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  مقاله اصيل پژوهشي

  كننده ليشمانيوز جلديتعيين هويت مولكولي عوامل ايجاد
 بيرجندشهرستان در  

  
  5، درويشعلي براتي4، سيد عليرضا سعادتجو3، مينا همتي2صديق فاروقي بجد، محمد1مهدي كرميان

  
  چكيده

گير  صورت تك هدر ساليان گذشته ب ،ين بيماريا. ندميك استآدر مناطق مختلفي از ايران  ،ليشمانيوز جلدي يا سالك :و هدف زمينه
 براي ،مطالعه حاضر. كانوني پايدار از آن در منطقه پديد آمده باشد ،رسد از حدود پنج سال قبل نظر مي هاما باست، در بيرجند ديده شده 

  .انجام شده است بيرجند ستانهاي ليشمانيا در ضايعات جلدي بيماران ساكن شهر تعيين گونه انگل
 كه  نمونه 80با برابر  ،سال گذشته 5ضايعات جلدي بيماران مشكوك به سالك طي  هاي نمونه ،در اين مطالعه مقطعي :تحقيقوش ر

 (KDNA)كينتوپلاستي انگل ليشمانيا  DNAبخش متغير از . ، مورد مطالعه قرار گرفتبيرجند موجود بود ستاندر مركز بهداشت شهر
بر روي محصولات  ،PCR-RFLPتكثير گرديد و از روش  PCRتوسط روش  ،ها ي اين انگلريبوزوم DNAاز  ITS1و نيز بخش 

  . ها استفاده شد تعيين هويت انگل براي ITS1بخش 
ريبوزوزمي  DNAاز  ITS1بر روي قطعه  PCR-RFLPتوسط روش  ،با تشخيص مثبت ميكروسكوپيهاي  نمونهتمامي  :ها يافته

مبتلا به  ،)10(%بيمار  8 ،در مجموع. نمونه را تعيين گونه نمايد 46تنها  ،توانست KDNA PCRاما روش  ،تعيين گونه گرديدند
  . آلوده به ليشمانياتروپيكا تشخيص داده شدند ،)90(%نفر  72ماژور و ليشمانيا
هاي  انگلتشخيص ليشمانيوز و تعيين گونه سريع  برايت كامل بوده و داراي حساسيITS1، قطعه  PCR-RFLPروش  :گيري نتيجه

  .شود  عامل بيماري توصيه مي
مخازن  يدارا( ZCLو  كايتروپ ايشمانياز ل يناش) يبا مخزن انسان( ACL يعنيسالك  يماريهر دو فرم ب قيتحق نيا جيبر اساس نتا

   .موجود است رجنديماژور در ب ايشمانيمنتج از ل) يجانور
  ضايعه جلدي هاي نمونه، بيرجند،  PCRماژور، ليشمانياتروپيكا، ليشمانيا :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
يك بيماري عفوني است كه در اثر خونخواري  ،ليشمانيوز

هاي جنس فلبوتوموس در دنياي قديم و لوتزوميا در  خاكي پشه
  . شود به انسان منتقل مي ،يددنياي جد

كشور در جهان است كه بيشترين موارد  10ايران يكي از 
 ).  1(گردد  بيماري ليشمانيوز جلدي در آن گزارش مي

 ،در ايران (ZCL)عامل اصلي ايجاد فرم زئونوز بيماري 
بوده كه داراي  (Leishmania major)ماژور ليشمانيا انگل

از  ؛)2(انواع جوندگان است  ويژه هد جانوري بمخازن متعد
اي است كه  گونه ،(L. tropica)طرف ديگر ليشمانيا تروپيكا 

در ايران و  ACL)( عامل عمده فرم با مخزن انساني بيماري
واردي از ليشمانيوز البته م. هاي ديگر استبسياري از كشور

از ايران گزارش  ،وسيله اين دو انگل هشده باحشائي ايجاد
اينفانتوم كه عامل اصلي ليشمانيا ،در مقابل ؛)4 ،3(اند  گرديده

شود، در بسياري از  ليشمانيوز احشائي در ايران محسوب مي
فرم ليشمانيوز جلدي را پديد آورده و  ،تنها ،كشورهاي اروپايي

مواردي از سالك ناشي از آن در ايران هم گزارش گرديده 
  ). 5(است 

يشمانيوز و هاي عامل ايجاد ل اهميت تعيين هويت انگل
سبب  ،ثيري كه در پيشگيري، كنترل و درمان بيماري داردأت

تمايز گونه اين  برايهاي مختلفي  كه روش است گرديده
روش كشت انگل، تزريق  :از جمله ،ها به كار گرفته شود انگل

هاي مولكولي  به حيوان آزمايشگاهي، روش ايزوآنزيم و روش
 PCRروش  ،ولكوليهاي م ترين روش از جمله كاربردي). 6(

است كه داراي حساسيباشد  ت قابل توجه ميت و اختصاصي
توان حتي با استفاده از  مي ،با استفاده از اين تكنيك). 7(

شده با گيمساي بيماران مبتلا به سالك،  آميزي رنگهاي  نمونه
هاي  اين نمونه. هاي عامل بيماري را تعيين نمود گونه انگل

به  ،مشكوك به ليشمانيوز جلدي اسمير مستقيم از افراد
هاي  تا سال ،PCRآزمايش  برايسهولت تهيه گرديده و 

  ). 8(متمادي قابل استفاده خواهند بود 
دو قطعه ژنومي از انگل ليشمانيا كه بيشترين كاربرد را در 

كينتوپلاستي انگل و  DNA :مطالعات مولكولي دارند شامل
 DNA ).9(ريبوزوزمي آن است  DNAاز  ITSبخش 

حلقوي  DNA نسخههزاران بودن ، با داراكينتوپلاستي
(minicircles)  كه هر يك شامل دو بخشconserve  و

variable  مطالعات مولكولي  براياست، هدف خوبي
 ITS1 از سوي ديگر، بخش ؛باشد تشخيصي و تعيين گونه مي

هاي  هاي متعدد آن در ژنوم انگل و توالي واسطه كپي هب
 .تاكسونومي دارد برايرد فراواني كارب ،تكراري

گير در  صورت تك هبيماري سالك ب ،در ساليان گذشته
كه است ر بر اين بوده مناطقي از بيرجند مشاهده شده و تصو

تنها در مسافران به مناطق  ،صورت وارداتي هب ،بيماري
حاكي از  ،هاي ساليان اخير اما يافته. شود ليشمانياخيز ديده مي

پايدار از بيماري در بيرجند بوده و هر ساله موارد ظهور كانوني 
گردد دي از آن در ساكنين بومي شهر بيرجند گزارش ميمتعد.  

 ،سال گذشته 5ميزان بروز بيماري سالك در بيرجند طي 
شده توسط مركز بهداشت  با توجه به موارد مثبت گزارش

 ،هدف از مطالعه حاضر. نفر بوده است 212 ،شهرستان بيرجند
سال اخير سبب  5هاي ليشمانيا كه طي  عيين گونه انگلت

با استفاده از  ،اند بيماري سالك در ساكنين شهر بيرجند شده
  . هاي مولكولي بوده است روش

  
  تحقيقروش 
  ها نمونه

شده از  مستقيم تهيههاي  نمونهه كلي ،در اين مطالعه
ضايعات جلدي افراد مشكوك به ليشمانيوز جلدي كه در 

به مركز بهداشت  ،1391الي  1387هاي  سالفاصله 
شهرستان بيرجند مراجعه كرده و نتيجه بررسي ميكروسكوپي 

مورد  نمونه، 120با مجموع برابر در آنها مثبت ذكر شده بود، 
 بررسي فرم اساس بر ،بيماران اطلاعات. بررسي قرار گرفتند

 بيماران تمام براي بهداشت مركز در كه بيماري انفرادي
 . گرديد استخراج ،بود شده لتكمي

                                                           
1 Internal Transcribed Spacer 
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از  ،درستي ثبت نگرديده بود هبيماراني كه مشخصات آنها ب
توسط  ،شده اسميرهاي رنگ آميزي. مطالعه حذف شدند

ميكروسكوپ نوري مشاهده گرديد و وجود جسم ليشمان در 
اسمير مستقيم  80، مجموعدر . آنها مورد بررسي قرار گرفت

 30يكروسكوپي مثبت، آميزي گيمسا و تشخيص م با رنگ
اسمير منفي از نظر تشخيص ميكروسكوپي مربوط به افراد 

هاي  ق به ساير بيمارياسمير متعلّ 10مشكوك به سالك و 
  . جلدي غير از سالك، مورد مطالعه قرار گرفتند

  DNAاستخراج 
توسط تيغه جراحي مجزا تراشيده   ،نمونهابتدا سطح هر 

. وتيوب منتقل گرديدبه ميكر ،شد و تحت شرايط استريل
با استفاده از كيت استخراج  ،ها از اين نمونه DNAاستخراج 

DNA به روش ستوني )AccuPrep® Genomic DNA 
Extraction Kit, Bioneer, South Korea)(  طبق

بدين ترتيب كه ابتدا ؛ دستورالعمل مندرج در كيت انجام گرديد
نده حاوي كن ميكروليتر بافر هضم 200 ،به هر ميكروتيوب

گراد قرار  درجه سانتي 60و در دماي گرديد افزوده  Kپروتئيناز 
افزوده شد و پس از  Binding bufferسپس  ؛داده شدند

نمودن ايزوپروپانول و پيپتينگ،  سانتريفوژ با دور بالا و اضافه
. هاي واجد فيلتر ستوني انتقال يافتند ها به تيوب محتويات لوله

ا بافرهاي اختصاصي و سانتريفوژ با پس از دو بار شستشو ب
هاي استريل منتقل گرديد و  ها به ميكروتيوب دور بالا، ستون

ها  نمونه DNAشدن  و حل TEميكروليتر بافر  200با افزودن 
در اين بافر، محلول نهايي به كمك سانتريفوژ در 

در  DNAعنوان محلول  هآوري گرديد و ب ها جمع ميكروتيوب
PCR هاي  محلول. داستفاده گرديDNA در  ،پس از استفاده
 . گراد نگهداري شدند درجه سانتي -20دماي 

 PCR-RFLP1و  PCRهاي  روش
 PCRدو فرآيند  براي ،آمده دست هب DNAمحلول  

با استفاده از پرايمرهاي  ،اختصاصي PCRابتدا . استفاده شد

                                                           
1 Restriction Fragment Length Polymorphism 

LINR4  وLIN17  كه قسمت متغير ازminicircle هاي
DNA دهند، انجام گرديد ي ليشمانيا را تكثير ميكينتوپلاست 

در انواع مختلف ليشمانيا متفاوت بود و  ،طول اين قطعه). 8(
الكتروفورز بر ژل آگاروز  طي ،با توجه به طول حركت باند

طول . گونه ليشمانياي مربوط به هر ايزوله شناسايي گرديد
ز و جفت با 750اين قطعه در مورد ليشمانيا تروپيكا در حدود 

  .جفت باز است 680در ليشمانيا ماژور 
و   L5.8Sبا استفاده از پرايمرهاي ،دوم PCRدر روش  

LITSR،  بخشي ازDNA  5.8ريبوزوميS قطعه  كلّ و نيز
ITS1 هاي ليشمانياي مورد بررسي، تكثير  ريبوزوزمي در انگل
در  ،طول اين قطعه در انواع مختلف ليشمانيا). 11( يافتند

تفكيك انواع  براي شرايط، در اين. است 300bpحدود 
با استفاده آنزيم  PCR-RFLPاز تكنيك  ،مختلف ليشمانيا

BsuRI (Fermentas, Lithuania)  كه ايزوشيزومري از
الگوي ). 12( است، استفاده گرديد HaeIIIآنزيم محدودكننده 

در مورد انواع مختلف ليشمانيا  ،توسط اين آنزيم DNAهضم 
يا ماژور و ليشمانيا تروپيكا متفاوت بود و بر از جمله ليشمان

انواع مختلف  ،اساس الكتروفورز محصول بر روي ژل آگاروز
  . انگل جداسازي شدند

 Eppendorf Thermalاز دستگاه ،ها نمونه PCR براي
Cycler (Mastercycler EP Gradient S, Germany) 

روفورزيس دستگاه ژل الكت از ها و براي الكتروفورز افقي نمونه
هاي  ايزوله. استفاده شدآلمان  Biometraساخت شركت 

شده PCRهاي  مقايسه باندهاي نمونه برايرفته كاراستاندارد ب
ايزوله استاندارد  MHOM/SU/71/K27 :شامل

ايزوله  MHOM/SU/73/5ASKHليشمانياتروپيكا و 
 برايماركر مورد استفاده . ماژور بودنداستاندارد ليشمانيا

 Mid Range DNA Ladder (100bp-3kb)رز افقي الكتروفو
 . آلمان بود Jena Bioscienceساخت شركت 

DNA Sequencing  
هاي  اي، تعدادي از نمونه ييد تشخيص گونهأت براي

صورت  هب LITSRو  L5.8Sتكثيريافته توسط پرايمرهاي 
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 Bioneerتوسط كمپاني  ،دوطرفه و توسط همين دو پرايمر
 sequencingنتايج . ين توالي گرديدندكشور كره جنوبي تعي

 Bioeditو v.1.7.4 ChromasProافزارهاي  توسط نرم
هاي دوطرفه  در مورد تواليرديفي  همو شد بررسي  7.0.9

با اطلاعات موجود در بانك  ،آمده دست هنتايج ب. انجام گرديد
  .مقايسه و ثبت گرديدند NCBIژني 

بررسي پرونده  آمده از دست هاطلاعات ب تجزيه و تحليل
 SPSSافزار  نرم تفاده ازبا اس ،اي بيماران و نتايج تعيين گونه

هاي آماري  استفاده از آمار توصيفي و آزمونبا و ) 13ويرايش (
آناليز  α=05/0اسكوئر و تست دقيق فيشر در سطح  كاي

  .گرديد
  

  ها يافته
 ITS1تكثير قطعه  براياختصاصي  PCRروش 

نمونه مثبت  80ر مورد تمام د ،هاي ليشمانيا انگل
نمونه منفي از  30نمونه از  13 و نيز) 100(%ميكروسكوپي 

باند اختصاصي ايجاد  ،)3/43(%نظر تشخيص ميكروسكوپي 
، هاي جلدي مربوط به ساير بيماريهاي  نمونهنمود و در 

بر روي  BsuRIدادن آنزيم با اثر. باندي ايجاد نكرد
مقايسه الگوي باندي  و PCRمحصولات حاصل از اين روش 

شده با استانداردهاي مربوط به انواع مختلف ليشمانيا، ايجاد
كننده انگل در بيماران مشخص گرديدند  هاي آلوده گونه

 ،ها انگل KDNAتكثيردهنده  PCRاما روش  ).1تصوير (
باند  ،پس از الكتروفورز بر ژل آگاروز ،نمونه 46تنها در مورد 

و قادر به تعيين گونه آنها بود ) 5/57(%اختصاصي ايجاد كرد 
  ). 2تصوير (

 8نمونه ميكروسكوپي مثبت مورد بررسي،  80از مجموع 
 72و ) 10(% ندماژور تشخيص داده شدبه ليشمانيا مبتلا ،بيمار

  ). 90(%بودند  بيمار ديگر به ليشمانياتروپيكا مبتلا
در مقايسه عوارض كلينيكي ايجادشده در بيماران با گونه 

داري بين دو گونه  ، تفاوت معني)1جدول (عامل بيماري  انگل
از سوي ديگر، مقايسه زمان مراجعه به مشاهده نگرديد؛ انگل 

پزشك با سابقه ظهور ضايعه در بيماران مبتلا به 
در محدوده  ،ه اين بيماراننشان داد كه كلي ،ليشمانياماژور

انگل خاكي آلوده به  مورد گزش پشه ،هاي مرداد تا مهر ماه
كه در مورد افراد مبتلا به  در حالي ؛اند قرار گرفته

هاي سال اتفاق  گزش پشه آلوده در تمام ماه ،ليشمانياتروپيكا
  .افتاده است
 20مربوط به  ITS1قطعه  DNA Sequencingنتايج 
ت تعيين گونه توسط روش بيمار، صحPCR-RFLP  مربوط

در  ،دي اين قطعاتتوالي نوكلئوتي. ييد نمودأبه اين قطعات را ت
 KC505421آمريكا با كدهاي شناسايي  NCBIبانك ژني 

  . ثبت گرديده و قابل دسترسي است KC505440الي 

از  ITS1الكتروفورزيس محصولات هضم آنزيمي بخش  - 1تصوير 
DNA هاي ليشمانيا توسط آنزيم  ريبوزومي انگلHaeIII  بر روي ژل
ترتيب  هب 8و  7رديف . جلدي بيماران هاي ضايعات نمونه 6تا  1رديف  .آگاروز

 DNAماركر وزني  Mرديف . ايزوله استاندارد ليشمانياتروپيكا و ليشمانياماژور
(100-3000bp) شركتJena Bioscience آلمان.  

 KDNAبخش متغير  PCRالكتروفورزيس محصولات  -2تصوير 
يعات هاي ضا نمونه 6تا  1رديف  .هاي ليشمانيا بر روي ژل آگاروز انگل

رد ليشمانياتروپيكا و ترتيب ايزوله استاندا هب 8و  7رديف . جلدي بيماران
 Jenaشركت DNA (100-3000bp)ماركر وزني  Mرديف . ماژورليشمانيا

Bioscience آلمان  
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 فراواني مطلق و نسبي گونه هاي مختلف عامل بيماري با توجه به اطلاعات كلينيكي بدست آمده از بيماران -1جدول 

 ليشمانياماژور  زير گروه  ام متغيرن
  فراواني) درصد(

  ليشمانياتروپيكا
  فراواني) درصد(

آزمون  داري سطح معني
  دقيق فيشر

مرد  تجنسي  
  زن

)50 (4  
)50 (4  

)8/46 (29  
)2/53 (33  1  

  شهر  محل سكونت
  روستا

)75 (6  
)25 (2  

)8/70 (51  
)2/29 (21  1  

  1-2  تعداد ضايعه جلدي
3≥  

)50 (4  
)50 (4  

)6/80 (58  
)4/19 (14  07/0  

  محل ضايعه
  صورت و گردن
  دست و پا
  هر دو

)5/12 (1  
)5/87 (7  

-  

)4/26 (19  
)7/66 (48  

)9/6 (5  
81/0  

  )ماه(ضايعه ه بروز طول دور
2-1  
6-3  
6>  

)5/62 (5  
)25 (2  
)5/12 (1  

)5/37 (27  
)2/47 (34  
)3/15 (11  

41/0  

  
  بحث

اي عامل ايجاد ه مطالعه حاضر با هدف تعيين هويت انگل
  . گرديد بيرجند انجام ستانجلدي در شهرليشمانيوز 

از  ITS1با استفاده از قطعه  PCR-RFLPروش كاربرد 
DNA قادر به تعيين گونه انگل در تمامي  ،ريبوزومي انگل
اسمير  30نمونه از  13در  نيز و هاي آزمايشگاهي بود نمونه

هاي  ونه انگلميكروسكوپي افراد مشكوك به ليشمانيوز نيز گ
  . عامل بيماري را مشخص نمود

و همكاران با كاربرد اين روش  Kumar ،2007در سال 
هاي  هاي موجود در نمونه انگل %75/82 ،توانسته بودند

؛ اما استفاده از اين )13( كلينيكي بيماران را تعيين گونه نمايند
در تعيين گونه  ،و همكاران El-Beshbishy روش توسط

به  جلدي بيماران مبتلا ضايعاتشده از داهاي ج انگل
ر ثّؤتوانسته است م %1/70تنها  ،ليشمانيوز جلدي در عربستان

  ). 14( باشد
 ،شدهبا مطالعات ذكر نتايج تحقيق حاضراختلاف بين 

هاي كلينيكي، نحوه  تواند ناشي از تفاوت بين نمونه مي
  . باشد PCRو شرايط انجام  DNAاستخراج 

  نمونه 30تحقيق حاضر از مجموع  در ،در عين حال 

مربوط به افراد مشكوك به ليشمانيوز جلدي كه در آزمايش 
انگلي تشخيص داده نشده بود،  ،مستقيم ميكروسكوپي آنها

شده ذكر PCR-RFLPتوسط روش ) 3/43(%نمونه  13
در تحقيق مشابهي در سال . و تعيين گونه گرديدند مثبت شد

اران بر روي افراد و همك Al-Jawabrehتوسط  2006
مشكوك به ليشمانيوز جلدي در كشور مستقل فلسطين، روش 

PCR قادر به  ،هاي منفي نمونه %82در مورد  ،شدهذكر
ذكر اين نكته نيز ). 15(تشخيص انگل ليشمانيا بوده است 

ت گرفته، حساسي ضروري است كه در مطالعات مختلف انجام
هاي  نمونهروش مشاهده مستقيم ميكروسكوپي در مورد 

 ،16(ذكر گرديده است  %76تا  %42بين  ،مختلف كلينيكي
شده از ضايعات جلدي  تهيه هاي نمونه ،كه در اين بين) 17

برخي محققين علت اين . ت را دارندكمترين حساسي ،بيماران
هاي  در نمونه هاي انگل اماستيگوتامر را پراكندگي ناهمگن 

، انگل وارد متعددشود در م دانند كه باعث مي پوستي مي
توان در مورد  دلايل ديگري را نيز مي). 15(گزارش نشود 

برشمرد، از  PCRتفاوت نتيجه مشاهده ميكروسكوپي و 
بودن ميزان  ها و نيز شايع نمونهنشدن  آميزي خوب رنگ :جمله
 ان مبتلا به ضايعات جلدي كه در مورددرماني در بيمارخود

تواند  مي ،اختصاصيهاي غير نمبتلايان به ليشمانيوز، اين درما
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نگل در بافت شده و ا دادن شكل رييو تغ شدن متلاشي سبب
  .آن را با اشكال مواجه سازد تشخيص مورفولوژيك

در مطالعات ديگري كه با استفاده از پرايمرهاي بكار 
ت اين روش شده در اين تحقيق انجام شد نيز حساسي گرفته
PCR،  18(بيشتر از روش ميكروسكوپي برآورد گرديده است ،

19 .(  
 DNAخواني نتايج  با توجه به هم ،در تحقيق حاضر

sequencing با PCR-RFLP  و نيز ايجاد الگوي باندي
رسد كه  نظر ميه ها، ب مربوط به ليشمانيا در مورد تمام نمونه

PCR اختصاصي عمل كرده و احتمال پاسخ مثبت  ،شده انجام
شده  انجام PCRگرچه روش . باشد اذب در آن بسيار كم ميك

مراتب كمتري نسبت به روش  هت بحساسيKDNA، در مورد 
PCR بودن و سهولت  اي مرحله ديگر داشت، اما با توجه به تك
هاي ليشمانيا  تعيين گونه سريع انگل برايتواند  مي ،كاربرد

   .كار رود هب
نشان  ،ي در منطقهبيمار ري عوامل ايجادگي بررسي همه

به  بيماران مبتلادهد كه زمان تقريبي آلودگي به انگل در  مي
اواسط  يعني ؛هاي مرداد تا مهر محدود به ماه ،ماژورليشمانيا

تابستان تا اوايل پاييز است كه احتمالاً هماهنگ با دوره 
   ؛باشد فراواني جوندگان مخزن بيماري در منطقه مي

در بيشتر  ،تروپيكابه ليشمانيا ان مبتلاكه در مورد بيمار در حالي
  اين نتايج، . گردد هاي سال انتقال بيماري مشاهده مي ماه

ناشي از ليشمانياماژور  چرخه زئونوز بيماريكننده در واقع تأييد

تروپيكا در روپونوتيك سالك ناشي از ليشمانياو نيز فرم آنت
ت با توجه به عدم مشاهده تفاو همچنين ؛باشند منطقه مي

دار از نظر درصد آلودگي به دو گونه انگل در شهر و  معني
چرخه زئونوز و نيز  رسد شرايط لازم براي نظر مي هروستا، ب

  .انساني بيماري در هر دو منطقه وجود دارد
  
  گيري نتيجه

هاي  در تعيين هويت انگل ،PCRهاي  استفاده از روش
ده و با آميز بو عامل ليشمانيوز جلدي در اين تحقيق موفقيت

شده طي چند سال گذشته، روشي  تهيه هاي نمونهكاربرد 
بودن هر ، حاكي از موجودنتيجه تحقيق. گردد عملي برآورد مي

دو فرم ليشمانيوز جلدي آنتروپونوتيك و زئونوتيك در منطقه 
هاي  خاكي تعيين فون پشه برايلذا لازم است  باشد؛ ميبيرجند 

هاي  ريزي سياست ناقل، ميزبانان مخزن جانوري و طرح
  . يردگمطالعات بيشتري صورت  ،كنترل و پيشگيري از بيماري

  
  تقدير و تشكر

طرح تحقيقاتي مصوب معاونت  حاصلاين مقاله 
 683وري دانشگاه علوم پزشكي بيرجند با كد اتحقيقات و فن

ولين محترم مركز بهداشت ؤوسيله از همكاري مس بدين. است
 اوريرم تحقيقات و فنشهرستان بيرجند و معاونت محت
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Abstract                   Original Article 
 
 

Molecular identification of cutaneous leishmaniasis agents in 
Birjand, Iran 

 
, 4, Seyed Alireza Sadatjoo3a Hemmati, Min2, Mohammad Sedigh Faroghi Bojd1Mehdi Karamian

Darvish Ali Barati5 

 

Background and Aim: Cutaneous leishmaniasis (CL) is an endemic disease in different areas of Iran. 
During past years, the disease was sporadic in Birjand. But, it seems that during recent five years a stable 
focal leishmaniasis has been developed in the area.  

The present study was designed to determine the species of Leishmania parasites in cutaneous lesions of 
patients residing in the city of Birjand. 

Materials and Methods: In this cross-sectional study, 80 samples of microscopically-positive slides of 
cutaneous lesions, belonging to suspected CL patients during the  past five years, were examined. The 
variable kinetoplastic regions of the DNA of leishmania and ribosomal Internal Transcribed Subunit 1 (ITS1) 
of the parasite were multiplied by means of PCR procedure .Then, All PCR products of ITS1 were digested 
with HaeIII for species identification. 

Results: PCR-RFLP profile of ITS1 rDNA was able to identify species of leishmania in all 80 
microscopically-positive (100%) slides and 13 out of 30 (43.3%) microscopically-negative ones. But only 46 
samples (57.5%) were identified by means of KDNA PCR. Among the the all subjects, 8 patients (10%) had 
leishmania major and 72 (90%)had been infected with leishmania tropica. 

Conclusion: PCR-RFLP of ITS1 rDNA of leishmania is recommended to diagnose infection with CL agents, 
because of its high sensitivity.  

Key Words: Leishmania tropica, Leishmania major, PCR, Birjand, Cutaneous lesion slides 
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