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  پژوهشی          

  
  
  ازنــــــدرانـکــــــی مــــــــوم پـزشـلـشـــــگاه عـــه دانـلــــمج

   )41-48    ( 1388 سال     خرداد و تیر     70 شماره     نوزدهمدوره 

41  1388خرداد و تیر  ، 70 ، شماره نوزدهم دوره                                                                      مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                

    سیستم های برتر آنزیمی برای تعیین هویت عواملکاربرد
   در ایران) کالاآزار(ایجاد کننده لیشمانیوز احشائی 

  با استفاده از روش الکتروفورز ایزوآنزیم
 

  6حاسماعیل فلا      5پروانه حبیبی       4حمد حسین معتضدیان       3غلامرضا حاتم       2فتانه میکائیلی       1مهدی فخار
  

  چکیده
های انگلی قابل انتقال بین انـسان و حیـوان اسـت      از جمله بیماری)کالاآزار( احشائیبیماری لیشمانیوز  :سابقه و هدف    

در هـای مختلـف آنزیمـی         هدف از این مطالعه کاربرد سیستم      .شود های کمپلکس لیشمانیا دونوانی ایجاد می      که توسط انگل  
  .باشد شمانیوز احشائی میهای عامل لی ها و سویه تفکیک گونه

 به  دراین مطالعه تجربی، سویه مرجع لیشمانیا اینفانتوم، سویه مرجع لیشمانیا ماژور و سویه لیشمانیا تروپیکا               : روش ها  و مواد
 های جدا شده از یک قلاده سگ از استان      های لیشمانیا جدا شده از مغز استخوان بیماران مبتلا به کالاآزارو انگل            همراه انگل 

 و  سازی  درصد انبوه  10 به همراه سرم جنین گاو       1640 در محیط کشت مایع آر پی ام آی          فارس و یک قلاده از آذربایجان شرقی      
آکریلامیـد بـه روش غیـر     گیری شد و سپس با استفاده از الکتروفورز روی ژل پلـی         کشت، عصاره  آوری از محیط   بعد ازجمع 

 فسفات دهیـدروژناز،   6ومراز، فسفوگلوکوموتاز، مالات دهیدروژناز، گلوکز    شش سیستم آنزیمی گلوکز فسفات ایز      پیوسته،
 آمـده و یـافتن       هـای بدسـت    گونـه و سـوش انگـل       منظور تفکیک   به 2 فسفو گلوکونات دهیدروژناز و نوکلئوزید هیدرولاز      6

  .های مرجع مورد بررسی قرار گرفتند های مناسب تر جهت تفکیک آنها در مقایسه با سویه سیستم
 هـای جـدا شـده از بیمـاران و مخـازن لیـشمانیوز         بـرای نمونـه    معرفی شده     سیستم آنزیمی  6های   پروفیل ایزوآنزیم  : فته ها یا

 هـای مـورد بررسـی      احشایی با یکدیگر و سویه مرجع مقایسه شدند و مهاجرت نسبی کلیه باندهای ایزوآنزیمی هرنمونه در سیستم                
  .باشند های مختلف انگل را از یکدیگر می تم آنزیمی توانایی تفکیک گونهمحاسبه گردید و مشخص شد که تنها پنج سیس

 بیـشترین هتروژنیتـی و   فـسفات دهیـدروژناز   6گلوکز و گلوکز فسفات ایزومرازهای  در مطالعه حاضر، آنزیم  : استنتاج
کز فـسفات ایزومـراز و    گلـو و فـسفوگلوکوموتاز  هـای   بیشترین هموژنیتی را داشتند و همچنین آنـزیم 2نوکلئوزید هیدرولاز
  .های بسیار فعال بودند از آنزیممالات دهیدروژناز 

  
  آکریلامید  ژل پلی، الکتروفورز ایزوآنزیم،لیشمانیوز احشائی :های کلیدی هواژ

  

  مقدمه
 های انگلی قابل انتقال بیماری لیشمانیوز ازجمله بیماری

ای از جنس   که توسط تک یاخته    بین انسان و حیوان است    
 نوع اصلی بیماری شامل لیشمانیوز     سه. شود انیا ایجادمی لیشم

  و لیشمانیوز) کالا آزار(، لیشمانیوز احشایی)سالک(پوستی
  

  :mahdif53@yahoo.com E-mail           دانشکده پزشکی،)ص(مجتمع دانشگاهی پیامبر اعظم،  جاده خزر آباد18کیلومتر  :ساری -مهدی فخاردکتر  :مولف مسئول
  دانشگاه علوم پزشکی مازندران ای انگل شناسی پزشکی، استادیار دانشکده پزشکی و مرکز تحقیقات بیولوژی سلولی و مولکولیدکتر .1
  دانشجوی دکترای انگل شناسی پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، دانشکده بهداشت، گروه انگل شناسی. 2
  دانشگاه علوم پزشکی شیراز  نگل شناسی و قارچ شناسیدکترای انگل شناسی، دانشیار دانشکده پزشکی، گروه ا .3
  دانشگاه علوم پزشکی شیراز  دکترای انگل شناسی، استاد دانشکده پزشکی، گروه انگل شناسی و قارچ شناسی .4
  دانشگاه علوم پزشکی شیراز  کارشناس ارشد پاتوبیولوژی، دانشکده پزشکی، گروه انگل شناسی و قارچ شناسی .5
  دانشگاه علوم پزشکی تبریز  ل شناسی، دانشیار دانشکده پزشکی، گروه انگل شناسی و قارچ شناسیدکترای انگ .6

  31/4/88:  تاریخ تصویب            27/3/88: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           1/2/88: ریافت تاریخ د
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 لیشمانیوز احشائیتعیین هویت عوامل در سیستم های برتر آنزیمی کاربرد 
 

42  1388خرداد و تیر  ، 70 ، شماره نوزدهم دوره                                                                له دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      مج

کالاآزار  نوع احشایی بیماری یا      .)1(جلدی مخاطی است  
 و در ) گیـر  تک(بصورت اسپورادیک دربیشتر مناطق ایران    

، )مشکین شهر، دشـت مغـان     (مناطقی از استانهای اردبیل     
 جهرم  ،فیروزآباد(، فارس   )اهر و کلیبر  (آذربایجان شرقی 

بخـش  (، قـم    )برازجـان و خورمـوج    (، بوشـهر    )و نورآباد 
لیشمانیوز . )2(شود  بصورت آندمیک دیده می    )خلجستان
ر جهـان شـیوع      کـشو  66در حـدود    ) کالا آزار (احشایی  

ــا   ــالیانه آن در دنی ــروز س ــزان ب ــر 500دارد و می ــزار نف  ه
عامل اصلی بیماری کالا آزار در      . )3(شود تخمین زده می  

منطقــه وســیع حــوزه مدیترانــه و از جملــه ایــران لیــشمانیا 
کـالاآزار در  . اسـت  (Leishmania infantum) اینفانتوم

ن دیـده   ایران اغلب در کودکان و بیشتر در بین روسـتائیا         
مخازن این بیماری در ایران شامل سگ و سگ         . شود می

ــاه و شــغال(ســانان  ــاقلین آنــرا گونــه) روب هــای  بــوده و ن
ــب در   ــه غال ــه گون ــشه خــاکی از جمل ــف پ ــران  مختل ای

ــاژور  ــوس م ــشکیل (Phlebotomous major)فلبوتوم  ت
 تـب، اسـپلنومگالی و       شامل اصلی بیماری  علایم   .دهد می

هـای آزمایـشگاهی غیرطبیعـی      یافتـه  واسـت کـم خـونی   
ســایتوپنی، هایپرگامــاگلوبینمی و  عبارتنــد از پــان یبیمــار

 عدم تشخیص و درمان به موقع     در صورت . هیپوآلبومینمی
 بـه   ،بیمـاران   مرگ و میر   موجب  درصد 98ممکن است تا    

انگل لیشمانیا در بدن مهـره دار بـه    . )4(شود ویژه کودکان 
بدن پشه خـاکی و      تاژک یا آماستیگوت و در    شکل بدون   

 به شکل تاژک دار یـا پروماسـتیگوت دیـده           کشت محیط
ل میکروسـکوپی بـدون     اشـک ا تـشابه با توجه بـه     . شود می

جدا شده از بیماران و عدم شناسایی گونـه و         تاژک انگل   
ــه دلیــل  از روی شــکل ظــاهریســویه انگــل  آن و نیــز ب

 جهــت انجــامهــا  تــشخیص دقیــق ســویهاهمیــت فــراوان 
پیـشگیری، مبـارزه بـا     ریزی برای کنتـرل و   ههرگونه برنام 

 فـراهم کـردن پـادتن        و مخازن و ناقلین، ساخت واکـسن     
های تـک    ، استفاده از پادتن   )5،6(برای تشخیص و درمان     

، واکـــنش )7( (Monoclonal Antibodies) دودمـــانی
 )8( (Polymerase Chain Reaction) ای پلیمـراز  زنجیره

های  جویی از سیستم   با بهره های انگل    و مقایسه ایزوآنزیم  

ــی ــاگون آنزیم ــق)9(گون ــرین روش  از دقی ــورد  ت ــای م ه
اســتفاده در ایــن زمینــه اســت و در ایــن میــان اســتفاده از 

ها، بـه علـت تـوان بـسیار بـالا در             روش مقایسه ایزوآنزیم  
های گوناگون یک گونـه،      ها و حتی سویه    تشخیص گونه 

  .)5(از اهمیت زیادی برخوردار است
ن بـه منظـور صـرفه جـویی در وقـت و هزینـه               بنابرای

تـر بـرای     آنزیمی مناسـب   های تلاش شده است تا سیستم    
های گوناگون منطقه شناسایی و      ها و سویه   تشخیص گونه 

هـای   د لذا هدف از این مطالعه کاربرد سیستم       معرفی شون 
های عامـل    ها و سویه   مختلف آنزیمی برای تفکیک گونه    

هـای برتـر بـه منظـور         یـستم لیشمانیوز احشائی و معرفی س    
  .باشد جویی در وقت و هزینه می صرفه
  

  مواد و روش ها
 سویه مرجع لیـشمانیا اینفـانتوم       در این مطالعه تجربی   

(MCAN/IR/96/LON49)      سویه مرجع لیشمانیا ماژور ، 
MRHO/IR/75/ER) (    و ســــویه لیــــشمانیا تروپیکــــا  

)(MHOM/IR/06/SHZ6    هـای لیـشمانیا    به همـراه انگـل
ا شده از مغز اسـتخوان بیمـاران مبـتلا بـه کـالاآزار از               جد

ــتان ــای اس ــارسه ــورد2(  ف ــد  ،)م ــه و بویراحم  کهگیلوی
هـای جـدا     و انگـل  ) مورد1(و آذربایجان شرقی    ) مورد1(

 یک قـلاده سـگ از اسـتان فـارس و یـک              احشاءشده از 
شرقی، در محیط مـایع آر پـی ام آی           قلاده از آذربایجان  

1640 (PRMI 1640)  درصد سرم جنین گاو10مراههبه  
(Fetal Bovine Serum 10%)  ،سپس کشت داده شدند

 درجه سـانتیگراد    25های کشت در درجه حرارت       محیط
موردنیاز نگهداری شدند و پس     جهت رشد انگل تا میزان      

 بـه انـدازه مـورد نظـر و قـرار            هـا  از رسیدن حجـم کـشت     
 ،ی در پایان مرحله رشد لگـاریتم      ها گرفتن پروماستیگوت 

 10بـه مـدت     هـا، آنهـا را       به منظور تهیه رسـوب از انگـل       
 سـانتریفوژ   g 2000 درجه سانتیگراد و بـا دور        4دقیقه در   

  بدسـت آمـده     مایع رویی، رسوب   حذف و پس از     نموده
 مـاده   سـپس .  بار با بافر نمکی فسفات سرد شستشو شـد         3

مولار آمینوکاپروییـک اسـید،     میلی1(نده آنزیم   کنپایدار
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              مهدی فخار  و همکاران                هشی    پژو  
  

43  1388خرداد و تیر  ، 70 ، شماره نوزدهم دوره                                                                مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

 میلـی مـولار اتـیلن دی        1ولار دی تیوتریتـول و       میلی م  1
به میزان هم حجم رسوب افزوده      ) آمین تترا استیک اسید   

 بـار درازت    3شد و پس از اینکه به خـوبی مخلـوط شـد             
 درجـه سـانتیگراد عمـل       25مایع عمـل انجمـاد و در آب         

 و در پایان، سوسپانـسیون      شدذوب به طور متناوب انجام      
  دمـای   دقیقـه در   30 به مدت    g 3000بدست آمده با دور     

های بـالایی، بـه      محلول.  درجه سانتیگراد سانتریفوژ شد    4
ــزیم در   ــوان عــصاره دارای آن ــانتیگراد-20عن   درجــه س

   عــــصاره الکتروفــــورز. نگهــــداری شــــدند تقــــسیم و
ــه روش غیرپیوســته   آنزیمــی روی ژل پلــی آکریلامیــد ب

  بــا اســتفاده از ژل   کــه در ایــن روش  انجــام پــذیرفت 
   درصــد 3کننــده   و ژل متــراکم درصــد5/7ا کننــده جــد

ــافر  ــده Tris/HCl(pH=6.7)و بــــ ــافر جداکننــــ  ، بــــ
Tris/HCl(pH=8.9) و بافر تانک Tris/HCl (pH=8.3) 

 آمپر  میلی 30 ساعت در جریان الکتریکی ثابت     1به مدت   
 سیــستم 6بــرای هــر نمونــه، .  انجــام گرفــتالکتروفــورز

گلـوکز فـسفات   : ازآنزیمی بررسی شد که عبارت بودند      
ــراز ــوکز E.C.5.3.1.9 (GPI) ایزومـ ــسفات  -6 ، گلـ فـ

ــدروژناز ــالات E.C.1.1.1.49 (G6PD)دهیــــــ  ، مــــــ
ــدروژناز  ــد E.C.1.1.1.37 (MDH)دهیـــ  ، نوکلئوزیـــ

 فـسفو گلوکونـات     E.C.3.2.2.1   ،6 (NH2) 2هیدرولاز
ــدروژناز ــسفوگلوکو  E.C.1.1.1.44 (6PGD)دهیــ و فــ

اجرت نــسبی هــر بانــد مهــ  .E.C.2.7.5.1 (PGM)موتــاز 
ایزوآنزیم در صـفحه الکتروفـورز از تقـسیم فاصـله طـی             
شده باند از مبدا به فاصله مبدا تا انتهای ژل به دست آمـد              

آمیزی اختصاصی هر سیستم برپایـه روش        و مراحل رنگ  
  .)10،11(انجام گرفت )1989(اوانس
  

  یافته ها
 سیــستم آنزیمــی گلــوکز 6هــای  پروفیــل ایزوآنــزیم

فـسفات دهیـدروژناز، مـالات       6یزومراز، گلوکز فسفات ا 
 فـسفوگلوکونات   6 ، 2 دهیدروژناز، نوکلئوزیدهیدرولاز 

هـای جـدا      و فـسفوگلوکوموتاز بـرای نمونـه       دهیدروژناز
ــاران و مخــازن  ــده از بیم ــهش ــتلا ب ــشایی  مب  لیشمانیوزاح

مقایسه شد و مهاجرت نسبی کلیـه بانـدهای ایزوآنزیمـی           
در  .شـد  محاسـبه    ،رد بررسـی  های مو  هر نمونه در سیستم   

سیستم گلوکز فـسفات ایزومـراز، سـویه مرجـع لیـشمانیا            
 ، 32/0 ، 12/0 ، 04/0 بانــد بــا مهــاجرت نــسبی 6مــاژور 

ــشمانیا تروپیکــا  66/0 ، 5/0 ، 48/0 ــا 6 و ســویه لی ــد ب  بان
ــسبی   66/0 و 52/0 ، 44/0، 4/0 ،1/0 ، 04/0مهــاجرت ن

 باند با   3ا اینفانتوم   در سویه مرجع لیشمانی    را نشان دادند و   
ــسبی  ــشاهده شــد48/0 و 46/0 ، 04/0مهــاجرت ن در  . م

فسفات دهیـدروژناز، در لیـشمانیا مـاژور      6سیستم گلوکز 
ــسبی   دو ــاجرت ن ــا مه ــد ب ــشمانیا 4/0 و 34/0 بان  و در لی

 ملاحظـه   44/0 و   1/0 باند با مهـاجرت نـسبی        دوتروپیکا  
 ملاحظه 46/0و 34/0 باند   دوگردید و در لیشمانیا اینفانتوم      

در بررسی سیستم آنزیمی مالات دهیدروژناز سـویه        . شد
 بانـد بـه ترتیـب بـا مهـاجرت           چهـار مرجع لیـشمانیا ماژور   

ــا   58/0و  5/0،  38/0،  25/0 ــشمانیا تروپیکـ ــویه لیـ   و سـ
 را نـشان    5/0 و   21/0 ،   13/0 ،   1/0 باند با مهاجرت     چهار

ینفـانتوم  حالیکه باندهای سویه مرجع لیـشمانیا ا       دادند، در 
 را نـــشان 58/0 و 53/0 ، 36/0 ، 28/0مهـــاجرت نـــسبی 

لیــشمانیا  در 2 در سیــستم نوکلئوزیدهیــدرولاز  .دادنــد
 و در لیـشمانیا    53/0 بانـد بـا مهـاجرت نـسبی           یـک  ماژور

  و در  شد ملاحظه   7/0 باند با مهاجرت نسبی      یکتروپیکا  
در بررسـی    .ملاحظـه شـد    5/0 بانـد    یکلیشمانیا اینفانتوم   

 سـویه مرجـع لیـشمانیا       م آنزیمـی فـسفوگلوکوموتاز،    سیست
، 6/0 ،1/0 ،05/0باند بـه ترتیـب بـا مهـاجرت     پنج  ماژور

ــا   91/0  و75/0 ــشمانیا تروپیک ــویه لی ــک و س ــا  ی ــد ب  بان
 دو را نشان دادنـد و درلیـشمانیا اینفـانتوم           91/0مهاجرت  

 شـکل (شـد ملاحظـه   75/0و   58/0باند با مهـاجرت نـسبی     
ر اسـت کـه در ایـن مطالعـه سیـستم         لازم به ذک  . )1شماره
 فسفو گلوکونات دهیـدروژناز بـدلیل نامناسـب         6آنزیمی

بودن باندهای ایجاد شده و عـدم تفـسیر و مقایـسه آن بـا               
سویه مرجع، بعنوان آنزیم نامناسب در شرایط این مطالعه         

پروفیــل  4بطــورکلی درایــن مطالعــه .گــردد معرفــی مــی
نفانتوم بدسـت آمـده    های لیشمانیا ای   زایمودمی برای انگل  

  .از انسان و سگ در مقایسه با گونه مرجع مشخص شدند
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NH2                               

L.m L.in L.t Z1              Z2             Z3            Z4 

GPI                                 

L.m Lin             L.t Z1              Z2           Z3          Z 4       
  

MDH                                

L.m L.in L.t Z1       Z2             Z3            Z4

PGM                              

L.m L.in L.t Z1             Z2            Z3               Z4  
 

G6PD                              

L.m L.in L.t Z1          Z2          Z3          Z4 

 
 L.in جـای نمونـه مرجـع لیـشمانیا مـاژور و          L.m جای نمونه مرجع لیشمانیا تروپیکـا،        L.t .می پنج سیستم آنزیمی برتر    پروفیل ایزوآنزی   :1 شماره   شکل

نمونـه جـدا شـده از بیمـارمبتلا بـه       : Z2) کهگیلویـه و بویراحمـد  (نمونه جدا شده از بیمارمبتلا بـه کـالاآزار   : Z1  .جای نمونه مرجع لیشمانیا اینفانتوم
  )فارس ( و انسان نمونه جدا شده از سگZ4). آذربایجان شرقی(نمونه جدا شده از سگ  : Z3 ).ایجان شرقیآذرب( کالاآزار

  

  
 و  گلوکز فـسفات ایزومـراز    های   در مطالعه حاضر، آنزیم   

 نیتی و هتروژ بیشترین فسفات دهیدروژناز دارای     6گلوکز
و  بیـشترین همـوژنیتی بودنـد        نوکلئوزید هیدرولاز دارای  

 گلـوکز فـسفات   و فسفوگلوکوموتاز های یمهمچنین آنز
  ایزومراز و مـالات دهیـدروژناز فعالیـت بـسیار بـالایی از             

  

  .تر ظاهر شدند خود نشان داده و قوی

  بحث
ــشمانیا همــوژن  ــر از جــنس  از آنجاییکــه جــنس لی ت

 لـذا اسـتفاده از تکنیکـی بـا قـدرت            ،باشـد  تریپانوزوم می 
هـای   گونـه تفکیک بالا بـرای تجزیـه و تحلیـل فیلـوژنی            

ــتفاده از روش      ــابراین اس ــت، بن ــاز اس ــورد نی ــشمانیا م لی
اسـتفاده از   . رسد م ضروری بنظر می   الکتروفورز ایزوآنزی 

 میلادی معرفـی و     1970در سال    ها الکتروفورز ایزوآنزیم 
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              مهدی فخار  و همکاران                هشی    پژو  
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 های لیشمانیا  بعنوان روش انتخابی جهت تعیین هویت گونه      
 ،DNAخلاف استفاده از چگالی شـناوری       د، بر شمطرح  

 روش الکتروفورز ایزوآنزیم دارای قدرت تفکیک بـالایی       
بوده و قادر است تنوع فراوان موجود در طیـف گـسترده            

تـاکنون بـیش از     . )12(های لیشمانیا را مشخص نماید     گونه
شـرح  توسـط محققـین     اینفـانتوم   یـشمانیا    زایمودم از ل   20

 ارتبـــاط محـــدودی بـــین  اســـت توانـــستهداده شـــده و
. )13،14(نماینـد شناسی انگل مـشاهده      ها و آسیب   زایمودم
 لیشمانیا اینفانتوم شایعترین زایمـودم بـا   Mon-1  زایمودم

 کــشور جهــان 30گــسترش جهــانی اســت و در بــیش از 
 70گزارش شده اسـت و نمایـانگر حـدود          ) دنیای قدیم (

بنـدی شـده ایـن گونـه از انگـل            هـای طبقـه    درصد سوش 
 ز دو زایمـودم در مناطق آندمیک ایـران نی ـ . )15(باشد می

Mon-1  وLon-49  برای لیشمانیا اینفانتوم شناسایی شـده 
باشد و در   میMon-1 معادلLon-49 است،که زایمودم 

. )16(حقیقت این دو زایمودم با یکـدیگر یکـسان هـستند          
هـای یـک     های مختلـف لیـشمانیا و حتـی زایمـودم          گونه

توانند طیف وسیعی از علایـم بـالینی را از خـود             گونه می 
 لیـشمانیا اینفـانتوم     Mon-1شان دهند، از جمله زایمـودم       ن

که عامل اصـلی و شـایع کـالاآزار در منطقـه مدیترانـه و               
ضایعات پوسـتی   جنوب آمریکا است، درموارد زیادی از       

 مختلـف یـک     هـای  ، بنـابراین زایمـودم    )12(جدا شده است  
مختلفـی را از    ) بیمـاریزایی (تواننـد پاتوژنیـسیتی      گونه می 

 .دهند و بروز علایم بالینی نیـز متفـاوت باشـند          خود نشان   
ها تمایل به ایجاد ضایعات جلدی،       بطوریکه بعضی سوش  

 هـر دو     بـه ایجـاد    بعضی ضایعات احشایی و بعـضی قـادر       
همچنین در این مطالعه بـین تظـاهرات        . هستندنوع ضایعه   

هــای مختلــف  بــالینی بیمــاران تحــت بررســی و زایمــودم
ــی  ــاط منطقــی و معن ــد و بنظــر  داری ارتب ــشاهده نگردی  م

رسد چنین ارتباطی بسیار محدود بوده و نقش موثری          می
در . در ایجاد ضایعات و بروز علایم بـالینی نداشـته باشـد           

های آنزیمی   شود جهت بررسی سیستم    نهایت پیشنهاد می  
روی اشکال مختلف بیماری بـا طیـف بـالینی گـسترده و             

 ــ ارتبــاط ســوش ــا پراکنــدگی جغرافی ایی هــای مختلــف ب

 در مـصر    .تر مطالعات وسیعی در کشور انجام گیرد       متنوع
 چهار ،   1987  و همکارانش در سال    (Awadalla) آودالا
هـای    را بعنوان آنـزیم NH و GPI , MDH , MPIآنزیم 

هـای پوسـتی و احـشایی معرفـی          مناسب برای تمایز نمونه   
،  و همکـــارانش(Okot)در کنیـــا، اکـــوت. )17(کردنـــد

و  ME , MDH , MPI  آنـزیم  چهـار العـاده  کارایی فـوق 
PGMهــای ایجادکننــده   را در ایجــاد تمــایز بــین ســوش

لیشمانیوز پوستی و احشایی معرفی نموده و قدرت آنزیم         
6PGD   در . )18(های مزبور رد کردند     را درتفکیک سویه

  فسفوگلوکونات دهیـدروژناز   6سیستم آنزیمی مطالعه ما نیز  
 در  .هـای انگـل را نـدارد       توانایی لازم در تفکیـک گونـه      

 و همکـارانش در     (Gramiccia) ایتالیا مطالعات گرامیسیا  
  سیـستم آنزیمـی از جملـه       14 ، بـا اسـتفاده از        1992سال  

PGM,GPI,6PGD,G6PD,MDH   و NH   و الکتروفورز 
هــای ایجادکننــده لیــشمانیوز  روی اســتات ســلولز، انگــل

، )19(احشایی در انسان و سگ را مورد بررسـی قـرار داد           
 بـا   .که مطالعه حاضر بـا نتـایج ایـن محقـق مطابقـت دارد             

 و سـایر محققـین      1989توجه به مطالعات اوانـس درسـال      
 مختلـف،    آنزیمـی  هـای  مانند حاتم و مبراتو روی سیستم     

 بـرای  NH2 و  NH1 وPGM , GPI , MDHهای  آنزیم
و  )20(هــای پوســتی ایــران مناســبترند نمونــهمطالعــه روی 

هـای مختلـف مـشاهده       برد آنـزیم  اختلافاتی کـه در کـار     
پیوسته (تواند ناشی ازنوع سیستم به کار رفته         شود، می  می

ژل اسـتات سـلولز و یـا ژل         (و یـا نـوع ژل       ) یا غیر پیوسته  
باشـد کـه در اغلـب مطالعـات محققـین           ) آکریلامیـد  پلی

تر و آسـان تـر        از ژل استات سلولز به علت ارزان       ،مذکور
ا در مطالعه مـا از ژل پلـی         بودن آن استفاده شده است، ام     

  آکریلامید استفاده شـده اسـت کـه گـران تـر بـوده و در                
 .عین حال از قـدرت تفکیـک بیـشتری برخـوردار اسـت            

 درآنــالیز 2004و همکــاران درســال (Cortada) کورتــادا
های لیـشمانیا شاگاسـی در تعـدادی از           سویه های زایمودم
ــگ ــه  س ــای منطق ــل از  ه ــی  8ای در برزی ــستم آنزیم    سی

GPI, MDH, G6PD, 6PGD, NH, ME5, PEPD4 و 
IDHNADPدر مــورد  .)21( بــا موفقیــت اســتفاده کردنــد
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 آنـزیم مـورد مطالعـه قـرار         30های لیـشمانیا حـدود       انگل
ه ب ME , MDH , 6PGDهای  گرفته و از میان آنها آنزیم

ه  ب ـ ALAT,ASAT (GOT)آمیـزی،  علت سـهولت رنـگ    
ــت ــوع و عل ــPGM و GPI تن  ــه  ب ــت فعالی ــویتر، عل ت ق

هـا را    انـد و محققـین بیـشتر، ایـن آنـزیم           تـر بـوده    شاخص
 GPIهـای    در مطالعه حاضر، آنزیم    .)22(اند انتخاب نموده 

ــی G6PD و ــشترین هتروژنت ــزیم  بی ــشترین NH2 و آن  بی
های انسانی و حیوانی داشتند و       را در بین ایزوله   هموژنیتی  

ــزیم    ــوان آن ــا را بعن ــذا آنه ــک    ل ــی در تفکی ــای اساس ه
نمـاییم و    های متفاوت لیشمانیا اینفانتوم معرفی مـی       سوش

هـای    از آنـزیم  GPIو PGM , MDH همچنـین آنـزیم  
 کـه دارای قـدرت بـالایی در تفکیـک           نـد بسیار فعال بود  

های لیشمانیا اینفانتوم مناطق جغرافیایی این مطالعـه         سوش
ــا 1999در ســال . داشــت  در ایــران، حــاتم و همکــاران ب
نمونه جدا شـده از بیمـاران مبـتلا بـه       407ای روی    مطالعه

سیستم آنزیمی، یک    11لیشمانیوز پوستی و با استفاده از       
مورد لیشمانیا اینفانتوم را بعنوان مولـد لیـشمانیوز پوسـتی           

جـواهری و   . )23(برای اولین بار از ایران گزارش نمودنـد       
  سیستم آنزیمی  6 در شهر مشهد،     2001همکاران در سال    

MDH , PGM , GPI , G6PD, NH1, NH2  ،بـرای   را
 .)24(های مولد لیشمانیوز پوستی بکار بردند  تفکیک گونه 

ایـن روش هــر چنــد امــروزه بعنـوان روشــی بــسیار دقیــق   
مطرح است، چرا که امکان بررسی و مقایـسه تـا بـیش از            

 سیستم آنزیمی وجود دارد، اما روشی طـولانی اسـت           20
قل بـه تعـداد     و برای بررسی سیستم آنزیمی هر سویه حدا       

لیتر محیط کشت احتیاج است و این         انگل در میلی   1010
های کنـد رشـد و تـا حـدی           امر در شناسایی بعضی سویه    
یکـی از مـسیرهای     . )25(کنـد  کم رشد مشکل ایجـاد مـی      

ــسیر      ــشمانیا، م ــل لی ــدگی انگ ــه زن ــابولیکی در چرخ مت
های مربوط به آن و محل انجام        گلیکولیز است که آنزیم   

ــل  ــ  آن در داخ ــل ب ــشا انگ ــه غ ــصل ب ــانلی مت ــام ه  ارگ ن
ــا مــسیرهای  . گلیکــوزوم وجــود دارد بنــابراین آشــنایی ب

  متابولیکی انگـل و نحـوه متابولیـسم گلـوکز و اسـیدهای             
  

هـای مناسـب     تواند راهگـشایی در یـافتن هـدف        آمینه می 
جهت طراحـی داروهـای مناسـب بـه منظـور اخـتلال در              

 .بردن انگل باشـد   نهایت از بین    در  فعالیت حیاتی انگل و     
توانـد در   مچنین شناسایی زایمودم غالب یک منطقه می      ه

تهیه واکسن مناسب جهت کنترل بیماری در یک منطقـه          
که مطالعه حاضر،    لازم به ذکر است   . )13،14(راهگشا باشد 

زمینه مناسب جهت بررسی خصوصیات فنـوتیپی عوامـل         
ین و  ایجادکننده بیماری لیشمانیوز احشائی در انسان، نـاقل       

مخازن حیوانی را فراهم آورده است چـرا کـه مطالعـات            
هـای لیـشمانیا اینفـانتوم در شـمال          قبلی که روی زایمودم   

غرب کشور انجام گرفته اسـت در کـشورهای انگلـستان           
بـوده اسـت و در کـشور مـا          ) مونته پلیـر  (و فرانسه ) لندن(

  . استشدهای تاکنون انجام ن چنین مطالعه
 گلوکز فسفات ایزومـراز های   مدر مطالعه حاضر، آنزی   

 نیتــی وبیــشترین هتروژ فــسفات دهیــدروژناز 6گلــوکزو 
را داشــتند و  بیــشترین همــوژنیتی 2نوکلئوزیــد هیــدرولاز

 گلـوکز فـسفات   و فسفوگلوکوموتاز های  همچنین آنزیم
هـای بـسیار فعـال       از آنزیم ایزومراز و مالات دهیدروژناز     

 هـای  عنوان سیـستم  ه  ب سیستم نامبرده را     5کلی    بطور .ندبود
هــای مولــد  مناســب و برتــر جهــت تعیــین هویــت انگــل 

های مختلف لیـشمانیا     لیشمانیوز احشائی و تفکیک سوش    
  .نماییم اینفانتوم در مناطق آندمیک ایران معرفی می

  
  سپاسگزاری

بدینوسیله از همکاری آقایان دکتر بهادر سـرکاری،        
 ــ دکتــر مهــدی محبعلــی، ر دکتــر اســماعیل فــلاح و دکت

ضی از  ع ـعبدالصمد مظلومی بخاطر در اختیـار گذاشـتن ب        
های انـسان و حیـوان از منـاطق آنـدمیک کـشور و               نمونه

آقای دکتر منبتی بخاطر بیوپسی مغز اسـتخوان بیمـاران و           
پرسنل محترم بخش اطفال بیمارستان نمازی کمال تشکر        

منـابع مـالی طـرح توسـط معاونـت           .مو قدردانی را داری ـ   
  . تامین گردید علوم پزشکی شیراز دانشگاهپزوهشی
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