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Abstract 

               Background: Leishmania major and leishmania tropica are the main causes of cutaneous 
leishmaniasis in Iran, especially in Isfahan and Bam regions. In this study, noticing the effect of 
diversity of this parasite strains on designing disease control strategies, human isolates were examined 
through PCR-RFLP to determine the type of strains. 
               Materials and Methods: In this experimental study, 340 samples obtained from CL patients 
due to Leishmania were cultured and prepared for microscopic study and examined through PCR-
RFLP. The products of some of these samples were sequenced and analyzed. ITS1 region of genomic 
DNA was extracted and amplified with LITSr and L5.8s primers. Data on sequencing the samples 
were related to ITS1 region that in extracted DNAs with LITSr and L5.8s primers appeared with four 
kinds of genotype patterns, two for L.major and two for L.tropica in Isfahan and Bam regions.  
             Results: Genotypic groups, LmA and LmB, were detected from L.major isolates while LtA 
and LtB genotypic groups were indicated for L.tropica in these two regions. The most prevalent 
genotypes related to isolates of Isfahan were LmA geneotype, whereas LtA geneotype was mostly 
reported in isolates of Bam.  
            Conclusion: Leishmania major and leishmania tropica, the causative agents of zoonotic 
cutaneous leishmaniasis (ZCL) in Isfahan and anthroponotic cutaneous leishmaniasis (ACL) in Bam, 
respectively, are genetically polymorphic species. There exists a relationship between genetic 
heterogeneousness and clinical manifestation and geographical regions of this disease in human. 
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مورفیسم ژنتیکی لیشمانیا ماژور و لیشمانیا تروپیکا به کمک تکنیک  بررسی پلی

RFLP  – PCR ي هایپرآندمیک اصفهان و بم  در دو منطقه  
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  چکیده
هاي مختلف ایران بویژه دو منطقه   لیشمانیوز جلدي در بخش ه عوامل اصلی به وجود آورندلیشمانیا تروپیکا و لیشمانیا ماژور :     زمینه و هدف

هاي انسانی جهت  هاي کنترل بیماري، ایزوله هاي انگل در طراحی استراتژي در این مطالعه به دلیل تأثیر تنوع سویه. باشند اصفهان و بم می
   . مورد بررسی قرار گرفتندPCR-RFLPتعیین نوع سویه با استفاده از روش 

هاي لیشمانیا کشت و  ي جدا شده از بیماران داراي زخم پوستی سالک ناشی از گونه  گونه340در این مطالعه تجربی از  :ها واد و روش     م
ها سکانس شده و  محصول تعدادي از این نمونه.  مورد بررسی قرار گرفتPCR-RFLPلام میکروسکوپی تهیه شد و با استفاده از روش 

 هاي استخراج شده، با DNA  بوده که در ITS1ها متعلق به محل  اطلاعات حاصل از سکانس نمونه. ار گرفتمورد تجزیه و تحلیل قر
 را در دو لیشمانیا تروپیکا و دو الگو براي لیشمانیا ماژور الگوي متفاوت ژنوتایپ، دو الگو براي 4  شده و L5.8S و LITSrدو پرایمر 

  .منطقه اصفهان و بم نمایان نموده است
هاي   در میان ایزولهLtA و LtB و دو گروه ژنوتایپی لیشمانیا ماژورهاي   در میان ایزولهLmA و LmBدو گروه ژنوتایپی  :ها    یافته  

 عمدتاً در میان LtAهاي اصفهان و ژنوتایپ   در میان ایزولهLmAژنوتایپ .  مشخص و در این دو منطقه گزارش شدلیشمانیا تروپیکا
   .ترین فراوانی را نشان دادندهاي بم بیش ایزوله
   عامل اصلی بوجود آورندهلیشمانیا تروپیکا عامل اصلی بوجود آورنده لیشمانیوز جلدي مرطوب در اصفهان و لیشمانیا ماژور :گیري      نتیجه

نی ژنتیکی و بروز بالینی و اي بین ناهمگ مورفیک هستند و احتمال دارد رابطه ي پلی لیشمانیوز جلدي خشک در بم از نظر ژنتیکی دو گونه
   .منطقه جغرافیایی این بیماري در انسان وجود داشته باشد

  PCR-RFLP ،ITS1مورفیسم، لیشمانیوز پوستی،  پلی :واژگان کلیدي     
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  مقدمه
باشد به  لیشمانیوز یک بیماري با توزیع وسیع جهانی می

 کشور 88 میلیون نفر در 350طوري که در حال حاضر 
ي موارد  شوند که عمده جهان توسط این بیماري تهدید می
یابد و شواهدي مبنی بر  به صورت اشکال جلدي بروز می

 ).1-3(رد افزایش میزان بروز سالانه این بیماري وجود دا
لیشمانیوز جلدي در ایران به دو شکل لیشمانیوز جلدي 

و لیشمانیوز جلدي خشک  لیشمانیا ماژور مرطوب، ناشی از
 هاي هایپرآندمیک کانون. باشد می لیشمانیا تروپیکا ناشی از

 هاي ایران در استان کشور درلیشمانیوز جلدي مرطوب 
نان گزارش اصفهان، گلستان، خوزستان، ایلام، بوشهر و سم

در بسیاري لیشمانیوز جلدي خشک شده است، در حالی که 
) بم(تهران، شیراز، مشهد، کرمان  از شهرهاي بزرگ از جمله

هر چند از نظر  ).5، 4(به شکل آندمیک وجود دارد 
هاي واضحی وجود  کلینیکی بین دو شکل بیماري تفاوت

دارد ولی لیشمانیوز جلدي مرطوب و خشک علاوه بر شکل 
شود که از  یپیک، موجب بروز طیف وسیعی از ضایعات میت

هاي بدون علامت تا ضایعات بسیار وسیع پوستی را  عفونت
، لیشمانیاي  تعیین مشخصات گونه). 6 و 1(گردد  شامل می

براي تشخیص صحیح و پیشگیري از این بیماري، همچنین 
هاي کنترل   گیري در مورد درمان و اعمال روش براي تصمیم

هاي گذشته  در دهه ).7-9(اري بسیار حائز اهمیت است بیم
طریق بررسی مرفولوژي  به طور مستقیم ازلیشمانیا هاي  انگل

هاي بالینی، توزیع جغرافیایی  لام میکروسکوپی نمونه
زایی براي  ها به خصوص در مناطق آندمیک، بیماري ایزوله

میزبان و الگوي رشد در محیط کشت تعیین هویت و 
ها فاقد دقت لازم بوده است،  این روش. شدند دي میبن طبقه

 به طور هملیشمانیا ي  به عنوان مثال ممکن است چندین گونه
  روش هاي مذکور).10(زمان در یک منطقه موجود باشند  

 ،هاي دقیقهاي مولکولی و سایر روشبا توجه به روش
امروزه از اولویت خارج شده و در حال حاضر تحلیل 

ي انگل یک استاندارد DNAها و استفاده از  ایزوآنزیم
محسوب لیشمانیا هاي  طلایی براي متمایز کردن گونه

بر اساس علائم و لیشمانیا ي  تعیین گونه ).8(گردد  می
آفرین باشد، به عنوان مثال  تواند مشکل هاي بالینی می نشانه

، به تشخیص  لیشمانیوز جلدي، به دلیل اشکال بالینی متنوع
با پیشرفت تکنولوژي واکنش زنجیره  ).11(نیاز دارد افتراقی 

 و )PCR) -Polymerase Chain Reactionاي پلیمراز
 مانند میکروساتلایت، PCRچندین آزمایش مبتنی بر 

DNAگلیکو  هاي تلومریک یا ي کینتوپلاستی، توالی
 ٧٠پروتئین شوك حرارتی ، )gp63( 63پروتئین 

)hsp70(،هاي  که ژناکسون، بتاتوبولین  مینی RNA 
دهند، پیشنهاد  را مورد هدف قرار می) rRNA( ریبوزومی

 Restriction)ها  در میان این روش ).12-15(شده است 

Fragment Length Polymorphism-RFLP) ( براي
اي نتایج  هاي چند نسخه  از ژنPCRي محصولات  تجزیه

 PCR-RFLP  روش. اي را نشان داده است کننده امیدوار
متعلق به  (Internal Transcribed Spacer-ITS)روي 

دنیاي جدید توسط لیشمانیا ي  ها هاي ریبوزومی در گونه ژن
ولی  ).17، 16، 6، 2(کوپولیلو و همکاران انجام شده است 

دنیاي قدیم انجام لیشمانیا هاي  این روش عمدتاً بر روي گونه
ي   این است که رابطهITS1اهمیت بررسی . نشده است

ي یک قطعه  ي رشته ها، بر اساس مقایسه وژنیک بین گونهفیل
 بین ITS1 قابل استنتاج است زیرا rRNAاز محل ژن 

کمتر محافظت شده است،  rRNAهاي  ها نسبت به ژن گونه
  هایی که گونه بنابراین براي تشخیص فیلوژنیک ارگانیسم

به هم هستند، بررسی و  ها بسیار نزدیک و مرتبطهاي آن
 ).9(تواند انتخاب صحیحی باشد   میITS1 دادن هدف قرار

توان  نه تنها می PCR-RFLPهاي دقیق  با استفاده از تکنیک
هاي پوستی با علائم مشابه  این بیماري را از سایر بیماري

هاي عامل  متمایز کرد، بلکه با شناخت گونه و استرین
توان استراتژي درمانی قاطعی را براي بیماران با  بیماري می

هاي  تجویز داروهاي موثر با اثرات سمی کمتر و با هزینه
که  جایی از آن. تر مورد استفاده قرار داد درمانی پایین

هاي درمانی این بیماري گران قیمت و داراي عوارض  روش
هاي مقاوم به داروي  جانبی هستند و در دنیاي کنونی گونه

یین گزارش شده است، تع) گلوکانتیم(انتخابی این بیماري 
تواند تا حدودي دلایل  میلیشمانیا ي  مشخصات دقیق گونه

علاوه بر این، چنین . هاي درمانی را توجیه نماید شکست
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تواند جهت مطالعات اکولوژیکی، کلینیکی و  اطلاعاتی می
ي زندگی و انتشار  ي چرخه ، مطالعههمه گیر شناسی

 در در میزبانان انسان و حیوان، همچنینلیشمانیا هاي  گونه
ناقلان حشره به عنوان یک پیش نیاز براي طراحی معیارهاي 

ي واکسن موثر علیه این بیماري  کنترل مناسب بیماري و تهیه
 به PCR-RFLPدر این مطالعه روش  ).18(ارزشمند باشد 

به کار برده شد و لیشمانیا ي  عنوان ابزاري براي تعیین گونه
 DNAفیسم مور هاي پلی براي مشخص کردن بیشتر ویژگی

 از دو لیشمانیا تروپیکا و لیشمانیا ماژورهاي  در میان ایزوله
ها که  بخش هایپرآندمیک اصفهان و بم تعدادي از نمونه

ها با مطالعات حاضر متفاوت بود  پروفایل هضم آنزیمی آن
  .تعیین توالی ژنی گردید

   ها  مواد و روش
وز  بیمار مبتلا به لیشمانی450 ،مطالعه تجربیدر این 

 بیمار از کانون 215جلدي مورد بررسی قرار گرفت که 
 بیمار از کانون 125لیشمانیوز جلدي مرطوب اصفهان و 

گیري از  نمونه. لیشمانیوز جلدي خشک بم انتخاب شدند
 در این دو شهر انجام 1387اول فروردین لغایت آخر اسفند 

هاي پوستی متفاوت از  موارد انتخاب شده داراي زخم. شد
هاي   بالینی داراي طیفی از یک ندول کوچک تا زخمنظر

رونده و بدشکل، متشکل از انواع ندولی، زخمی شده،  پیش
اندازي  اندازي یا بدون پوست  زخمی همراه با پوست-ندولی

هایی از بافت براي بررسی  جهت نمونه برداري برش .بود
ي داخلی  از طریق خراش دادن لبه( پی نمونهمیکروسکو

سپس .  انجام شد)پوستی با یک چاقوي جراحیهاي  زخم
اي قرار داده شد یکی از  برش بافت بر روي دو لام شیشه

هاي مولکولی  درجه جهت آزمایش100ها فقط با متانول  آن
درجه 100تثبیت شد و دیگري علاوه بر تثبیت با متانول 

آمیزي شد و از  جهت تشخیص پارازیتولوژي با گیمسا رنگ
 .آماسیتگوت به دقت بررسی گردیدنظر وجود اشکال 

ها تحت شرایط استریل  ي داخلی زخم هایی از لبه نمونه
 مایع براي کشت BHI گرفته شد و به کمک محیط انتقالی

 24±1 دماي منتقل و در انکوباتوري با NNNبه محیط 
ها هر سه روز یک  محیط. درجه سانتی گراد  قرار داده شد

که منفی گزارش شود مورد   هفته قبل از این4بار به مدت 
در صورت مثبت بودن . گرفت بررسی میکروسکوپی قرار می

ي لگاریتمی  ها در اواخر مرحله  پروماسیتگوت ،کشت
، قبل از )PBS(بار با بافر فسفات  برداشت شده و یک

 درجه 70اي ه شسته و سپس در فریزر منDNAي  تجزیه
سـه . تگرف هاي بعدي قرار می سانتی گراد جهت آزمایش

استفـــاده قــرار   مـــورد  ي مرجــع به عنوان کنترل گونـــه
     سویهلیشمانیا ماژور گرفت کــه عبارت بودند از

MHOM/IR/75/ER، لیشمانیاتروپیکاMHOM/IR/99/YAZ1 
جهت . MCAN/IR/97/LON 49  سویهلیشمانیا اینفانتوم و

 محلول  با ابتداآمیزي هاي بدون رنگ لاماز  DNA استخراج
PBS 4/7( استریل=pH ( مرطوب شد و سپس با تیغ جراحی

لیتري تراشیده شد،   میلی5/1استریل داخل یک میکروتیوب 
 دقیقه 5 استریل سرد به مدت PBSدر مرحله بعد سه بار با 

 درجه سانتی گراد شستشو 4در دماي دور در دقیقه  2500با 
 -Tris (TE میکرولیتر 200سپس به رسوب حاصله ) 8(شد 

EDTA( ،200 میکرولیتر Binding Buffer 20 و 
 ساعت در 2-4 اضافه شد و به مدت Kمیکرولیتر پروتئیناز 

 ساعت 24انکوبه و یا به مدت درجه سانتی گراد  72ماري  بن
ي مراحل   بقیه.قرار داده شد درجه سانتی گراد 56در دماي 

 DNA (High Pure PCRمطابق دستور کیت استخراج 

Template Preparation Kit; Cat.No.11796 
828001; Roche) انجام شد .  

لیتر از   میلی1-3هاي کشت شده  در مورد انگل
 5×106که داراي لیشمانیاهاي  سوسپانسیون پروماسیتگوت

 70اي ه بود از فریزر منNNNلیتر محیط  انگل در هر میلی
 2500 استریل با PBSدرجه سانتی گراد خارج و دو بار با 

 درجه سانتی گراد 4 دقیقه در دماي10 به مدت ور در دقیقهد
 200مایع رویی حذف و به رسوب حاصل . شستشو داده شد

 40 و Binding Buffer میکرولیتر 200، و PBSمیکرولیتر 
 10 اضافه شد و محتویات به مدت kمیکرولیتر پروتئیناز 

ي  یه  درجه سانتی گراد قرار داده شد بق70ماري   دقیقه در بن
 انجام شد و در نهایت Rocheمراحل مطابق دستور کیت 

DNA میکرولیتر 200 در Elution Bufferحل شد .  
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  PCR  به روش ITS1ي  تکثیر ناحیه
.  تکثیر شدPCR به روش rDNA ITS1 ي ناحیه          

 با استفاده از SrRNA ,SSUrRNA 5.8تکثیر نواحی 
  ).19-21، 8(پرایمرهاي زیر انجام شد 

) َ3- CTGGATCATTTTCCGATG -َ5  (
LITSr:Forward  

) َ3-TGATACCACTTATCGCACTT – َ5 (Reverse: 
L5.8S  

  و در دستگاه ترموسایکلر میکرولیتر250 واکنش در حجم
CORBET ساخت کشور استرالیا صورت گرفت   

   تقویت شدهITS1 براي RFLPتحلیل 
 جهت تعیین گونه تحت ITS1-PCRمحصولات           

و بافر ) لیتوانی -فرمنتاز BUSRI (Hae III)(تاثیر آنزیم 
 ساعت 2درجه سانتی گراد  به مدت  37مربوطه، در دماي 

مورفیسم تحت تاثیر  هضم شد و سپس جهت بررسی پلی
 در دماي Tanqو بافر )  لیتوانی-فرمنتاز (1U  Taq Iآنزیم 

  . ساعت قرار گرفت3 درجه سانتی گراد  به مدت 65

  DNAوالی تعیین ت
هایی که   متعلق به ایزولهPCRمحصولات           

 پس از PCR-RFLPهاي متفاوتی را در تحلیل  پروفایل
 به نمایش گذاشتند ابتدا با استفاده از Taq Iاستفاده از آنزیم 

 High Pure) از روي ژل PCRي محصولات  کیت تصفیه

PCR Product Purification Kit; 
Cat.No.11732668001;Roche) کل بر اساس پروت

ي سازنده تصفیه شدند و سپس جهت سکانس  کارخانه
 لیشمانیاهاي  جهت بررسی توزیع فراوانی گونه .ارسال گشتند

هاي آن در دو منطقه اصفهان و بم ازآزمون  و ژنوتایپ
  . اسکوئر استفاده شد-کاي

  ها  یافته
یشمانیوز  بیمار مبتلا به ل450 از میان مطالعهدر این           

هاي   بیمار از بم، نمونه125 بیمار از اصفهان و 215پوستی، 
هاي آلوده به  کشت. ها مثبت گزارش شد کشت و لام آن

هاي میکروسکوپی منفی از  عوامل باکتریایی یا قارچی و لام
 بیمار مجموعاً در دو منطقه همگی 340. مطالعه حذف شدند

.  گرفتند مورد بررسی قرارPCR-RFLPبه کمک تکنیک 
تک )  درصد8/2( ایزوله 6 بیمار، 215در منطقه اصفهان از 

 bp 350تک باند )  درصد2/97( ایزوله 209 و bp 450باند 
 ایزوله 3 بیمار، 125ي بم از   در منطقهورا آشکار ساختند، 

)  درصد6/97( ایزوله 122 و bp 450باند  تک)  درصد4/2(
  ).1شکل (نمودند  را آشکار bp 350باند  از بیماران تک

  هاي میکروسکوپی   لامITS1-PCRنتایج الکتروفورز . 1شکل 
  هاي بیماران داراي لیشمانیوز جلدي  یا کشت

M : نشانگر مولکولی(50 bp) ،  
  ، (MHOM/IR/75/ER) لیشمانیا ماژوراستاندارد : 1خط 
  ، MHOM/IR/99/YAZ1)( لیشمانیا تروپیکااستاندارد : 2خط 
  ، (MCAN/IR/97/LON49)لیشمانیا اینفانتوم استاندارد: 3خط 
   مطابق با نمونه استاندارد در اصفهان، PCRمحصول : 4خط 
  در بم،   مطابق با نمونه استانداردPCRمحصول : 5خط 
  ، نبود  که مطابق با نمونه استاندارد در اصفهان و بمPCRمحصول : 6خط 
  کنترل منفی: 7خط 

 از این تحقیق تغییري به اندازه ي باند در بخشی اندازه          
bp 100 در سایز محصولات PCR تعداد کمی از 

هاي استاندارد، با  هاي مطالعه شده در مقایسه با نمونه ایزوله
ي  همه.  درصد نشان داده است1 استفاده از ژل آگارز

 به کمک PCR ITS1ها از طریق هضم محصولات  نمونه
ورد بررسی قرار گرفتند، م) لیتوانی-فرمنتاز (Hae IIIآنزیم 

  مورد3ي اصفهان و   ایزوله215از )  درصد8/2(  مورد6در 
 و bp 300ي منطقه بم قطعات   ایزوله125از )  درصد4/2(

 آشکار شد که با توجه به آنالیز سکانس انجام شده با 150
)  درصد3/95(مورد  205در  . کریتیدیا شباهت داشته است

هاي  از ایزوله)  درصد40(  مورد50هاي اصفهان و  از ایزوله
 140 و bp 210  قطعات، Hae IIIبم پس از هضم آنزیم 

لیشمانیا آشکار شد که مطابق با الگوي استاندارد مربوط به 
هاي اصفهان و  از ایزوله) درصد9/1( مورد 4در .  بودماژور

هاي بم پس از هضم آنزیم  از ایزوله)  درصد6/57( مورد 72
Hae III قطعات bp 200 نمایان شد که مطابق با 60 و 
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، 1جدول (  بود لیشمانیا تروپیکاالگوي استاندارد مربوط به 
  ).2شکل 
 PCRها، محصولات  پس از مشخص شدن گونه          

 Taq Iتحت تاثیر آنزیم  ي لیشمانیا مربوط به هر دو گونه
 49از اصفهان و )  درصد2/96( ایزوله 201در . قرار گرفت

 Taq Iاز بم پس از مواجهه با آنزیم )  درصد2/40(ایزوله 
 را آشکار ساخت که در الگوي 150 و bp 200باندهاي 
از  )  درصد9/1( ایزوله 4در .  قرار گرفتLmAژنوتایپ 

از بم در مواجهه با آنزیم )  درصد8/0( ایزوله 1اصفهان و 
Taq Iاي مشاهده نشد و باند اصلی بدون   هیچ باند برش یافته

 قرار LmBتغییري باقی ماند که در الگوي ژنوتایپ هیچ 
 ایزوله 71از اصفهان و  )  درصد4/1( ایزوله 3در . گرفت

 bp باندهاي Taq I بم در مواجهه با آنزیم  از)  درصد2/58(
 LtA را آشکار ساخت که در الگوي ژنوتایپ 135 و 200

  ایزوله1از اصفهان و )  درصد5/0( ایزوله 1قرار گرفت و در 
 هیچ باند Taq Iاز بم پس از مواجهه با آنزیم )  درصد8/0(

اي مشاهده نشد و باند اصلی بدون هیچ تغییري  برش یافته
، 2جدول ( قرار گرفت LtBباقی ماند که در الگوي ژنوتایپ 

  ).3شکل 
  

   تکثیر شده توسط آنزیم ITS1 نتایج هضم آنزیمی ناحیه .2شکل 
Hae IIIبیماران داراي لیشمانیوز یا کشتهاي میکروسکوپی   در لام   

  جلدي 
M : نشانگر مولکولی(50 bp) 2، خط  لیشمانیا ماژور استاندارد: 1، خط :  

  لیشمانیا ماژور : 4، خط  لیشمانیا اینفانتوماستاندارد : 3خط  لیشمانیا تروپیکا استاندارد
ق با نمونه  مطابلیشمانیا تروپیکا: 5مطابق با نمونه استاندارد اصفهان و بم، خط 

  کنترل منفی: 7 خط  ،کریتیدیا: 6استاندارد اصفهان و بم، خط 

ي نتایج فوق با الگوي هضم آنزیمی  از مقایسه            
 ITS1 ي   در منطقهPCR-RFLPهاي مرجع و تحلیل  گونه

) LmA ,LmB( لیشمانیا ماژور مورفیک براي دو پروفایل پلی

 LtA (مانیا تروپیکالیشمورفیک براي  دو پروفایل پلیو 

,LtB (در اصفهان و بم مشخص شد.  
مربوط به  لیشمانیا ماژورهاي  تعدادي از نمونه

 جهت سکانس ارسال شد و LmB و LmAهاي  ژنوتایپ
 Blastافزار  نتایج مربوطه بر اساس آنالیز مولکولی با نرم

 مشابه استرین LmAمشخص کرد که ژنوتایپ 
MHOM/IR/00/PII1 دست یایی داراي شماره Accession 

number) ( AY550178  بوده و ژنوتایپLmB مشابه 
 داراي شماره دست یایی MHOM/IR/00/PII2استرین 

AY573187  بوده و ژنوتایپLtA مشابه استرین 
MHOM/IR/10/Bam-163 داراي شماره دست 

بوده که براي اولین بـار از منطقـه بم   HM101131یایی
  مشابه استرینLtBگزارش شد و ژنوتایپ 

MHOM/AF/88/KK27  باشد که داراي شماره دست  می
  ).3جدول ( بود GQ913688  یایی

  
 و لیشمانیا ماژور ITS1 نتایج هضم آنزیمی ناحیه تکثیر شده .3شکل 

   در دو منطقه اصفهان و بمTaq I با آنزیم لیشمانیا تروپیکا
M : نشانگر مولکولی(50 bp) 1، خط :LmA 2، خط :LmB 3، خط: LtA ،  

  کنترل منفی: 5خط  ،LtB: 4خط 
  

 Blastافزار  بر اساس آنالیز مولکولی به کمک نرم          
هاي مرجع  هاي اصفهان و بم با گونه تعداد کمی از ایزوله

 فاقد شباهت بودند در حالی لیشمانیا ماژور و لیشمانیا تروپیکا
 داشته و یدیاکریتها همولوژي بالایی با  که توالی این ایزوله

شماره توالی ژن مزبور در بانک جهانی ژن براي اولین بار با 
   .به ثبت رسید GQ331988  دست یابی

  بحث
هاي مولکولی مبتنی بر  هاي گذشته، تکنیک در دهه

DNAرا ارتقاء لیشمانیا هاي  ي انگل ، توان تعیین گونه
 براي تعیینITS1-PCRدر این تحقیق از روش  .اند داده
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هاي ایزوله شده از مناطق اصفهان و بم و از   انگل ه گون
 براي بررسی تنوع ژنتیکی درون PCR-RFLPتحلیل 

لیشمانیا تروپیکا و لیشمانیا هاي  اي در هر یک از گونه گونه
 حاصل  طبق مطالعات انجام شده قطعه .استفاده گردید  ماژور

ه از دو با استفادلیشمانیا هاي مختلف استاندارد  از تکثیر گونه
باشد ولی در   میbp 350ي  قطعـه L5.8Sو LITSrپرایمـر 

 bp 450اي به طول  هـاي این مطالعه قطعـه برخی از ایزوله
 .وجود داشته است

هاي   در گروهbp 100جهت آنالیز بهتر این تفاوت 
هاي هر گروه به صورت   تعدادي از ایزوله،الذکر فوق

د و بر اساس  انتخاب و جهت سکـانس ارسال شتصادفی
مشخص گردید که  Blastافـزار  آنـالیز مولکولی با نرم

با   درصد90 وکریتیدیا فاسیکولاتادرصد با  97تـوالی مزبور 
کریتیدیا لوسیلیا تشابه داشت، توالی مزبور در بانک جهانی 

از آنزیم .  به ثبت رسیدGQ331988  شماره دست یابیژن با
Hae IIIهاي جدا شده از بیماران  ي نمونه  جهت تعیین گونه

  .استفاده شد

 جداسازي Tripanosomatidaeي  توزیع فراوانی خانواده .1جدول 
  شده از لام میکروسکوپی یا کشت بیماران داراي لیشمانیوز پوستی 

  کل  بم  اصفهان  جنس
  255)75(  50)40(  205)3/95(   لیشمانیا ماژور

  76)4/22(  72) 6/57(  4) 9/1(  لیشمانیا تروپیکا
  9) 6/2(  3) 4/2(  6) 8/2(  کریتیدیا

  340) 100(  125  215 کل
  

محصول هضم آنزیمی  لیشمانیا ماژور در گونه          
ITS1-PCR  قطعاتbp 220 لیشمانیا تروپیکا، گونه 140 و 

سه  لیشمانیا اینفانتوم  و در گونه60 و bp 200  دو قطعه

با ). 22 و20، 9، 8( بوده است 60و   80 و bp 200 ي  قطعه
ي  ، چهار قطعهHae III هضم آنزیمی  در نظر گرفتن نقشه

bp 200 بایستی حاصل هضم آنزیمی 20و 55 ،64 و  
ي کوچک اولین   باشد ولی به دلیل اندازهلیشمانیا تروپیکا

پوشانی دو قطعه با وزن مولکولی نزدیک  و هم) bp 20(قطعه 
)bp 64 باعث شده فقط قطعات ) 55 وbp 200 قابل 60 و 

  ).20(تشخیص باشند 

 لیشمانیا ماژور و لیشمانیا تروپیکاهاي   توزیع فراوانی ژنوتایپ.2جدول 
جداسازي شده از لام میکروسکوپی یا کشت بیماران داراي لیشمانیوز 

  پوستی در دو منطقه اصفهان و بم
  کل  بم  اصفهان  ژنوتایپ
LmA  )2/96 (201  )2/40(49  )5/75 (25  
LmB  )9/1 (4  )8/0(1  )5/1 (5  
LtA  )4/1(3  )2/58(71  )4/22 (74  
LtB  )5/0 (1  )8/0 (1  )6/0 (2  
  331) 100(  122  209 کل

 
 در این تحقیق نشان داد PCR-RFLPنتایج روش 

  در لیشمانیا ماژور و لیشمانیا تروپیکاهاي  که در میان ایزوله
 به کمک تحلیل تعیین توالی براي تعدادي از ITS1ي  ناحیه
مورفیسم ژنتیکی وجود دارد، دو پروفایل  ا، پلیه نمونه

  و دو لیشمانیا ماژور مربوط به LmB و LmAژنتیکی 
  بود، لیشمانیا تروپیکا  مربوط بهLtB و LtAپروفایل ژنتیکی 
تواند به دلیل هتروزیگوت بودن گونه و یا  که این نتایج می

باشد، زیرا این ) هیبرید ژنتیکی(هاي مختلط شده  گونه
هایی بوده است که  ي ایزوله ها حاصل مطالعه یهتجز
سازي نشده و یا به صورت ترانسژنیک مورد استفاده  شبیه

  ).22(قرار نگرفته و مستقیماً از بیماران جداسازي شده است 

  
دام در بانک جهانی ژن در دو منطقه اصفهان  همراه با استرین مربوطه و کد ژنتیکی هر کلیشمانیا ماژور و لیشمانیا تروپیکاهاي ژنتیکی   ارائه گروه.3جدول 

  و بم 
ها ژنوتایپ استرین منطقه شماره دست یابی  

AY550178 
AY573187 

ITS1 
ITS1 

MHOM/IR/00/PII 1 
MHOM/IR/00/PII 2 

LmA 
LmB 

HM101131 
GQ913688 

ITS1 
ITS1 

MHOM/IR/10/Bam-163 
MHOM/AF/88/KK 27 

LtA 
LtB 
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 LmB،LmA و LtB ،LtAهاي  نتایج سکانس ژنوتایپ
 با استرین LmA که ژنوتایپ ان دادنشـ

MHOM/IR/00/PII1  نه تنها بیشترین فراوانی را در منطقه 
اصفهان نشان داده بلکه مطابق گزارشات تشکري و همکاران 
علاوه بر فراوانی این ژنوتایپ در اصفهان در سایر مناطق 

دهلران نیز  ایران مانند کاشان، تهران، دزفول وجغرافیایی 
 به استرین LmB، ولی ژنوتایپ )4(یافت شده است 

MHOM/IR/00/PII2باشد که کمترین فراوانی   مربوط می
را در منطقه اصفهان داشته و مطابق گزارشات تشکري و 

ي کاشان یافت شده  همکاران این ژنوتایپ فقط در منطقه
گونه اطلاعی در مورد تاریخچه  که هیچ جایی است و از آن

، چنین به نظر نداشتیمرهاي بیماران در داخل ایران، سف
ي   از منطقه ناشی از انتقال بیماررسد که این ژنوتایپ می

  مربوط LtAژنوتایپ . کاشان به ناحیه اصفهان بوده است
بوده که بیشترین   MHOM/IR/10/Bam-163به استرین 

فراوانی را در منطقه بم به خود اختصاص داده است و براي 
ین بار مشخصات ژنوتایپی آن در ایران گزارش شده اول

افزار  این ژنوتایپ بر اساس آنالیز مولکولی با نرم. است
Blastنشان داد که در منطقه   ITS1هاي  با استرین  

MHOM/IR/02/Mash-2 ،MHOM/IR/02/Mash 10  و
MHOM/IR/03/Mash-878 که از منطقه مشهد جداسازي 

 نوکلئوتید تفاوت داشت و بـا 7و 4 ، 3 در اند به ترتیب شده
 که از منطقه MHOM/IR/07/Kermanshahاسترین 

 نوکلئوتید تفاوت داشت 6کرمانشاه جداسازي شده در 
 مربوط به استرین LtB، در حالی که ژنوتایپ )19(

MHOM/AF/88/KK27 بود و از فراوانی بسیار کمی در دو 
رسد مربوط  منطقه اصفهان و بم برخوردار است و  به نظر می

  . به مهاجران افغانی است
ها  طور که مشخص شد بیشتر ژنوتایپ همان

اختصاصی برخی از مناطق جغرافیایی خاص هستند و چنین 
 لیشمانیا ماژور مربوط به LmAرسد که ژنوتایپ  به نظر می

  به ترتیب در دو منطقه لیشمانیا تروپیکا  مربوط بهLtAو 
ترین ژنوتایپ بلکه   قدیمیاصفهان و بم ممکن است نه تنها

ها  هاي اصلی بوده و بقیه به نوعی از این ژنوتایپ ژنوتایپ
ترین ژنوتایپ از نظر  تکامل یافته باشند و در اصل موفق

تداوم این . هاي جدید محسوب گردند سازگاري با کانون
تواند گویاي  هاي مختلف می ها در انطباق با محیط ژنوتایپ

  اقلین و مخازن حیوانی در یک ناحیههاي انطباق با ن تفاوت
  به علاوه کروتزر و همکاران به وسیله ).16(معین باشد 

اي و  میکرواسپکتروفتومتري کمی نشان دادند که ادغام هسته
هاي داخل سلولی  تولید مثل جنسی در اشکال آماسیتگوت

 یوسف و  این مسئله به وسیله). 23(دهد  تواند روي  می
ها با استفاده از  تگوت و پروماسیتگوتهمکاران در آماسی

DNA اي و تصویر کامپیوتري نشان داده شده است   هسته
ها بعضی  در ارتباط با نوترکیبی بین گونهبه علاوه ). 24(

در دنیاي جدید و اند  مطالعات تبادل ژنتیکی را پیشنهاد کرده
لیشمانیا  و لیشمانیا گویاننسیس، لیشمانیا پروویاناهیبرید بین 
بعد از هیبریدیزاسیون،  )25-27(اند  را شرح داده برازیلنسیس

هاي دورگه در جمعیت به طور طبیعی تکثیر پیدا  استرین
کنند، مثالی از این نوع هیبرید بین لیشمانیا برازیلنسیس  می

هاي جلدي مخاطی در  هاي جلدي یا لزیون که ایجاد لزیون
ن شیمیایی قرار کند و حتما بایستی بیمار تحت درما انسان می
هاي جلدي خشک  که ایجاد لزیون لیشمانیا پروویاناگیرد و 

یابد دیده  خود بهبود می کند که خودبه خیم می خوش
شود، هیبرید بین این دو، در بیماران پرو دیده شده است  می

هاي   مخاطی و هم لزیون–هاي جلدي  که هم لزیون
 روویانالیشمانیا پخیم مخصوص مربوط به عفونت با  خوش

ها و  طور که بیان گردید تبادل ژن همان). 26(دهند  بروز می
تواند منجر به بروز  ، میلیشمانیاهاي  هیبریدیزاسیون بین انگل

هاي جدید انگل و احتمالاً بروز اشکال متفاوت  سویه
، 28(کلینیکی بیماري در مناطق مختلف جغرافیایی گردد 

لدي مرطوب و از طرف دیگر بیماري لیشمانیوز ج). 29
هاي مهاجر به ایران در اصفهان و  خشک در تعدادي از افغان

که احتمال انتقال شخص به  بم وجود دارد و با توجه به این
توان نادیده گرفت و این   پشه خاکی نمی شخص را به وسیله

هاي مختلف  مسئله شانس ایجاد هیبرید جدید را بین استرین
کن است منجر به ایجاد نوع آورد لذا مم جغرافیایی فراهم می

  جدیدي از زخم گردد
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  گیري نتیجه
 می توان چنین استنتاج نمود که این مطالعهاز نتایج 
لیشمانیا  عامل لیشمانیوز جلدي مرطوب ولیشمانیا ماژور 

عامل لیشمانیوز جلدي خشک در اصفهان و بم  تروپیکا
علاوه بر آن اگر چه علائم کلینیکی . مورفیک هستند پلی

یشمانیوز جلدي و بررسی پاتوژنز بیماري تحت تاثیر ل
خصوصیات فردي میزبان و خصوصیات ژنتیکی انگل 

دهد که  باشد ولی نتایج ارائه شده در این تحقیق نشان می می
تواند نقش مهمی در بروز  خصوصیات ژنتیکی انگل می

بندي  شناسی و طبقه همه گیرعلائم کلینیکی، پاتوژنز بیماري، 
 این موضوع  ي کند که اظهارنظر قطعی دربارهانگل باز

هاي جدا شده از  نیازمند مطالعات وسیع به ویژه در نمونه
ها در مناطق مختلف  میزبانان ذخیره، ناقلین و همچنین انسان

  .باشد می 

  تشکر و قدردانی
از رئیس مرکز تحقیقات پوست و سالک صدیقه 

 جناب آقاي دکتر محمدعلی ،اصفهان) س(طاهره 
ها، لیلا شیرانی و نوشین هاشمی  زاده و سرکار خانم یلفروشن

هاي صمیمانه در اجراي این پروژه  به خاطر همکاري
تحقیقاتی کمال تشکر و قدردانی را داشته و از انستیتو 

هاي رفرانس  پاستور تهران به جهت فراهم نمودن سوش
لیشمانیا و سرکار خانم سمیه خانجانی صمیمانه قدردانی 

د، در ضمن شایان ذکر است که این پروژه تحقیقاتی گرد می
مورفیسم  اي تحت عنوان بررسی پلی منتج شده از پایان نامه

 لیشمانیا تروپیکا و مقایسه آن با لیشمانیا ماژورژنتیکی 
 .باشد می
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