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Abstract 
 

Background and purpose: Golestan Province is one of the endemic foci of cutaneous 

leishmaniasis (CL). This study aimed at assessing specific-PCR on Giemsa's stained slides for diagnosis 

of CL as well as detecting the species of Leishmania parasite in the patients referring to health center 

laboratory of Gonbad-e-Qabus. 

Materials and methods: This cross-sectional study was carried out in 2010. To diagnose the 

disease, direct smear (DS) from skin lesions were obtained and stained with Giemsa. If DS was negative, 

specific PCR on kinetoplast DNA (kDNA) extracted from direct smear would be used to identify the 

genus and species of Leishmania parasite. The data were analyzed using SPSS software. 

Results: Direct smear examination showed that out of 303 suspected patients, 238 (78.5%) were 

infected by CL. Furthermore, the PCR result was positive in 34 (52.3%) out of 65 smears which direct 

examination did not reveal Leishmania amastigotes. Using species-specific primers, Leishmania species 

isolated from all patients were Leishmania major. 

Conclusion: In most cases the DS is reported negative and it has a low sensitivity in contrast to 

PCR; therefore, it is suggested that PCR method be used in suspected patients particularly in endemic 

regions because of its accurate diagnosis. 
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  پژوهشی          

  
  
  ــدرانـــازنـــــی مـکــــــوم پزشـــلــــه دانشــــگاه عــلــمج

  )85-92   (1390 سال  اسفند   1  ویژه نامه بیست و یکم دوره 
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   با استفاده  لیشمانیوز پوستیو تعیین گونه عامل شناسایی
   اختصاصی PCRاز روش 

 
        1عبدالستار پقه
        2مهدی فخار

        3فاطمه مسگریان
        2شیرزاد غلامی
  3 فرهاد بدیعی

  چکیده
از ایـن مطالعـه   هـدف  . شـود  های آندمیک لیشمانیوز پوستی محسوب مـی  یکی از کانونگلستان استان  :سابقه و هدف 

بیمـاران بـه منظـور       آمیـزی شـده    ی رنـگ   بـر روی اسـلایدها     اختـصاصی  )واکنش زنجیـره ای پلیمـراز     ( PCRارزیابی روش   
مرکز بهداشت شهرستان   آزمایشگاه در بیماران مراجعه کننده بههای مختلف انگل لیشمانیا   شناسایی گونه   و تشخیص بیماری 

  .بودگنبد کاووس 
 تشخیص بیماری با تهیه اسمیر مـستقیم از ضـایعات  . صورت گرفت  1389سال  در مقطعیمطالعه این  :مواد و روش ها   

  کینتوپلاسـت DNA بـر روی اختـصاصی   PCR روشاز   آن،آمیـزی گیمـسا بـود و در صـورت منفـی شـدن          و رنگ  پوستی
(kDNA)     دسـت   هاطلاعـات ب ـ . ده شـد  اسـتفا  لیـشمانیا  تعیین جنس و گونه انگل   به منظور  های مستقیم اسمیراستخراج شده از

  . مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفتSPSS افزار آمده ثبت و توسط نرم
 قرار گرفتند کـه نتیجـه آزمـایش مـستقیم     بررسیبیمار مشکوک به لیشمانیوز پوستی مورد       303در این مطالعه   :یافته ها 

، در تعـداد  فاقـد جـسم لیـشمن    گسترش مستقیم  65بر روی    ،PCR روشجام  ن ا همچنین با . مثبت شد )  درصد 5/78(  نفر 238
مرهای اختصاصی گونـه،    ی پرا ز با استفاده ا   نهمچنی .ناسایی شد ش لیشمانیاانگل   کینتوپلاست   DNA ،) درصد 3/52(  مورد 34

  . بودلیشمانیا ماژوربیماران تمامی انگل لیشمانیا در 
 و ایـن روش از حـساسیت پـایینی        شـود  ی گـزارش مـی    اسمیر مستقیم، منف ـ    از موارد   در بسیاری  که جایی از آن  :استنتاج

 در صـورت مـشکوک بـودن بـه          شـود   لذا پیـشنهاد مـی      دارای حساسیت بالایی است،    PCRبرخوردار است و از سوی دیگر       
 .استفاده گردد PCR از روش لزوماً تر و یا رد آن، به منظور تشخیص دقیق ،در مناطق آندمیکویژه  هببیماری 

  
  لیشمانیا ماژور ،kDNA  ، اختصاصیPCRیشمانیوز پوستی، ل :های کلیدی هواژ

  

  مقدمه
هـای مختلـف تـک       لیشمانیوز توسـط گونـه    بیماری  

ــه ــی  یاخت ــشمانیا ایجــاد م ــل آن . شــود ای از جــنس لی ناق
. )1(هــای خــاکی مــاده از جــنس فلبوتومــوس اســت پــشه

 کـآندمی انـور جه ـ کش 82بیماری لیشمانیوز پوستی در     
،  موارد آن از کشورهای افغانستان      درصد 90است و حدود    

   ر،ـزایـالج ه،ـوریـران، سـه، ایـرکیـان، تـان، عربستـپاکست
 

  . که توسط معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشکی مازندران تامین شده استاست 89 -24 این مقاله حاصل طرح تحقیقاتی شماره
  E-mail: mahdif53@yahoo.com     دانشکده پزشکیمجتمع دانشگاهی پیامبر اعظم،  ،ده خزر آباد جا18 کیلومتر :ساری -مهدی فخار :مسئولمولف 

  دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران دانشجویی، کمیته تحقیقات شناسی و قارچ شناسی،  انگلدانشجوی .1
   دانشگاه علوم پزشکی مازندران،دانشکده پزشکی، ی سلولی و مولکولیژمرکز تحقیقات بیولو ،شناسی و قارچ شناسی گروه انگل .2
   دانشگاه علوم پزشکی گلستان.3

  27/10/90:             تاریخ تصویب29/9/90: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           18/4/90: ریافت تاریخ د 
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   شناسایی و تعیین گونه عامل لیشمانیوز پوستی
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 میلیـون   12در حال حاضر    . شود برزیل و پرو گزارش می    
میزان بروز سالیانه   . برند ینفر در دنیا از این بیماری رنج م       

 )2(شــود  میلیــون تخمــین زده مــی1-5/1بیمــاری در دنیــا 
 نفـر  هـزار   مـورد در هـر     28ایـران    بیماری در  میزان بروز 

 شـود کـه بیـشترین مـوارد آن از         جمعیت تخمین زده مـی    
 مورد در هر هزار نفـر       66/1های اصفهان و شیراز با       استان

 22/0بــا زنــدران جمعیــت و کمتــرین مــوارد از اســتان ما
میـزان  . رد در هر هزار نفرجمعیت گزارش شده اسـت        وم

ــال   ــران در س ــروز در ای ــوده  37، 1386ب ــزار ب  درصــد ه
هـای   بیماری سالک در بـیش از نیمـی از اسـتان          . )3(است

صورت بـومی وجـود دارد کـه در یـازده اسـتان              هکشور ب 
 فـارس،  یـزد، کرمـان،    سـمنان،  اصـفهان،  شامل گلـستان،  

زگان، خوزستان ،ایلام و سیستان و بلوچستان       هرم بوشهر،
 هــزار 20در ایــران ســالانه حــدود. )3(شــیوع بــالایی دارد

عمل  هشوند که بر اساس تحقیقات ب      نفربه سالک مبتلا می   
تا پنج برابر میزانی اسـت کـه    میزان واقعی آن چهار  آمده  

شهرستان گنبد کـاووس از جملـه       . )3(گزارش شده است  
طـور   همـاری در ایـران اسـت کـه ب ـ         های قـدیمی بی    کانون

ــالانه   ــانگین س ــن   160می ــدی از ای ــشمانیوز جل ــورد لی  م
  .)4(شهرستان گزارش شده است

به طورمعمول تشخیص لیشمانیوز جلـدی بـر اسـاس          
یــد آن از أیم کلینیکــی یافــت شــده در بیمــاران و تیــعلا

یتولوژی از جملــه آزمــایش  ســهــای پاراز طریــق روش
عنوان معیـار   هها ب  این روشباشد که  مستقیم ویا کشت می   

  اگر چه روش مشاهده مستقیم اسـمیر       .طلایی مطرح هستند  
ترین روش در شناسایی انگل      زخم با میکروسکوپ ساده   

باشـد امـا حـساسیت پـایین آن در تـشخیص             لیشمانیا مـی  
 دهنده ضعف ایـن روش     موارد دارای تعداد کم انگل نشان     

اسیت و  های کـشت معمـول از حـس        روش. )5 -7(باشد می
ها نیز    مناسبی برخوردار هستند اما این روش      ویژگی نسبتاً 
از جمله این مـوارد     . های خاص خود را دارند     محدودیت

تــوان بــه طــولانی بــودن زمــان انکوباســیون، کــاهش  مــی
هـای   هـا در زخـم     داری در تشخیص پروماسـتیگوت     معنی

 نیــاز بــه تعــداد زیــاد  وهــای حــاد مــزمن نــسبت بــه زخــم

از . )6،8(ســپیره شــده از زخــم اشــاره کــردآماســتیگوت آ
ت وســوی دیگــر شناســایی گونــه لیــشمانیا، بــه دلیــل تفــا

هـای   ها از نظرمیزان حدت و نحـوه پاسـخ بـه رژیـم             گونه
درمانی مختلف مهم است چرا که تشخیص صحیح گونه         

های بالینی و تجویز رژیم درمانی مناسب        جهت پیشگویی 
  .)5،6(باشد و اختصاصی، ضروری می

هـای انگـل لیـشمانیا از     روزه جهت شناسایی گونـه   ام
از . شود  استفاده می  PCRهای مولکولی مانند انواع      روش

توان به مواردی از جمله      جمله مزایای روش مولکولی می    
کننده  ثیر شرایط مخدوش  أعدم ت  ،DNAدارکم  قنیاز به م  

محیط و میزبان و قابلیت بررسی تعـداد زیـادی نمونـه در             
 .)9،10( و حساسیت بالای تست اشاره نمود      یک زمان کوتاه  

ــه ــه شــناخت   ب ــستگی ب ــه طــور کلــی درمــان مــوثر ب گون
 از سـوی دیگـر بـر اسـاس     .لیشمانیای عامل بیمـاری دارد    

ــازمان  پروتکــل کــشوری د ــین س ــان ســالک و همچن رم
، تمام موارد ابتلا به سالک نوع روسـتایی  بهداشت جهانی 

خـم در نقـاط      در صورت وجـود ز     با عامل لیشمانیا ماژور   
 زیـرا باعـث     .)5 -7،  3( نیاز بـه درمـان ندارنـد       پوشیده بدن 

با توجه به تابلو بالینی بسیار       .مصونیت شخص خواهد شد   
ــده ضــایعات پوســتی بیمــاری و   ــواردگــسترده و پیچی   م

 دیگــر چــون روش ســویتــشخیص افتراقــی متعــدد و از 
از حـساسیت کـافی برخـوردار        مستقیم تشخیص بیماری،  

ین متفاوت بودن پروتکل درمانی در افـراد        و همچن نیست  
 حاضـر   لذا مطالعه  ،مبتلا به سالک نوع شهری و روستایی      

، وضـعیت دموگرافیـک بیمـاری     شناخت بیشتر    ،هدفبا  
ارزیـابی روش    وشناسایی مولکولی گونه هـای مختلـف        

ــره (PCRمولکــولی  ــر روی ) ای پلیمــراز واکــنش زنجی ب
 دقیــق  جهــت تــشخیصآمیــزی شــده ی رنــگاســلایدها

مرکز بهداشت شهرستان کننده به   مراجعهافراددر  بیماری  
  .گنبد کاووس طراحی شد

  

  ها مواد و روش
ــال    ــی در س ــه مقطع ــن مطالع ــاران 1389ای روی بیم

 کننده به مرکز بهداشت شهرستان گنبـد کـاووس         مراجعه
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             عبدالستار پقه و همکاران                هشی   پژو  
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بیمارانی .  انجام شد  )واقع در بخش شرقی استان گلستان     (
 مـورد   ،ها تـشخیص داده شـد      که لیشمانیوز پوستی در آن    

ــدمیولوژی  ــانی و  (بررســی اپی ــسی، زم ــع ســنی، جن توزی
تـشخیص  . قرار گرفتند ) مکانی، محل زخم و تعداد زخم     

آمیزی به  بیماری با تهیه اسمیر مستقیم از ضایعات و رنگ
 در ایــن روش بــرش کــوچکی در   .روش گیمــسا بــود 

سروزیته این ناحیه گسترش    اطراف زخم ایجاد کرده و از       
لام هـای تهیـه     . شـد  تهیـه    نازکی روی لام میکروسـکوپی    

ــگ   ــسا رن ــه روش گیم ــده ب ــر    ش ــده و در زی ــزی ش آمی
در داخل و   ) ها آماستیگوت(م لیشمن   اجسامیکروسکوپ  

 در صـورت منفـی      .شـدند  جـستجو    ماکروفاژهـا خارج  یا  
جهــت   اختــصاصیPCR روش شــدن روش مــستقیم، از

  . استفاده شدلیشمانیا جنس شناسایی
آمیـــزی    از اسلایدهای رنـگ    DNA ستخراجبرای ا 

شــده مربــوط بــه بیمــاران مبــتلا بــــــه لیــشمانیوز پوســتی 
 بــا High salt از روش  بــرای ایــن منظــور.اســتفاده شــد

 DNAســـپس . )11(اســـتفاده گردیـــدیـــرات جزیـــی یتغ
ــره    ــنش زنجی ــایش واک ــت آزم ــده، جه ــتخراج ش ای  اس

سـتفاده  گونـه مـورد ا     جنس و     مــراز اختصاصی   پلــــــی
ــرار گرفــت ــا اســتفاده از پرایمرهــای PCRروش در  .ق  ب

ــومی ــنس  ( عمـ ــشخیص جـ ــت تـ ــشمانیاجهـ    RV1) لیـ
)5`-CTT TTC TGG TCC CGC GGG TAG G-3` ( 

)5`-CCA CCT GGC CTA TTT TAC ACC A-3( RV2 
ــت  ــه ثاب ــاز 145( قطع ــت ب ــه) جف ــای کوچــک   از حلق ه

DNA(minicircles)    و   کینتوپلاست انگل لیشمانیا تکثیر 
  همچنـین جهـت    .)12( انجام شد  PCRدر یک مرحله روش     

   تعیین گونـه انگـل بـا اسـتفاده از پرایمرهـای اختـصاصی             
 )5- GGG GTT GGT GTA AAA TAG GG-3(   

LIN LIN17) 5- TTT GAA CGG GAT TTC TG-3( 
 DNA (minicircles)هـای کوچـک    قطعه متغیر از حلقه

ک مرحلـه روش    کینتوپلاست انگل لیشمانیا تکثیر و در ی      
PCR        هـا و     اختصاصی، با انجام تغییراتی در تعداد سـیکل

هـای بـالینی،     مواد به کار رفته اصلاح آن بر اساس نمونـه         
، محـصول بـر روی ژل       PCRپس از انجام    . )13(انجام شد 

 درصد الکتروفورز شده با اتیـدیوم برومایـد         5/1آگاروز  
سپس با توجه بـه شـاخص وزنـی و          . رنگ آمیزی گردید  

هـای مرجـع انگـل       ها با گونـه    قایسه باند حاصل از نمونه    م
 آوری اطلاعـات   جمـع . دیلیشمانیا، جنس انگل تعیین گرد    

دست آمـده بـا      هوسیله فرم پرسشنامه انجام و اطلاعات ب       هب
ــزار   ــرم اف ــورد  SPSSاســتفاده از ن ــون کــای دو م  و آزم

  .ندتجزیه و تحلیل قرار گرفت
  

  ها یافته
شمانیوزپوستی در بیمـاران    بررسی اپیدمیولوژیک لی ـ  

به مرکز بهداشت شهرستان گنبد کـاووس       مراجعه کننده   
 بیمار مشکوک به این بیماری،      303 تعداد داد که از  نشان  

از نظـر وجـود     ) درصـد  5/78( نفـر    238گسترش مستقیم   
 5/48( نفــر 147 .جــسم لیــشمن در زخــم، مثبــت بودنــد 

 کـه  مذکر بودند )  درصد 5/51( نفر   156 و   نثؤم) درصد
نـث و   ؤداری بـین جـنس م      از نظر آماری اخـتلاف معنـی      

  . مذکر مشاهده نشد
ــز   ــا  6/34از نظرتعــداد ضــایعه نی ــوارد تنه  درصــد م

 6/12 ، ضـایعه  2 درصـد دارای     7/21 دارای یک ضـایعه،   
  درصــد بیــشتر از ســه ضــایعه1/31 و  ضــایعهســهدرصــد 
 در   بیمـاران،  ایـن بـتلا در  ا  میـزان  بیشترینبا   عضو   .داشتند
 درصد و بعد از آن به ترتیـب        9/36  با  دست  نخست، رتبه

 از بودکـه  درصـد    2/20صـورت   اعضای   ، درصد 6/30پا  
 لـف تابتلا اعـضاء مخ   داری بین    نظر آماری اختلاف معنی   

بـر روی   نیـز    درصد مـوارد، زخـم       3/12در   .مشاهده نشد 
فراوانـی بیمـاری مـذکور در       . شدسایر نقاط بدن مشاهده     

 1 ترتیـب در نمـودار شـماره      های مختلف سـنی بـه        گروه
 سال  5آمده است که بیشترین فراوانی در گروه سنی زیر          

 سال  30-35و کمترین آن در گروه سنی       )  درصد 3/30(
 روند زمانی بیماری بر اساس مـاه هـای       .بود)  درصد 9/2(

 نشان می دهد که بطور معنی داری  گلستانسال در استان  
تــه و بیــشترین مــوارد بیمــاری در فــصل پــائیز افــزایش یاف

درصد وکمترین مـوارد     7/31 با   موارد مربوط به ماه آبان    
 ).=034/0p( بـود )  درصـد  4/0(مربوط به ماه اردیبهشت     
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 درصد بیماران ساکن شهر     2/11 از نظر محل سکونت نیز    
 روسـتاهای حومـه،    ساکنان درصد   8/88  و گنبد کاووس 

  .سربازان و کارگران در نوار مرزی بودند
 نفـر از بیمـاران      65 مطالعـه بـر روی       همچنین در این  

ها منفی بود، از روش      مراجعه کننده که روش مستقیم آن     
PCR)  با استفاده از پرایمرهـای    ) ای پلیمراز  واکنش زنجیره 

عمومی و اختصاصی به ترتیب جهت شناسـایی جـنس و           
  مـورد  34انجام گرفت کـه در تعـداد         لیشمانیاگونه انگل   

 لیشمانیاانگل  ینتوپلاست   ک DNAها   از آن  ) درصد 3/52(
 در  انگـل  گونـه  همچنین). 1 شماره   تصویر( شناسایی شد 

هــای مــورد  هــای مرجــع در تمــام نمونــه مقایـسه بــا گونــه 
  .)2 شماره تصویر(  بودلیشمانیا ماژوربررسی 
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 وز پوســتی بــر حــسب ســن درـانیـراوانی لیــشمـفــ : 1 نمــودار شــماره
  1389، از استان گلستان بد کاووسشهرستان گن

  

  
  

های   اختصاصی نمونهPCRنتیجه الکتروفورز محصولات : 1 شماره تصویر
   درصد5/1 در ژل آگاروز RV2 و RV1اسمیر مستقیم با پرایمرهای 

M =مارکر bp 100   
C+ =L.m استاندارد )MRHO/IR/75/ER) (bp 145(  
C- =کنترل منفی 

  سمیر مستقیم بیمارانهای ا نمونه= 1-5های  شماره
  

  

  
 اختــصاصی PCRنتیجــه الکتروفــورز محــصولات  : 2تــصویر شــماره 

 در ژل LIN17 و LINR4هــای اســمیر مــستقیم بــا پرایمرهــای  نمونــه
   درصد5/1آگاروز 

     استانداردbp 100   4- L.i مارکر-1
2- L.tکنترل منفی-5   استاندارد   
3- L.mبیماراننمونه های = 6-8شماره های    استاندارد  

  
  بحث

ــا هــدف شــناخت بیــشتر وضــعیت   مطالعــه حاضــر ب
، شناســایی ، یافتــه هــای بــالینی  دموگرافیــک بیمــاری 

هـای مختلـف و ارزیـابی روش مولکـولی         مولکولی گونه 
PCR ــر روی اســلایدهای رنــگ ــزی شــده جهــت    ب آمی

 در افــراد  لیــشمانیوز جلــدی تــشخیص دقیــق بیمــاری  
گنبـد کـاووس    کننده به مرکز بهداشت شهرستان       مراجعه

  . طراحی شد
های قـدیمی    شهرستان گنبد کاووس از جمله کانون     

بیماری در ایـران اسـت و اغلـب مـوارد بیمـاری در ایـن                
روستاهای هم مـرز    شهرستان به علت رفت و آمد مردم به         

ــا کــشور ترکمنــستان صــورت مــی  ــه علــت .)14(پــذیرد ب  ب
موقعیت جغرافیـایی ایـن روسـتاها و هـم جـواری منـاطق          

های جوندگان و نیز نوع مصالحی کـه در          ی با لانه  مسکون
ها و غیره بـه کـار بـرده شـده، ایـن              ها، طویله  ساخت خانه 

  . باشد ناحیه محل مناسبی برای تکثیر پشه خاکی می
بر اساس آمار ثبت شده در مرکز بهداشت شهرستان    

ــال    ــاووس، س ــد ک ــه   1383گنب ــتلا ب ــاران مب ــداد بیم  تع
ــتی   ــشمانیوز پوس ــر ب172لی ــه   نف ــد ک ــر27ودن  7/15(  نف
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) درصـد  3/84(  مورد 145ها ساکن شهر و      از آن ) درصد
 2/11دربررســی مــا، . )4(ســاکن منــاطق روســتایی بودنــد

.  درصد ساکنان روسـتا بودنـد      8/88 و   درصد ساکن شهر  
ــ ــانگین  هســالیانه ب ــن  160طــور می ــورد از بیمــاری از ای  م

این مطلب حاکی از رونـد      . )4(شود شهرستان گزارش می  
ویژه شهرستان گنبـد بـوده       هرو به رشد بیماری در استان ب      

توانـد مربـوط بـه حـساسیت بـالای           مـی  البته این مطلب     که
 انجام شده در شناسایی بیماران نیز باشد زیرا در          PCRروش  

شـوند    از بیماران تشخیص داده نمـی روش مستقیم بسیاری 
و این روش حـساسیت کمـی دارد و بـسیاری از بیمـاران              

  .شوند داده نمیتشخیص 
دهد بیـشترین گـروه سـنی      نشان میاین مطالعه نتایج  

 سال بوده اسـت کـه       5مبتلا به بیماری در گروه سنی زیر        
این مطلب با مطالعات قبلـی انجـام شـده در یـک کـانون            

ــیراز و اصــفهان   ــد در اطــراف شــهر ش ــدمیک جدی و  آن
مطالعه مسگریان و همکاران در اسـتان گلـستان مطابقـت           

در بررسی مـسگریان و همکـاران بیـشترین         . )14-16(دارد
 گزارش شده است     سال 10زیر  موارد ابتلا در گروه سنی      

و موردی از ابتلا در سنین بالای پنجـاه سـال دیـده نـشده           
هـای   اگر چه الگوی سنی ابتلا به سالک در کـانون        . است

مختلف کشور بر اساس میزان آندمیـسیته بیمـاری، گونـه       
طـور   ه میزبان متفاوت است، امـا ب ـ      انگل و الگوی ژنتیکی   

کلی افزایش میزان بروز بیماری در سنین پایین حاکی از           
ــه      ــک منطق ــاری در ی ــسیته بیم ــزان آندمی ــودن می ــالا ب ب

فخـار و همکـاران در بررسـی خـود بـر            . )14-18(باشد می
شـیراز بیـان کردنـد کـه         روی بیماران مبتلا به سـالک در      

 معناداری افزایش یافتـه   طور   موارد بیماری در فصل پاییز به     
ــان   و  اســت ــاه آب ــه م ــوط ب ــوارد بیمــاری مرب ــشترین م بی
روند زمانی بیمـاری    بررسی ما،   در  همچنین   .)19(باشد می

داری  طـور معنـی    ه کـه ب ـ   دادنشان  ،  های سال  بر اساس ماه  
 بیشترین موارد   ه،یز افزایش یافت  یموارد بیماری در فصل پا    

ترین موارد مربوط   درصد وکم  7/31 با   ماه مربوط به آبان  
در مطالعـه مـسگریان     . بود)  درصد 4/0(به اردیبهشت ماه    

 بـین فـصل مراجعـه و         نیـز  و همکاران در اسـتان گلـستان      

داری گـزارش شـده      تعداد مـوارد بیمـاری ارتبـاط معنـی        
 بیشترین تعـداد و فـصل       یزیپااست که بر اساس آن فصل       

ــه خــود اختــصاص داده    ــتلا را ب ــوارد اب ــرین م بهــار کمت
ضمنا نتایج ما با مطالعات قبلی انجـام شـده در            . )14(تاس

های مهـم    های آندمیک ایران از جمله کانون      سایر کانون 
نتـایج   .)15-19(شیراز، اصـفهان و اردسـتان مطابقـت دارد        

داری بـین ابـتلا      اختلاف معنی دهد که    بررسی ما نشان می   
 که این مطلب بـا سـایر   ود نداردجونث  ؤجنس مذکر و م   

  اغلـب نقـاط ایـران و همچنـین         انجام گرفتـه در   مطالعات  
   .)14-19( مطابقت دارد گلستاناستان

بیـشترین   درصـد    9/36در مطالعه حاضـر دسـت، بـا         
 پـا و سـایر      ،باشـد و بـه دنبـال آن صـورت          می مبتلا   عضو

طورکلی ضایعات پوستی سـالک      هب. نقاط بدن قرار دارند   
 معـرض  بیـشتر در   در نقاط باز بدن و جاهـایی کـه           معمولاً

 در نـوع شـهری      .آینـد  وجود می  هگزش پشه خاکی است ب    
 روی صـورت و در نـوع روسـتایی بیـشتر            ضایعات غالبـاً  

  .)14-19، 1(شوند روی دست و پا ظاهر می
با توجه به نتایج بررسی حاضر و همچنـین مطالعـات         

هـای انـدمیک     قبلی، منطقه گنبد کاووس یکی از کـانون       
در ایـن   . رود به شمار مـی   بیماری لیشمانیوز نوع روستایی     

های سنی زیـر ده      منطقه، اغلب موارد زخم حاد در گروه      
 بــا جمهــوری هــم مــرزســال و ســاکن منــاطق روســتایی 

ترکمنـستان بــویژه بخـش داشــلی بـرون شهرســتان گنبــد    
 اما بـه دلیـل مـصونیت نـسبی، ابـتلا بـه              ؛شوند مشاهده می 

 شود اشکال حاد بیماری در بزرگسالان کمتر مشاهده می       
بیــشتر در ایــن ســنین ) اســکار(و در عــوض جــای زخــم 

شواهد اپیدمیولوژیک و مولکـولی در      . گردد مشاهده می 
لیـشمانیا  دهد گونه غالـب انگـل،          استان گلستان نشان می   

  . استماژور
 با بررسی میزان    1385مسگریان و همکاران در سال      

شـیوع لیــشمانیوز جلــدی، کـشت و تعیــین هویــت انگــل   
ده از بیمـاران مبـتلا بـه سـالک بـا روش             لیشمانیا جـدا ش ـ   

PCR    ــاووس ــد ک ــتان گنب ــرزی شهرس ــتاهای م  در روس
 درصـد  5/0گزارش کردند که میـزان شـیوع زخـم حـاد           
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دار بین دو جنس از نظر ابـتلا وجـود           است و ارتباط معنی   
 روستا و   5در این مطالعه که بطور تصادفی در        . )14(ندارد

 بـا کـشت انگـل       صورت خانه به خانه انجام شده اسـت        هب
 ایزوله بدست آمده است و سـپس انجـام          46لیشمانیا تنها   

ITS-PCR   دست آمده، گونه انگـل   ههای ب   بر روی ایزوله
امـا در مطالعـه حاضـر،       . لیشمانیا ماژور تعیین شـده اسـت      

 در شناسایی انگل لیشمانیا و مقایـسه    PCRکارآیی روش   
نـه  آن با روش اسمیر مستقیم و همچنین تعیین هویـت گو          

هـای بـالینی بیمـاران       طور مـستقیم بـر روی نمونـه        هانگل ب 
گیـر و پـر      بدون استفاده از روش وقـت     ) اسمیرهای مستقیم (

 علاوه بر آن مطالعه حاضر    . هزینه کشت انجام پذیرفته است    
  .انجام شده است)  سال پس ازآخرین مطالعه5 (89در سال

 مبتنـی    عمـدتاً   لیشمانیوز پوستی  های تشخیص  روش
ــر رو ــای انگــل شب ــستقیم انگــل   ه ــشاهده م شناســی و م
ــی ــد م ــتا   . باش ــهری و روس ــوع ش ــالک ن ــورد س ی یدر م
ــد  روش ــدانی ندارن  .)6-1،7(هــای ســرولوژی کــارایی چن

تشخیص این بیماری هر چند با فراهم نمودن گسترش از          
یر ذپ ـ آمیزی گیمسا بـه راحتـی امکـان        زخم بیمار و رنگ   

و شـمار انگـل     است، اما در مواردی که زخم مزمن بوده         
 عـلاوه   .)9،20،21(کند تشخیص را مشکل می    اندک باشد، 

بــر آن در تــشخیص مــستقیم، امکــان تعیــین گونــه انگــل 
وجود ندارد و برای تشخیص گونه، کشت انگل و تولیـد           
انبوه آن برای تزریق به حیوان آزمایشگاهی یا اسـتفاده از       

ــزیم و  ــورد PCRروش ایزوآن ــاز اســت م ــای  روش .نی ه
 در تـــشخیص بیمـــاری لیـــشمانیوز و DNA متکـــی بـــر

هـای اخیـر رواج فـراوان     هـای آن در سـال    شناسایی گونه 
دهـد   مطالعات مختلف نشان مـی    . )19-9،10،22(یافته است 

کینتوپلاسـت انگـل     DNA مبتنی بر    PCRهای   روش که،
ویـژه در   ه  لیشمانیا روش حساسی در تشخیص بیمـاری ب ـ       

ارآیی روش در مــورد کــ. )19،21،22(مــوارد مــزمن اســت
PCR         درصـد از   3/52 در مطالعه حاضر مشخص شـد در

مواردی که نتیجه آزمایش مـستقیم منفـی بـوده اسـت بـا              
لـذا بـه منظـور تـشخیص        .  مثبت شـده اسـت     PCRروش  
منفـی  (تر بیماری و جلوگیری از تشخیص اشـتباهی          دقیق

نتایج این  .  استفاده شود  PCRبهتر است از روش     ) کاذب
لعـات انجـام گرفتـه سـایر محققـین و           مطالعه با سـایر مطا    

خــوانی دارد  لفین ایــن مقالــه هــم  ؤمطالعــات قبلــی مـ ـ 
ــه  . )22،21،19،10،9( ــاران مراجع فخــار و همکــاران در بیم

کننده به آزمایشگاه گروه انگل شناسی دانشکده پزشکی        
ای پلیمـراز، بـر روی       شیراز با استفاده از واکـنش زنجیـره       

هـا   یـشمن در آن    گـسترش مـستقیم کـه جـسم ل         62تعداد  
هــا  از آن) درصــد 4/56( مــورد 35یافــت نــشده بــود، در 

DNA19( انگل را شناسایی نمودند(.  
ختصاصی ا PCRکرمیان و همکاران در انجام روش      

ــای   ــتفاده از پرایمره ــا اس ــر روی  13B و 13Aجــنس ب ب
 آمیزی شده بیماران مبتلا به سالک، ایـن روش       اسلاید رنگ 

تیپیک و مزمن بسیار کارآمدتر     را در شناسایی موارد غیر      
 در ایــن مطالعــه، ضــمناً. از روش مــستقیم اعــلام نمودنــد

پرایمرهـای   اختصاصی گونه بـا اسـتفاده از         PCRویژگی  
LINR4   و LIN17   مـوارد غیـر    در شناسایی گونه انگـل در 

  .)21( درصد گزارش شده است100تیپیک بیماری 
ــده در  LIN17 و LINR4پرایمرهـــای  ــتفاده شـ اسـ

ــه مطال ــاس Aransay ، از روشحاضــرع  و همکــاران اقتب
 Semi-nested PCR شده است که البته این محقق روش

ای اســت معرفــی    دو مرحلــه PCR را کــه یــک روش 
، به منظور برطرف نمودن     این مطالعه  اما در    ؛)13(اند کرده

ای وجـود     دو مرحلـه   PCRهـای    اشکالاتی کـه در روش    
ویـژه  ه  ری در اجـرا ب ـ    گیر بودن، دشوا   دارد، از قبیل وقت   

های اپیدمیولوژیک و نیز تشخیص بیمـاری بـا          در بررسی 
ــه ــتفاده از نمونـ ــودن عوامـــل   اسـ ــالینی و دارا بـ ــای بـ هـ

ــدوش ــشتر   مخ ــده بی ــاطع  (کنن ــودگی متق ــه آل   ، )از جمل
ــهPCRروش  ــورد    یـــک مرحلـ ــده و مـ   ای طراحـــی شـ

  بررسی قرار گرفـت کـه عـلاوه بـر قابلیـت تعیـین گونـه                
 ــ ــرون ب ــسبی و   انگــل و مق ــهولت ن ــودن، از س ه صــرفه ب

بـا   .باشـد  حساسیت و ویژگی مناسبی نیـز برخـوردار مـی         
توجه به تابلوی بالینی بسیار گـسترده ضـایعات پوسـتی و            

  و از ســـوی دیگـــر،  مـــوارد تـــشخیص افتراقـــی متعـــدد
ه در  ژ  وی هچون روش اسمیر مـستقیم بـه علـل مختلـف، ب ـ           
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وردار مــوارد پــارازیتمی پــایین، از حــساسیت کــافی برخــ
  هـای بـومی بیمـاری       شـود در کـانون     نیست لذا توصیه می   

ــه بیمــاری و منفــی  ــودن ب   شــدن  در صــورت مــشکوک ب
   اختـــصاصی جـــنس بـــهPCRروش مـــستقیم، از روش 

ــر آن از    ــلاوه بـ ــاری و عـ ــشخیص بیمـ ــور تـ  PCRمنظـ
هــای بــالینی تــازه و یــا  اختــصاصی گونــه بــر روی نمونــه

  شناســایی آمیــزی شــده، بــرای  اســمیرهای مــستقیم رنــگ
ثرتر ؤکـارگیری روش درمـانی م ـ    هگونه انگل به منظور ب ـ    

  .استفاده گردد
 نتایج مطالعه حاضر حاکی از بالا بودن میزان آندمیسته        

بیماری سالک روستایی با عامـل لیـشمانیا مـاژور          ) بومی(
همچنین این نتـایج ضـرورت    . باشد در شهرستان گنبد می   

  هــای  مونــهنطــور مــستقیم بــر روی   بــهPCR انجــام روش
ــه اســمیر مــستقیم را چــه در    ــالینی بیمــاران از جمل ــواردب   م

 

  .کند یید میأمنفی شدن و چه در موارد تعیین گونه ت
  

  سپاسگزاری
ــیله از  ــات بدینوسـ ــهزحمـ ــز  کلیـ ــاران مرکـ   ی همکـ

گنبد و مرکـز بهداشـت اسـتان گلـستان بـه خـاطر               بهداشت
ضـمناً از   . شـود   ارزشمندشـان قـدردانی مـی      های همکاری

 رکارخانم مریم پورحاجی باقر به خاطر همکاری صمیمانهس
ایـن  . آیـد  ها تشکر و قـدردانی بـه عمـل مـی        و آنالیز داده  

 دانـشگاه   89-24مطالعه حاصل بخشی از طرح تحقیقاتی       
بدینوسـیله از معاونـت     . باشـد   مازندران مـی   علوم پزشکی 

 مازنــدران دانــشگاه علــوم پزشــکیتحقیقــات و فنــاوری 
 ایـن مقالـه     .نمـاییم  های مالی تشکر مـی     هزینهمین  أخاطر ت  هب

ــه  بخــشی از حاصــل ــان نام ــدپای ــای کارشناســی ارش  آق
  .باشد عبدالستار پقه می
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