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 چکیذُ
رٍغ هیکرٍظکَپی ّوراُ ثب کؽت، رٍغ اظتبًذارد علایی ثرای  :سهیٌِ ٍ ّذف       

 RT-PCRتؽخیص اًگل لیؽوبًیب اظت . اظتفبدُ از رٍغ ّبی هلکَلی  از خولِ رٍغ 

 ٍیصگیّبی هیکرٍظکَپی از حعبظیت ٍ ثرای تؽخیص ایي ثیوبری در هقبیعِ ثب رٍغ
زهبًی کِ ثرای اًدبم آى ثبلاتری ثرخَردار اظت. اهب ثب تَخِ ثِ گراًی تدْیسات آى ٍ 

رٍغ تکثیری ثر از ؼَد ثِ صَرت گعتردُ هَرد اظتفبدُ قرار ًوی گردد. اظتفبدُ صرف هی

ثِ دلیل ػذم ًیبز ثِ دظتگبُ ترهَظبیکلر ٍ ّوچٌیي  (NASBA)پبیِ ی اظیذ ًَکلئیک 
حعبظیت ٍ  ثررظی ثبلایی اظت. ّذف از ایي هغبلؼِ، ارزغؼٌبظبیی اًگل زًذُ، دارای 

 ثرای تؽخیص هلکَلی ػبهل لیؽوبًیَزیط خلذی هی ثبؼذ.  NASBA گیٍیص

 RNAًوًَِ زخن پَظتی هؽکَک ثِ لیؽوبًیَزیط خلذی،  28از  :بزرعیرٍػ       

اًگل اظتخراج ؼذ. ظپط ثِ کوک پرایورّبی اختصبصی عراحی ؼذُ ثرای ًبحیِ ی 
18srRNA ٍظیلِ ی ٍاکٌػ ایسٍترهبل ِ لیؽوبًیب، ایي ًبحیِ ثNASBA  هَرد تکثیر قرار

ٍظیلِ پرٍة فلَرظبًط ِ گرفت ٍ در خْت افسایػ حعبظیت، هحصَل ٍاکٌػ تکثیری ث
الکترٍفَرز ؼذ. ّوچٌیي ثب اظتفبدُ از  TBE(1X)در ثبفر  SYBER Goldهلکَلی 

 ًیس اًدبم ؼذ. RT-PCRپرایورّبی اختصبصی، ثر رٍی ًوًَِ ّب  ٍاکٌػ 

ثرای تؽخیص اًگل RT-PCR ٍ رٍغ  NASBA رٍغدرایي هغبلؼِ : یبفتِ ّب      
درصذ  100 ٍیصگیدرصذ ٍ  51 ٍ درصذ 81ثِ ترتیت از حعبظیت  لیؽوبًیب در زخن

 .ثَدًذثرخَردار 

ثبلا ثِ هٌظَر ؼٌبظبیی  ٍیصگیثب حعبظیت ٍ  NASBAرٍغ ایسٍترهبل  ًتیجِ گیزی:      
 اظتفبدُ کرد.وبًیَز خلذی هی تَاى لیؽ

 .NASBA، 18S rRNA ،لیؽوبًیَزیط خلذی کلیذی: ٍاصُ ّبی       
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 پضٍّؾی – علوی رتبِ دارای
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 هقذهِ

تؽخیص ّبی افتراقی لیؽوبًیَزیط پَظتی از ظبیر       

ثیوبری ّبی هؽبثِ هبًٌذ لپرٍز، ظرعبى پَظت ٍ زخن ّبی 

 (.1)تَثرکلَزیط در هٌبعق اًذهیک قبثل اّویت اظت 

ٍظیلِ رٍغ هیکرٍظکَپی ّوراُ ِ تؽخیص اًگل لیؽوبًیب ث

 ثبلا اظتبًذارد علایی اظت. ٍیصگیدلیل ِ ثب کؽت، ث

هیکرٍظکَپی ثب گرفتي ًوًَِ زخن اًدبم هی  ّبی  آزهبیػ

گیرد. گبّی کؽت ثیَپعی اًدبم هی ؼَد. هیکرٍظکَپی 

ٌَّز ّن در هٌبعق آًذهیک ثِ ػٌَاى رٍؼی ثرای تؽخیص 

ًَیي ظتفبدُ هی ؼَد زیرا رٍغ ّبی لیؽوبًیَزیط خلذی ا

قبثل دظترض هی ثبؼٌذ. رٍغ ثِ ًذرت پیچیذُ، گراى ٍ 

ثِ  ت کن هی ثبؼذ، کِ ثعتگیرای حعبظیهیکرٍظکَپی دا

تؼذاد ٍ پراکٌذگی اًگل در ًوًَِ زخن، ًحَُ ًوًَِ گیری ٍ 

لکَلی ه رٍغ ّبی (.1،2هْبرت ؼخص ًوًَِ گیر دارد)

 ثِ تبزگیهی رٍد، هتفبٍتی ثرای تؽخیص لیؽوبًیبزیط ثکبر 

در تؽخیص  PCR ٍ PCR-RFLP رٍغ ّبی هجتٌی ثر

در   PCRرٍغ (.5-3لیؽوبًیبزیط اظتفبدُ هی گردد)

تؽخیص افتراقی گًَِ ٍ خٌط اًگل  لیؽوبًیب قجل از درهبى 

زهبًی کِ PCR ی هی ثبؼذ. یثبلا ٍیصگی دارای حعبظیت ٍ

ثبر اًگلی کن ثبؼذ، ثْتر از رٍغ هیکرٍظکپی ٍ کؽت 

در تؽخیص لیؽوبًیب در افرادی ایي رٍغ (. ّوچٌیي 6اظت )

 (10-7دارًذ ثکبر هی رٍد ) ایذز کِ ػفًَت هؽترک ثب

اًدبم  PCR رٍغ یری اًگل در ثبفت هیسثبى ًیس ثباًذازُ گ

خَاّین اثر ثخؽی دارٍّب ٍ  ( اهب زهبًی کِ هی9گردد ) هی

ًتبیح درهبى را ثررظی کٌین ثبیذ اًگل زًذُ هَرد ارزیبثی 

ارخحیت دارد   DNAثِ  RNAقرار گیرد. در ایي صَرت 

ثیؽتر( ًیس ظبػت ثؼذ ٍ یب  24تب هذت عَلاًی )   DNA زیرا

 ثرای ؼٌبظبیی در دِّ ّبی اخیر، .(11قبثل خذاظبزی اظت)

RNA   رٍغاًگل لیؽوبًیب Time PCR real-  ٍ عراحی

ٍاثعتِ ثِ دظتگبُ گراى  RT-PCR(. اهب 12تَظؼِ یبفتِ اظت )

قیوت ترهَظبیکلر هی ثبؼذ، ثٌبثرایي در ّوِ هٌبعق کؽَر ٍ 

ِ از لحبػ اقتصبدی ضؼیف تر هی ــهٌبعق ثَهی ک ِ ٍیصُــث

 ٍخَد ًذارد. PCRثبؼٌذ اهکبى خریذ دظتگبُ ٍ راُ اًذازی 

 ٌبثرایي ٌَّز ّن از رٍغ ّبی غیرحعبض هبًٌذ لام هعتقین ــث

 

خْت تؽخیص ایي هیکرٍارگبًیعن اظتفبدُ هی ؼَد. 

ّعتٌذ، ّبیی کِ قبدر ثِ ؼٌبظبیی اًگل زًذُ  رٍغ "اصَلا

ذ کِ ثرًبهِ ًایي اهکبى را ثرای پسؼک ثَخَد هی آٍر

در  ذ.ٌارزیبثی اثر دارٍّب را ثِ خَثی تحت ًظبرت قرار دّ

بضر، ثرای ارزیبثی دارٍّب ثِ دلیل اختلافبتی کِ ثیي ــحبل ح

گًَِ ّبی لیؽوبًیب ٍخَد دارد، هؽکلاتی از قجیل ػذم پبظخ 

ثیوبری یب هقبٍهت صحیح ثِ درهبى، اؼکبل هختلف ثبلیٌی 

در حبل حبضر اظتبًذاردی ثرای  .دارٍیی هؽبّذُ هی ؼَد

تبییذ درهبى قغؼی ثیوبراى ٍخَد ًذارد ٍ ثٌبثرایي یک رٍغ 

ثبؼذ ثبلا کِ قبدر  ٍیصگیتؽخیصی ظریغ، حعبض ٍ ثب 

وبراى تؽخیص دّذ هَرد ــَر اًگل ّبی زًذُ را در ثیــحض

َالی اظیذّبی ــی ت بیِــر پــرٍغ تکثیر ث .(13ًیبز اظت )

ّبی  تریي رٍغ یکی از هؼرٍف (NASBA)ًَکلئیک 

در ؼرایظ تک  RNAایسٍترهبل تکثیری هی ثبؼذ کِ در آى 

یبز ثِ ترهَظبیکلر، تَظظ ظِ آًسین ــب ٍ ثذٍى ًــده

 RNaseH  ٍT7 RNA، (RT)کَضــرًٍَؼت ثردار هؼ

POL .در رٍغ  تکثیر هی ؼَدNASBA،  اثتذا ثِ کوک

ٍ یک  RTآًسین  ،RNAپلیورازی ٍاثعتِ ثِ  DNAفؼبلیت 

 الگَ ظبختِ هی ؼَد. RNAهکول  DNAیک رؼتِ  پرایور،

ٍظیلِ ِ ث DNA-RNAهَخَد در ّیجریذ  RNAظپط 

RNaseH رفتِ ٍ ایي ثبر ثِ کوک ــرار گــسیِ قـهَرد تد

ٍ یک  RTآًسین  DNAتِ ثِ ــپلیورازی ٍاثع DNAفؼبلیت 

تک  DNA، از رٍی T7پرایور هٌبظت هتصل ثِ پرٍهَتر 

یي ترتیت ِ اث تِ هی ؼَد.ــبخــول آى ظــرؼتِ، رؼتِ هک

تِ ای حبصل هی ؼَد کِ ثِ یک ظر آى ــدٍ رؼ DNA یک

 DNAي ــپط از رٍی ایــی ثبؼذ. ظــتصل هــه T7پرٍهَتر 

ذاد ــؼــپلیوراز ت T7 RNAن ــسیــَظظ آًــتِ ای تــدٍ رؼ

یکل ــي ظــَد ٍ ایــی ؼــتِ هـــبخــظ RNAبدی ــزی

ؼِ، ـــغبلــــي هــذف از ایــ(. 14ّردد)ــی گــرار هــکــت

 ثیریـکــت دٍ رٍغ تــــبظیــٍ حع یــصگــــٍیررظی ــــث
 NASBA (nucleic acid sequence-based amplification) 

ٍRT-PCR  (Reverse Transcriptase-PCR)  در

  .ثــَدبشٍر ــؽوبًیب هــلی 18srRNAبیی ــبظــؼٌ

 21/ٍ ّوکبراى ًیبسی

 93تببغتبى (2)ؽوبرُ ّؾتنهجلِ علَم آسهبیؾگبّی، دٍرُ 

 



  

 
زخن پَظتی هؽکَک  28ًوًَِ ّبی پَظتی حبصل از        

ؼْرظتبى گٌجذ ثِ لیؽوبًیَزیط خلذی از هرکس ثْذاؼت 

خوغ آٍری ؼذ ٍ ثِ رٍغ ّبی هیکرٍظکَپی ّوراُ ثب 

ًوًَِ اظتبًذارد . ؼذًذثررظی  NASBA ،RT-PCRکؽت، 

ثرای ظبخت کٌترل ( MRHO/IR/75/ERلیؽوبًیب هبشٍر)

 رای اًدبمثجت از داًؽگبُ ترثیت هذرض تْیِ ؼذ. ثــه

ًیبز ثِ دٍ پرایور  NASBA ،RT-PCRّبی تکثیری  ٍاکٌػ

Forward  ٍReverse  هی ثبؼذ، ثب کوک هغبلؼبت قجلی

ٍ  Primer3اًدبم ؼذُ ٍ ّویي عَر ثب کوک ًرم افسارّبی 

 Forward  ٍReverse، دٍ پرایور Gene Runnerّوچٌیي 

هَردًیبز   Reverseپرایور  5'ٍ در اثتذای ًبحیِ  عراحی ؼذ،

 پرٍهَتر قرار گرفت. T7تَالی  NASBAثرای ٍاکٌػ 

، NASBAٍظیلِ ٍاکٌػِ تَلیذ ؼذُ ث ّبیRNA  ثٌبثرایي

ًوًَِ ّبی پَظتی  (1الگَ هی ثبؼٌذ.) خذٍل  RNAهکول 

 RNA Laterذاظبزی از زخن ثیوبراى در درٍى ــثِ هحض خ

stabilization reagent(QIAGEN) اظتخراج  .قرار گرفتٌذ

RNA از ًوًَِ ّب، ثب اظتفبدُ ازRNeasy plus mini 

kit(QIAGEN)  کبرخبًِ صَرت رٍغ کبر ٍ ثر عجق

از ًوًَِ  DNAثرای ظبخت کٌترل هثجت کیت، اثتذا  .گرفت

 اظتبًذارد لیؽوبًیب هبشٍر کؽت دادُ ؼذُ در هحیظ هبیغ

RPMI 1640 درصذ 20تب  10دارایFBS  (100  ٍاحذ پٌی

هیکرٍ گرم اظترپتَهبیعیي در چٌذ  mL  ٍ100ظیلیي در 

 از پرایور ّب ثر رٍیهیلی لیتر (تْیِ ؼذ ٍ ظپط ثب اظتفبدُ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

هحصَلات  اًدبم ؼذ. ثذیي ترتیت توبهی PCRآى 

PCR، در یک اًتْبی خَد دارای تَالیT7 Promoter  هی

ثر  25µlزیر در حدن  رٍغ کبر ظپط ثب اظتفبدُ از ثبؼٌذ.

 صَرت گرفت.  Invitro Transcriptionرٍی آى 
NTP mix (Fermentas) 25uM, Transcription buffer 

(Fermentase) 10uM, DNA 1ug,T7 RNA 

Polymerase(Fermentase) 30U ٍ RNase inhibitor 0.5U ،

درخِ   37ظبػت در  2کِ پط از ترکیت هَاد ثِ هذت 

 اًکَثِ ؼذ.

اظتخراج ؼذُ از  RNAثر رٍی  NASBAٍاکٌػ ثرای  

در حدن  زیر رٍغ کبرًوًَِ ّب ٍ کٌترل هثجت، هغبثق 

20µl.اًدبم گرفت 

TRIS-HCL(PH 8.6) 50Mm,Mgcl2 6mM,KCL 

70mM,RNase inhibitor 20U,DTT 10mM,DMSO 

13%,NTP 0.5mM, dNTP 1mM,each primer 

0.5mM,BSA 5mM,RT 10U,RNaseH 0.4U,T7 RNA 

POL 10U,sorbitol 1.7%,RNA 1uM.  پط از تْیِ هخلَط

 90درخِ ٍ ظپط ثِ هذت  65دقیقِ در  5ٍاکٌػ، ثِ هذت 

درخِ اًکَثِ ؼذ، تب ٍاکٌػ اًدبم گیرد. پط از 41دقیقِ در 

ثذظت آهذُ ثر رٍی شل  RNAاًدبم ٍاکٌػ، هحصَل 

ِ ث رٍفَرز ؼذ ٍ پط اًدبم آى،ـالکت درصذ2رٍز بــآگ

 .رًگ آهیسی ؼذ( (Invitrogeneٍظیلِ ی ظبیجرگلذ 

 cDNA synthesisثب اظتفبدُ از کیت RT-PCRٍاکٌػ 

ظبختِ ؼذ ٍ  cDNA ّب،RNAاز رٍی  ؼرکت فرهٌتبز،

 SapphireAmp Fast PCRظپط ثب اظتفبدُ از کیت 

 اًدبم ؼذ. PCR، ّب cDNAؼرکت تبکبرا، ثر رٍی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 تَالی ًبم تَالی

F primer 

NASBA/RT-PCR 

5'-CCAAAGTGTGGAGATCGAAG-3' 

R Primer RT-PCR 5'-AGGGCCGGTAAAGGCCGAATAG-3' 

 

R primer 

NASBA 

 

5'AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGGCCGGTAAAGGCCGAATAG-3' 

 

 .NASBA  ٍRT-PCRپزایوزّبی هَرد اعتفبدُ در ٍاکٌؼ -1جذٍل 

 رٍػ بزرعی
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 یبفتِ ّب

ًوًَِ هؽکَک ثِ  28ًتبیح ایي ثررظی ًؽبى داد کِ از         

هَرد ثِ رٍغ هیکرٍظکَپی  27زخن لیؽوبًیَزیط خلذی، 

-RTًوًَِ هٌفی ؼذ ٍ ثب رٍغ  1ّوراُ ثب کؽت هثجت ٍ 

PCR  هَرد هثجت ٍ ثقیِ هٌفی گسارغ ؼذًذ  14تؼذاد

هَرد هثجت ٍ ثقیِ هٌفی  NASBA 22ّوچٌیي ثب رٍغ 

ثِ ترتیت از  NASBA  ٍRT-PCRؼذًذ. ًتبیح ًؽبى داد کِ 

درصذ  100درصذ ٍ اختصبصیت  51درصذ ٍ  81حعبظیت 

ثرخَردار اظت.کِ ایي ًتبیح ًؽبًِ ی اختصبصیت ٍ 

 اظت.  RT-PCRقبیعِ ثب در ه NASBAحعبظیت قبثل قجَل 

 بحث

ثِ عَر هتذاٍل، تؽخیص لیؽوبًیَزیط خلذی هجتٌی ثر       

رٍغ ّبی هیکرٍظکَپی اًگل لیؽوبًیب از ًوًَِ ّبی پَظت 

یب آظپیرُ زخن ّبظت. ایي رٍغ ّب غیر حعبض ثَدُ ٍ 

(. از 15کؽت اًگل ًیس هعتلسم صرف ٍقت عَلاًی اظت )

ٍ  بض هیکرٍظکَپیّبی غیرحع ظَی دیگر، ٌَّز از رٍغ

عَلاًی هذت کؽت، ثرای ؼٌبظبیی لیؽوبًیب هبشٍر اظتفبدُ 

رٍغ هیکرٍظکَپی اگرچِ رٍغ تؽخیصی  هی ؼَد.

 ی ثرخَردار ــی ثبؼذ، اهب از حعبظیت ثعیبر پبییٌــریؼی هــظ

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هَرد هغبلؼِاظت ٍ در هَاردی کِ هیساى اًگل در اظویر 

کن ثبؼذ یب در هَاردی کِ تکٌعیي از تخصص کبفی 

ثرخَردار ًجبؼذ، هی تَاًذ هٌدر ثِ هثجت کبرة یب هٌفی 

ٍظیلِ رٍغ ِ کبرة در گسارغ گردد. از ظَی دیگر، ث

هیکرٍظکَپی هَاردی ّوچَى ثررظی حیبت 

هیکرٍارگبًیعن ٍ ثررظی ظیر پبظخ ثِ درهبى، قبثل هغبلؼِ 

گر، اگرچِ رٍغ کؽت از حعبظیت ًیعت. از عرف دی

ثعیبر ثبلایی ثرخَردار اظت، ٍلی ّوبًغَر کِ گفتِ ؼذ 

زهبى زیبدی را خْت تؽخیص هیکرٍارگبًیعن هی علجذ. در 

ثرای ؼٌبظبیی اًگل  RT-PCRدِّ ّبی اخیر، رٍغ ّبی 

لیؽوبًیب عراحی ٍ تَظؼِ یبفتِ اظت ٍ در کؽَرّبیی 

 صی هْویقبثل دظترظی اظت، اثسار تؽخی  PCRکِ

ٍاثعتِ ثِ دظتگبُ گراى قیوت  RT-PCR(. اهب 18-16ّعتٌذ)

 ترهَظبیکلر هی ثبؼذ، ثٌبثرایي در ّوِ هٌبعق کؽَر ٍ

هٌبعق ثَهی کِ از لحبػ اقتصبدی ضؼیف تر  "خصَصب

ٍخَد  PCRثبؼٌذ اهکبى خریذ دظتگبُ ٍ راُ اًذازی  هی

ظبیی اًگل زًذُ ّعتٌذ، ّبیی کِ قبدر ثِ ؼٌب رٍغ ًذارد.

 ارزیبثی را ثرای پسؼک ثَخَد هی آٍرد کِ ثرًبهِ  ایي اهکبى

 

تب  RNA 100ؽبخص ٍسى هلکَلی،2ًوًَِ ؽوبرُ  ، NASBA،کٌتزل هٌفی ٍاکٌؼ 1ًوًَِ ؽوبرُ  . لیؾوبًیب هبصٍر RNAدر ؽٌبعبیی ٍ تکثیز  NASBAرٍػ-1ؽکل

 NASBA(202bp)، هحصَل 3، ًوًَِ  1000

202bp 
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 ٍ Mary اثر دارٍّب را ثِ خَثی تحت ًظبرت قرار دّذ.

در ثررظی رٍی ثیوبراى هجتلا ثِ  2004در ظبل  ّوکبراى

-PCR realرٍغ  حعبظیتلیؽوبًیب ایٌفبًتَم ًؽبى دادًذ کِ 

time در  اًگل 0125/0لیؽوبًیب ایٌفبًتَم  ثرای تؼییي کویت

ثررظی  ثرای ثٌبثرایي ایي رٍغ اظت هیلی لیتر

 تؼریف از ثِ ٍیصُ ثرای، تؽخیصی ٍ اّذاف اپیذهیَلَشیک

Parasitemia پط از  پیگیری در عَل پبییي در ظغَح

 Van der 2008(. در ظبل 20درهبى ثعیبر هفیذ هی ثبؼذ)

Meide  ثیوبر )ثب  85ٍ ّوکبراى در یک ثررظی ثر رٍی

ظبل( کِ هجتلا ثِ لیؽوبًیَزیط خلذی ثَدًذ  65تب  16ظي

را ثرای تؽخیص  RT-PCR  ٍPCRّبی  رٍغ

حعبظیت ٍ لیؽوبًیَزیط هقبیعِ کردًذ ٍ ًؽبى دادًذ کِ 

% ( ثرای تؽخیص کوتر از 71% تب 62)PCR رٍغ ٍیصگی

ٍ  Mugasa (21ذ )%( هی ثبؼ85% تب 82)  RT-PCRرٍغ 

 75ًوًَِ خًَی ٍ  50ّوکبراى در یک ثررظی ثر رٍی 

را ثرای  NASBAًوًَِ ثیَپعی پَظت ثیوبراى، رٍغ 

تؽخیص لیؽوبًیَزیط اظتفبدُ کردًذ ٍ گسارغ کردًذ کِ 

ًوَ ًِ ّبی خَى ثیوبراى  ایحعبظیت ٍ ٍیصگی ایي رٍغ ثر

 ٍ درصذ100ٍ درصذ  3/93هجتلا ثِ لیؽوبًیَزیط ثِ ترتیت 

ثر رٍی ًوًَِ ّبی ثیَپعی پَظت ثیوبراى هجتلا ثِ ترتیت 

ٍ  Saad(. ّوچٌیي 22هی ثبؼذ ) درصذ100، درصذ 6/98

را ثر رٍی ًوًَِ ّبی ثیوبراى  NASBAّوکبراى رٍغ 

 هؽکَک ٍ تأییذ ؼذُ ثِ لیؽوبًَزیط احؽبیی، خلذی ٍ

PKDL(Post-kala-azar dermal leishmaniasis)  افراد ٍ

  ظبلن ارزیبثی کردًذ. حعبظیت ٍ ٍیصگی ایي رٍغ را ثرای
 

5. Singh S, Dey A, Sivakumar R. Applications of 

molecular methods for Leishmania control. Exp Rev 

Mol. Diagn. 2005; 5(2): 251–265. 
 

6.Cruz I, Morales MA, Noguer I, Rodríguez A, Alvar J. 

Alvar. Leishmania in discarded syringes from 

intravenous drug users. Lancet. 2002; 359(1):1124-1125. 
 

7. Garcia AL, Kindt A, Quispe-Tintaya KW, Bermudez 

H, Llanos A, Arevalo J, Bañuls AL, De Doncker S, Le 

Ray D, Dujardin JC. American tegumentary 

leishmaniasis: antigen-gene polymorphism, taxonomy 

and clinical pleomorphism. Infect Genet Evol. 2005; 

5(2): 109-116. 
 

8. De Doncker S, Hutse V, Abdellati S, Rijal S, Singh 

Karki BM, Decuypere S, et al. A new PCR-ELISA for 

diagnosis of visceral leishmaniasis in blood of HIV-

negative subjects. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2005; 

99(6): 25–31 .  

تؽخیص لیؽوبًیَزیط ثر رٍی ًوًَِ ّبی لٌف، خَى ٍ 

(. ًتبیح ایي هغبلؼِ ًیس 23ثبفت ثعیبر ثبلا گسارغ کردًذ )

درصذ ٍ  81از حعبظیت  NASBAًؽبى داد کِ رٍغ 

ایي ًتبیح حبکی از  درصذ ثرخَردار اظت.100 ٍیصگی

در هقبیعِ ثب رٍغ  NASBAحعبظیت قبثل قجَل رٍغ 

RT-PCR .ثِ کبرگیری رٍغ حعبض  اظتNASBA،  هی

تَاًذ ثرای ارزیبثی ٍ تبثیر ثرًبهِ ّبی درهبًی ٍ تؽخیص 

ثب اظتبًذارد  تبثیر زیبدی داؼتِ ثبؼذ. ّبی ًبهَفق، اٍلیِ درهبى

در تؽخیص  ،NASBAؼذى رٍغ ّبی ایسٍترهبل از خولِ 

ٍیرٍظی ٍ اًگلی از خولِ  اٍلیِ ػفًَت ّبی ثبکتریبیی،

ّبی  ى ایي رٍغ را خبیگسیي رٍغلیؽوبًیب هی تَا

ّبی هیکرٍظکَپی ٍ رٍغ ّبی  غیرحعبض از خولِ رٍغ

 عَلاًی هذت از خولِ کؽت ؼَد.

 ًتیجِ گیزی

ثبلا ثِ  ٍیصگیثب حعبظیت ٍ  NASBAرٍغ ایسٍترهبل        

ایي  .هٌظَر ؼٌبظبیی لیؽوبًیَز خلذی هی تَاى ثِ کبر ثرد

رٍغ در ّوِ آزهبیؽگبُ ّب ٍ هٌبعق کؽَر ثب اهکبًبت ظبدُ 

 آزهبیؽگبّی، قبثل اًدبم اظت. 

 تؾکز ٍ قذرداًی

 -2631/35)ؼوبرُ هصَةعرح  حبصلایي هقبلِ         

(در هؼبًٍت تحقیقبت ٍ فٌبٍری داًؽگبُ 19/11/90تبریخ 

ػلَم پسؼکی گلعتبى ٍ ّوچٌیي پبیبى ًبهِ کبرؼٌبظی ارؼذ 

در ایٌدب از خبًن  .هی ثبؼذ پسؼکی رؼتِ زیعت فٌبٍری

ظبرُ شًذ کبرؼٌبض آزهبیؽگبُ زیعت فٌبٍری ٍ هرکس 

 .ثْذاؼت ؼْرظتبى گٌجذ تقذیر ٍ تؽکر هی ؼَد
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Sensitivity and Specificity of Nucleic Acid Sequence-Based Amplification Method 

for Diagnosis of Cutaneous Leishmaniasis 

Abstract 

Background and Objective: Culture, microscopic method is a gold standard 

method for identification of Lishmania parasite. The use of Molecular methods 

such as RT- PCR compared to microscopic methods has a higher sensitivity and 

specificity; however, it is not widely used due to its expensive equipment and the 

time requested. The use of nucleic acid sequence based amplification (NASBA) 

method is highly valuable for diagnosis of live parasite because there is no need 

for to use Thermo cycler. We aimed to assess sensitivity and specificity of 

NASBA for molecular detection of cutaneous Leishmaniasis.  

 

Material and Methods: First, the RNA was extracted from 28 skin biopsies 

suspected cutaneous Leishmaniasis.  Then, by means of specific primers 

designed for 18srRNA region, this region was amplified using NASBA 

isothemal amplification. To increase the sensitivity, the product was 

electroforesed in TBE (IX) buffer, using Syber Gold Flourecent probes. Using 

specific primers, RT- PCR was conducted on the samples too.   

 

Result: For diagnosis of Leishmania parasites, NASBA and RT-PCR had the 

sensitivity of 81% and 51%, respectively, and specificity of 100%.  

 

Conclusion: NASBA isothermal method with high sensitivity and specificity 

can be applied for identification of cutaneous leishmaniasis.  

Keywords: Cutaneous Leishmanisis, NASBA, 18S rRNA 
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