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Abstract 

Background: Cutaneous leishmaniasis is a health problem in many areas of Iran. Cutaneous 
leishmaniasisis reported mostly in the central county of Qom province, including Ghanavat and 
Qomrood villages. This study was done to identify parasite species in human and rodents in order to 
illustrate the epidemiologic picture of the disease and provide an appropriate control program in 2010 

Materials and Methods: This cross-sectional study was done on microscopic smears of 45 
human samples and rodents samples hunted around Ghanavat and Qomrood villages in the central 
county of Qom province in 2010.In total,15 human samples and one hunted rodent sample were 
positive. In this study,the DNA of the parasites were extracted from the slides and analyzed by 
Leishmania specific premiers using ITS1 PCR-amplification (Internal Transcribed Spacer1). PCR 
(PolymeraseChain Reaction) products were digested by Haelll enzyme. 

Results: Overall, 15 human samples and one rodent sample from Merioneslibycus species 
were evaluated by PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). After electrophoresis, it 
was demonstrated that the parasite was Leishmaniamajor in both human and rodent species. 

Conclusion: PCR-RFLP technique is an effective method to determine Leishmania parasite 
species in Geimsa stained slides from human and rodent reservoirs. One of the advantages of this 
technique is that it is possible to recognize the pathogen species of Leishmania parasite without gene 
sequencing. Besides, PCR-RFLP technique is a method of quite high sensitivity and specificity which 
can identify parasite species in addition to the diagnosis of leishmaniasis within 24 hours. 
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 علوم پزشکی اراكمقاله پژوهشی                                                                                                               مجله علمی پژوهشی دانشگاه 

 1-10، 1391، آبان )65شماره پیاپی  (6، شماره15                                                                                                                     سال 
 

 در بیماران و PCR-RFLPتعیین هویت انگل لیشمانیا با استفاده از تکنیک 
  1389 مخزن لیشمانیوز جلدي در بخش مرکزي استان قم سالجوندگان
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 چکیده
این بیماري به . رود  لیشمانیوز جلدي یک معضل مهم بهداشتی در بسیاري از مناطق ایران به شمار می:زمینه و هدف

ین این مطالعه با هدف تعی. شود هاي قنوات و قمرود گزارش می در استان قم از بخش مرکزي شامل دهستانطور عمده 
 1389هویت نوع انگل در انسان و جوندگان به منظور شناسایی سیماي اپیدمیولوژیک بیماري و ارائه برنامه کنترل در سال 

  . انجام شده است
 نمونه جونده صید شده از 30 نمونه انسانی و 45میکروسکوپی گسترش  ،این مطالعه مقطعیدر  :ها مواد و روش

گرفت که مورد آزمایش قرار هاي قمرود و قنوات واقع در بخش مرکزي استان قم  انمجاورت روستاهاي انتخابی از دهست
 استخراج و با استفاده از ،ها  انگل از روي لامDNA سپس.  مورد جونده اسمیر مثبت داشتند1 مورد انسانی و 15

 تحت هضم PCR آزمایش شدند و محصولات PCR با روش ITS1پرایمرهاي اختصاصی لیشمانیا جهت تکثیر قطعه 
  . قرار گرفت(HaeIII)آنزیمی 

 قرار PCR-RFLP مورد آزمایش ، نمونه از جونده گونه مریونس لیبیکوس1 نمونه انسانی و 15 در مجموع :ها یافته
هاي انسانی و جونده مریونس  پس از الکتروفورز محصولات واکنش مشخص گردید که انگل موجود در لام. گرفتند

  .باشد می) عامل بیماري لیشمانیوز جلدي روستایی(ور ماژ لیبیکوس، لیشمانیا
 روشی مناسب جهت تعیین گونه انگل PCR-RFLPبا توجه به نتایج به دست آمده روش مولکولی  :گیري نتیجه

باشد و از مزایاي این روش  هاي رنگ آمیزي شده با گیمسا که از انسان و مخزن حیوانی گرفته شده، می لیشمانیا در لام
. هاي انگل لیشمانیاي مولد بیماري امکان پذیر خواهد بود ها، تشخیص گونه ت که بدون انجام تعیین توالی ژناین اس

 ساعت علاوه بر 24تواند در طی   روشی با حساسیت و ویژگی بالا بوده و میPCR-RFLPکه تکنیک  ضمن این
  .تشخیص لیشمانیوز، نوع گونه انگل را تعیین هویت نماید

  اي پلیمراز سالک، لیشمانیا، واکنش زنجیره :واژگان کلیدي
  
  

  قم دانشگاه علوم پزشکی قم، مرکز بهداشت استان قم :نویسنده مسئول* 
Email: abed.saghafi@yahoo.com 
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  مقدمه
که در شمار ) Leishmaniasis(لیشمانیوزها 

در اغلب نقاط جهان  اند، هاي مشترك انسان و حیوان بیماري
، احشایی )سالک(رت ضایعات پوستی وجود دارند و به صو

عامل  .کنند  پوستی بروز می- مخاطی  یاو) کالاآزار(
 به نام لیشمانیا  زاي لیشمانیوز، نوعی تک یاخته بیماري

)Leishmania( است که برحسب محیط زندگی خود به دو 
و تاژك دار ) آماستیگوت یا جسم لیشمن(شکل بی تاژك 

داران در  ین انگل در مهرها. شود دیده می) پروماستیگوت(
کند و  اي زندگی می هاي بیگانه خوار تک هسته درون سلول

 World)سازمان بهداشت جهانی  .)2، 1(یابد تکثیر می

Health Organization-WHO)  لیشمانیوزها را یکی از
 بیماري مهم انگلی مناطق گرمسیري دنیا معرفی 10
  .)4، 3(کند می

ري از نظر بهداشتی به علت اهمیتی که این بیما
دارد، در طول زمان مورد توجه سازمان جهانی بهداشت بوده 

 بخش تحقیقات ،هاي اخیر در سالکه  طوريه ب. است
هاي  بیماري I هاي گرمسیري این بیماري را در گروه بیماري

 88در حال حاضر  .نوپدید و کنترل نشده قرار داده است
فریقا و آمریکا به هاي آسیا، اروپا، آ کشور جهان در قاره

 12-14میزان شیوع آن  .باشند انواع مختلف بیماري آلوده می
 میلیون گزارش 5/1-2میلیون مورد و میزان بروز سالیانه آن 

 هزار مورد مربوط به لیشمانیوز احشایی و 500شده است که 
 از  درصد90سالیانه  .بقیه مربوط به لیشمانیوز جلدي است

ز کشورهاي افغانستان، برزیل، موارد لیشمانیوز جلدي ا
 90ایران، پرو، عربستان سعودي، سوریه، الجزایر و سودان و 

 مخاطی از کشورهاي - موارد لیشمانیوز جلديدرصد
  .)5، 1(شود بولیوي، برزیل و پرو گزارش می

لیشمانیوز جلدي روستایی از معضلات مهم 
که در بسیاري از مناطق  طوريه بهداشتی ایران است ب

استان .  استان کشور شایع است30 استان از 17ایی روست
هاي  ترین کانون اصفهان و منطقه ترکمن صحرا از جمله مهم

  .)7، 6، 1(هستندبیماري لیشمانیوز جلدي روستایی در ایران 

ها،  هاي مرکز مدیریت بیماري بر اساس گزارش
تعداد مبتلایان به انواع مختلف لیشمانیوزها در کشور سالیانه 

 4 باشد، ولی بدون شک ارقام واقعی بیماري  نفر می20000
گسترش سریع .  مرتبه بیشتر از ارقام ثبت شده است5تا 

شهرها، احداث اماکن مسکونی بر روي کلونی جوندگان، 
تغییرات محیط زیست بر اثر حرکات جمعیت، سدسازي، 

پاشی بر علیه ناقلین مالاریا در بسیاري از  هاي سم قطع برنامه
ق، ورود و خروج افاغنه و بالاخره مشکلات ناشی از مناط

افزایش سریع جمعیت و به طور کلی تغییرات اجتماعی 
اقتصادي سبب شده است که امروزه لیشمانیوز به عنوان یک 

  .)8-10(مشکل بهداشتی مهم در کشور مطرح باشد
لیشمانیوز جلدي در ایران به دو شکل لیشمانیوز 

لیشمانیوز جلدي شهري یا جلدي روستایی یا مرطوب و 
در نوع روستایی که با عامل لیشمانیا . )2(شود خشک دیده می

آید جوندگان نقش مخزن بیماري را ایفا  وجود میه ماژور ب
کنند و ناقل اصلی بیماري نیز پشه خاکی گونه  می

فلبوتوموس پاپاتاسی است اما در نوع شهري عامل بیماري 
نسان و ناقل اصلی فلبوتوموس لیشمانیا تروپیکا، مخزن اصلی ا

  .)11-13(سرژانتی است
 تعیین گونه و حتی سویه لیشمانیا جهت اصولاً

گیري شناختی به منظور تعیین ناقل  انجام مطالعات همه
اصلی، مخزن قطعی و عفونت انسانی و رابطه آنها با 

هاي تهیه شده علیه  یکدیگر، تهیه و ارزیابی انواع واکسن
هاي گوناگون و انتخاب  ن اثر درمانی روشلیشمانیوزها، تعیی

گیري لیشمانیوزها لازم  استراتژي مناسب جهت کنترل و پیش
  .)2(و ضروري است

هر نوع مطالعه علمی بر روي لیشمانیوزها بدون در 
زا کامل  نظر داشتن گونه و در مواردي سویه عامل بیماري

 از هاي لیشمانیا هاي گوناگون انگل از آنجا که گونه. نیست
هاي نوري  نظر ریخت شناسی و با استفاده از میکروسکوپ

نمایی شباهت زیادي به یکدیگر  ترین درشت حتی با بزرگ
داشته و تفکیک ناپذیرند، لذا جهت تفکیک و تقسیم این 

هاي مولکولی  هاي مختلفی از جمله روش ها از روش انگل
  .)2(کنند استفاده می
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لیشمانیوز هاي مولکولی در تشخیص بیماري  روش
از . اند هاي اخیر رواج یافته هاي انگل در سال و شناسایی گونه

حساسیت و اختصاصیت بسیار بالاي ها  مزایاي این روش
هاي   از لامDNAتوان با استخراج   لذا می.باشد ها می آن

اي  هاي زنجیره رنگ آمیزي شده با گیمسا و انجام واکنش
  .)14 ،15(نمود انگل را تعیین هویت (PCR)پلی مرازي 

هاي مختلف ژنوم  جهت مطالعات مولکولی قسمت
هاي  یکی از قسمت. )16 ،15(شود انگل لیشمانیا استفاده می

ژنوم که کاربرد زیادي دارد مربوط به ژن ریبوزوم 
(rDNA)باشد که جهت تکثیر قطعه   میITS1 (Internal 

Transcribed Spacer1)در این روش . گردد  استفاده می
 ITS1 قطعات PCRت یکسان بودن طول محصول به عل

زاي انسانی لازم است با  هاي لیشمانیاهاي بیماري براي گونه
 PCR-RFLP (Restrictionتعیین توالی و یا روش 

Fragment Length Polymorphism) ، انگل تعیین 
  . )17-19(شود هویت 

این مطالعه به منظور تعیین هویت انگل لیشمانیا با 
هاي رنگ آمیزي   در لامPCR-RFLPز تکنیک استفاده ا

شده مربوط به بیماران و جوندگان مخزن لیشمانیوز جلدي 
در روستاهاي منتخب از بخش مرکزي استان قم در سال 

  . صورت گرفته است1389
  

  مواد و روش ها
هاي رنگ آمیزي  این مطالعه مقطعی بر روي لام

رهاي تهیه چنین اسمی هاي انسانی و هم شده مربوط به زخم
شده از جونده مریونس لیبیکوس که آلوده به انگل لیشمانیا 

 در روستاهاي انتخابی از 1389اند در طول سال  بوده
هاي قمرود و قنوات واقع در بخش مرکزي استان قم  دهستان

با توجه به آمار مرکز بهداشت استان قم در . انجام گرفت
 در بخش خصوص بالا بودن میزان بروز لیشمانیوز جلدي

مرکزي استان؛ این پژوهش در پنج روستاي کوه سفید، 
آباد، حسین آباد میش مست، جنت آباد و جعفرآباد  فرج

در این منطقه هوا در طول تابستان گرم . مسیله انجام گرفت
و در زمستان سرد ) گراد  درجه سانتی48حدود (بوده 

اغلب مردم در روستاهاي این بخش از استان به  .باشد می
  .شغل دامپروري و کشاورزي مشغول هستند

هاي انسانی از بیماران مشکوك به سالک که  لام
. به مراکز بهداشتی درمانی مراجعه کرده بودند گرفته شد

هاي مجاور روستاهایی که کانون  جوندگان نیز از کلونی
صید جوندگان با استفاده از  .بیماري سالک بودند صید شدند

 هر ماه دوبار و در هر دفعه . گرفتصورتهاي زنده گیر  تله
هاي فعال جوندگان کار  گیر در نزدیکی لانه  عدد تله زنده30

ها از خیار، گوجه، سوسیس، گردوي  در این تله. شد گذاشته 
 ها معمولاً تله .گردیدبوداده و هویج به عنوان طعمه استفاده 

 و تا روز بعد قبل از گرم شدن هشد از غروب آفتاب نصب 
جوندگان صید شده جهت تهیه . شدند آوري می جمعهوا 

اسمیر به آزمایشگاه دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی 
هاي  از لاله گوش و یا زخمشدند و تهران انتقال داده 

تهیه و پس از رنگ آمیزي با گسترش مشکوك روي پوست 
گیمسا زیر میکروسکوپ نوري براي وجود اجسام لیشمن 

براي شناسایی جوندگان از کلید . ندگرفت مورد بررسی قرار 
ها از نظر آلودگی به اجسام  لام. )20(اعتماد استفاده شد

سپس این  لیشمن مورد بررسی میکروسکوپی قرار گرفتند،
ها با چاقو تراشیده شدند و بر روي محتویات تراشیده  لام

 طبق پروتکل  براي انجام مطالعات مولکولیها، شده از لام
کیت با استفاده از  (DNAاحل استخراج مربوطه، مر

) شرکت سیناژن، ایران از بافت DNAمخصوص استخراج 
  .انجام شد

روي نمونه هاي مثبت جهت تعیین هویت  بر
برنامه زمانی آزمایش .  صورت گرفتPCRانگل، آزمایش 

PCR95  به این ترتیب بود که مرحله واسرشت اولیه در 
 94  مرحله واسرشت در دقیقه،5گراد به مدت  درجه سانتی
 30 مرحله اتصال به مدت  ثانیه،30 مدت بهگراد  درجه سانتی

مرحله باز آرایی به مدت یک گراد،   درجه سانتی48 ثانیه در
گراد و مرحله بازآرایی نهایی به   درجه سانتی72دقیقه در 

  .گراد صورت پذیرفت  درجه سانتی72 دقیقه در 7مدت 
این مطالعه شامل کار رفته در ه پرایمرهاي ب

LITSR:5`CTGGATCATTTTCCGATG3`  
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L5.8S:5`TGATACCACTTATCGCAC
TT3` بودند که قطعه ITS1هاي لیشمانیا   را در تمام گونه

محصول بر روي ژل آگاروز یک درصد  .کنند تکثیر می
از آنجایی که با . حاوي اتیدیوم بروماید الکتروفورز شد

هاي انگل  راي تمام گونه باند ایجاد شده بITS1تکثیر ناحیه 
ها غیر ممکن   افتراق گونه،باشد  میbp  300-50لیشمانیا بین

خواهد بود لذا براي تعیین گونه انگل لیشمانیا از آنزیم 
جهت ) Dweikمعرفی شده توسط  (HaeIIIمحدود کننده 
 را در ITS1استفاده شد که توالی  RFLPانجام واکنش

هاي لیشمانیا با  کند و در انگل  قطع میGG↓CCقسمت 
هاي مختلفی قطع خواهند شد  توجه به تعداد نقطه برش محل

که پس از الکتروفورز، محصول به صورت باندهاي جداگانه 
هاي انگل را  توان گونه باشد و می بر روي ژل قابل رویت می

براي انجام این . از روي این طول باندها از یکدیگر تمیز داد
ولیتر از حجم واکنش، مواد زیر میکر 20واکنش به ازاي هر 

 ،PCRمحصول  میکرولیتر 15 :به نسبت باهم مخلوط شدند
 آنزیم  میکرولیتر5/1،  بافر مخصوص آنزیممیکرولیتر 2

 .)21( آب مقطر میکرولیتر5/1و  HaeIIIمحدود کننده 

 اصلی آن را به مدت کوتاهیپس از تهیه مخلوط 
فیوژ کرده و  دور سانتری8000با سرعت  ) ثانیه5حدود (

 به آن اضافه) میکرولیتر 20(سپس یک قطره روغن معدنی 
نکوباتور جلوگیري ا تا از تبخیر اجزاي واکنش در گردید

 ساعت در انکوباتور 8هاي آماده شده به مدت  نمونه. شود
پس از اتمام این زمان، . گراد قرار گرفت  درجه سانتی37
ار مارکر  در کنPCR–RFLPاز محصول   میکرولیتر5 -10

 2در ژل ) محصول شرکت سینا ژن، ایران (bp100ژنتیکی 
  . درصد الکتروفورز گردید

  
  یافته ها

 نمونه 45در این مطالعه اسمیر میکروسکوپی 
 15 نمونه از جونده مورد بررسی قرار گرفت که 30انسانی و 

این .  مورد جونده اسمیر مثبت داشتند1مورد انسانی و 
تعیین هویت انگل، مورد آزمایش هاي مثبت براي  نمونه

اي پلی مراز قرار گرفتند، پس از انجام  واکنش زنجیره
الکتروفورز مشخص گردید که باندهاي ایجاد شده در 

 )2 و 1شکل (باشند  میbp 350محدوده 

  
1             2           N        M 

 
،  نمونه موش مریونس لیبیکوس آلوده:1باند  (ITS1ا ماژور  با پرایمرهاي انگل انگل لیشمانیDNA نتایج باندهاي حاصل از تکثیر .1شکل
  )مارکر: Mکنترل منفی ، :   Nلیشمانیا ماژور استاندارد،  :  2باند 

 
  
  

350 bp    
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1       2       3         4         5        N         M 

  
اي گرفته شده از ه نهنمو : 4-1باندهاي هاي (  ITS1پرایمرهاي با لیشمانیا ماژور انگل DNA نتایج باندهاي حاصل از تکثیر .2شکل 

  )مارکر: Mکنترل منفی ، :  Nلیشمانیا ماژور استاندارد،  : 5، باند هاي افراد آلوده زخم
  

 و انجام الکتروفورز مشخص RFLPپس از 
هاي انسانی و  گردید که باندهاي ایجاد شده در نمونه

لیشمانیا ماژور استاندارد هاي جونده مشابه باندهاي  نمونه

 مشاهده bp 135 و bp 215باشند که به صورت دو باند  می
 )3 شکل(شدند 

  
             1            2            3         4          5          6         7          M  

  
: 6- 5 ، باند اي گرفته شده از زخم هاي افراد آلودهنمونه ه : 4-1باندهاي هاي ( ITS1 ژن -RFLP PCR الکتروفورز محصول .3شکل 

  )مارکر: Mلیشمانیا ماژور استاندارد،  : 7موش هاي مریونس لیبیکوس آلوده ، 
  

  بحث 
بررسـی و شناسـایی ابعــاد اپیـدمیولوژیک بیمــاري    

هـا، جونـدگان و عفونـت     لیشمانیوز جلدي اعم از پشه خاکی   
ــا ب انــسانی جهــت اتخــاذ روش یمــاري و ارائــه هــاي مبــارزه ب
در ایــن . گیــري ضـروري اســت  راهکارهـاي کنتــرل و پـیش  

ین هویت انگـل در بیمـاران و جونـدگان از اهمیـت      یراستا تع 

بـالایی برخــوردار اسـت زیــرا کــه نـوع بیمــاري را مــشخص    
  .)22(خواهد کرد

هاي لیشمانیا بـا مـشاهده       تشخیص دقیق گونه انگل   
پذیر  سا امکانهاي رنگ آمیزي شده با گیم میکروسکوپی لام

نیست و براي تشخیص گونه نیاز به جداسازي انگـل، کـشت       
آن و تزریق به حیوان حساس آزمایـشگاهی و یـا اسـتفاده از            

باشد که انجام آنها وقت گیـر و پرهزینـه      روش ایزوآنزیم می  

350 bp    
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ــاد مــی . )23(باشــد بــوده و مــستلزم تکثیــر انگــل بــه تعــداد زی
ــر    روش ــی ب ــاي متک ــه DNAه ــه PCR از جمل ــت  ک جه

هـاي اخیـر بـسیار از آن         تشخیص بیماري لیـشمانیوز در سـال      
هاي فـوق را نداشـته و بـا مقـدار           شود، محدودیت  استفاده می 

تــوان وجـود آلــودگی را   بافــت آلـوده مـی  DNA کمـی از  
ایــن مطالعــه یــک بررســی جهــت . )23، 17، 15(تــشخیص داد

تعیــین هویــت انگــل لیــشمانیا در انــسان و جونــدگان مخــزن 
لیشمانیوز در بخش مرکزي استان قم بوده اسـت کـه           بیماري  

هـاي   هـاي مطالعـه و نمونـه    در این بررسـی ابتـدا بـراي نمونـه         
اي  هاي زنجیره  واکنشITS1استاندارد به منظور تکثیر ناحیه   

پس از رویت بانـدهاي ایجـاد   .  انجام شد(PCR)پلی مرازي   
هـاي مطالعـه حاضـر و     شده مشخص گردید کـه بـراي نمونـه    

هاي مختلفـی بودنـد بانـدهایی در        استاندارد که از گونه    نمونه
 تشکیل شده است کـه جهـت تعیـین گونـه      bp 350محدوده  

ــت  ــرده اس ــی نک ــذا از روش . کمک ــایز  RFLPل ــت تم  جه
ها استفاده شد که نـشان داد روش بـسیار خـوبی جهـت               گونه

هاي لیشمانیاي ایجاد کننده بیمـاري در ایـران          تشخیص گونه 
ه با مشاهده پلی مورفیسم ایجاد شده در اثر است، به طوري ک  

توان بـه    هضم آنزیمی که براي هر گونه اختصاصی است می        
پـس از الکتروفـورز محـصولات واکـنش         . نوع انگل پی برد   

RFLP        هـاي    مشخص شد که باندهاي ایجاد شده براي نمونه
ــد در   ــده مــشابه هــم بــوده و بــراي آنهــا دو بان انــسانی و جون

ــدوده  ــا   bp 140 و bp 220مح ــابق ب ــه مط ــده ک ــشاهده ش  م
باندهاي ایجاد شده براي انگل لیشمانیا ماژور استاندارد بـوده           

گیري کـرد کـه انگـل لیـشمانیا         توان نتیجه   می بنابر این  .است
  هاي رنگ آمیزي شده با گیمـسا حـضور داشـته     ماژور در لام  

به عبارتی افراد بیمار و جونـده مریـونس لیبیکـوس بـه       . است
این انگل عامل لیشمانیوز جلدي نوع . اند  آلوده بودهاین انگل

هـاي لیـشمانیوز ایـران       روستایی است و در بسیاري از کـانون       
  .)24، 11، 6(انتشار دارد

در مطالعــه انجــام شــده بــر روي بیمــاران مبــتلا بــه 
لیشمانیوز در بم و شیراز به منظور تشخیص و تعیین ژنوتایـپ       

 ـ       گونه ک آنـالیز هـضم آنزیمـی       هاي لیشمانیا جلـدي بـا تکنی
(RFLP)      و  هدبـو  مثبـت    ، نمونـه  83 مشخص گردید که همه 

که با نتـایج اسـمیرهاي      باشد   می لیشمانیا تروپیکا    ،گونه انگل 
چنـین ظـرف      هم )25(میکروسکوپی مثبت نیز مطابقت داشت    

  .برداري است  ساعت نتایج این روش قابل بهره24مدت 
ها  نه درصد نمو34در پژوهشی دیگري در مشهد، 

 بود که bp 127لیشمانیا ماژور بودند و باند حاصل از آنها 
هاي انسانی و حیوان کانون   مشابه باند حاصل از نمونهتقریباً

آندمیک بیماري لیشمانیوز جلدي در بخش مرکزي قم 
ها لیشمانیا تروپیکا بودند   درصد نمونه66در ضمن . باشد می

 که تفاوت )26( بود178 و bp 225و باند آنها در حدود 
این مطلب حساسیت بالاي این . هاي قم دارد زیادي با نمونه

هاي مختلف لیشمانیا را تایید  روش در تشخیص گونه
  . کند می

اي که اردهالی و همکاران با  در مقایسه با مطالعه
اي در این مطالعه  هاي منوکلونال داشتند، نمونه بادي آنتی

 قابل تشخیص RFLP-PCRوسیله تکنیک ه یافت نشد که ب
نباشد در حالی که در روش آنتی بادي منوکلونال توسط 
اردهالی و همکاران علاوه بر کشت و خالص سازي انگل 

ها با آنتی بادي  لیشمانیا که وقت گیر است، برخی از سویه
از این روش براي . )27(منوکلونال واکنشی نشان ندادند

 در کشور هاي لیشمانیا ها به انگل گس تشخیص آلودگی
. )28(دست آمده استه برزیل استفاده شده و نتایج مطلوبی ب

هاي انگل جدا شده از  در سویس توانست نمونهمارفورت 
بیماران مبتلا به لیشمانیوز جلدي را با استفاده از روش 

RFLP-PCRچنین نشان داد که این   تشخیص دهد، هم
هاي کشت آزمایشگاهی و  تکنیک در مقایسه با روش

  . )29(لوژي از حساسیت بالاتري برخوردار استسرو
تواند روش بسیار   میPCR-RFLPبنابراین روش   

مناسبی به منظور تعیین گونه باشد و بـا اسـتفاده از ایـن روش      
آیـد بـه طـوري کـه      جویی به عمل می در وقت و هزینه صرفه  

چنـین تعیـین     و هـم PCRدیگر نیاز به مقدار زیـاد محـصول         
ر ضمن در وقت و زمان نیـز صـرفه جـویی          د. باشد توالی نمی 

ــده مریــونس  . شــود مــی مخــزن بیمــاري در ایــن مطالعــه جون
بــه عنــوان مخــزن ایــن گونــه . لیبیکــوس تــشخیص داده شــد

 مرودشت، ارسـنجان،    ها نظیر بادرود،   بیماري در دیگر کانون   
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بــافق بـه عنـوان مخــزن اصـلی گـزارش شــده      نیریـز، خـاتم،  
ریونس لیبیکوس بـا وفـور      حضور جونده م  . )30-34،  10(است

هـاي   بالا در فاصله بسیار نزدیک با روستاها و توسـعه فعالیـت      
کشاورزي در منطقه به بومی شدن بیماري در منطقـه کمـک             

لذا جهت کاهش بروز بیماري کنترل جونـدگان        . کرده است 
  . بایست مد نظر قرار گیرد همواره می

  
  نتیجه گیري

ا با استفاده از شناسایی و تعیین هویت انگل لیشمانی
هاي رنگ آمیزي  لام در PCR-RFLP روش مولکولی

ها  هاي انسانی، جوندگان و پشه خاکی شده با گیمسا در نمونه
 از مزایاي این روش این .اي است روش مناسب و به صرفه

هاي  ها، تشخیص گونه است که بدون انجام تعیین توالی ژن
بنابراین . اهد بودانگل لیشمانیاي مولد بیماري امکان پذیر خو

ها مثل تزریق انگل به حیوان  این تکنیک در کنار سایر روش
هاي سرولوژي مفید  آزمایشگاهی، کشت انگل و تست

 روشی با PCR-RFLPکه تکنیک  ضمن این. خواهد بود
 ساعت 24تواند در طی  حساسیت و ویژگی بالا بوده و می

یین هویت علاوه بر تشخیص لیشمانیوز، نوع گونه انگل را تع
  .نماید

  
  تشکر و قدردانی

 در قالب پایان نامه دانشجویی مطالعهاین 
کارشناسی ارشد حشره شناسی پزشکی و مبارزه با ناقلین و 
طرح مصوب دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران 

 و همکاري دانشکده بهداشت دانشگاه علوم 6168با کد 
ز زحمات جناب  ابدین وسیله .پزشکی قم انجام شده است

آقاي دکتر امیر اکبري، ریاست محترم مرکز بهداشت استان 
ها و کارکنان  آوري نمونه قم به خاطر مساعدت در جمع

آزمایشگاه مولکولی گروه حشره شناسی پزشکی و گروه 
انگل شناسی دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران 

ا، تقدیر و هاي استاندارد لیشمانی به جهت فراهم نمودن سوش
  .گردد قدردانی می
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