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Abstract: 
 
Background: Cutaneous leishmaniasis is a common parasitic disease and one of the health 
problems world wide. The pentavalent antimonial drugs (e.g. pentostam and Glucantime) are 
the first line treatment for leishmaniasis, and resistance to these drugs is a serious problem. 
Using PCR method, this study was carried out to identify the mutation for sodium 
stibogluconate resistance gene in cutaneous leishmaniasis cases referred to different health 
centers during 2006-8.  
Materials and Methods: This descriptive study was conducted on 150 isolates of 
leishmania major and leishmania tropica to identify the mutation in drug resistance gene. 
Promastigote clones were cultured in enriched RPMI 1640 medium and then the genomic 
DNA was isolated and using a pair of primers, a 400 bp of the gene was amplified. Finally, 
the PCR products were screened by conformation sensitive gel electrophoresis (CSGE) 
method and then the mutation was confirmed using RFLP with Sdu1 enzyme. 
Results: Screening using CSGE and RFLP methods showed that 6.3% of the samples 
carried a mutation for drug resistance gene.   
Conclusion: Results showed a resistance for cutaneous leishmania against sodium 
stibogluconate. Further studies are required to determine the biochemical mechanism of this 
resistance. 
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  ي ليشمانيازيس جلدييمقاومت دارو  ژنوجود موتاسيون دربررسي 
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  مقدمه
 و حيوان هاي مشترك بين انسانليشمانيوز يكي از بيماري

 .L(هاي مختلف ليشمانيا مانند ليشمانيا ماژور است كه با گونه
major ( و ليشمانيا تروپيكا)L. tropica ( و ليشمانيا دونواني

)L.donovani (1 [كندبروز مي.[   
  
   دانشگاه علوم پزشكي كاشان ، دانشكده پزشكي، گروه انگل شناسي،استادا 
   دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي كده پزشكي،، دانش گروه انگل شناسي،استاد 2
  دانشگاه علوم پزشكي كاشان، مركز تحقيقات علوم تشريح ، دانشيار3
   دانشگاه علوم پزشكي كاشان، دانشكده پزشكي،  گروه انگل شناسيكارشناس ارشد 4
  دانشگاه علوم پزشكي كاشان ، دانشكده پزشكي، گروه انگل شناسي، مربي5
    دانشگاه علوم پزشكي كاشان،مركز تحقيقات تروما ، مربي6

  دانشگاه آزاد اسلامي واحد قمگروه ميكروبيولوژي، ،  كارشناس ميكروبيولوژي7
  دبادانشگاه آزاد اسلامي واحد نجف آ،  پزشكيدانشكده گروه داخلي،  استاديار، 8
  :ولئنشاني نويسنده مس *

اه علوم پزشكي كاشان، دانشكده پزشكي،  بلوار قطب راوندي، دانشگ5كاشان، كيلومتر 
  گروه انگل شناسي

  0361  5551112 :دورنويس                                0361 5550021 :تلفن
  Talariali@yahoo.com :پست الكترونيك

  30/1/91 :ريخ پذيرش نهاييتا                                 2/3/90 :تاريخ دريافت
  

طور اندميك بر اساس گزارش سازمان بهداشت جهاني ليشمانيوز به
 ميليون نفر به اشكال مختلف 12 كشور جهان وجود دارد و 88در 

بيش . شوند ميليون نفر مبتلا مي1-5/1باشند و ساليانه آن آلوده مي
ان،  درصد ليشمانيوز جلدي در كشورهاي ايران، افغانست90از 

تشخيص ]. 2[افتد پرو اتفاق ميو عربستان سعودي، برزيل، 
ليشمانيوز جلدي با تهيه لام مستقيم از زخم و مشاهده جسم ليشمن 

هاي در زير ميكروسكوپ و يا كشت ترشحات زخم در محيط
هاي  روشهاي انگل از و براي تعيين گونهشدهكشت انجام 

درمان ليشمانيوز جلدي ]. 3-7 [شود استفاده ميPCRايزوآنزيم و 
هاي درماني قديمي مدل. يا سالك از دير باز مورد توجه بوده است

و جديد بسياري براي درمان ليشمانيوز جلدي با سه خط مشي 
 درمان فيزيكي و ،اند كه شامل درمان موضعيدرماني استفاده شده
درمان موضعي شامل استفاده از عصاره . باشنددرمان سيستميك مي

استفاده از   تزريق داخل ضايعه با، و مواد معدني]8 [نگياها
 امتين و گلوكانتيم و پمادهاي پارامومايسين و ايميدازول ،مپاكرين

درمان سيستميك شامل استفاده از تركيبات دارويي مثل . باشدمي
- پارامومايسين و غيره مي، آلوپورينول،B آمفوتريسين ،گلوكانتيم

  :خلاصه
در حـال   . باشداز معضلات مهم بهداشتي در بسياري از نقاط جهان مي          هاي انگلي و  ليشمانيازيس جلدي يكي از بيماري     :سابقه و هدف  

ها يك  شود كه مقاومت به اين دارو     حاضر براي درمان بيماري از تركيبات پنج ظرفيتي آنتيموان از جمله پنتاستوم وگلوكانتيم استفاده مي              
 ژن مقاومت در برابر داروي سـديم اسـتيبو           موتاسيون در  منظور تعيين توجه به اهميت موضوع، مطالعه حاضر به      با. باشدمشكل جدي مي  

روش بـه  1386تـا    1385 هايسالطي  راكز بهداشتي نقاط مختلف كشور      كننده به م  انات روي مبتلايان به ليشمانيوز جلدي مراجعه      گلوك
PCRصورت پذيرفت .  

بررسـي وجـود موتاسـيون در ژن    مـاژور بـراي   ليشمانيا   ايزوله از ليشمانيا تروپيكا و150 توصيفي روي  مطالعه اين   :هـا مواد و روش  
غني شـده   RPMI1640گوت تهيه شده از ليشمانيا ماژور و تروپيكا در محيط   هاي پروماستي كلونابتدا  . صورت گرفت مقاومت دارويي   

اي در حـدود    جفت پرايمر طراحي شـده قطعـه       يكبا  هاي استخراج شده    نمون . شد ژنوميك استخراج  DNA ه و سپس  كشت داده شد  
آنزيم با   RFLPبا روش    گري شد و   غربال CSGEدست آمده طبق روش      به PCRمحصولات  . تكثير گرديد ژن فوق   از   نوكلئوتيد   400

Sdu1  تائيد گرديدآنها موتاسيون.    
هضم آنزيمي نشان داد كه در چنين  و همConformation Sensitive Gel Electrophoresis (CSGF)روش گري با  غربال:نتايج
  .باشندحامل موتاسيون در ژن مقاومت به سديم استيبوگلوكونات ميبررسي مورد هاي  از نمونه درصد3/6 حدود
شـود مطالعـات بيـشتري بـراي تعيـين      يه مـي توص ـ  وباشد ليشمانياريس جلدي در برابر سديم استيبوگلوكانات مقاوم مي     :گيرينتيجه

  .دپذيري صورت يهاي مقاومت دارومكانيسم
   ليشمانيازيس جلدي،يي مقاومت دارو، سديم استيبوگلوكانات،گلوكانتيم: واژگان كليدي
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  گرما،درمانيشعه ا،شامل كورتاژ زخمز نيهاي فيزيكي درمان. باشد
 ،درماني امروزه از روش شيمي.]9 [باشددرماني مي درماني و سرما

خصوص استفاده از تركيبات پنج ظرفيتي آنتيموان مثل گلوكانتيم به
مصرف گلوكانتيم موجب  شود وها استفاده ميبيشتر از ساير روش

 باشدعوارض مختلفي ميهاي درماني سنگيني براي جامعه و هزينه
. ،شونددر حال حاضر اغلب بيماران با گلوكانتيم درمان مي ].10،11[

گردد داروي گلوكانتيم پس از تزريق خيلي سريع از راه ادرار دفع مي
 ، درد عضلاني،و خطر عدم تحمل به آن با علايمي از قبيل تب

 ،وي ناراحتي كلي، آريتمي، تظاهرات جلدي،هاي شبيه خروسكسرفه
 و همكاران Sundar ه مطالع].12،13 [كندقلبي و كبدي بروز مي

 در هند نشان داد كه مقاومت دارويي در مبتلايان 2000در سال ] 14[
. باشد مي درصد60-30نسبت به گلوكانتيم   احشاييبه ليشمانيوز

نيز  در مشهد 2006در سال ] 15،16[تحقيقات حجاران و همكاران 
-دارويي ليشمانيوز جلدي نسبت به گلوكانتيم بهدهنده مقاومت نشان

 كه مصرف د نشان دا]Croft] 17 همطالع .باشد مي درصد12ميزان 
معمول و افزايش طول مدت مصرف داروي گلوكانتيم موجب غير

-هايي در ژنوم ليشمانيا شده است كه سبب كاهش پاسخموتاسيون

وانايي سيستم  گرچه عواملي مثل كاهش ت؛شودل به دارو ميگدهي ان
توانند سبب  نقص دارويي و عدم درمان مناسب مي،ايمني ميزبان

 باتوجه به شيوع و عوارض مختلف ناشي .عدم پاسخ به درمان باشند
از مصرف گلوكانتيم درمبتلايان به ليشمانيوز جلدي و گزارشات 

تشخيص  تعيين و منظور اين مطالعه به،مقاومت دارويي نسبت به آن
  .صورت گرفتليشمانيوز مقاومت دارويي ر ژن موتاسيون د

  
  هامواد و روش

 نفر مبتلا بـه ليـشمانيوز       343اين مطالعه توصيفي بر روي      
 ، لار ، خوزستان ، قم ، بافق ، اردكان ،جلدي در مناطق مختلف مشهد    

 و  هبرداري انجام شد  زخم  بيماران نمونه    از. يزد و كاشان انجام شد    
ود انگـل در لام مـستقيم توسـط         آميزي با گيمسا وج ـ   بعد از رنگ  

 نمونـه در محـيط كـشت        ،چنـين هم. متخصص تشخيص داده شد   
NNN )150از تعـداد    . كشت داده شـد   )  مك نيل و نيكول    ،ناوي 

 ،سـپس  .شـد  توده انگل تهيه     RPMI1640نمونه در محيط كشت     
وري و شستشو شدند و تا هنگام كار آهاي انگل جمعپروماستيگوت

-پروماسـتيگوت  .گراد نگهداري شدند  انتي درجه س  -20برودت   در

 20ده و در بـافر ليـز حـاوي    ش ـ Freez tawبـار  هاي انگل سـه 
مدت  درجه به  56 در دماي    Kليترآنزيم پروتئيناز   ميكروگرم در ميلي  

نهـا  آ DNAبا اسـتفاده از فنـل كلروفـرم      .  دقيقه قرار داده شد    30
  . فتبا پرايمرهاي زير انجام گر PCRاستخراج شد و واكنش 

Forward: 5`- AACTTCGACCGCGAGTGTCT -3` 
Reverse: 5`- CTGCCCCGGGCAGGTGAAGC -3` 

 نوكلئوتيد از ژن مقاومت به سديم اسـتيبو         356اين پرايمرها تعداد    
محـصولات  .  كندكثير مي را  ت  ) (XM_001685026گلوكونات  

PCR   روش با CSGE  نهايي كه نـسبت بـه      آ و   ]18 [اسكن شدند
بـراي اطمينـان بيـشتر      .  تعيين ترادف شدند   ، داشتند كنترل اختلاف 

ــصول  ــنشPCRروي محــ  RFLP Restriction)(   واكــ

fragment length polymorphism  صـورت   بدينانجام شد؛
- را بـرش مـي    PCR  محصول 328-333 موقعيت   SduIكه آنزيم   

 Cبـه   PCR از محـصول  329 شـماره   T اما اگر نوكلئوتيـد      ،دهد
حـذف   SduI (GDGCDC) جايگاه شناسايي آنزيم     ،تبديل شود 

   .دگردمي
  

  نتايج
 بيمار مبـتلا بـه ليـشمانيوز جلـدي كـه لام       343از تعداد   

 NNNدر محـيط      و  شـده   نمونـه بـرداري    ،مستقيم آنها مثبت بود   
، واكـنش    نمونـه كـشت مثبـت      150ز تعداد   ا. كشت انجام گرديد  

PCR  نمونـه  7 امـا بـراي تعـداد    ،)1شكل شـماره  ( انجام گرفت 
 نمونـه   9 نمونه مـورد بررسـي       143از   . ناموفق بود  PCRواكنش  

 لار و يزد وقتي ، بافق، اردكان،مربوط به مناطق مشهد)  درصد3/6(
.  مشخص شد كه موتاسيون دارنـد      ، بررسي شدند  CSGEبا روش   

  و EU221237هـاي    بـا شـماره    ه انجـام شـد    هـاي ين ترادف تعي
EU221236    براي اطمينان از وجود    . ژن به ثبت رسيدند    در بانك

هـا مـورد     تمام نمونه  RFLPموتاسيون در ژن با استفاده از روش        
 نزيم هضم شـدند   آهاي فاقد موتاسيون با     نمونه. بررسي قرار گرفت  

 امـا  ،)2ل شـماره  شـك ( حاصل آن بـود  bp 70 و330كه دو باند 
  و شـدند نزيم هضم نمي  آ توسط   ،نهايي كه داراي موتاسيون بودند    آ

   .)2  شماره شكل1 ستون( بود 400bpباند حاصله
  

  
 ژن مقاومت به سديم PCR الكتروفورز محصول -1  شمارهشكل

.  درصد2گارز آروي ژل  استيبوگلوكونات در ليشمانيا ماژور و تروپيكا
ژن  PCRمحصول : 3 و 2هاي  ستون،.DNAماركر وزني : 1ستون 

  مقاومت به سديم استيبو گلوكونات در ليشمانيا ماژور و تروپيكا
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  و همكارانطالاري
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ژن مقاومت به سديم ( PCRمحصول الكتروفورز  -2شكل شماره 

ستون شماره . نزيميآهضم بعد از) استيبوگلوكونات در ليشمانيا ماژور
 تاثير زيمنآ )عامل ليشمانيوز جلدي روستايي( PCR محصول: 1

عامل ليشمانيوز جلدي ( PCRمحصول : 2ستون شماره  .نكرده است
  DNAماركر وزني : 3ستون شماره  .نزيمآبا ه هضم شد )روستايي

  
  بحث

مـورد توجـه بـوده       1911درمان ليشمانيوز جلدي از سـال       
 درمان سيستميك و درمان     ،است و سه روش مختلف درمان موضعي      

 درمان موضـعي ليـشمانيوز      ].10،19 [شده است فيزيكي را شامل مي   
 ،تـر  زيرا دريافت آن براي بيماران راحت      ،جلدي روش مناسبي است   

عوارض داروهاي  . شودتر انجام مي  جذب آن در محل بهتر و مناسب      
 برداشـت   ، و درمان فيزيكي شـامل كورتـاژ       شتهسيستميك را هم ندا   

درمـاني  سرما   گرما درماني و     ، اشعه درماني  ،وسيله جراحي ضايعه به 
 توسـط   1937درمـان سيـستميك ليـشمانيوز از سـال           .]11 [باشدمي

Kikuth و Schmidt بــــا ارائــــه ســــديم اســــتبوگلوكونات 
)Pentostom (عنوان داروي ضد ليشمانيوز مطرح شد و در سـال          به

ــا 1946 ــانتيم ي ــه  eglomin antimonate  گلوك ــسان علي  در ان
اده است كه مـصرف     مطالعات نشان د  . ]20 [ليشمانيوز مصرف گرديد  

 ،گلوكانتيم در بيماران ليشمانيوز جلـدي موجـب عـوارض كليـوي           
نتـايج ايـن بررسـي      . ]22،21،13،12 [شـود  قلبي و خوني مي    ،كبدي
 مقاومت دارويـي در بيمـاران مـورد مطالعـه            درصد 3/6دهنده  نشان
دهنده عدم  هاي انجام شده در نقاط مختلف دنيا نشان       بررسي. باشدمي

در برخي از مبتلايان به ليشمانيوز نـسبت بـه گلوكـانتيم            گويي  پاسخ
 در  2006 در سـال     و همكـاران   حـديقي     مطالعـه  ].23-25[ باشدمي

  درصـد  12مشهد نشان داد كه مقاومت دارويي نسبت به گلوكـانيتم           
 در هنـد    2000 در سـال      و همكـاران   Sundar  تحقيق ].25 [باشدمي

وز احشايي   ليشماني ارويي مقاومت د   درصد 60 تا   30  است نشان داده 
نـسبت بـه     كه ميزان بـالاتري را       ]14 [نسبت به گلوكانتيم بوده است    

مقاومت دارويي در ليشمانيوز ممكـن اسـت         .دهدمطالعه ما نشان مي   
 و يا مربوط به افزايش مصرف گلوكانتيم در بيماران باشد         بوده  طبيعي  

نيا و عـدم    ليشما وجود تجمع مقدار زياد داخل سلولي دارو در          ].26[
در  .]27[ده دارو با مقاومت دارويي ارتبـاط دارد         بازدهي پمپ بيرون  

تشخيص ) گليكوپروتئين (GPپروتئين  توليد  مقاومت به دارو افزايش     
ژن . دخالـت دارد   در آن     ABCداده شده است كه ژن انتقال دهنده        

 MDR1 ) Multi Drugمرتبط به گليكوپروتئين ليـشمانيا از نـوع   

Resistant (شبيه ژن درصد 37باشد كه مي MDR  انساني اسـت  
 عدد كروموزوم تشكيل شـده اسـت        36ژنوم ليشمانيا ماژور از     . ]28[

 گليكـو   . قـرار دارد   34 بـر روي كرومـوزوم       MDRكه موقعيت ژن    
 ABCهـاي   پروتئين غشايي مربوط به اين ژن يكي از انتقال دهنـده          

صـورت  فـي را بـه    هاي مختل  مولكول ABCهاي   پروتئين ].29 [است
تواند موجـب   اين پروتئين مي  . دهندداخل و خارج غشايي انتقال مي     

وسـيله ايـن ژن كـد       پروتئيني كه به  . شود (MDR) مقاومت دارويي 
 است كـه  ATP يك پمپ ورود و خروج دارويي وابسته به  ،شودمي
هـاي مقـاوم شـده و       تواند سبب كاهش انباشتگي دارو در سـلول       مي

 باتوجه بـه اهميـت      ].30 [مقاومت به دارو شود   اغلب سبب گسترش    
-مقاومت دارويي در بيماران مطالعات بيشتري در اين زمينه لازم مـي           

  .باشد
  

  گيرينتيجه
ليشمانياريس جلدي در برابر سديم استيبوگلوكانات مقـاوم        

هـاي  شود مطالعات بيشتري براي تعيين مكانيسم     توصيه مي  و   باشدمي
  .دپذيري صورت يمقاومت دارو

  
  تشكر و قدرداني 

باشـد كـه    نامه دانـشجويي مـي    اين مقاله برگرفته از پايان    
 مصوب معاونت پژوهشي دانـشگاه      8527ن از طرح شماره     آهزينه  

ن در  آزمايـشگاهي   آ و كارهـاي     تامين شـده  علوم پزشكي كاشان    
مركز تحقيقات بيولوژي سـلولي و      دانشگاه علوم پزشكي كاشان و      

  . بهشتي انجام گرفته استدپزشكي شهيمولكولي دانشگاه علوم 
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