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ي مولكولي ليشمانيوز پوستي در بيماران مراجعه كننده به گروه انگل شناسي دانشكده پزشكي ژبررسي  اپيدميولو

 در تشخيص بيماري PCR شيراز و اهميت كاربرد روش 

:نويسندگان

4يمصطفوي بنالهام ،3معتضديانمحمدحسين،3كرميانمهدي،3حبيبيپروانه،3حاتمغلامرضا،2ميكائيليفتانه، 1*فخارمهدي

ي پزشـك علـوم دانـشگاه ،ي پزشـك دانـشكده ،  يشناس ـقـارچ وي  شناس ـانگل، بخش يمولكولوي  سلولي  ژولويبقاتيتحقمركز- ١
ساري، ايرانمازندران،

تهران، ايرانتهران،ي پزشكعلومدانشگاهبهداشت،دانشكده، يشناسقارچوي شناسانگلبخش- ٢
 شيراز، ايرانشيراز،ي پزشكعلومدانشگاه،يپزشكدانشكده، يشناسقارچوي شناسانگلبخش- ٣
ساري، ايرانمازندران،ي پزشكعلوم دانشگاه،يساري پزشكدانشكده،يژولويرادبخش- ٤

89، بهاريك ، شماره هشتم دانشگاه علوم پزشكي جهرم، دوره فصلنامه

:چكيده
بررسي حاضر هدف از مطالعه . شودميك ليشمانيوز پوستي محسوب ميهاي آندفارس يكي از كانون استان :مقدمه

 تشخيص برايبر روي اسلايدها )PCR(ي مولكولي و ارزيابي روش مولكولي واكنش زنجيره اي پليمرازژوضعيت اپيدميولو
.بيماري در بيماران مراجعه كننده به گروه انگل شناسي دانشكده پزشكي شيراز بود

: كارروش
 بيماران مراجعه كننده به گروه انگل شناسي دانشكده  روي)80-84( ساله 5 در يك دوره زماني مقطعيلعه  اين مطا

 در موارد ضروري در .تشخيص بيماري با تهيه اسمير مستقيم از ضايعات و رنگ آميزي گيمسا بود. پزشكي انجام شد
 اي پليمراز بر روي اسمير مستقيم جهت تعيين  از روش واكنش زنجيره،روش مستقيمنتيجه آزمايش با صورت منفي شدن 

 مورد تجزيه و تحليل SPSS بدست آمده ثبت شدند و توسط نرم افزارداده هاي. جنس ليشمانيا و گونه انگل استفاده شد
. آماري قرار گرفتند 

:هايافته 
104م  يقستتند كه  نتيجه آزمـايش م ـ       بيمار مشكوك به ليشمانيوز پوستي مورد مطالعه قرار گرف         186در اين مطالعه تعداد     

 گسترش مـستقيم كـه   62روي تعداد  روش  واكنش زنجيره اي پليمراز،استفاده از   همچنين با   .  مثبت  شد  )  درصد 56(نفر
ييشناسـا انگل ليشمانيا ) DNA ( دي ان اي   هااز آن )  درصد 4/56( مورد 35ها  مشاهده نشده بود، در       جسم ليشمن در آن   

گونـه ي  ،مرهاي اختصاصي گونه، گونه انگل ليشمانيا در بيماران ساكن نقاط مركزي شـهر            ي پرا ز استفاده ا   با نينهمچ.شد
. بود) نوع روستايي(ليشمانيا ماژور گونه ي ،و در بيماران ساكن روستاهاي حومه) نوع شهري(ليشمانيا تروپيكا 

:نتيجه گيريبحث و 
 در منـاطق آنـدميك در   شودلذا پيشنهاد مي است، مير مستقيم بيماران منفي اسگزارش كه در بعضي از موارد     جايي از آن 

.شودصورت مشكوك بودن به بيماري از روش  واكنش زنجيره اي پليمراز بر روي نمونه ها  استفاده 

:كليديگان واژ
، ليشمانيا ماژور، ليشمانيا تروپيكا يمولكولي ژولويدمياپ ليشمانيوز پوستي، 

:مقدمه
 از بيماري هاي مشترك بين انسان و )Leishmaniasis(مانيوزليش

حيوان است كه توسط گونه هاي مختلف تك ياخته اي از جنس 
 ايجاد مي شود و تظاهرات باليني مختلفي از نوع جلدي، جلديليشمانيا

،  آنناقل. كندمنتشره، و احشائي در انسان و برخي حيوانات ايجاد مي 
 است)Phlebotomous(فلبوتوموس از جنس خاكي مادهپشه هاي

61 كشور از دنياي جديد و21(ر جهان  كشو82ليشمانيوز در حدود . ]1[

.يشناسقارچوي شناسانگلگروه، يزشكپدانشكده،)ص(اعظمامبريپي دانشگاهمجتمع-آبادخزرجاده18لومتريك- ي سار،آدرس: مسئولنويسنده*
mahdif53@yahoo.com: پست الكترونيك48175-1665:پستيصندوق
17/12/1388 : پذيرشتاريخ1388/ 29/11  : اصلاحتاريخ 15/10/1388 : دريافتتاريخ 
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 ميليون نفر در معرض 350-400.ديده مي شود) كشور از دنياي قديم
 ميليون نفر به آن مبتلا 12خطر ابتلا به آن قرار دارند و حدود 

 استان كشور ما وجود نهجلدي روستائي در ليشمانيوز . ]2[مي باشند 
دو . دارد و موارد پراكنده آن در ساير استان هاي كشور نيز ديده مي شود

 عبارتند از نوع شهري و نوع روستائي كه شايع اين بيماري در ايرانفرم 
 داراي كانون هاي متعددي در كشور مي باشنددو نوعهر كدام از اين 

 همواره در 1377 تا سال 1362 از سال ميزان بروز بيماري. ]3[
 مورد در هر صد هزار نفر جمعيت نوسان 40 تا 20 بين محدوده ي
 مورد در صد هزار نفر 169 استان يزد با بروز 1377در سال . داشته است

 تا 84در رده اول و استان هاي نظير اصفهان، ايلام، فارس با بروز بين 
استان هاي .  داشتندررا م آلودگي ق مورد در صد هزار نفر در رده دو127

اصفهان و فارس از كانون هاي قديمي مي باشند و استان ايلام به دليل 
 بعد از اتمام ،ايجاد شرايط انتقال در طول سال هاي جنگ تحميلي

استان خراسان و خوزستان در .  استشدهجنگ به كانون بيماري تبديل 
 در صد هزار نفر و بقيه مورد84 تا 42بين با ميزان بروز رده سوم 

استان هاي زنجان .  مورد در صد هزار نفر بوده اند42 تا 1استان ها بين 
و گيلان بدون گزارش موارد مثبت، از مناطق پاك كشور محسوب 

استان فارس يكي از كانون هاي آلودگي ليشمانيوز جلدي . شوندمي 
. تي شهري استمي باشد و شهر شيراز چهارمين كانون ليشمانيوز پوس

 مطالعاتي در شيراز انجام گرفت كه از 1352 و 1351در سال هاي 
 درصد زخم جديد 19/0 درصد جاي زخم و 1/16 نفر 2528تعداد 
 موارد بيماري در مناطقي از روستاهاي اطراف 1368از سال . داشتند

 لارستان،شد به طوري كه شهرستان هايدرياچه بختگان مشاهده 
ي سال  مطالعهنتايج. هبان از كانون هاي آلودگي بودندني ريز و است

نشان داد كه مورد اين در در شهرستان هاي استهبان و ني ريز 1373
 ليشمن نتيجه آزمايش درصد افراد داراي جوشگاه سالك بودند و 2/34

33نتيجه آزمايش ليشمن به علاوه،.  درصد از اين افراد مثبت شد17
روش هاي تشخيص . ]4[شگاه سالك، مثبت بود درصد  افراد بدون جو

 مبتني بر روش هاي انگل شناسي و مشاهده مستقيم انگل"عمدتا
 روش هاي سرولوژي ،در مورد سالك نوع شهري و روستائي. مي باشد

روشها مانند  با اين حال مي توان از بعضي روش.كارايي چنداني ندارند
ين از روش هاي مولكولي مانند  همچن.آنتي بادي تك دودماني بهره برد

اي  و واكنش زنجيره)DNA probe( دي ان اي هيبريداسيون
- Polymerase Chain Reactionپليمراز PCR)( و روش هاي 

نيز بيوشيميايي مانند مقايسه ايزوآنزيم هاي انگل با سويه هاي مرجع 
ر  باليني ليشمانيوز پوستي دشكل هاي. ]6 و 5[كرد مي توان استفاده 

مناطق مختلف متفاوت است كه منعكس كننده تفاوت ها در گونه هاي 
يك شكل معمول شروع زخم با ايجاد اوليه يك ندول در . انگلي است

 مي شود محل نيش پشه است كه در نهايت به تشكيل زخم منتهي
به طور كلي درمان موثر بستگي به شناخت سوش ليشمانياي . ]7[

 به درمان طولاني تر و وز دنياي جديد عمدتاًليشماني. عامل بيماري دارد
)Antimonial(قوي تري احتياج دارد و داروي انتخابي آن آنتي مونيال

 با توجه به تابلو باليني بسيار گسترده و پيچيده .]8[فرم تزريقي است به 
 آن ازتشخيص افتراقي متعددموارد  بيماري و ناشي ازپوستي ضايعات 
 بيماري از سوي ديگر، تشخيصروش مستقيم حساسيت كم  و يك سو

و ارزيابي روش مولكوليمذكور بررسي وضعيت دموگرافيك بيماري 
PCR)بر روي اسلايدها جهت تشخيص ) واكنش زنجيره اي پليمراز

ل درگمختلف ان گونه هاي بيماري و مشخص نمودن پراكندگي نسبي
در دانشكده پزشكي شيرازبيماران مراجعه كننده به گروه انگل شناسي 

.قالب يك طرح مطالعاتي اجرا شد

:  كارروش
بـر  ) 80-84( سـاله    5اين مطالعه توصيفي مقطعي، در يك دوره زماني         

پزشـكي دانـشكده شناسـي انگـل  بيماران مراجعه كننده به گروه       روي
 كه توسط پزشكان متخصص پوسـت بيمارسـتان شـهيد فقيهـي             شيراز

 ليـشمانيوز    بـا تـشخيص    بيمـاران .  انجـام شـد    ند،شيراز معاينه شده بود   
توزيع سني، جنسي، زمـاني و مكـاني،   ( اپيدميولوژي  ابتدا از نظر  ،پوستي

تشخيص بيماري با تهيه اسـمير      . بررسي شدند ) محل زخم و تعداد زخم    
بـا   در اين روش     .مستقيم از ضايعات و رنگ آميزي به روش گيمسا بود         

گـسترش  زخـم  از سـروزيته ناحيـه   برش كوچكي در اطراف زخم     ايجاد  
لام هاي تهيه شده    سپس  . نازكي روي لام ميكروسكوپي تهيه مي شود      

 جـسم   ، ميكروسـكوپ  بـا كمـك   به روش گيمسا رنگ آميـزي شـده و          
داخل و خارج سلول هـاي بيگانـه خـوار جـستجو            ) آماستيگوت(ليشمن  

نتيجـه ي آزمـايش      در صورت منفي شدن      نياز، در موارد    .]9[شودمي  
ــستقيم، از روش ر ــراز  وش م ــره اي پليم ــنش زنجي ــتفاده از واك ــا اس ب

 جهـت تـشخيص جـنس ليـشمانيا و     RV2 و   RV1پرايمرهاي عمومي   
 جهـت تعيـين گونـه انگـل     LINR4 و LIN17پرايمرهاي اختـصاصي 

و بـا   وسيله پرسـشنامه جمـع آوري     ه   ب داده ها . ]11 و   10[استفاده شد 
.تحليل شدندكاي دو   و آزمون  SPSSاستفاده از نرم افزار 

:يافته ها
 بررسي اپيدميولوژي ليشمانيوز پوستي در بيماران مراجعه كننده به گروه 
انگل شناسي و قارچ شناسي دانشكده پزشكي شيراز طي سال هاي 

 بيمار مشكوك به اين بيماري، 186تعداد  نشان داد كه از 84-80
م ليشمن در از نظر وجود جس)  درصد56( نفر 104گسترش مستقيم 

جنس مونث و )  درصد7/56( نفر 59زخم، مثبت بودند كه از اين تعداد، 
 از نظر آماري اختلاف معني .جنس مذكر بودند)  درصد3/43( نفر 45

82در گسترش مستقيم . داري بين جنس مونث و مذكر مشاهده نشد
،تعداد ضايعه نيزاز نظر . جسم ليشمن مشاهده نشد)  درصد1/44(نفر
 ضايعه دو درصد داراي 4/15درصد موارد تنها داراي يك ضايعه، 5/60

ميزان ترين بيشعضو با .  درصد بيش از يك ضايعه داشتند1/24و 
 درصد و بعد از 5/32 دست با در رتبه ي نخست، بيماران،  ايندرابتلا 

 در . بود) درصد6/14(، پا ) درصد6/23(صورت اعضاي آن به ترتيب 
. شد، زخم بر روي ساير نقاط بدن مشاهده  درصد موارد هم3/29

 و )1نمودار (تر بوده  سال شايع20-25در گروه سني مذكور بيماري 
ماه در استان فارس نشان مي دهد حسب روند زماني بيماري بر بررسي 

طور معني داري افزايش يافته و ه كه موارد بيماري در فصل پائيز ب
 درصد مي باشد2/19بان با  مربوط به ماه آرد بيماريبيشترين مو

05/0P<) درصد بيماران 8/79از نظر محل سكونت نيز . 2نمودار 
 تابعه استان ساكن درصد در شهرستان هاي2/20ساكن شهر شيراز و 
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نتيجه  نفر  از بيماران كه 62 بر روي ،ن مطالعهيهمچنين در ا. بودند
روش آزمايش به بود، روش مستقيم  منفي  با استفاده از آزمايش آن ها

 با استفاده از پرايمرهاي عمومي و اختصاصي به ترتيب PCRمولكولي
 انگل ليشمانيا و گونه انگل انجام گرفته كه تعدادشناسايي جنسجهت

شناسايي انگل ليشمانياDNA) درصد4/56(ها مورد از آن35
انيا همچنين گونه انگل در بيماران ساكن نقاط مركزي شهر ليشم.شد

و در بيماران ساكن حاشيه شهر و )  مورد8تعداد ) (نوع شهري(تروپيكا
.بود)  مورد27تعداد ) (نوع روستايي(روستاهاي حومه ليشمانيا ماژور
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: و نتيجه گيريبحث

ابتلا جنس مذكر و ميزان در مطالعه حاضر، اختلاف معني داري بين 
شد،هايي ديده  سال ها اختلاف اگر چه در بعضي از.مونث ديده نشد

ت انجام  با ساير مطالعانتيجه اين .بودنداما اين اختلاف ها معني دار ن
روانبد شيرازي در . ]14 و 13 و 12 و 11[گرفته در استان مطابقت دارد 

 با بررسي آمار بيماران مبتلا به ليشمانيوز پوستي مراجعه 1380سال 
 كه دريافتكننده به درمانگاه پوست بيمارستان شهيد فقيهي شيراز 

.ه استشيراز بودمربوط به شهرستان ترين تعداد بيماران سالك بيش
 مراجعه كنندگاني بودند كه از خارج از ،ترين درصد بيمارانكمهمچنين 

 به دليل محدود .مراجعه كرده بودندمذكور فارس به درمانگاه استان 
نتوانست ارتباط منطقي و معني داري او بودن بيماران مبتلا به سالك 

در مطالعه ي روانبد شيرازي .بين بيماران و محل سكونت آنها پيدا كند
 اما بين فصل ،بين سن و جنس بيماران نيز ارتباط معني داري پيدا نشد
.شدمراجعه و تعداد موارد بيماري ارتباط معني داري مشاهده 

فصل زمستانبر اساس نتايج بدست آمده از مطالعه ي مذكور، 
را به ترين تعداد  كم فصل بهارترين تعداد بيماران مراجعه كننده وبيش

30 تا 10 سني بين در محدوده يهمچنين .  بود دادهخود اختصاص
 سال 50در محدوده ي سني بالاتر از و بيش ترين ميزان درگيري سال 

 با 1378رحماني در سال . ]14[مشاهده شده استترين شيوع كم
 آسيب شناسي ليشمانيوز پوستي در بيمارستان هاي -بررسي باليني

 به اين نتيجه رسيدكه بيماري در وابسته به دانشگاه علوم پزشكي شيراز
تر دوم و سوم بيشهاي خصوص در دهه ه  زندگي بپاييندهه هاي 

. ديده مي شود و از نظر درگيري بين دو جنس تفاوت آماري وجود ندارد
ترين ضايعه مي باشد و به دنبال آن اندام بيشعضوي با صورت، عضو 

رد درگيري در تنه و ترين موا كم. قرار دارندفوقاني و اندام تحتاني
در البته . گردن مي باشد و اين حالت در هر دو جنس يكسان است

مشاهده مي آماري اختلاف از نظر نواحي مختلف اندام فوقاني و تحتاني 
ترين محل هاي ضايعه نواحي انتهائي اندام  به گونه اي كه بيششود،

لي در شواهد اپيدميولوژيك و مولكو. ]13[ها يعني نواحي باز است 
استان گونه اين استان فارس نشان مي دهد كه گونه ليشمانيا ماژور در 

هاي نوع شهري اما نبايد كانون، ]18و16و 15و10[غالب مي باشد 
. اقدامات لازم جهت كنترل آن را انجام داد وبيماري را فراموش نمود

اين نوع بيماري تنها از انسان به انسان منتقلبا توجه به اين كه 
در مورد كارآيي . مي باشدسهولت امكان پذير به كنترل آنمي شود 

4/56(بيش از نيمي در  در مطالعه حاضر مشاهده شد PCRروش 
بوده روش مستقيم منفي  آزمايش با نتيجه ياز مواردي كه )درصد
تشخيص منظور به  لذا .ه استت شدمثبنتيجه  با روش مولكولي است،

مناسب ) منفي كاذب(جلوگيري از تشخيص اشتباهيدقيق تر بيماري و 
نتايج اين مطالعه با ساير مطالعات .ستفاده نمودPCR از روش تر است

يخوانشده توسط ساير محققين و همچنين مولفين مقاله همانجام
.

 با انجام 1383معتضديان در سال .  ]10و 20و 19و 18و 16[ددار
 اسلايد رنگ آميزي شده 49 بر روي Nested-PCRروش اختصاصي 

 نمونه را ليشمانيا تروپيكا و 20مربوط به بيماران مبتلا به سالك، تعداد 
ال حاتم در س. ]10[ه است نمونه را ليشمانيا ماژور تشخيص داد27

 با تعيين هويت انگل هاي ليشمانيا جدا شده از بيماران مبتلا به 2005
 ايزوله 5ليشمانيوز پوستي در نقاط مختلف ايران با روش ايزوآنزيم، 

 ايزوله 4، ايزوله ليشمانيا تروپيكا از استان فارس2ليشمانيا ماژور و 
 ايزوله 2 و  ايزوله ليشمانيا تروپيكا از استان اصفهان7ليشمانيا ماژور و 

 ايزوله ليشمانيا تروپيكا از استان كرمان گزارش 18ليشمانيا ماژور و 
 تعدادي از بيماران مبتلا به 1384رضانژاد در سال . ]11[كرده است

سالك ساكن در شهرستان هاي استان فارس را با روش هاي ايزوآنزيم 
 كه كليه نمونه هاي مورد مطالعه ه مورد بررسي قرار دادPCRو 

اين موضوع را نشانه اي از افزايش  و ليشمانيا ماژور تشخيص داده شدند
گسترش اين گونه ليشمانيا در ايجاد ليشمانيوز پوستي در استان فارس 

 با بررسي دموگرافيك 1385بني مصطفوي در سال . ]16[مي داند 
و استفاده از سيستم هاي ) 73-83(ليشمانيوز پوستي در طي ده سال 

در (Geographical Information System - GIS) فيايياطلاعات جغرا
اپيدميولوژي بيماري سالك در استان فارس نشان داد كه بيشترين 
ميزان شيوع اين بيماري در شرق استان فارس و مربوط به شهرستان 

.]17[ني ريز مي باشد 

 در خصوص نحوه تشخيص بيماران به صورت باليني و آزمايشگاهي 
 درصد موارد به صورت 56ز آن است كه در استان فارس نتايج حاكي ا

 درصد موارد به صورت باليني تشخيص داده شده و 44آزمايشگاهي و 
د با توجه به شو لذا توصيه مي ،]4[سپس مورد درمان قرار گرفته اند

تشخيص موارد تابلو باليني بسيار گسترده و پيچيده ضايعات پوستي و 
لايان در كانون هاي بومي به صورت افتراقي متعدد، تشخيص مبت

از طرف ديگر چون روش مستقيم تشخيص . آزمايشگاهي انجام گيرد
 از حساسيت كافي  به علت عدم امكان تهيه ي مناسب نمونهبيماري

هاي انگل در اسلايد برخوردار نيست، در مواردي كه تعداد آماستيگوت
، روش ]10[ و امكان تشخيص به حداقل مي رسد بودهبسيار كم 

  بر روي اسلايدها جهت تشخيص بيماري و تعيين گونه PCRمولكولي 
.شودانگل استفاده 

 بيمـاري   نتايج بدست آمده نشان مي دهد كه همه گيري        :ينتيجه گير 
ضايعه بـر    بيشتر در زنان ساكن شيراز و با داشتن يك           ليشمانيوز پوستي 

تيجـه ي    ن كـه در بعـضي از مـوارد       جـايي از آن . روي دست مي باشـد    
 لذا پيشنهاد مي    ، اسمير مستقيم بيماران، منفي گزارش مي شود       آزمايش

" در مناطق آندميك در صورت مشكوك بـودن بـه بيمـاري حتمـا         شود
 . شود بر روي نمونه انجام PCRكشت و يا 
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Abstract:

Introduction:
 Fars Province is one of endemic foci of cutaneous leishmaniasis (CL). The present study aimed to 
conduct a molecular epidemiology survey of patients referring to Parasitology Lab at Shiraz School of 
Medicine and evaluate the  PCR assay for the diagnosis of CL.
Material and Methods: 
This retrospective study was carried out for patients referring to Parasitology department at Shiraz 
School of Medicine, during 1380-84. The disease was diagnosed by direct smear and staining with 
Giemsa; if the direct smear was negative, specific PCR was done on the DNA extracted from the 
direct smear to genus and species identification and culture. The data were registered and analyzed by 
SPSS software.
Results: 
Of 186 suspected patients, 104 (56%) cases were infected with CL. PCR results were positive in 35 
(56.4 %) out of 62 smears, among which microscopic examination did not reveal Leishmania 
amastigotes. Also, Leishmania species isolated from the patients residing in the urban and rural areas 
were Leishmania tropica and Leishmania major by species-specific primers, respectively.
Conclusion: 
Since in some cases the direct smear is reported negative, we suggest using PCR methods on smears in 
endemic regions.
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Cutaneous leishmaniasis, Molecular Epidemiology, Demographic, Leishmania major, Leishmania 
tropica
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