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Abstract 
Background and Objective: Zoonotic Cutaneous Leishmaniasis (ZCL) is a parasitic disease which 
caused by a protozoan belongs to the genus Leishmania. ZCL is of great public health importance in 
many countries and also in endemic parts of Iran. Leishmania major is the causative agent, Phlebotomus 
papatasi as the main vector and Rhombomys opimus is the most important reservoir of the disease. 
Species identification of Leishmania in a large scale of human samples is necessary to conduct a useful 
program for controlling the disease outspread. This study was done to identify the Leishmania using 
microscopic and molecular methods in suspected patients of Cutaneous Leishmaniasis by targeting 
ITS-rDNA gene, Golestan province, Iran. 

Materials and Methods: 121 smears collected from suspected patients of ZCL, in Eastern region of 
Golestan province, Iran during 2009-10, stained and examined under a light microscope. DNA of 
parasites extracted directly from smears and ITS-rDNA gene amplified. Positive samples digested with 
BsuRI restriction enzyme, according to RFLP method and subsequently the parasite was identified. After 
sequencing the ITS-rDNA gene, Molecular software was applied for verification of RFLP results. The 
achieved results were definitely approved by this procedure. 

Results: 113 out of 121 and 92 out of 121 samples detected as Leishmania positive using microscopic 
examination and molecular method respectively. All 92 molecular positive samples digested with BsuRI 
endonuclease and 90 individuals identified as Leishmania major. In order to final verification, 8 samples 
of Leishmania major sequenced and confirmed by molecular software analysis. Unfortunately, sequences 
of two samples which were not Leishmania major were not readable, and consequently, these could not 
be identified. 

Conclusion: Comparison of obtained sequences of current study with Gene Bank sequences confirmed 
L.major in human from Northern Iran. Other species of Leishmania were not identified in this 
investigation but detection of two other samples, which were not L.major, could indicate the role of other 
Leishmania species causing infection in human in Eastern region of Golestan province, northern Iran. 
These findings should be considered to improve the disease control programs, which can be led to 
increase the rate of public health in Golestan province. 
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  حقيقيت

  ۸۱تا  ۷۲ صفحات

  مولکولي و ميکروسکوپي هاي روش استفاده از با ليشمانيا انگل هويت تعيين
  )۱۳۸۸-۸۹(گلستان  استان در افراد مشکوک به ليشمانيوز در ITS-rDNA ژن دادن قرار با هدف و

  ۵بديعي فرهاد دکتر، ۴دكتر محمدرضا هنرور، ۳دکتر عارف اميرخاني، ۲*دکتر پرويز پرويزي، ۱احمد بقائي
گروه دانشيار  -۲ .دانشگاه آزاد اسلامي واحد قم،  يشناس ميکروب، گروه انستيتو پاستور ايران ،  آزمايشگاه سيستماتيک ملکولي،  يشناس اس ارشد ميکروبکارشن -۱

، يپزشک عموم -۴ .حد علوم پزشکي تهرانشگاه آزاد اسلامي، وا، دان يدانشيار گروه اپيدميولوژ -۳ .انستيتو پاستور ايران،  آزمايشگاه سيستماتيک ملکولي ،شناسي انگل
عضو مرکز تحقيقات مديريت سلامت و ،  يپزشک عموم -۵ .گلستاندانشگاه علوم پزشکي ، يعضو مرکز تحقيقات مديريت سلامت و توسعه اجتماع، تغذيه يدکتر يدانشجو

  .گلستان يدانشگاه علوم پزشک ،يتوسعه اجتماع

  ________________________________________________________________________    
  چكيده

ن است که به عنـوان يـک معضـل    اي مشترک بين انسان و حيوا ياخته ليشمانيوز جلدي روستايي يک بيماري انگلي تک : زمينه و هدف
ترين مخزن،  عامل بيماري ليشمانيا ميجر، ناقل اصلي آن فلبوتوموس پاپاتاسي و مهم. رح استمطبهداشتي در بسياري از کشورها و نيز ايران 

بـا  ليشـمانيا  گـل  تعيـين هويـت ان  اين مطالعه به منظـور   .انسان مخزن اتفاقي ليشمانيوز جلدي روستايي است. باشد رومبوميس اپيموس مي
  .انجام شد استان گلستانشرق در  ITS-rDNAو هدف قرار دادن ژن  مولکولي ميکروسکوپي و تشخيص

گنبـد و   يهـا  شهرسـتان  درروسـتايي  بيماري ليشمانيوز جلدي  فرد مشکوک به ١٢١ي رو يمقطع يتوصيفلعه اين مطا : روش بررسـي 
بـا   آميـزي  پس از رنگت و برداري مستقيم صورت گرف نمونه از ضايعات. انجام شد ١٣٨٨-٨٩ يها ر سالدشرق استان گلستان تپه در  مراوه
موارد مثبت ليشمانيا . تکثير يافت PCRبا استفاده از  ITS-rDNAاستخراج و ژن  DNAها  از گسترش. عمل آمد مشاهده ميکروسکوپي به گيمسا

  .شدييد تاافزارهاي مولکولي گونه ليشمانيا  يين توالي و استفاده از نرمتعيين گونه شد و با تع RFLPبه روش  BsuRIبا استفاده از آنزيم 
نفر با روش مولکولي  ٩٢نفر با مشاهدات ميکروسکوپي و  ١١٣ ،روستايي ليشمانيوز جلديمشکوک به بيماري فرد  ١٢١کل از  :ها  يافته
مورد ليشمانيا ميجر تشخيص داده  ٩٠تعيين گونه و  RFLPروش با استفاده از  PCR موارد مثبت .تشخيص داده شدند آلوده ليشمانيابه انگل 

 يلتـوا  کـه  مـورد از مـوارد مثبـت   ٢در . مورد ليشمانيا ميجر تعيين توالي گرديد و مجدداً مورد تأييد قـرار گرفـت   ٨براي تأييد نهايي . شد
  .بود؛ گونه ليشمانيا مشخص نشدمشخص نا

طور قطع  نگل ليشمانيا در اين مطالعه با موارد ثبت شده در بانک جهاني ژن، ليشمانيا ميجر بهبا مقايسه نتايج تعيين توالي ا : گيري نتيجه
ها در اين  هاي ليشمانيا در ناقلين و مخازن، اين گونه مربوط به ديگر گونه يها با توجه به گزارش. ييد قرار گرفتادر انسان در منطقه مورد ت

تواند نشاني از آلودگي همزمان بيش از يک گونه ليشمانيا در انسان در  مورد غير ليشمانيا ميجر ميهرچند دو . مطالعه در انسان يافت نگرديد
  .در يک فرد قابل تفکيک نبود کار رفته در اين مطالعه آلودگي همزمان دو ليشمانيا هاي به روشاما با  ؛منطقه باشد

  ، گلستان ستاييليشمانيوز جلدي رو، ITS-rDNA ،  ليشمانيا ميجر : ها کليد واژه
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  مقدمه
عنوان یکی از مشکلات عمده بهداشتی  انواع بیماري لیشمانیوز به

 و پزشکی در بسیاري از کشورهاي جهان از جمله ایران مطرح است
انگل لیشمانیا، ناقلین بیماري، انـواع پشـه    هاي گونه امل بیماريوع و

سه گونه . باشند گان میسانان و جوند ها و مخازن بیماري سگ خاکی
عنوان عامـل بیمـاري لیشـمانیوز انسـانی در ایـران       هاز انگل لیشمانیا ب

شـامل  اند که از نظر اهمیت اپیـدمیولوژیکی بـه ترتیـب     شناخته شده
 ).2و1(باشـند   یم ـ لیشمانیا میجر، لیشمانیا تروپیکا و لیشمانیا اینفانتوم

هـا مـورد    سـال  ؛دارد علت اهمیتی که این بیماري از نظر بهداشـتی  به

که این بیماري از  طوري هب. توجه سازمان بهداشت جهانی بوده است
شود و بخش تحقیقات  بیماري مهم مناطق گرمسیري محسوب می ده

این بیمـاري   (TDR)هاي گرمسیري سازمان بهداشت جهانی  بیماري
ــرد را در ــاري اول  ف ی ــه بیم ــایی، دانــگ و   (س ــانوزوم آفریق تریپ

هاي نوپدید و غیرقابل کنتـرل قـرار داده    و جزو بیماري  )لیشمانیوزها
 ).4و3(است 

هاي  کشور جهان در قاره 88در حال حاضر بیماري لیشمانیوز در 
 72در میان این کشورها  و شود آسیا، اروپا، آفریقا و آمریکا دیده می

در . کشور کمتر توسعه یافته وجـود دارد  13کشور در حال توسعه و 



  ٧٣ / و همکاران احمد بقائي  
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ورهاي توسعه یافته در اروپا نیز لیشمانیوز کم و بـیش  تعدادي از کش
این بیماري در اسـترالیا و قطـب جنـوب گـزارش نشـده      . شیوع دارد

  .)6و5(است 
میلیـون مـورد و میـزان     12-14میزان شیوع این بیماري در جهان 

هـزار مـورد آن    500میلیون مورد اسـت کـه    5/1-2بروز سالیانه آن 
و بقیـه مربـوط بـه لیشـمانیوز جلـدي و       مربوط به لیشمانیوز احشـایی 

میلیون نفر در جهان در معرض  350حدود . باشد مخاطی می -جلدي
  .)8و7(خطر این بیماري قرار دارند 

 شـامل کشور جهان  8موارد لیشمانیوز جلدي از  درصد90حدود 
افغانستان، برزیل، ایران، پرو، عربستان سـعودي، سـوریه، الجزایـر و    

کشـور   3مخـاطی از   –ارد لیشـمانیوز جلـدي   مو درصد90سودان و 
مـوارد لیشـمانیوز    درصـد 90بولیـوي، برزیـل و پـرو و     شـامل  جهـان 

کشور جهان از جمله بـنگلادش، هندوسـتان، سـودان،     5احشایی از 
هـاي رسـمی، میـزان     براساس گزارش. شود نپال و برزیل گزارش می

باشـد   مـی  نفـر  59000مرگ و میر ناشی از لیشمانیوز احشایی سالیانه 
) 9(.  

گیرشناسی، ناقلین، مخازن و تعیین  همه در مورد ياریبسمطالعات 
 کشـور  هویت انگل لیشـمانیا و عوامـل لیشـمانیوز در نقـاط مختلـف     

ــده  ــب ). 9و8و2و1(اســت انجــام ش ــات در اغل ــاي  از روشمطالع ه
مطالعه بر . متداول مورفولوژیکی و میکروسکوپی استفاده شده است

در شـمال شـرقی    1953ی در ایـران از سـال   یانیاروي آلودگی لیشـم 
از ( آبـاد  و لطـف ) شرق استان گلستان(صحرا  ایران در منطقه ترکمن

شــروع شــد  )ياســتان خراســان رضـو  درگـز  شهرســتان يهــا بخـش 
به تدریج این مطالعات به مناطق دیگر ایران گسترش پیـدا  ). 11و10(

شده  مطالعهادي هاي لپتومون روي آلودگی بر فقطمطالعات این . کرد
در اکثر مطالعات محققین  .بود نشدهجدا و تایپ  انگل دقیقاًاست و 

 ــ ــومیس اپیمــوس ب ــران رومب ــوان مخــزن اصــلی بیمــاري و   هدر ای عن
 ـ عنـوان ناقـل اصـلی لیشـمانیوز جلـدي نـوع        هفلبوتوموس پاپاتاسی ب

هرچند در مطالعات  ).10-12(شده است ران گزارش ی در اییروستا
عنـوان   هی در بعضی از مناطق ایران مریونس لیبیکوس بمحققان ایران

هــاي پشــه خــاکی زیــرجنس      بعضــی از گونــه   مخــزن ثانویــه و 
هـاي   گونـه  انـد و  عنوان ناقلین ثانویـه معرفـی شـده    هپارافلبوتوموس ب

خاکی زیرجنس پارافلبوتوموس نقش حفـظ سـیکل انگـل را در     پشه
  .)13و1( کنند مخازن حیوانی بیماري ایفا می

ین هویــت انگـل لیشــمانیا در انسـان، مخــزن و ناقـل بیمــاري    تعی ـ
هاي متداول آزمایشگاهی، ایزوآنـزیم، منوکلونـال    لیشمانیوز با روش

در  PCRبادي و تکثیر بخشی از ژنـوم انگـل لیشـمانیا بـه روش      آنتی
هرچند تعیین هویت انگـل بـراي شـناخت    ). 14(ایران متداول است 

ا حدودي مـورد تأییـد بعضـی از    هاي فوق ت وضعیت بیماري با روش
اما تعیین و تأیید قطعی انگل بـدون سـکانس و    ؛باشد متخصصین می

 تردیـد شـک و  تعیین توالی بخشی از ژنوم انگل لیشمانیا همـواره بـا   
عامـل   هاي انگل لیشمانیا بـه عنـوان   در ایران گونه .واجه بوده استم

یی، رکز جغرافیاتم ،ینیبالعلائم  توجه به بیماري لیشمانیوز جلدي با
هـاي آزمایشـگاهی بـه مخـازن      آلـودگی ی، مخازن حیوانی اختصاص

در  بـادي  سـرولوژي و گـاهی بـا مونوکلونـال آنتـی     ل، حیوانی یا ناق ـ
 ی بـا یهاي لیشمانیا تشخیص آلودگی. کاراکتریزه شده است بیماران،

از  .اسـت  بودهی یا مولکولی معدود یهاي بیوشیمیا روش کارگیري به
در حـد انجـام    نیـز بعضـاً   هاي مولکولی روش ستفاده ازسوي دیگر ا

PCR  گیـري   بهـره  شده است و محدود در ژل مربوطه باند مشاهدهو
نوکلئوتیـدي ژن مـورد    تعیـین تـوالی   همچـون  هاي پیشرفته روش از

آنالیزهاي مولکولی و فیلوژنتیـک در تعیـین هویـت انگـل      مطالعه و
از  و در صورت انجـام نیـز  ت کار گرفته شده اس هب ندرت هب ،لیشمانیا

لذا این مطالعه بـه   ).16و15(شده است تعداد معدودي نمونه استفاده 
 میکروســکوپی و تشـخیص بــا لیشـمانیا  منظـور تعیـین هویــت انگـل    

 استان گلسـتان  شرقدر  ITS-rDNAو هدف قرار دادن ژن  مولکولی
  .انجام شد

  روش بررسي
  ها آوري نمونه جمع

فرد مشکوك بـه بیمـاري    121ی روي این مطالعه توصیفی مقطع
  هـاي  سـال  یط ـ اسـتان گلسـتان   در شـرق  لیشمانیوز جلدي روسـتایی 

  .انجام شد 89-1388
مراکـز  از  يمـار یبمشـکوك بـه   افـراد   ابتدا اطلاعات مربـوط بـه  
در شـرق اسـتان   تپـه   هـاي گنبـد و مـراوه    بهداشت و درمان شهرستان

مشـکوك بـه    هـاي  از ضایعات پوسـتی و زخـم   .شددریافت گلستان 
 .صورت گرفت يبردار به روستاها نمونه ي، با مراجعه حضورسالک

چنانچـه زخـم   . ضـدعفونی شـد   درصـد 96ابتدا سطح زخم با الکـل  
قسـمت مـوردنظر بـراي     ؛پوشیده از عفونت باکتریایی یا قارچی بـود 

بـه کمـک لنسـت یکبـار     . برداري از ضایعات عفونی پاك شد نمونه
شـیه زخـم در جهـت مرکـز بـه حاشـیه       مصرف استریل، از لبـه و حا 

سپس مقداري از سروزیته  .دیگردشکافی در زیر ناحیه متورم ایجاد 
 ).17(د ی ـگردتوسط لنست به سطح لام منتقل شد و به خوبی پخش 

ها خون  المقدور در نمونه حتیانجام شد که  یصورت بهبرداري  نمونه
ل سکونت، سن، شغل، محشامل  یهر فرد اطلاعات يبرا. وارد نگردد

میزان تحصیلات، نوع زخم، مدت ابتلا بـه زخـم، تعـداد ضـایعات،     
محل ضایعه، سابقه مسافرت به مناطق اندمیک و سابقه مصرف دارو 

  .ثبت شد يا در پرسشنامه
  آميزي شده هاي رنگ بندي لام مشاهده و درجه

خشـک  ه و گرفت ـ اسمیرهاي تهیه شده در شرایط آزمایشگاه قرار
 .شـدند ثانیـه فـیکس    30به مـدت   درصد95با متانول ها  نمونه. نددش

 30تـا   20و به مـدت  ) با آب مقطر 1:10رقت (سپس با رنگ گیمسا 
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 هـا بـا آب شسـته    لام ،آمیـزي  پس از رنگ. آمیزي شدند دقیقه رنگ
هاي انگل بـر روي لام در   ن، آماستیگوتخشک شدو پس از  ندشد

 x1000نمـایی   با روغن ایمرسیون و درشت زیر میکروسکوپ نوري
 براسـاس  ،در مشـاهدات میکروسـکوپی   موارد مثبـت . نددش جستجو
ه یاز گسترش ته یکروسکوپید میدان دیم تعداد انگل در هر متوسط
 ).18( بندي گردیدند رجهاز یک مثبت تا شش مثبت د شده،

 DNAاستخراج 
 تهیـه شـده بـر روي لام و    هـاي  از گسترش DNAبراي استخراج 

هـایی کـه داراي لامـل     گسـترش  ابتـدا  یمسـا، آمیزي شده بـا گ  رنگ
در داخل گزیلل به مدت یک شبانه روز قرار گرفتند تا لامل  ؛بودند

 ،جا شده و به راحتی بدون از بین رفتن گسترش ها جابه لام پوششیا 
بعد از . شسته شدند درصد96ها توسط اتانول  سپس لام .برداشته شود

،  mM50 NaCl( یزکننـده بـافر ل  µl 300ها، مقـدار   خشک شدن لام
mM50 Tris  ،mM10 EDTA  ،1درصـــد v/v Triton ــا ) 4/7pH بـ

بعـد از چنـد دقیقـه در حـرارت اتـاق،       و روي گسـترش ریختـه شـد   
طور کامل از روي لام کنده شـد و بـا اسـتفاده از سـمپلر      گسترش به

 .افـت یانتقـال  لیتري  میلی 5/1هاي  محتویات روي لام به میکروتیوب
. ه کد اختصاصی نمونه روي میکروتیوب ثبت گردیـد سپس بلافاصل

بـه محلـول    mg/ml 20بـا غلظـت   ) فرمنتاز( kپروتئیناز  µl 15مقدار 
ساعت در  4-6 و به آرامی مخلوط گردید و به مدتشد فوق افزوده 

جلوگیري از ورود  يبرا. قرار داده شد گراد یدرجه سانت 56 ماري بن
درب آنهـا بـا پـارافیلم بـه خـوبی       ها یا تبخیر بافر آب به میکروتیوب

ــه . محکــم شــد ــن بعــد از خــارج نمــودن نمون ــه هــر  هــا از ب مــاري ب
دقیقـه بـه    5فنل اشباع اضافه و به مـدت   µl 300میکروتیوب، مقدار 

و بـه   rpm 10000ها با دور  سپس نمونه. آرامی با آن مخلوط گردید
بعـد از  . سـانتریفوژ شـدند  گـراد   یسـانت  د رجه  10 دقیقه در 12مدت 

ــد   ــوب تشــکیل گردی ــاز در میکروتی ــانتریفوژ ســه ف ــالایی . س ــاز ب ف
(supernatant) تر و حاوي  یا فاز آبی که شفافDNA  توسـط   ؛بـود

. لیتـر منتقـل شـد    میلـی  5/1سمپلر با دقت به یک میکروتیوب جدید 
هـا   کلروفرم بـه میکروتیـوب  -مقدار هم حجم مخلوط از محلول فنل

مجـدداً   د وی ـگرده آرامی بـا آن مخلـوط   دقیقه ب 5اضافه و به مدت 
و انتقـال   (supernatant)پس از جداسازي فاز رویـی  . سانتریفوژ شد

م و یکلروفرم خالص افزود µl 300آن به میکروتیوب جدید، مقدار 
در ایـن مرحلـه    .مینمـود به آرامـی تکـان داده و مجـدداً سـانتریفوژ     

. زیرین رفت و حذف شدبه فاز  ؛اي بازدارنده بود بقایاي فنل که ماده
حجـم   1/0پس از انتقال فاز رویی به میکروتیـوب جدیـد بـه میـزان     

سـپس معـادل دو برابـر    . مـولار افـزوده شـد    3محلول، استات سدیم 
میکروتیـوب  . نیز به آن اضافه گردیـد  درصد96حجمش اتانول سرد 

م و ی ـهـاي فـوق را بـه آرامـی در دسـت حرکـت داد       حاوي محلـول 
این مرحله به دلیل وجود الکل خالص و آبگیري در  DNAهاي  رشته

 یمنف ـبه مدت یک شب در فریـزر   ها، میکروتیوب .شدکم ظاهر  کم
ها به مدت ده دقیقـه   نمونه سپس .شد يگراد نگهدار یدرجه سانت 20

اتانول . دار سانتریفوژ شدند در میکروفیوژ یخچال rpm 12000با دور 
و مابقی آن نیز شدند ریخته  ها، به آرامی دور موجود در میکروتیوب

به رسوب افـزوده   درصد70اتانول  µl 200مقدار  .شدبا سمپلر تخلیه 
کـردن   بـا خـم   .شـدند فوژ یط مرحلـه قبـل سـانتر   یو مطـابق شـرا   شد

و مـابقی بـا    شـد  ها، اتانول موجود به آرامی دور ریختـه  میکروتیوب
حالـت  ها بـاز و بـه    سپس در میکروتیوب .شدسمپلر به دقت برداشته 

داده شـد تـا بقایـاي الکـل      قـرار گراد  یدرجه سانت 37 ایستاده در اتو
حاصـل،   DNAدر آخرین مرحله . تبخیر شود موجود در آنها کاملاً

حل شد و مـدت   1X TEآب مقطر دوبار تقطیر استریل یا  µl 35در 
سـپس بـه   گرفـت و  قـرار  گراد  یدرجه سانت 37 ماري دقیقه در بن 15

  ).19( شدمنتقل گراد  یدرجه سانت 4 یخچال
PCR  با هدف قراردادن ژنITS-rDNA 
ــراد    ITS-rDNAاز ژن  ــمانیایی در اف ــودگی لیش ــین آل ــراي تعی ب

اي اسـت   هـاي هسـته   ایـن ژن از ژن . مشکوك به بیماري استفاده شد
بـراي تکثیـر ژن از    .که در بین زیرواحدهاي ریبـوزومی واقـع اسـت   

ــتگاه ــتفاده  PCR دسـ ــداسـ ــام  .شـ ــراي انجـ ــر PCRبـ   از دو پرایمـ
ITS1F (forward) (5´GCAGCTGGATCATTTTCC3´) و  

ITS2R4 (reverse) یـــــــــــــدهاي تبـــــــــــــا نوکلئو
(5´ATATGCAGAAGAGAGGAGGC3´)  ــک شــد اســتفاده و ی

 ؛ باشـد  مـی ) بدون احتساب پرایمرهـا (جفت باز  430قطعه که حدود 
  .)20( تکثیر یافت

 ها و سکانس توالي RFLPبه روش  PCRهضم محصولات 
توسـط آنـزیم انـدونوکلئاز     PCRمام موارد مثبـت محصـولات   ت

BsuRI  ــا روش ــرار گرفــت  RFLPو ب ــورد هضــم ق ــزیم. م ــاي  آن ه
ــزیم  ــا آنــ ــه آنهــ ــه بــ ــدونوکلئازي کــ ــده انــ ــاي محدودکننــ   هــ

(Restriction Enzyme)  قادرنـد رشـته    ؛گوینـد  نیز مـیDNA  را در
آنزیم بسته به نوع  DNAنواحی با توالی خاص بشکنند و لذا قطعات 

هـاي متفـاوت    به قطعات مختلف با انـدازه  DNAکار رفته و توالی  به
  BsuRIانتخـــاب آنـــزیم    ).کیــ ـ جـــدول ( شـــوند  خـــرد مـــی 

ــه  ــالیز ســکانس گون ــا آن ــرم  ب ــاي رفــرنس لیشــمانیا توســط ن ــزار ه   اف
CLC DNA Workbench 5.2 پـس از   .)کیشکل ( صورت گرفت

هرگونـه از  . دشه و با یکدیگر مقایس مشاهدهالکتروفورز این قطعات 
آنـزیم   از. )21( باشـد  لیشمانیا داراي قطعه یا قطعات اختصاصـی مـی  

BsuRI (HaeIII)  کهDNA  را در ناحیهGG↓CC    شناسـایی کـرده و
هـاي   سـویه هر کدام از  ITS1-PCRمحصول . استفاده شد ؛شکند می

تعدادي . ها مورد هضم توسط این آنزیم قرار گرفت و نمونه رفرنس
تعیـین گونـه شـده بودنـد و      RFLPروش  که با PCR محصولات از

تعدادي نیز که با این روش مشکوك بـوده و قابـل تشـخیص قطعـی     
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بـراي   .طور مستقیم و بدون کلون کردن تعیین توالی شدند هب ؛نبودند
  ســـپس .ســـازي شــد  خــالص  PCRایــن منظـــور ابتــدا محصـــول   

 الیتعیـین تـو   يبرااي هر نمونه رخالص ب DNAصد نانوگرم از  یک
DNA    بـا کیـتABI Prism® Big Dye™ Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit   
  و دســــــتگاه )، امریکـــــا  Applied Biosystemsشـــــرکت  (

373/377 sequencing systems (ABI, PE Applied Biosystems) 
. مورد استفاده قرار گرفت )، امریکا Applied Biosystemsشرکت (

ي سـکانس  هـا  بـراي تمـام نمونـه    DNAکردن تـوالی  وارد  به منظور
نوکلئوتیدها با کروماتوگرافی هر نمونـه،   تطبیق تنظیم توالی وشده، 
بـراي آنالیزهـاي   . اسـتفاده شـد    SequencherTm 4.1.4افـزار  از نرم

 Phylogenetic analysis usingافــزار فیلــوژنتیکی نیــز از نــرم  

parsimony  یاPAUP* شد استفاده.  
  اه يافته

 يوز جلـد یشـمان یل يمـار یفرد مشـکوك بـه ب   121در مجموع از 
روسـتا از   8تپـه و   روسـتا از توابـع شهرسـتان مـراوه     11، در ییروستا

 يبـردار  تپه و گنبـد، نمونـه   مراوه يز شهرهایتوابع شهرستان گنبد و ن
آورده شـده   2و جنس افراد در جدول  یسن يبند گروه. عمل آمد به

عات براساس گـروه  یتعداد و محل ضا یوانع فراین توزیهمچن. است
  .اشاره شده است 3در جدول  یسن

مـورد   121از  )درصد 4/93( نفر 113هاي  انگل لیشمانیا در نمونه
هاي میکروسکوپی با وفور متفاوت مشاهده گردید  مشکوك با روش

  ).4جدول (

تشخیص  مثبت PCRش یبا آزمامورد  92نمونه،  121از مجموع 
نفر از افراد مشـکوك بـه لیشـمانیوز     8مربوط به  يها هنمون .داده شد

 ند؛جلدي که در مطالعات میکروسـکوپی منفـی تشـخیص داده شـد    
هاي مولکولی شرح داده شـده مـورد آزمـایش قـرار      مجدداً با روش

گرفتند که دو مورد مثبت بود و انگل لیشمانیا میجر تشخیص و مورد 
  .د قرار گرفتتأیی

 PCRمحصـولات  و گونه انگل لیشـمانیا،  ین هویت یعتبه منظور 
ــه  ــوط ب ــودگی لیشــمانیایی،   92مرب ــت آل ــورد مثب ــزیم م توســط آن
 90 و مورد هضم قـرار گرفـت   RFLPو با روش  BsuRIاندونوکلئاز 

ید مجدد و یات يبرا). 5جدول (مورد لیشمانیا میجر تشخیص داده شد 
ن ژPCR مـورد محصـول    90نمونـه از   8تکمیل تعیین هویت انگل، 
ITS1-5.8S-ITS2 rDNA  لیشمانیا میجر، تعیین توالی گردید که هر

هاي ثبت شده لیشمانیا میجر این ژن در بانک جهانی  مورد با توالی 8
شـرق  انسـانی در   يهـا  ژن مطابقت داشت و لیشمانیا میجـر در نمونـه  

ی یدو مورد مثبت با آلودگی لیشمانیا .د شدییاً تامجدداستان گلستان 
مورد هضم قـرار   RFLPو با روش  BsuRIاندونوکلئاز  توسط آنزیم

ن دو نمونـه نیـز   ی ـولی لیشمانیا میجر تشخیص داده نشد که ا ؛گرفت
حاصل  يها براي هر دو نمونه، توالی. براي تعیین توالی ارسال گردید

ن یق ـیطـور   بـه قابل خواندن نبود و تا این مرحلـه ایـن دو مـورد کـه     
گونـه نشـد و هویـت انگـل مشـخص      تعیـین   نبودنـد؛ لیشمانیا میجـر  

هاي تعیین تـوالی شـده    نوکلئوتیدها و کروماتوگراف نمونه .دیگردن
قابل مشـاهده   3و  2 يها شکلدر موارد مثبت لیشمانیا از افراد مثبت 

  .است

   CLC DNA Workbench 5.2افزار  نمايي از نرم:  ۱شکل 
  BsuRIهاي برش توسط آنزيم  هاي مختلف انگل ليشمانيا و جايگاه مربوط به گونه ITS-rDNAسکانس 

   BsuRIم يآنز يز عملکرد اندونوکلئازگاه برش و قطعات حاصل ايتفاوت جا:  ۱ جدول
  ايشمانيمختلف ل يها گونه PCRمحصول  يبر رو

 (bp)اندازه قطعات   تعداد قطعات حاصل ۵́م از سمت يگاه برش آنزيجا  ايشمانيگونه ل
  ۳۱۰و  ۱۲۰  ۲  ۱۲۰  جريا ميشمانيل

  ۳۱۰و  ۵۰، ۴۰، ۳۰  ۴  ۱۲۰، ۷۰، ۴۰  کايکا، تورانيا تروپيشمانيل
  ۳۱۰، ۷۰، ۵۰  ۳  ۱۲۰، ۷۰  انتومنفيا ايشمانيل
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  ۱۳۸۸-۸۹هاي  سالدر  جنس و برحسب گروه سنيشرق استان گلستان آوري شده از  جمعهاي  نمونهفراواني :  ۲ جدول
  زن  )سال( گروه سني

  )درصد(تعداد 
  مرد

  )درصد(تعداد 
  )۱/۴۷( ۸  )۹/۵۲( ۹  ۱کمتر از 

۳-۱  ۱۰ )۵/۴۳(  ۱۳ )۵/۵۶(  
۵-۳  ۱۱ )۸/۴۷(  ۱۲ )۲/۵۲(  
۱۰-۵  ۱۹ )۳/۶۱(  ۱۲ )۷/۳۸(  
۱۵-۱۰  ۱ )۷/۱۶(  ۵ )۳/۸۳(  
۲۵-۱۵  ۳ )۳۰(  ۷ )۷۰(  

  )۵/۵۴( ۶  )۵/۴۵( ۵  ۲۵بيش از 
  )۱/۵۲( ۶۳  )۹/۴۷( ۵۸  جمع کل

  
  

  ۱۳۸۸-۸۹هاي  در سال عاتتعداد و محل ضايگروه سني، برحسب شرق استان گلستان آوري شده از  جمعهاي  نمونهفراواني :  ۳ جدول
  محل ضايعه  تعداد ضايعه  )سال( گروه سني

  پا  دست  تن  سر و گردن  نامشخص *  ۷  ۶  ۵  ۴  ۳  ۲  ۱
  ۴  ۲  ۰  ۱۱  ۷  ۰  ۰  ۰  ۱  ۰  ۳  ۶  ۱کمتر از 

۳-۱  ۱۰  ۳  ۴  ۲  ۰  ۱  ۰  ۳  ۱۳  ۴  ۷  ۸  
۵-۳  ۹  ۵  ۳  ۰  ۱  ۱  ۰  ۴  ۱۱  ۲  ۵  ۱۱  
۱۰-۵  ۱۶  ۹  ۰  ۱  ۰  ۰  ۱  ۴  ۱۳  ۱  ۱۸  ۸  
۱۵-۱۰  ۱  ۲  ۱  ۱  ۰  ۰  ۰  ۱  ۲  ۱  ۳  ۲  
۲۵-۱۵  ۳  ۳  ۱  ۰  ۲  ۰  ۰  ۱  ۳  ۱  ۶  ۵  

  ۳  ۷  ۲  ۱  ۶  ۱  ۰  ۰  ۱  ۰  ۲  ۱  ۲۵بيش از 
  جمع کل

  )درصد(تعداد 
۴۶  

)۳۸(  
۲۷  

)۳/۲۲(  
۹  

)۴/۷(  
۶  
)۵(  

۳  
)۵/۲(  

۲  
)۶/۱(  

۲  
)۶/۱(  

۲۶  
)۵/۲۱(  

۵۴  
)۱/۳۵(  

۱۱  
)۱/۷(  

۴۸  
)۲/۳۱(  

۴۱  
)۶/۲۶(  

  .که بيمار تمايلي به معاينه نداشتهايي از بدن  وجود ضايعات در محل  و يا قابل شمارش نبودن ضايعات:  نامشخص *
  

  نمونه غيرليشمانيا ميجر ۲هاي ليشمانيا ميجر و  توالي ITS-rDNAکروماتوگرام ژن :  ۲شکل 
  .جر استير ميغ يها مربوط به نمونه ينييف پايجر و دو رديا ميشمانيل يها مربوط به نمونه ييف کروماتوگرام بالايچهار رد



  ٧٧ / و همکاران احمد بقائي  

  )۴۳پي در پي ( ۳شماره /  ۱۴دوره /  ١٣٩١پاييز  / نمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي گرگا

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ۱۳۸۸-۸۹هاي  در سال شرق استان گلستاناز آوري شده  هاي انساني جمع مقايسه نتايج آزمايشات ميکروسکوپي انجام شده بر روي نمونه:  ۴ل جدو

 تعداد روستا شهرستان
 ها نمونه

  ليشمانيا منفي
 *)درصد(تعداد 

 *) درصد(تعداد     ليشمانيا مثبت

 +۱  +۲  +۳  +۴  +۵  +۶ 

 تپه مراوه

 )۱/۱۱( ۳ )۳۷( ۱۰ )۵/۱۸( ۵ )۱/۱۱( ۳ )۱/۱۱( ۳ )۷/۳( ۱ )۴/۷( ۲ ۲۷ هوتن
 ۰ )۵۰( ۱ ۰ )۵۰( ۱ ۰ ۰ ۰ ۲ آي تمر
 )۴/۶( ۲ )۲/۳۲( ۱۰ )۷/۳۸( ۱۲ )۹/۱۲( ۴ )۴/۶( ۲ )۲/۳( ۱ ۰ ۳۱ کرند

 ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ ۰ ۰ ۱ نارلي داغ
 ۰ ۰ )۳/۸( ۱ )۲۵( ۳ )۷/۴۱( ۵ )۲۵( ۳ ۰ ۱۲ قره گل
 ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ ۰ ۱ همت آباد

 ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ )۳/۳۳( ۱ )۷/۶۶( ۲ ۳ تقه آق
 ۰ ۰ )۲۵( ۱ )۲۵( ۱ ۰ ۰ )۵۰( ۲ ۴ سوزش
 ۰ ۰ ۰ ۱ ۰ ۰ ۰ ۱ چايلي
 ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ ۱ قازانقايه
 ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ ۱ گويندر
 ۰ ۰ )۵۰( ۲ )۲۵( ۱ )۲۵( ۱ ۰ ۰ ۴ تپه شهر مراوه

گنبد 
 کاووس

 ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ ۰ ۰ ۱ ترشکلي
 ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ ۰ ۰ ۱ قولاق بورته
 ۰ ۰ )۵۰( ۱ )۵۰( ۱ ۰ ۰ ۰ ۲ چپرقويمه

 ۰ ۰ ۰ )۵/۱۲( ۱ )۲۵( ۲ )۵/۶۲( ۵ ۰ ۸ برون داش
 ۱ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ دزالوم

 ۰ ۱ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ ارمي آباد
 ۱ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ اينچه برون
 ۱ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ دارکلاته
 ۰ ۰ ۱ ۰ ۰ ۰ ۰ ۱ شهر گنبد

 )۲۵/۶( ۱ )۲۵( ۴ )۷۵/۱۸( ۳ )۲۵/۳۱( ۵ )۵/۱۲( ۲ )۲۵/۶( ۱ ۰ ۱۶ نامشخص *
 )۴/۷( ۹ )۵/۲۱( ۲۶ )۵/۲۱( ۲۶ )۴/۱۷( ۲۱ )۹/۱۴( ۱۸ )۷/۱۰( ۱۳ )۶/۶( ۸ ۱۲۱ )درصد(جمع کل 

  .ديدر جدول حذف گرد ۱۰۰درصد با مقدار  *
  روستاي محل سکونت فرد مشکوککه تپه  هاي گنبدکاووس و مراوه مرکز بهداشت شهرستانآوري شده از  جمع يها نمونه : نامشخص *

  .به بيماري قيد نشده بود
  
  
  

 ۱۳۸۸-۸۹ هاي در سال شرق استان گلستانآوري شده از  هاي انساني جمع آزمايشات ملکولي انجام شده بر روي نمونه مقايسه نتايج:  ۵جدول 

 ها نمونه تعداد روستا شهرستان
PCR  با هدف قراردادن ژنITS-rDNA   

 *) درصد(تعداد 
RFLP  با آنزيمBsuRI  

 *) درصد(تعداد 
 ها ساير گونه  L. major ليشمانيا مثبت ليشمانيا منفي

 مراوه تپه

 ۰ ۱۵ )۶/۵۵( ۱۵ )۴/۴۴( ۱۲ ۲۷ هوتن
 ۰ ۰ ۰ ۲ ۲ آي تمر
 ۰ ۲۵ )۶/۸۰( ۲۵ )۴/۱۹( ۶ ۳۱ کرند

 ۰ ۱ ۱ ۰ ۱ نارلي داغ
 ۰ ۱۲ ۱۲ ۰ ۱۲ قره گل
 ۰ ۱ ۱ ۰ ۱ همت آباد

 ۰ ۳ ۳ ۰ ۳ تقه آق
 ۰ ۲ )۵۰( ۲ )۵۰( ۲ ۴ سوزش
 ۰ ۱ ۱ ۰ ۱ چايلي
 ۰ ۰ ۰ ۱ ۱ قازانقايه
 ۰ ۰ ۰ ۱ ۱ گويندر

 ۰ ۴ ۴ ۰ ۴ شهر مراوه تپه

 گنبد کاووس

 ۰ ۱ ۱ ۰ ۱ ترشکلي
 ۰ ۰ ۰ ۱ ۱ قولاق بورته
 ۰ ۲ ۲ ۰ ۲ چپرقويمه

 ۰ ۷ )۵/۸۷( ۷ )۵/۱۲( ۱ ۸ برون داش
 ۰ ۱ ۱ ۰ ۱ دزالوم

 ۰ ۱ ۱ ۰ ۱ ارمي آباد
 ۰ ۰ ۰ ۱ ۱ اينچه برون
 ۱ ۰ ۱ ۰ ۱ دارکلاته
 ۰ ۱ ۱ ۰ ۱ شهر گنبد

 )۱/۷( ۱ )۹/۹۲( ۱۳ )۵/۸۷( ۱۴ )۵/۱۲( ۲ ۱۶  نامشخص *
 )۲/۲( ۲ )۸/۹۷( ۹۰ )۷۶( ۹۲ )۲۴( ۲۹ ۱۲۱  )درصد(جمع کل 

  .ديدر جدول حذف گرد ۱۰۰درصد با مقدار  *
  رد مشکوکروستاي محل سکونت فکه تپه  هاي گنبدکاووس و مراوه مرکز بهداشت شهرستانآوري شده از  جمع يها نمونه : نامشخص *

  .بود به بيماري قيد نشده



  ITS-rDNAهدف قرار دادن ژن  باليشمانيا تعيين هويت انگل /  ٧٨

  )۴۳پي در پي ( ۳شماره /  ۱۴دوره /  ١٣٩١پاييز  / مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي گرگان

  بحث
هـا در   جدا شده از انسان يها نتایج این مطالعه نشان داد که نمونه

این منطقه با مقایسه نتایج تعیین توالی انگل لیشـمانیا بـا مـوارد ثبـت     
  .باشند یشده در بانک جهانی ژن، از نوع لیشمانیا میجر م

وجود داري میان توزیع فراوانی بیماران در دو جنس  ت معنیتفاو
ــت؛  ــر    نداش ــنین زی ــاري در س ــی بیم ــی فراوان ــز در   5ول ــال و نی س

دلیل  بهتواند  یبود که مهاي پوشیده  هاي باز بدن بیشتر از اندام قسمت
ــاز بــدن کودکــان در برابــر گــزش   در معــرض قــرار گــرفتن نقــاط ب

ایجاد ایمنی نسبی به خاطر تواند  میدلیل دیگر  .باشدخاکی ناقل  پشه
ها در دوران کـودکی و از ایـن    خاکی هاي مداوم پشه در برابر گزش

ها با مطالبی کـه پـیش    این یافته. رو مصونیت در افراد بزرگسال باشد
بـا  منطقه منتشر شده و این منطقه را جزء مناطقی  نید ااز این در مور

بیمــاري در کودکــان و و توزیــع دانسـته  ي مــاریب گرایــی کــم بـومی 
  .درمطابقت ندا ؛)22( گزارش شده بزرگسالان یکنواخت

 زخمها مرطوب و شبیه به  ظاهري اکثر زخمشکل ن مطالعه یدر ا
در موارد دیگري ظاهر ضایعه، خشـک   .حاصل از لیشمانیا میجر بود

امـا پـس از آزمایشـات     ؛و شبیه به زخم ناشی از لیشمانیا تروپیکا بود
تـوان   لذا مـی  .ه انگل لیشمانیا میجر تشخیص داده شدمولکولی، گون

تواند ملاکی معتبر براي تشـخیص   نتیجه گرفت که ظاهر ضایعه نمی
هاي مولکـولی و آنـالیز    اهمیت روش روعامل بیماري باشد و از این 

تعیـین هویـت انگـل دوچنـدان      يبـرا هاي ژنومی لیشـمانیا،   سکانس
  .شود می

ي مولکــولی در ایــن مطالعــه، در هــا عــلاوه بــر اســتفاده از روش
فقط به تکثیـر ژن لیشـمانیا بـا روش     هاي مولکولی کارگیري روش به

PCR پس از تکثیر با روش  و اکتفا نشدRFLP   تحت هضم آنزیمـی
هـاي تأییـد    تعـدادي از نمونـه   .قرار گرفت و مورد تأیید قرار گرفت

تأییـد قطعـی،    يبـرا مـورد مشـکوك    2و نیـز   RFLPشـده بـا روش   
در این مطالعه لیشمانیا میجر شناسایی و . انس و تعیین توالی شدندسک

چراکه پس از تعیین توالی و آنالیز با استفاده  .مورد تأیید قرار گرفت
افزارهاي مولکولی، بـا سـکانس ایـن ژن از لیشـمانیا میجـر در       از نرم

سـکانس حاصـل از ایـن مطالعـه بـا      . بانک جهانی ژن مقایسه گردید
ثبـت شـده در بانـک     EF413075جر به شـماره دسترسـی   لیشمانیا می

جهانی ژن از اصفهان و دیگر کشـورها از جملـه سـودان بـه شـماره      
صددرصـــــد  )AJ300481 )MHOM/SD/90/SUDAN3دسترســـــی 

ــت  ــت داش ــین  .مطابق ــرم   همچن ــا ن ــده ب ــام ش ــاي انج ــزار  آنالیزه اف
SequencherTm 4.1.4       مشخص کـرد کـه سـکانس لیشـمانیا میجـر

ده در این مطالعه با سکانس ثبت شـده از همـین گونـه از    دست آم به
 184در جایگاه نوکلئوتیدي  EF413078اصفهان به شماره دسترسی 

. قرارگرفته است G ،Aتنها در یک نوکلئوتید تفاوت دارد و به جاي 
کشـور  مقایسه انجام شـده بـا سـکانس لیشـمانیا میجـر ثبـت شـده از        

ــی    ــماره دسترس ــه ش ــتان ب ــاوت در   AJ272383ترکمنس ــان از تف نش
  .داشت 331و  330، 254جایگاه نوکلئوتیدي 3

اي بر روي عامل لیشـمانیوز   در اکثر نقاط ایران مطالعات گسترده
جلدي در انسان انجام گرفته اسـت کـه در بسـیاري از مـوارد گونـه      

شـده  انگل بدون تایپ، لیشمانیا میجر و یا لیشمانیا تروپیکـا گـزارش   
 خی مطالعات انجـام شـده در منـاطق انـدمیک    در بر ).24و23(است 

لیشمانیا میجر، عـلاوه بـر عامـل اصـلی بیمـاري، لیشـمانیا تورانیکـا،        
لیشمانیا جربیلی و لیشمانیاي جدیـد نزدیـک بـه لیشـمانیا جربیلـی از      

شـده  گـزارش  ) جونـدگان (یا مخازن حیـوانی  ) ها خاکی پشه(ناقلین 
هـا در انسـان از    نـه ولی تاکنون شناسـایی ایـن گو   ؛)26و25و1(است 

مورد  2در این مطالعه  .گزارش نشده استایران و دیگر نقاط جهان 
رغم  علی و تشخیص داده شد ؛لیشمانیا مثبت که لیشمانیا میجر نبودند

ها به طـور   یها براي سکانس، توال ها و چندین بار ارسال نمونه تلاش
 ـ 2و هویت انگـل لیشـمانیا در ایـن     ندکامل خوانا نبود ه انسـانی  نمون
هـاي   هاي بیشتر و یافتن گونـه  شاید با آزمایش نمونه. مشخص نشدند

هـاي جدیـد و نقـش آن در     انگل لیشمانیا غیر از میجر، هویت انگـل 

  نمونه غيرليشمانيا ميجر ۲هاي ليشمانيا ميجر و  توالي ITS-rDNAسکانس نوکلئوتيدهاي ژن :  ۳شکل 
جر يرمينمونه غ ۲رفت و برگشت  يها مربوط به سکانس ينييف پايرد ۴جر و يا ميشمانيل يها مربوط به نمونه ييف بالايرد ۹

  .قرار دارد Aد ي، نوکلئوتC يبه جا ۲۸۴ يديگاه نوکلئوتياست که در جا



  ٧٩ / و همکاران احمد بقائي  

  )۴۳پي در پي ( ۳شماره /  ۱۴دوره /  ١٣٩١پاييز  / نمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي گرگا

چراکـه  . دوام و حفظ بیماري در منطقـه، مـورد بـازبینی قـرار گیـرد     
زا براي انسان مانند  عقیده بر این است که انگل لیشمانیاي غیربیماري

یا تورانیکا و لیشمانیا جربیلـی در حفـظ و دوام انگـل لیشـمانیا     لیشمان
  ).27(میجر در ناقلین و مخازن نقش اساسی دارند 

انگـل لیشـمانیا در   افـت شـده   یزاي  هاي غیربیمـاري  چنانچه گونه
بایـد نسـبت بـه تلقـی      ؛در انسان نیز شناسایی گـردد ، مخازن و ناقلین

اري لیشـمانیوز جلـدي نـوع    لیشمانیا میجر به عنـوان تنهـا عامـل بیم ـ   
هاي غیرپاتوژن انگل لیشمانیا را نیز  روستایی تجدید نظر نمود و گونه

تواند به  این خود می .زا محسوب کرد از این پس براي انسان بیماري
ــه   ــک گونـ ــرایط اکولوژیـ ــوژي و شـ ــر در بیولـ ــاي  علـــت تغییـ هـ

  ).29و28( زاي انگل لیشمانیا باشد غیربیماري
لیشـمانیوز، تعیـین هویـت انگـل در انسـان،       براي کنترل بیمـاري 

چراکـه ممکـن اسـت بـیش از یـک       .ناقلین و مخازن ضروري است
هـا در تقویـت    یـا سـایر گونـه   و گونه از انگـل عامـل بیمـاري بـوده     

لازم است در این زمینه ). 27و1(زایی انگل نقش داشته باشند  بیماري
هـا عامـل   مطالعات بیشتري صورت گیرد تا مشخص گردد که آیـا تن 

هاي  لیشمانیوز جلدي نوع روستایی لیشمانیا میجر است یا دیگر گونه
  .لیشمانیا نیز در ایجاد این بیماري نقش ثانویه دارند

تعــداد بیشــتر مــوارد مثبــت حاصــل از مشــاهده  در ایــن مطالعــه 
 بـود  میکروسکوپی در مقایسه با روش مولکولی مربوط بـه مـواردي  

حل مختلف مولکولی براي اولین بـار در  اندازي مرا که در ابتداي راه
هاي مولکولی حتی  اندازي روش اما پس از راه ؛آزمایشگاه انجام شد

 ؛روش میکروسـکوپی  منفی تشخیص داده شـده بـا   تعدادي از موارد

  .ص داده شدنددر روش ملکولی مثبت تشخی
  گيري نتيجه

مـوارد   با مقایسه نتایج تعیین توالی انگل لیشمانیا در این مطالعه با
طور قطع در انسان در  ثبت شده در بانک جهانی ژن، لیشمانیا میجر به

مربـوط بـه    يهـا  با توجـه بـه گـزارش   . منطقه مورد تایید قرار گرفت
هـا در ایـن    هاي لیشمانیا در نـاقلین و مخـازن، ایـن گونـه     دیگر گونه

هرچند دو مورد غیـر لیشـمانیا میجـر    . مطالعه در انسان یافت نگردید
ند نشانی از آلودگی همزمان بـیش از یـک گونـه لیشـمانیا در     توا می

کـار رفتـه در ایـن مطالعـه      هـاي بـه   انسان در منطقه باشد؛ اما با روش
  .آلودگی همزمان دو لیشمانیا در یک فرد قابل تفکیک نبود

  تشكر و قدرداني
اخذ  يبرای ئنامه آقاي احمد بقا پایاناز  ین مطالعه حاصل بخشیا

دانشـگاه آزاد   از میکروبیولـوژي در رشـته   ارشـد  کارشناسـی درجـه  
آزمایشگاه سیستماتیک مولکولی انستیتو  که در قم بوداسلامی واحد 
بودجه این تحقیق از محل اعتبارات پژوهشی . انجام شد پاستور ایران

  .شدن میأت) 367 طرح مصوب( ،انستیتو پاستور ایران
ر، مجتبــی ان محمــد آخونــدي، علــی بردبــااز آقایــله یوســ نیبــد

همکاران آزمایشـگاه   نوین و خانم الناز علائی مهدي باغبان هدایتی،
و  هـا  آوري نمونـه  که در جمـع انستیتو پاستور سیستماتیک مولکولی 

 يمانه سپاسگزاری؛ صمداشتندشایانی  آزمایشگاهی نقش يها تیفعال
هـاي انجـام شـده توسـط      همچنین همکـاري و همـاهنگی   .میینما یم

حترم شبکه بهداشتی شهرهاي گنبدکاووس و کنان مکارولین و ؤمس
  .استتپه موجب امتنان و سپاس نویسندگان  مراوه
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