به صورت تک باند و موارد لیشمانیا ماژور به 

 نتایج ).2  شمارهشکل( باند قابل مشاهده است2صورت 
 نمونه که از مشهد جدا شده بودند 2نشان داد که به جز 

نیا تروپیکا تشخیص داده شده اند بقیه نمونه ها و لیشما
  .همگی لیشمانیا ماژور بودند

 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  :، نمونه ها به ترتیب از طرف راستApoI   بعد از تاثیر آنزیمRFLP نتایج . 2  شمارهشکل
  تروپیکا  PCR)(قطعه هضم نشده-1
  تروپیکا(RFLP)قطعه هضم شده-2

  ر ماژوPCR)(قطعات هضم نشده-5 و 3
   ماژور (RFLP)قطعه هضم شده-6 و 4  

7-M- مارکر با وزن ملکولی bp100    
   لیشمانیا ماژور سوش استانداردPCR)(قطعه هضم نشده-8
   لیشمانیا ماژور سوش استاندارد (RFLP) قطعه هضم شده-9
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دست آمده از تعیین توالی نیز گونه هاي ه نتایج ب

. کا را تایید کردــانیا تروپیــــلیشمانیا ماژور و لیشم
نمونه هاي لیشمانیا ماژور با نمونه استاندارد سویه ایرانی 

   .  شباهت داشتنددرصدMRHO/IR/75/ER 95 یعنی  
   و نتیجه گیريبحث

لیشمانیوز بیماري وسیع الطیف انگلی است که کم 
 براي کنترل .و بیش از سراسر جهان گزارش می شود

ا ناقلین و مخازن بیماري شناسایی گونه براي مبارزه ب
چنین تشخیص بیماري براي  هم. می باشد ارزشمند

در این بررسی بیشترین .  سریع نیز اهمیت دارددرمان
ماژور  ونه لیشمانیاـــربوط به گـــده مـــیافت ش موارد

ان علاوه ـــتان خراســـــدر اس. دـتشخیص داده ش
 .دبر لیشمانیا ماژور، لیشمانیا تروپیکا نیز یافت گردی

الانه ـانیوز ســــتعداد موارد جدید لیشمدر جهان 
 میلیون نفر در 200 و میلیون نفر تخمین زده می شود 2

 هزار نفر 300 که از این تعدادمعرض خطر ابتلا هستند 
 200 تا 100لیشمانیوزیس بین . سالانه مبتلا می شوند

  و میر مرگ5000روز از عمر هر فرد می کاهد و علت 
 تا 1362میزان بروز بیماري از سال  .در سال است

.  مورد در هر صد هزار نفر است40  تا20حدود 1378
از  ایران کشور مختلف هاي کانون در جلدي لیشمانیوز

 در. است  لیشمانیا ماژور و لیشمانیا تروپیکانوع دو هر
 در رده نفر هزار صد در مورد 169 بروز با یزد1377 سال

 84 بین بروز با اصفهان و رسفا ایلام، هاي استان اول،
  و استاندوم رده در نفر هزار صد هر در مورد127 تا

 در هر مورد 84 تا 42 آلودگی با تانــــخوزس و خراسان
 هاي  استان.است گرفته قرار سوم رده در نفر هزار صد

 از مناطق مثبت موارد گزارش بدون گیلان و زنجان
  )3-4(.اند شده محسوب کشور پاك

هاي متداول که براي تشخیص  وشبیشتر ر
هاي  شامل آزمایش .شود مستقیم انگل استفاده می

میکروسکوپی است که از حساسیت پاینی برخوردار بوده 
که در برخی از گونه ها تعداد انگل کم  به دلیل این

است، و در طی کشت انگل مشکلات ناشی از آلودگی 
 تشخیص با استفاده از .محیط هاي کشت وجود دارد

 سریع و داراي حساسیت بالا PCR و روش ITS1ژن 
  .می باشد

 اسپاناکوس و همکاران با استفاده از 2008در سال 
در یونان باندهاي مشابهی را  Apo1این ژن و آنزیم 

  )17(.دست آورده بودنده براي لیشمانیا ماژور و تروپیکا ب
 دست آمده از تحقیق مراغی و همکارانه نتایج ب

فاده از روش  ـــ خوزستان با است در2007در سال 
Nested-PCR  براي تعیین گونه بیشترین موارد

  تشخیص داده شدL.majorلیشمانیوز جلدي از نوع 
دست آمده از این تحقیق مطابقت ه که با نتایج ب

  )18(.دارد
 کاظمی و همکاران با استفاده از 2008در سال  

نمونه هاي لیشمانیاي رنگ آمیزي شده با گیمسا 
توانستند نمونه ها را از لام جدا کرده و با استفاده از 

 سه گونه لیشمانیاي موجود در PCR-RFLPتکنیک 
 HaeIII و آنزیم ITS1ایران را با استفاده از ژن 

  )19(.تشخیص دهند
 واعظ نیا و همکاران با استفاده از 2009در سال  

با استفاده از   PCR-RFLPتکنیک  ژن مینی اکسون و
مبتلایان را   از درصد34در مشهد  HaeIII آنزیم

تشخیص تروپیکا  را لیشمانیا  درصد66 لیشمانیا ماژور و
پس از هضم آنزیمی براي  که در این تحقیق داده بودند

نمونه هاي لیشمانیا تروپیکا دو باند و براي نمونه هاي 
  )20(.لیشمانیا ماژور یک باند تشخیص داده شد

 جدا شده از بیماران در این تحقیق از نمونه هاي
جمع آوري شده بود  که از مناطق مختلف ایران ایرانی
 براي اولین بار ،ITS1ژن و تکثیر PCR انجام  ازپس 

زیمی ـــم آنـــبراي هض Apo1  آنزیم ازدر ایران
هاي ونه ـــن گـــتعیی رايـــبد و ـــتفاده شـــاس

سب مناران ـــ ای ازدهـــجدا شدي ـــانیوز جلـــلیشم
  .تشخیص داده شد
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Abstract 
 
Introduction: Leishmaniasis is one of the 
important endemic diseases in Iran and is 
divided into cutaneous and visceral 
Leishmaniasis. Since determining the type 
of the parasite is effective in the controlling 
and preventing of the disease, we sought to 
find a method for the diagnosis of 
cutaneous leishmaniasis. 
 
 Materials & Methods: In this research 35 
cutaneous leishmaniasis patients from 
different part of Iran [8 infectious cases 
from the province of Isfe-han and its 
margins namely, Ardestan, Kashan and 
Samiram; 2 cases from Kerman (the foci of 
the infection was Sirjan), 4 cases from 
Khorasan, 2 cases from Mashhad, 2 cases 
from Esfraeian, 2 casese from Boshehr, 3 
cases from Semnan (the foci of the 
infection was Damghan) and 1 case from 
ghom] were collected. After preparing the 
direct slide DNA extracted from all 

patients, polymerase chain reaction (PCR) 
was done for the gene of ITS1. 
 
Findings: The results of PCR indicated that 
all of the cases were positive and showed 
DNA fragment bands in the size range of 
69-350 bp. The results from restriction 
fragment length of polymorphism (RFLP) 
indicated that 94% (33 persons) and 6% (2 
persons) of the cases were detected as 
Leishmania major and Leishmania tropica, 
respectively. 
 
Discussion & Conclusion: These results 
showed that PCR-RFLP method by using 
Apo1gene is suitable for the diagnosis of 
cutaneous leishmaniasis caused by 
leishmania species.  
 
Keywords: cutaneous leishmaniasis, ITS1, 
PCR-RFLP, Apo1 
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