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ایزولھ ھای مختلف جدا شده  تعیین گونھ ھای مولد لیشمانیوز جلدی
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 چکیده
ھای مھم بومی در ایران  اریــلیشمانیوزیس از بیم مقدمھ:

 جائي از آن  .است و بھ دو نوع جلدی و احشایی دیده می شود
کھ تعیین گونھ این انگل در کنترل و پیش گیري بیماري موثر 
است، لذا این مطالعھ با ھدف تعیین گونھ لیشمانیوز جلدي  

 طراحي و اجرا گردید. 
بیمار مبتلا بھ  35در این مطالعھ از  مواد و روش ھا:

(حاشیھ اطراف مورد آلودگی از اصفھان 18 لیشمانیازیس جلد
مورد از کرمان(کانون  2، کاشان و سمیرم) دستاناصفھان، ار

مورد  2مورد مشھد و  2مورد خراسان( 4آلودگی سیرجان) 
نان(کانون آلودگی ــمورد سم 3 ،ورد بوشھرـــم 2اسفراین) 
پس از انجام تھیھ لام مستقیم، ) مورد از قم 1 ودامغان) 

واکنش  انجام و DNAاز نمونھ ھا استخراج نمونھ برداري شد. 
انجام شد.  ITS1ژن با استفاده از )PCRزنجیره ای پلیمراز (

 Apo1از آنزیم  (RFLP)  طول قطعھ محدودیتیبرای آزمایش 
 استفاده شد.

برای ھمھ نمونھ ھا مثبت و  PCRنتایج  یافتھ ھای پژوھش:
ھ جفت باز را نشان داد. نتایج ب 350-69باندھایی با اندازه 

از بین نمونھ ھاي مورد نشان داد کھ  RFLPدست آمده از 
 2اژور و ــــشمانیا مــــدرصد) لی 94نفر( 33 العھـــمط
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 مقدمھ
لیشمانیوزیس، یک مسئلھ 

و از مھم بھداشتی در جھان 
ھای بومی در ایران  بیماری

 این بیماریتلقی می شود. 
توسط تك یاختھ ھاي نسجي 
خوني داخل سلولي 

اري از جنس ـــاجب
وسیلھ ھ و ب ،استلیشمانیا 

ھای خاکی ماده انتقال شھ پ
 )1(.می یابد

جنس لیشمانیا در میزبان 
مھره دار بھ شکل 
آماستیگوت کھ بدون تاژک و 
درون یاختھ ای است و در 
میزبان بی مھره و محیط 
کشت بھ شکل لپتوموناد 
پروماستیگوت تاژکدار و 

 )2.(برون یاختھ ای است
دست کم با چھار نوع 
نشانھ بالینی متفاوت: 

یس جلدی(سالک)، لیشمانیوز
مانیوزیس احشائی، ـــلیش

وزیس جلدی ــلیشمانی
شر و ـــــمنت

- وزیس جلدیــــلیشمانی
 )2.(مخاطی بروز می کند

تظاھرات بالینی بھ نوع 
ھای  لیشمانیا، درجھ زخم

مزمن در بیماری جلدی و 
ھای  صورت بدشکل در فرم

مخاطی بھ درگیری - جلدی
سیستم رتیکولوآندوتلیال 

شدت تظاھرات  .بستگی دارد
چنین بستگی بھ  سیستمیک ھم

حالات ایمنولوژیک میزبان 
  )1.(دارد

میزان بروز بیماري 
تا  20ھمواره در فاصلھ بین 

مورد در ھر صد ھزار نفر  40
ھ جمعیت نوسان داشتھ است ب

دنبال ھر یک یا دو سال 
کاھش بیماري یک یا دو سال 

وجود  بیمارید رافزایش موا
داشتھ کھ نشان دھنده سیر 
طبیعي بیماري و تأثیر 
موقتي اقدامات کنترلي کھ 

مال ـــصورت مقطعي اعھ ب
راه حلي  یدگردیده است. با

ریشھ اي براي بھبود وضعیت 
 بھ وسیلھ وپیشنھاد و 
ھ ھاي ذیربط ب کلیھ ارگان
عملي اھنگ ـــصورت ھم

روش متداول . )3- 4(،گردد
در  تشخیص لیشمانیوز جلدی

حال حاضر آزمایش 
میکروسکوپی و مشاھده 
مستقیم جسم لیشمن می 
باشد. این روش از حساسیت 
بالایی برخوردار نیست زیرا 

موارد تعداد  در بعضی از
انگل کم می باشد و جواب 

اذب ــآزمایش منفی ک
زارش می شود. از ـــــگ

روش کشت انگل لیشمانیا 
نیز برای تشخیص استفاده 

حساسی است می شود کھ روش 
ولی احتیاج بھ زمان طولانی 
برای ارائھ نتیجھ دارد. 

یک روش  PCRاستفاده از روش 
حساس برای تشخیص است کھ 
نتیجھ را می توان در زمان 
کوتاھی گزارش کرد. 

-PCR چھ از روش نانــــچ
RFLP یم می ــــاستفاده کن

توانیم گونھ ایجاد کننده 
تعیین بیماری را نیز 

روش  دھھ گذشتھدر  نماییم.
متعددی برای  ھای ملکولی

 عات اپیدمیولوژیکـــمطال
کار گرفتھ ھ لیشمانیازیس ب

در  PCRتکنولوژی  شده اند.
این مطالعات روش موفقی 
بوده کھ بدون نیاز بھ کشت 

تواند عفونت را حتی در  یم
 .)5- 9(،حد گونھ تشخیص دھد

بیشترین   PCR-RFLPروش 
کاربرد را برای تشخیص 
گونھ ھای لیشمانیا 

 )10- 14(.دارد
 ھامواد و روش 

 کشت و نگھداری انگل 
مطالعھ از دو   در این 

تغییر  NNNمحیط دو فازی 
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یافتھ جھت بقاء و محیط تک 
غنی شده جھت  RPMI1640فازی 

تکثیر انبوه انگل استفاده 
 شد.

ھای  یافتن بیماران با زخم
 لیشمانیوزیس جلدی 

برای یافتن بیماران با 
ھای لیشمانیوزیس جلدی  زخم

بھ بیمارستان رازی تھران 
مراجعھ و از بیمارانی کھ 

ھا از نظر  ھای آن زخم
بالینی شبیھ بھ زخم سالک 

و از مناطق مختلف  بود
 ایران مراجعھ کرده بودند

نامھ  علاوه بر پرکردن پرسش
در این نمونھ تھیھ شد. 

بیمار مبتلا  35مطالعھ از 
 18(،بھ لیشمانیازیس جلدي

مورد آلودگی از اصفھان 
حاشیھ اطراف اصفھان، 

 ،اردستان، کاشان و سمیرم)
مورد از کرمان(کانون  2

مورد  4 ،آلودگی سیرجان)
 2مورد مشھد و  2خراسان(

مورد  2مورد اسفراین) 
مورد سمنان(کانون  3، بوشھر

مورد  1و آلودگی دامغان) 
 از زخم تھیھ  نمونھ ز قما

استاندارد  برای نمونھ شد.
سویھ  از نیز

کشت  MRHO/IR/75/ERایرانی
دارای  و  RPMIداده شده در

 شد. استفاده FCS درصد 10
تھیھ نمونھ از زخم 

 بیماران 
ابتدا محل نمونھ برداري 
بر اساس طول دوره بیماري 

و  شدو شکل ضایعھ تعیین 
بھ کمک یک پنبھ آغشتھ بھ 
الکل، محل ضد عفوني 

. سپس تیغھ بیستوري گردید
را بر روي شعلھ حرارت 
داده تا کاملاК سرخ شود و 
بھ کمک یک پنبھ آغشتھ بھ 

سرد نموده و با  الکل،
تیغھ بیستوري در لبھ 

استریل شده ضایعھ کوچکي 
با  نموده ایم.ایجاد 
این ناحیھ،  (Scraping)خراشیدن

 شداشت اول دور ریختھ برد
از نسج  و در برداشت نھایي

 )15.(شد تھیھ نمونھ
در ابتدا شماره بیمار 
را روي لام نوشتھ و سپس 
تیغھ بیستوري را روي لام 
مي کشیم تا نمونھ برداشتھ 
شده روي لام قرار گیرد و 
بدین ترتیب گسترش تھیھ 

 شدنپس از ثابت  گردید. لام
با الکل متیلیک با گیمسا 

. در زیر شدرنگ آمیزي 
میکروسکوپ جسم لیشمن یا 
آماستیگوت را در داخل و 

ھاي بیگانھ  خارج سلول
 )15(.شدخوار  جستجو 

 كشت انگل 
در این مطالعھ نمونھ 
ھای تھیھ شده بھ محیط دو 

کھ فاز  منتقل شد NNNفازی 
 حاوی RPMIمایع شامل محیط 

پنی سیلین و 
سین بود. ـــاسترپتومای

نمونھ ھای کشت داده شده 
درجھ در  22بھ انکوباتور 

آزمایشگاه گروه انگل 
دانشگاه تربیت مدرس  شناسی

 منتقل شد. 
لولھ ھای كشت ھر روز در 
زیر میكروسكوپ معكوس 
بررسی می شدند تا از 
وضعیت رشد انگل ھا و عدم 
وجود آلودگي احتمالي 

 )15.(اطمینان حاصل شود
با استفاده از  DNAتخراج اس

 از انگل  DNA کیت استخراج
استخراج  مراحل روش کار:

DNA دستور با از انگل مطابق 
می  )سیناژن(سازنده شركت كار

 باشد. 
 

و  DNAاندازه گیري غلظت 
 تعیین خلوص آن 
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بھ  DNAتعیین غلظت 
وسیلھ اسپكتروفتومتري با 

در بنفش   جذب نور ماوراء
. بھ شدانجام  260طول موج 

 260طور معمول جذب در 
دازه گیري ــــنانومتر ان

مي شود كھ در این طول موج 
 50جذب برابر با یك، معادل 

دو رشتھ اي  DNAمیكروگرم 
در یك میلي لیتر است جذب 
نور ماوراء بنفش مي تواند 

نیز  DNAبراي كنترل خلوص 
استفاده شود. نسبت جذب یك 

در طول  DNA نمونھ خالص
 280انومتر بھ ن 260موج 

) برابر A260/A280نانومتر (
مي باشد. نسبت كمتر از  8/1
نمایانگر وجود پروتئین  8/1

ا فنل در رسوب است و ی
نشانھ  2نسبت بالاتر از 

در نمونھ مي  RNAوجود 
 )16(.باشد

 طراحي پرایمرھا
 Forwardطراحي پرایمرھاي 

 DNA، توالي اطلاعات Reverseو 
 ،)17،(ژن كد كننده آنتي ژن

با استفاده از اطلاعات 
 rRNAاز ژن ITS1  و 18S نواحی

نرم افزار  و با کمک
GenRunerبا  ، جفت پرایمرھا

استفاده از شماره 
بھ صورت  JN005823.1دستیابی

 زیر طراحي شد:
F: TCCGCCCGAAAGTTCACCGATA 
R: CCAAGTCATCCATCGCGACACG  

 

 PCRکار رفتھ برای آزمایش ھ مقادیر بمواد و  .1شماره جدول 

مقدار برحسب  نوع ماده
 میکرولیتر

 غلظت نھایی

Taq Master Mix 5/12 X 1 
Forward Primer 1 1 -1/0 

 میکرومولار
Reverse Primer 1 1 -1/0 

 میکرومولار
Template DNA 8 110- میکروگرم 

 پیکوگرم
Sterile Deionized Water 5/2 - 

 - 25 حجم کل
  

  

ده در ــر شــذکواد ــم
درون  1 ارهــمــش دولــــج

ی ــیلــم 5/0 الــوی
د و ــتھ شــخــریتری ــلی
 spinس و ــكــس از ورتــپ

اه ــگــتــل دســــدر داخ
رار ــكلر قــوسایــترم

بق ــد و طــداده ش
 PCRر ــرنامھ زیــب

 د:ــام شــانج
 Initial Denaturation 5 
، C94ھـــــیقــدق

Denaturation 60 یھــانــثC94 ،

Annealing 30 ثانیھC54 ،

Extension 45 ثانیھC72 ؛ سھ
یكل ــس 30ر ــمرحلھ اخی

د و در نھایت ــرار شــتك
 Final Extension 5با  PCRواكنش 
 بھ اتمام رسید. C72دقیقھ

  PCRبررسي محصول 
ترین روش بررسي  کاربردی

تکثیر قطعھ  و PCRمحصول 
الکتروفورز   موردنظر ،

در کنار مارکر  PCRمحصولات 
بر روی ژل آگاروز است. با 
 توجھ بھ اندازه قطعھ حدود

bp 400  درصد  1از آگاروز
جھت الکتروفورز استفاده 
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را  DNAصول ـــمح سپسشد. 
مي توان تحت تابش نور 

) مشاھده UVماوراء بنفش(
برای  PCRبقیھ محصول كرد. 

تعیین توالی بھ شرکت 
 فزاپژوه فرستاده شد.
 RFLPبرش آنزیمی بھ روش 
اده ـــآنزیم مورد استف

ھ ــن مرحلـــدر ای
بوده کھ  XapI(ApoI)زیم ـــآن

 Fermentasت ـــرکـــاز ش
خریداری شد. این 

ادر است ـــــزیم قــــآن
را  ´AA5́ -TT 3 والی   ـــــت

رده و در آن ناحیھ پیدا ک
براي این . برش ایجاد کند
را ھمراه  PCRمنظور محصولات 

آنزیم در  و تانگوبافر
 16درجھ بھ مدت  37دماي 

داده ساعت در بن ماري قرار
 برموردنظر  محصولسپس  شد.

الکتروفورز روي ژل آگاروز 
با توجھ بھ اندازه  .شد

دست آمده پس از ھ قطعات ب
 3ھضم آنزیمی از ژل آگاروز 

مقادیر  استفاده شد. درصد
 20کار رفتھ عبارتند از ھ ب

 PCR، 8میکرولیتر محصول 
میکرولیتر آب مقطر 

میکرولیتر  2نوکلئاز فری، 

واحد  1و  10Xبافر تانگو 
 )16(.می باشدآنزیم 

 یافتھ ھای پژوھش
یک ازدر محیط کشت دي ف

NNN، روز تا  3در عرض  انگل
 سپس  یک ھفتھ ظاھر گردید.

 RPMI  بھ محیط مایع انگل ھا
منتقل   FCS10%دارای 1640

با  پس از چند روز شدند کھ
و  شدندسازگار  محیط جدید

شروع بھ تکثیر در تعداد 
 .کردندفراوان 

بیمار  35مطالعھ  در این
مبتلا بھ لیشمانیوز جلدی 

دست ھ بررسی شد کھ نتایج ب
رتیب می ــدین تــــآمده ب
دست آمده ھ نتایج ب باشد.

با روش ھای لام مستقیم و 
رنگ آمیزی گیمسا و کشت در 

مورد  35برای ھر  NNNمحیط 
دست ھ نتایج ب مثبت بود.

آمده بھ تفکیک سن، جنس، 
و محل ابتلا، تعداد زخم 

نواحی آلوده با استفاده 
نامھ بدین ترتیب  از پرسش

 22جنس مذکر  دست آمد.ھ ب
) و جنس درصد 86/62(مورد

 ).درصد 14/37مورد( 13مونث 
ھای  توزیع فراوانی گروه

 2 شماره سنی مبتلا در جدول
 آمده است.

 
 

 بھ سالک توزیع فراوانی و درصد زخم سالک بر اساس سن مبتلایان .2شماره  جدول

 گروه
 ھای سنی

9 -1 
 سال

19 -10 
 سال

29 -20 
 سال 

39 -30 
 سال 

49 -40 
 سال

 50بالای
 سال

 جمع

 35 2 3 6 8 11 5 فراوانی
 100 5.71 8.57 17.14 22.86 31.43 14.29 درصد

  
 

 مورد از 18در این بررسی 
(اطراف اصفھان استان

، اصفھان، اردستـــان
 2 یرم)،ـــاشان و سمـــک

مورد از 
انون ـــرمان(کـــک

ان)، ـــیرجـــودگی ســـآل
 2راسان(ـــورد خـــم 4

مورد  2ھد و ـمورد مش
ھر ـــمورد بوش 2اسفراین)، 

مورد سمنان(کانون آلودگی  3
مورد از قم  1دامغان)  و 
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1000 bp 

500 bp 
300 bp 

 1     2    3     4      5      6            

وط اطلاعات مرب دست آمد.ھ ب
فراوانی و درصد  بھ

 در جدول زخم محل  فراوانی
 آمده است. 3 شماره

 
 

 بیماران  توزیع فراوانی و درصد زخم سالک بر اساس محل زخم. 3 شماره جدول
   1389، سال مراجعھ کننده بھ بیمارستان رازی، تھران

دست  تنھ دست پاصورت  محل زخم
 و پا 

دست و 
 صورت

 جمع

 35 1 2 1 18 3 10فراوانی 
درصد 
 فراوانی

28.57 8.57 51.43 2.86 5.71 2.86 100 

  
  
  

ت ـــدسھ ایج بــــنت
صول ـــــده از محــــآم

PCR ونھ ھای ــــبرای نم
ده از ــــجدا ش

بتلا بھ ـــــاران مــــبیم
 کلـــانیوز در شـــــلیشم
 آمده است. 1 شماره

 

  
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

گونھ ھاي مختلف عامل لیشمانیوز  PCRالکتروفورز محصولات . 1 شماره شکل
  bp 69-350)جلدي(

  bp100مارکر با وزن ملکولي -سمت چپردیف اول از -
 لیشمانیا ماژور-از سمت چپ 6 و 4-3-2ھای ردیف–

 لیشمانیا تروپیکا 5ردیف -
 

-PCRاس روش ــــــبر اس
RFLP ورد ـــدو مL.tropica  و

 دست آمد.ھ ب L.majorمورد  33
در این نتایج موارد 
لیشمانیا تروپیکا چون 
آنزیم بر آن بی اثر است 
بھ صورت تک باند و موارد 
 2لیشمانیا ماژور بھ صورت 

 باند قابل مشاھده است(شکل
نتایج نشان داد  ).2 شماره

نمونھ کھ از  2کھ بھ جز 
مشھد جدا شده بودند و 
لیشمانیا تروپیکا تشخیص 
داده شده اند بقیھ نمونھ 

ھمگی لیشمانیا ماژور  ھا
 بودند.
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، نمونھ ھا بھ ترتیب از ApoI  بعد از تاثیر آنزیم RFLPنتایج  . 2 شماره شکل
 طرف راست:

 تروپیکا  PCR)قطعھ ھضم نشده(-1
 تروپیکا (RFLP)قطعھ ھضم شده-2

 ماژور PCR)قطعات ھضم نشده(-5 و 3
 ماژور  (RFLP)ھضم شدهقطعھ -6 و 4  

7-M-  مارکر با وزن ملکوليbp100   
 لیشمانیا ماژور سوش استاندارد PCR)قطعھ ھضم نشده(-8
 لیشمانیا ماژور سوش استاندارد  (RFLP)قطعھ ھضم شده -9

 
دست آمده از ھ نتایج ب

تعیین توالی نیز گونھ ھای 
لیشمانیا ماژور و 

کا ــتروپیانیا ــــلیشم
را تایید کرد. نمونھ ھای 
لیشمانیا ماژور با نمونھ 
استاندارد سویھ ایرانی 

 درصدMRHO/IR/75/ER 95 یعنی  
  شباھت داشتند. 

 و نتیجھ گیری بحث
لیشمانیوز بیماري وسیع 
الطیف انگلي است كھ كم و 
بیش از سراسر جھان گزارش 

برای کنترل  مي شود.
بیماری شناسایی گونھ برای 
مبارزه با ناقلین و مخازن 

چنین  می باشد. ھم ارزشمند
 تشخیص بیماری برای درمان

در سریع نیز اھمیت دارد. 
 این بررسی بیشترین موارد

ربوط بھ ـــده مـــیافت ش
ماژور  ونھ لیشمانیاـــگ

د. در ـتشخیص داده ش
ان ـــتان خراســـــاس

یشمانیا ماژور، علاوه بر ل
لیشمانیا تروپیکا نیز 

 یافت گردید.
تعداد موارد در جھان 

انیوز ــــجدید لیشم
میلیون نفر تخمین  2الانھ ـس

میلیون  200 وزده مي شود 
نفر در معرض خطر ابتلا 

 300 کھ از این تعدادھستند 
ھزار نفر سالانھ مبتلا مي 

 100شوند. لیشمانیوزیس بین 
روز از عمر ھر فرد  200تا 

و  مرگ 5000مي كاھد و علت 
میزان  .در سال است میر

 1362بروز بیماري از سال 
مورد  40 تا 20حدود 1378تا 

در ھر صد ھزار نفر است. 
 كانون در جلدي لیشمانیوز

 از ھر ایران كشور مختلف ھاي
لیشمانیا ماژور و  نوع دو

 است. در لیشمانیا تروپیکا
 مورد 169 بروز با یزد1377 سال
 اول، در رده نفر ھزار صد در

 و فارس ایلام، ھاي استان
 تا 84 بین بروز با اصفھان

 در نفر ھزار صد ھر در مورد127
 و خراسان و استان دوم رده
 تا 42 آلودگي با تانــــخوزس

 در نفر ھزار صد در ھر مورد 84
 .است گرفتھ قرار سوم رده

 بدون گیلان و زنجان ھاي استان
 از مناطق مثبت موارد گزارش

- 4(.اند شده محسوب كشور پاك
3( 

ھاي متداول  بیشتر روش
کھ براي تشخیص مستقیم 

 .شود انگل استفاده مي
ھاي  شامل آزمایش

میکروسکوپي است کھ از 
حساسیت پایني برخوردار 

کھ در  بوده بھ دلیل این
برخي از گونھ ھا تعداد 
انگل کم است، و در طي کشت 
انگل مشکلات ناشي از 
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آلودگي محیط ھاي کشت وجود 
تشخیص با استفاده  دارد.

سریع  PCRو روش  ITS1از ژن 
و دارای حساسیت بالا می 

 باشد.
اسپاناکوس و  2008در سال 

ھمکاران با استفاده از 
در  Apo1این ژن و آنزیم 

باندھای مشابھی را یونان 
برای لیشمانیا ماژور و 

دست آورده ھ تروپیکا ب
 )17(.بودند

دست آمده از ھ نتایج ب
در  تحقیق مراغی و ھمکاران

در خوزستان با  2007سال 
-Nestedفاده از روش  ـــاست
PCR  برای تعیین گونھ

بیشترین موارد لیشمانیوز 
تشخیص  L.majorجلدی از نوع 

ھ کھ با نتایج ب داده شد
دست آمده از این تحقیق 

 )18(.مطابقت دارد
کاظمی و  2008در سال  

ھمکاران با استفاده از 
نمونھ ھای لیشمانیای رنگ 
آمیزی شده با گیمسا 
توانستند نمونھ ھا را از 
لام جدا کرده و با استفاده 

سھ گونھ  PCR-RFLPاز تکنیک 
لیشمانیای موجود در ایران 

و  ITS1را با استفاده از ژن 

تشخیص  HaeIIIآنزیم 
 )19(.دھند
واعظ نیا و  2009در سال  

ژن ھمکاران با استفاده از 
-PCRتکنیک  مینی اکسون و

RFLP  با استفاده از آنزیم 
HaeIII  از درصد 34در مشھد 

مبتلایان را لیشمانیا 
را  درصد 66 ماژور و

تشخیص تروپیکا لیشمانیا 
کھ در این  داده بودند

پس از ھضم آنزیمی تحقیق 
برای نمونھ ھای لیشمانیا 
تروپیکا دو باند و برای 
نمونھ ھای لیشمانیا ماژور 
یک باند تشخیص داده 

 )20(.شد
در این تحقیق از نمونھ 
ھای جدا شده از بیماران 

کھ از مناطق مختلف  ایرانی
جمع آوری شده بود ایران 

و  PCRانجام  از پس 
برای اولین  ،ITS1ژن تکثیر

 آنزیم از بار در ایران
Apo1 م ـــبرای ھض
تفاده ـــاسزیمی ـــآن
ن ـــتعیی رایـــبد و ـــش
انیوز ـــھای لیشمونھ ـــگ

 از دهـــجدا شدی ـــجل
مناسب تشخیص ران ـــای

 داده شد.
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Abstract 
 
Introduction: Leishmaniasis is one of the 
important endemic diseases in Iran and is 
divided into cutaneous and visceral 
Leishmaniasis. Since determining the type 
of the parasite is effective in the controlling 
and preventing of the disease, we sought to 
find a method for the diagnosis of 
cutaneous leishmaniasis. 
 
 Materials & Methods: In this research 35 
cutaneous leishmaniasis patients from 
different part of Iran [8 infectious cases 
from the province of Isfe-han and its 
margins namely, Ardestan, Kashan and 
Samiram; 2 cases from Kerman (the foci of 
the infection was Sirjan), 4 cases from 
Khorasan, 2 cases from Mashhad, 2 cases 
from Esfraeian, 2 casese from Boshehr, 3 
cases from Semnan (the foci of the 
infection was Damghan) and 1 case from 
ghom] were collected. After preparing the 
direct slide DNA extracted from all 

patients, polymerase chain reaction (PCR) 
was done for the gene of ITS1. 
 
Findings: The results of PCR indicated 
that all of the cases were positive and 
showed DNA fragment bands in the size 
range of 69-350 bp. The results from 
restriction fragment length of 
polymorphism (RFLP) indicated that 94% 
(33 persons) and 6% (2 persons) of the 
cases were detected as Leishmania major 
and Leishmania tropica, respectively. 
 
Discussion & Conclusion: These results 
showed that PCR-RFLP method by using 
Apo1gene is suitable for the diagnosis of 
cutaneous leishmaniasis caused by 
leishmania species.  
 
Keywords: cutaneous leishmaniasis, ITS1, 
PCR-RFLP, Apo1 
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