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   لیشمانیاي جداشده از بیماران مبتلا به سالک در کرمانشاه  هاي  شناسایی گونه
 RAPD-PCRبا روش 

  3کرجی ؛ علی گرگین2پور بیژن نعمان ؛*1یزدان حمزوي
 

  چکیده
در بیماران مورد بررسی   RAPD- PCRگونه لیشمانیاي عامل بیماري سالک با روش حاضر با هدف مشخص کردن مطالعه

جداسازي و در   اند، گونه سابقه مسافرت به مناطق خارج از استان نداشته هفت ایزوله لیشمانیا از بیمارانی که هیچ. انجام شد
  ها جدا شده و با روش آن  RPMI 1640، DNAپس از تکثیر انبوه لپتومونادها در محیط . کشت شد NNNمحیط 

RAPD- PCR ان داد که گونه عامل بیماري در این افراد نشآمده  دست مطالعه باندهاي به .تعیین گونه شدندLeishmania 

major رسد که لیشمانیا ماژور عامل اصلی لیشمانیوز جلدي در استان کرمانشاه باشد نظر می به. باشد می .  
 ایران ، کرمانشاه،RAPD-PCRلیشمانیوز جلدي،  :ها کلیدواژه
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  مقدمه
لیشمانیوز جلدي  ترین مناطق اندمیک ایران یکی ازمهم

یاخته   عامل بیماري ناشی از تک .استجهان  دریا سالک 
Leishmania  در . استنسجی -روه تاژکداران خونیاز گ

شود که پس از  هایی در پوست ایجاد می این بیماري زخم
سازمان جهانی . ماند باقی می )Scar(اي زخمج ،بهبودي

هاي مهم  بیماري لیشمانیوز را  یکی از بیماري ،بهداشت
انگلی در سطح جهان معرفی نموده و انجام مطالعه و 

کید أاري را مورد تن بیمهاي مختلف ای یق در زمینهقتح
 .  )2و  1(قرار داده است 

و  )شهري(در ایران بیماري به دو فرم مهم خشک 
ترتیب توسط  وجود دارد که به) روستایی(مرطوب 

Leishmania tropica  وLeishmania major  ایجاد
هاي  هاي متفاوتی براي تعیین گونه انگل روش. شوند می

ز جمله روش ا. گیرند یلیشمانیا مورد استفاده قرار م

براي عنوان روش استاندارد طلایی  ایزوآنزیم که به
سفانه أمت. هاي لیشمانیا معرفی شده است ناسایی گونهش

در  گیر و پرهزینه بوده لذا معمولاً این روش بسیار وقت
. )3( شود مراکز محدود و خاصی از جهان انجام می

ساختمان  هاي دیگري که  بر اساس امروزه بیشتر از روش
از جمله این . گردد باشد، استفاده می ها می ژنتیکی سلول

  مانند PCRهاي مختلف  توان به روش ها می روش
RAPD-PCR )random amplification of Polymorphic DNA( 

اشاره نمود که به فراوانی در مطالعات مختلف مورد 
ت ها مطالعا با استفاده از این روش .گیرند استفاده قرار می

فراوانی هم براي تشخیص بیماري و هم براي تعیین گونه 
ناقلین و مخازن  آن در ایران  و سایر  بیماران،  لیشمانیا در

  ). 4-7(نقاط جهان انجام  شده است 
خصوص در مناطق گرمسیري  به ،در استان کرمانشاه

اکولوژیکی و وجود ناقلین  آن با توجه به شرایط اقلیمی،

تاه
 کو

ش
زار

گ
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.  کان اپیدمیک شدن بیماري وجود داردبیماري، بالقوه ام
هایی از  حاکی از وجود احتمالی کانون برخی مطالعات

ذهاب و  استان مانند سرپل بیماري در برخی مناطق
تعیین گونه انگل با توجه به ). 9( دهستنقصرشیرین 

دوره  ،هاي  بالینی هاي اساسی موجود در ویژگی تفاوت
ژیک مانند ناقلین، هاي اپیدمیولو بیماري و نیز ویژگی

کنترل لیشمانیوز جلدي شهري  مخازن، نحوه پیشگیري و
همچنین تعیین  .استروستایی داراي اهمیت خاص  و

روستایی در کشور  چگونگی پراکندگی سالک شهري و
  . استز اهمیت یحا
  

  ها مواد و روش
  در این مطالعه بیمارانی که از مناطق مختلف 

ص بیماري سالک به منظور تشخی استان کرمانشاه به
  آزمایشگاه کلینیک ویژه دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه 

ابتدا از محل . کردند مورد بررسی قرار گرفتند مراجعه می
گیري بر روي لام انجام شده و  نمونه ،زخم بیمار

. آمیزي شدند شده با روش گیمسا رنگ هاي تهیه گسترش
ن در اي براي هر یک از بیمارا ضمن تکمیل پرسشنامه

ها به خارج از استان کرمانشاه  مورد سابقه مسافرت آن
  ها از نظر وجود اجسام  آنگاه نمونه. شد ال میؤس

. گرفتند لیشمن مورد بررسی میکروسکوپی قرار می
 ها بر روي محیط کشت همچنین از سروزیته زخم آن

NNN )random nicol novi and mac nil medium(  کشت
فقط آن دسته از  ،هاي مثبت نهدر میان نمو. داده شد

اي از مسافرت به خارج از  گونه سابقه بیمارانی که هیچ
استان را نداشتند، وارد مطالعه شده و بقیه موارد از مطالعه 

 .خارج شدند

کثیر انبوه براي ت  NNNهاي رشدیافته در محیط نمونه
و بعد ) 10( پاساژ داده شده RPMI–1640در محیط 

DNA  آمده تا زمان  دست ههاي ب نمونه. دیدها جدا گر آن
 DNA هفت نمونه . داري شدند آزمایش در یخچال نگه

منظور تعیین گونه  شده بههاي جدا ایزوله آمده از دست به
مورد بررسی قرار گرفتند و  PCR –RAPDبا روش

محصول کار با روش الکتروفورز مورد بررسی قرار 
د استفاده قرار پرایمرهایی که در این مطالعه مور. گرفت

 Ab1-O1)GTT TCG CTC C ( ،Ab1-O7 : گرفتند شامل
)GGT GAC GCA G(،M13  )GTA AAA CGA CGG 

CCA GT ،CBa  )GG GTT GGT GTA A(،Cb1  )ATG 

GCC ACC ACG TAC GAG GAG  ( وCb2 )GGA 

CGG GTA CTG CGC AGC CTT  (بودند )8.(  
  

  ها  یافته
یمرهاي مورد استفاده، در این مطالعه با استفاده از پرا

حداقل سه باند براساس هر پرایمر  ،براي هر گونه
باندهایی با   Ab1-01با استفاده از  پرایمر .  شناسایی شد
که معرف  جفت باز  1500و  900 ،600، 500وزن تقریبی 

  .، تشکیل گردیدهستندلیشمانیا ماژور

هاي لیشمانیا از پرایمرهاي  یید هویت انگلأبراي ت
CB1   وCB2  که بر اساس ژنKinetoplastid membrane 

protein  )KMP (اند، نیز استفاده  لیشمانیا طراحی شده
هاي لیشمانیا و ویانیا بسیار  این ناحیه در انگل. گردید

ملاحظه  هاي لیشمانیا باثبات بوده و در تمامی گونه
ها مشترك است و مشاهده  در این انگل 270باند . شود می

 800و   536باند . ند معرف انگل لیشمانیا باشدتوا آن می
، که در همه استبراي لیشمانیا ماژور اختصاصی  نیز

همچنین از دو  .هفت نمونه مورد مطالعه مشاهده شد
لیشمانیاها  16S r RNAپرایمر دیگر که بر اساس ژن 

و  TCG CAG AAC GCC CCT ACC(اند  طراحی شده
AGG GGT TGG TGT AAA ATA GGC   ( و درL.m  

و دیگري به وزن   775دو باند اختصاصی، یکی به وزن 
در . نمایند، استفاده گردید جفت باز را ایجاد می  920

لیشمانیا تروپیکا و لیشمانیا اینفنتوم این دو باند تشکیل 
 اي از سیماي نمونه 1در شکل ). 8(شوند  نمی

 RAPD-PCRمحصول ) finger print(الکتروفورتیک 

 چند ایزوله لیشمانیاي جداشده از بیماران مبتلا مربوط به
  به سالک در شهرکرمانشاه که با استفاده از پرایمرهاي

    .گردد ده میـاهـده است، مشـه شـتهی  16S r RNAژن  
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ن مبتلا به سالک کرمانشاه با آمده از چهار سوش لیشمانیاي جداشده از بیمارا دست هب RAPD-PCRتصویر الگوي الکتروفورتیک محصول  -1شکل 
  )ایزوله هاي کرمانشاه : krور ژلیشمانیا ما: L.m مارکر : 16S r RNA )M ژنهاي استفاده از پرایمر

  
ترتیب تمامی هفت ایزوله مورد بررسی در این  بدین

  .عنوان لیشمانیا ماژور شناسایی شدند مطالعه به
  

  بحث
یین در مطالعات متعددي براي تع  RAPD-PCRروش 

هاي ژنتیکی بین  گونه انگل و حتی براي تعیین تفاوت
شریفی و اردهالی  .هاي مختلف استفاده شده است گونه

جدا  ،عامل بیماري را از مبتلایان به سالک ،شهر بم در
ها در این  آن. تعیین گونه کردند PCRنموده و با روش 

عنوان عامل  گونه لیشمانیا ماژور را جداسازي و به ،مطالعه
  ).5(بیماري معرفی نمودند 

بیماران  استان بوشهر از درنیز  و همکاران حمزوي
هاي انگل را جدا نموده و با روش  سوش ،مبتلا به سالک

PCR  RAPD- عامل  بیماري سالک در . ندی نمودیشناسا
از گونه لیشمانیا نیز مناطق مورد مطالعه استان بوشهر 

  .)6( ماژور بود
که داراي   Ab1-01ط پرایمر شده توس باندهاي تشکیل

بودند، در  1500و  900، 600، 500 اوزان تقریبی

و  و حمزوي) 8(و همکاران  )Noyes(نویس مطالعات 
این باندها در سایر نقاط . اند نیز دیده شده)  6(همکاران 

عنوان باندهاي معرف لیشمانیا  کشور و برخی مناطق دنیا به
 16S r یی ژنوم ناحیهاي شناسابر. اند ماژور مشاهده شده

RNA  لیشمانیاها دو پرایمر وجود داشته کهL.m   دو باند
جفت باز را   920و دیگري  775اختصاصی، یکی به وزن 

نماید، در حالی که در لیشمانیا تروپیکا و  ایجاد می
  ).8و  7، 4(شوند  دیده نمیلیشمانیا اینفنتوم این باندها 

  
  گیري نتیجه

رسد که لیشمانیا  نظر می له بهبا توجه به نتایج حاص
ماژور عامل اصلی لیشمانیوز جلدي در مناطق مختلف 

انجام مطالعات دقیق، جامع و کامل . استان کرمانشاه باشد
در زمینه هاي مختلف این بیماري از جمله اپیدمیولوژي، 
ناقلین و مخازن احتمالی بیماري، به خصوص در مناطقی 

شود، توصیه  تر ملاحظه میاز استان که موارد بیماري بیش
  .گردد می
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