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Abstract 

Background: Leishmaniasis is a protozoan parasitic disease and a global health problem. 
The aim of this study is to diagnose the parasitic infection in humans for epidemiological identification 
and providing control programs using proprietary co-designed primers in three species of Leishmania. 

Materials and Methods: 30 common Leishmania isolates were gathered from different 
centers in Iran. Having been cultured in RPMI-1640 Medium, DNA was extracted and the gene   
ITS2-rRNA was amplified by PCR. The amplicons were examined by electrophoresis on agarose gel 
2%. Also, in FLASH PCR method, a specific probe and florence colour were used to investigae the 
amplicon existence on sample.  

Results: The results of the investigations by PCR and FLASH PCR methods show that 
these methods are sensitive and specific for diagnosis of Leishmania  

Conclusion: In this study, identification of Leishmania parasite using specific primer pairs 
was successful and TaqMan could be one of the most sensitive diagnostic methods to identify parasite 
load for the ITS2 region of Leishmania  
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و   PCRتر عفونت لیشمانیا با استفاده از تکنیک روش تشخیص سریع

FLASH PCR  
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  چکیده
ي از کشورها اي است که به عنوان یک معضل بهداشتی در بسیار : لیشمانیوز یک بیماري انگلی تک یاختهزمینه وهدف

تشخیص عفونت انگل در انسان به منظور شناسایی اپیدمیولوژیک و ارائه برنامه کنترل با  ،این مطالعههدف از مطرح است.
  پرایمر اختصاصی مشترك طراحی شده در سه گونه لیشمانیا است. استفاده از

ها پس  این ایزوله DNA وري شد.آران جمع نمونه ایزوله شایع انگل لیشمانیا از مراکز مختلف در ای 30:ها مواد و روش
ها توسط  تکثیر یافت. امپلیکون PCRبا استفاده از  ITS2-rRNAاستخراج و ژن  Rpmi1640 از کشت در محیط
پروب اختصاصی و رنگ  ، یکنیز FLASH PCRمورد بررسی قرار گرفتند. از روش  درصد 2گارز آالکتروفورز در ژل 

  .به کار گرفته شدود یا عدم وجود امپلیکون وجبه منظور بررسی فلورسانس 
دهند این دو روش داراي دقت و حساسیت  می نشانFLASH PCR و   PCRهاي نتایج حاصل از روش ها: یافته

   براي شناسایی لیشمانیا هستند.قابل قبولی 
 TaqManروش  بود و آمیز اختصاصی موفقیت لودگی انگل لیشمانیا با استفاده از جفت پرایمرآتعیین  :گیري نتیجه

  .لیشمانیا باشد ITS2ي  یفی انگل در ناحیهکهاي تشخیصی براي شناسایی  ترین روش تواند یکی از حساس می
  PCR  ،ITS2-rRNA ، FLASH PCR: لیشمانیاکلیدي واژگان
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  مقدمه
ــی از   ــمانیوز یک ــرم  6لیش ــم گ ــاري مه ــیري  بیم س

کـالاازار (احشـایی)    -باشد که به اشـکال سـالک(جلدي)   می
دار بـه شـکل    شود. جـنس لیشـمانیا در میزبـان مهـره     ظاهر می

اي است. در میزبـان   تهاماستیگوت(بدون تاژك) و درون یاخ
بی مهره و محیط کشت به شکل پروماسـتیگوت(تاژکدار) و  

کشـور جهـان    88اي وجود دارد. این بیمـاري در   برون یاخته
). سه گونه 2، 1شود( فریقا دیده میآسیا، اروپا، آهاي  در قاره

از انگل لیشمانیا به عنوان عامل بیمـاري لیشـمانیوز انسـانی در    
اند کـه از نظـر اهمیـت اپیـدمیولوژیکی بـه       ایران شناخته شده

ترتیــب شــامل لیشــمانیا مــاژور، لیشــمانیا تروپیکــا و لیشــمانیا  
هاي عامل بیمـاري بـه    ). شناخت گونه4، 3باشند( اینفانتوم می

درمان اهمیت  گیري و منظور برنامه ریزي جهت کنترل، پیش
ــزایی دارد. روش  ــه س ــل و    ب ــخیص انگ ــیک تش ــاي کلاس ه

ــه   ــایی گون ــت و    شناس ــه کش ــتقیم، تهی ــامل ارزیــابی مس ش
هـا   باشـد کـه از معایـب ایـن روش     هاي بیوشیمیایی مـی  روش

). بـه  4اشاره کرد( آتوان به حساسیت کم و وقت گیر بودن می
هاي لیشـمانیا در میـزان حـدت و پاسـخ بـه       دلیل تفاوت گونه

رژیم درمانی مختلـف، تشـخیص صـحیح، بـه منظـور تعیـین       
ــگویی ــالینی و ت  پیش ــاي ب ــب    ه ــم درمــانی مناس ــویز رژی ج

). امـروزه  5باشـد(  واختصاصی، تشخیص گونه ضـروري مـی  
هـاي نـوین مولکـولی     هاي انگل از روش جهت شناخت گونه

شود. از جملـه   استفاده می  PCR ,Real time PCRنظیر
توان نیاز به میزان کم از مـاده   هاي مولکولی می مزایاي روش

 محـیط و میزبـان و   وراثتی، عدم تاثیر شرایط مخدوش کننده
ــاه   قابلیــت بررســی تعــداد زیــادي نمونــه در یــک زمــان کوت

قطعـه ژنـومی از انگـل     ). دو6وحساسیت تست اشـاره نمـود(  
ترین کاربرد را در مطالعات مولکولی دارنـد   لیشمانیا که بیش

ــامل ــش DNA ش ــل و بخ ــتی انگ  از ITS کینتوپلاس

DNAــت ــوزومی اس ــا دارا  DNA ).7(ریب کینتوپلاســتی، ب
کـه هـر    (minicircles)حلقوي DNAن هزاران نسخهبود

 اسـت و در  variable و  conserve یک شامل دو بخـش 
ن در آهـاي متعـدد    به واسـطه کپـی   ITS که در بخش حالی

هاي تکراري هدف خوبی براي مطالعـات   ژنوم انگل و توالی
 .مولکولی تشخیص و تعیین گونه است

نش گادیسـا و همکـارا   وهمکارانش و نیـز  شونیان
 تعیـین تـوالی آن توانسـتند    و ITS1 دادن ژن هـدف قـرار   با

هاي بالینی که به شـکل   نمونه در را هاي مختلف لیشمانیا گونه
 ).16، 15(شناسایی کننـد  گسترش یا بیوپسی تهیه شده بودند،

هــاي  بقــایی و همکــاران نســبت بــه تشــخیص و تمــایز گونــه 
ت گسـترش  هاي بالینی تهیـه شـده بـه صـور     لیشمانیا در نمونه

). 17(مستقیم، استخراج شده از محـیط کشـت اقـدام کردنـد    
هـاي   این مطالعه به منظور تعیین روش نوین در شناسایی انگل

بـا طراحـی یـک     PCR شایع لیشمانیا با اسـتفاده از تکنیـک  
انجام شـد کـه    rRNAاز ژن  ITS2جفت پرایمر از نواحی 

هـاي   مونـه در مطالعات بعدي بتوانیم از این جفت پرایمر در ن
 Realانسانی، جهت تشـخیص کمیـت بـار انگلـی بـا روش      

time PCR .استفاده گردد  
  

  ها مواد و روش
  هاي استاندارد نمونه

ــه  ــه نمون ــن مطالع ــه  در ای ــاي اســتاندار از ایزول ي  ه
ــه   ــایع از گون ــروژن م ــده در نیت ــره ش ــل   ذخی ــایع انگ ــاي ش ه

 )L. major, L. infantom, L. tropicaلیشـمانیا( 

شده از مرکز تحقیقات لیشمانیوز کرمـان تهیـه شـد.    دریافت 
ــل ــیط  انگ ــا در مح ــیلین    RPMI1640ه ــی س ــاوي پن ح

 22بـه انکوبـاتور    کشت داده شد و FCS واسترپتومایسین و
هـاي کشـت هـر روز     فلاسک گراد منتقل شدند. درجه سانتی

در زیر میکروسکوپ معکوس بررسی شـدند تـا از وضـعیت    
  لودگی اطمینان حاصل شود.ها و عدم وجود آ رشد انگل

ــه ــه  نمون ــز از ایزول ــا نی ــز   ه ــود در مراک ــاي موج ه
هاي ایزوله در این مراکـز   تحقیقاتی لیشمانیوز تهیه شد. نمونه

از بیماران مراجعه کننده بیوپسـی تهیـه و مـورد کشـت قـرار      
ها در محیط کشت جدا  اند و انگل لیشمانیا از این نمونه رفتهگ

جود در ایـن مراکـز کشـت شـده و     هاي مو شده است. ایزوله
جهت تایید وجود  براي تشخیص، مورد استفاده قرار گرفت.

میـزي هماتوکسـیلین   آهاي بیماران نیـز رنـگ    انگل در نمونه
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ائوزین و بررسی میکروسکوپی مقاطع بافتی در تاییـد وجـود   
  هاي بافتی مورد استفاده قرار گرفته است. انگل در نمونه

  
  DNAاستخراج 

ــتخراج  ــت    DNAاسـ ــل کیـ ــق پروتکـ ــر طبـ بـ
QiaAmp DNA Mini kit (QIAGEN 

Germany)  ــین غلظــت ــه وســیله  DNAانجــام شــد. تعی ب
انجــام شــد و نســبت  260دســتگاه نــانودراپ در طــول مــوج 

نـانومتر   260در طـول مـوج   DNAجذب یک نمونه خالص 
  دست آمد.ه ب (A 260/280)نانومتر280به 
 

PCR  با هدف قرار دادن ژنITS2-rRNA 
ــی  PCRروش  ــاي اختصاصـ ــا پرایمرهـ : بـ

  طراحی شده جنس لیشمانیا با سکانس پرایمر
L.ITSF:5’CAAATACACGCATGCACT
CTC 3’  
L.ITSR:5’TTTAATAATCCTGGTCAC
AGCC3’ 

هاي شایع لیشـمانیا تکثیـر    از گونه 200bpهایی حدود  قطعه
 25µlکـار رفتـه بـراي آزمـایش     ه گردیـد. مـواد و حجـم ب ـ   

 master mix 12.5µl  ،primer (amplicon)شـامل 

forward 1µl ،primer reverse 1µl،DNA 1µl 

ها داخل دسـتگاه   در ادامه نمونه باشد و میH2O  9.5µl و 
قرار داده شـد.   (c1000 touch bio Rad)ترمال سایکلر

  برنامه دمایی براي تکثیر به این صورت برنامه ریزي شد:
 35قیقــه، د 5 درجــه بــه مــدت95مرحلــه پــیش دناتوراســیون 

ثانیـه، آنلینـگ    20 درجه به مـدت  94 سیکل از: دناتوراسیون
 72ثانیه و مرحله گسـتردگی پرایمرهـا    30درجه به مدت  60

 72ثانیه. در پایان مرحله گسـتردگی نهـایی   30درجه به مدت 

ها همراه کنتـرل   دقیقه انجام شد. سپس نمونه 5درجه به مدت 
ــارز آ ــاويدرصـــد  2لـــودگی و مثبـــت روي ژل اگـ  0.1حـ

ــی  ــر ژل  میکروگــرم رنــگ ســایبر ســیف بــه ازاي هــر میل لیت
) (CatNo:#SMO323الکتروفورز و با استفاده از مـارکر 

100bp  .مورد بررسی قرار گرفتند  
  

با هدف تشـخیص سـریع    FLASH PCRآزمایش 
  لیشمانیوز

و  PCRبـــا پرایمرهـــاي روش   FLASH PCRروش 
د و تـوالی  شو انجام می ITS2همراهی پروب اختصاصی ژن 

  باشد: پروب اختصاصی به صورت زیر می
ITS-P:FAM 
5’AGCGTCGAAACTCCTCTCTGGT
GC3’ BHQ1  

 موجـب تکثیـر    PCRهاي روش در این روش همان پرایمر

ي  شد. اما در این روش طی واکـنش زنجیـره   200bpقطعه 
شـود. تجزیـه شـدن     مراز پروب مورد استفاده تجزیـه مـی   پلی

و ایجـاد رنـگ    BHQ1از  FAMپروب باعث جدا سازي 
گیري فلورسانس را بعد از تکثیر ناحیه اختصاصی  قابل اندازه
هاي اختصاصی به همراه داشت. افزایش رنگ فلو  بین پرایمر

ــانس بــا اســتفاده از اشــکار ســاز       FD-12 )DNAرس

technology-Russian( مورد ازریابی قرار گرفتند.  
  

  ها یافته
انگل لیشمانیا مـورد   نمونه ایزوله 30در این مطالعه 

قرار گرفتند. پس  (PCR)زمایش واکنش زنجیره پلی مراز آ
از انجام الکتروفورز مشخص شدکه بانـدهاي ایجـاد شـده در    

  باشند. می 200bp محدوده
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Figure2.Electrophoresis of ITS2-rRNA showed gene PCR product in the common species  ofLeishmania on the 
2% agarose gel.  
column 1:molecular marker 100bp 
column2: fragment length for Leishmania ..infantum 192bp 
column3: fragment length for Leishmania .major 220bp 
column 4:fragment length for Leishmania. tropica 200bp 
column 5:positive control of Leishmania .major 
column 6: contamination control  
column 7:molecular marker 100bp 

 

با استفاده از دستگاه  FLASH PCRنتایج 
FD-12 )مورد ارزیابی قرار گرفتندDNA 

technology. russia نیز در این مطالعه با روش (PCR 
ها به عنوان روش  تمامی این نمونه خوانی داشت و هم

میزي هماتوکسیلین آه از روش رنگ استاندارد با استفاد
ائوزین مورد تایید قرار گرفتند. در این روش با استفاده از 
پروب اختصاصی و ایجاد رنگ در طی واکنش رنجیره پلی 
مراز تکثیر ناحیه اختصاصی مورد ارزیابی قرار گرفت. در 

اي نیز به عنوان کنترل منفی نیز مورد  این ارزیابی نمونه
 Backین نمونه به عنوان رنگ زمینه یا زمون بوده که اآ

ground  در نظر گرفته نمیشود. تمامی نمونه هایی که در
نها رنگ فلورسانس تولید شده توسط پروب اختصاصی آ

بود به عنوان مثبت در نظر   back groundبیش از نمونه
ها بعد از ارزیابی با  گرفته شدند و نتایج الکتروفورز نمونه

 کرد. تکثیر اختصاصی را تایید می این FD-12دستگاه 

  

  

بوده که به عنوان   NTCحاصل از نمونه 12ن نمودار آهاي لیشمانیوز که در  حاصل از شناسایی میزان فلورسانس نمونه FD-12.نمودار 
Back ground باشد  ه میستانه مشخص شده توسط دستگاآهاي مثبت بالاتر از حد  هاي حاصل از نمونه شود. نمودار استفاده می  
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  بحث
ــیش   ــم در پ ــول مه ــی از اص ــرل   یک ــري و کنت گی

باشـد شناسـایی    ن مـی آي  لیشمانیوز شناسـایی و تعیـین گونـه   
تـر   سریع عفونت لیشمانیا جهت کنترل بیماري و درمان سریع

لـوده کننـده بـا نـوع     آنـوع گونـه    )8بیماري ضـروري اسـت(  
ن در ارتبـاط اسـت و   آبیماري ایجاد شده در بیمـار و درمـان   

لوده کننـده بیمـاران در منـاطق انـدمیک بـا سـوش       آي  گونه
  . )8(غالب در منطقه ارتباط دارد

هاي مولکولی به دلیـل سـاده بـودن     از طرفی روش
خیلـی مـورد توجـه هسـتند ایـن       در اجرا و دقـت بسـیار بـالا   

ــار عفونــت در خیلــی از   روش هــا در تعیــین گونــه و تعیــین ب
هـا توانـایی انجـام     ها کاربرد دارند به علاوه این روش بیماري

برخـی   .هاي بایگانی شده بیماران را نیز دارند بر روي اسلاید
هاي مولکولی به دلیل ارزان بودن حتی جهت غربـال   از روش

شــوند و ســرعت  نیــز بــه کــار گرفتــه مــیبیمــاران مشــکوك 
تـر اسـت. در    ها بسـیار سـریع   تشخیص با استفاده از این روش

تـرین   هاي مولکـولی طراحـی پرایمـر اختصاصـی مهـم      روش
بخش کار بوده که این پرایمر تعیین کننده اختصاصیت ایـن  

  روش است.
 کــه ناحیــه حفاظــت شــده از ژن ITSناحیـه ژنــی  

RNA  ــوزوم ــوزوم در کرومـ ــل   27ریبـ ــه در کـ ــت کـ اسـ
وجود  ITS2تا ناحیه  6و  ITS1تا ناحیه  6 ، 27کروموزوم 

از ایـن   ITS2و  ITS1. قطعات ژنی دو ناحیـه  )10، 9(دارد
تـري تکامـل یافتـه و لـذا      رو اهمیت دارد که با سرعت بـیش 

ت هاي یک جنس متفاوت اس ـ ها حتی در بین گونه توالی آن
توانـد کمـک    بدین ترتیب پلی مورفیسم این منطقه ژنـی مـی  

هـاي مختلـف    ها و حتـی گونـه   شایانی جهت شناسایی جنس
هـاي ملکـولی از    باشد. در مطالعات قبلی بـا اسـتفاده از روش  

هـاي   گونـه  its1هدف قـرار دادن ژن   pcr,rlfp-pcrجمله 
  مختلف لیشمانیا را شناسایی کردند.

در مطالعــات  FLASH PCRحساســیت روش 
و  گذشــته بــه اثبــات رســیده اســت. در مطالعــه ابرامــورا      

هـاي   براي تشـخیص قـارچ   flash pcrهمکارانش از روش 
Septoria tritici  وStagonospora nodorum  بــه

صورت مولکولی استفاده کردند در این مطالعه تکثیـر ناحیـه   
مورد بررسـی قـرار گرفـت و بـراي تاییـد گونـه        ITS1ژنی 

 چنین هم. )11روش استاندارد کشت استفاده کردند(قارچ از 

بـراي   FLASH-PCR و همکـارانش از روش  ریازانتسف
 , Fusarium graminearu زاي  تشخیص قارچ بیمـاري 

F. culmorum ,F. poae F. sporotrichioides, 
F. langsethiae , F. avenaceum , and F. 

tricinctum  ــد در ایــن مطالعــه از تکثیــر ژن اســتفاده کردن
tef-1α   هـا   ایزولـه مختلـف از قـارچ    38 براي شناسـایی در

) در مطالعـــه دیگـــري کـــه بـــر روي    12اســـتفاده شـــد( 
عبـــاس علـــی ایمـــانی فـــولادي و  مایکوبـــاکتریوم توســـط

ــه ــواع نمون ــاي ریــوي و خــارج ریــوي  همکــارانش روي ان ه
ــل، روش    ــه سـ ــتلا بـ ــاران مبـ ــا  FLASH-PCRبیمـ را بـ

میزي اسمیر به روش اسـید  آهاي مرسوم کشت و رنگ  روش
فست مقایسـه کردنـد. در مطالعـه وي، حساسـیت و ویژگـی      

ــب  FLASH-PCRتســت  ــه ترتی ــد  33/93ب  5/92و درص
  دهـد کـه روش   ) .ایـن نشـان مـی   13دسـت آمـد(  ه ب ـدرصد 

FLASH-PCR  هـاي   داراي حساسیت بالا نسـبت بـه روش
توانـد طـی زمـانی     چنین مـی  مرسوم براي تشخیص دارد و هم

). دراین مطالعه طراحی پرایمـر از ناحیـه   14اجرا شود(کوتاه 
انجام شده و سعی بر ان بود که طراحی پرایمـر بـه    ITSژنی 
هـاي   اي باشد تا به طور اختصاصی بتوان از انـواع روش  گونه

مولکولی جهت غربـال بیمـاران مشـکوك اسـتفاده کـرد. از      
 همرا با الکتروفـورز  PCRتوان به روش  جمله این موارد می

هـاي ایـن    نام برد. از جمله مزیـت  FLASH PCRو روش 
ــار        روش ــر بــه ک ــاز کمت ــرا دارنــد و نی هــا ســرعت در اج

 FLASH PCRتـر روش  مزمایشگاهی است. ویژگی مه ـآ
نیز تنها وجود پروب و عدم نیاز به ژل است. در این روش بـه  
دلیل عـدم بـاز شـدن تیـوب مخلـوط واکـنش بعـد از انجـام         

تــري در  لــودگی محیطــی کــمآز واکــنش زنجیــره پلــی مــرا
هـاي ایـن روش و    کند. از دیگـر مزیـت   زمایشگاه ایجاد میآ

هـاي   نهـا در روش آن کـاربرد  آطراحی پرایمـر و پـروب در   
اسـت کـه عـلاوه بـر      Real-time PCRمختلـف از قبیـل   

هـاي   توانـد در کـاهش هزینـه    سرعت دادن بـه تشـخیص مـی   
  زمایشگاهی کمک کننده باشد.آ
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ه اقتصادي بیشتر در استفاده از ایـن  با توجه به صرف
ــه دلیــل کــارایی ایــن روش  FLASH PCRپرایمــر در  ب

علاوه عدم نیاز این روش به ه مولکولی در شناسایی تکثیر و ب
توان این روش را روشی براي تشخیص سریع  الکتروفورز می

تر با حساسیت بالا در بیماران با استفاده از یک جفت پرایمر 
 معرفی کرد.

  
  ر و قدردانیتشک

بدین وسـیله از زحمـات پرسـنل مرکـز تحقیقـات      
هاي بنیادي و گروه پـاتولوژي دانشـگاه علـوم پزشـکی      سلول

کرمان که نقش مهمی در به ثمر رسیدن ایـن تحقیـق داشـتند    
  شود. تشکر و قدر دانی می
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