
 
 
 

  123 

Molecular Detection of Leishmania spp. in Negative Smears of 
Patients with Cutaneous Leishmaniasis in Bam, Southeast Iran 

 
 

Hajar Ziaei Hezarjaribi1,  
Naser Emadi2,

  

Shabnam Asfaram3,  
Tahmineh Geran Orimi4

,
  

Majid Derakhshani-niya4,  
Mahdi Fakhar5 

 
1Associate Professor, Molecular and Cell Biology Research Center, Department of Parasitology, Mazandaran University of Medical 

Sciences, Sari, Iran 
2Assistant Professor, Department of Dermatology, Faculty of Medicine, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

3 PhD Student in Parasitology, Student Research Committee, Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical Sciences, 
Sari, Iran 

4 MSc in Parasitology, Leishmaniasis Research Center, Sabzevar University of Medical Sciences, Sabzevar, Iran 
5Associate Professor, Toxoplasmosis Research Center, Department of Parasitology, Mazandaran University of Medical Sciences, 

Sari, Iran 
 
 

(Received November 4, 2018 ; Accepted May 7, 2019) 
 

Abstract 
 

Background and purpose: There are various clinical forms of cutaneous leishmaniasis (CL) 
and there is lack of access to diagnostic local laboratories especially in endemic regions. The present 
study aimed to conduct molecular examination of the typical and atypical clinical forms of CL in endemic 
area of Bam, Iran. 

Materials and methods: This cross-sectional study was carried out between 2013 and 2014. 
The diagnosis was performed by direct smears from skin lesions, Giemsa staining, and microscopic 
examination. Total DNA was extracted from positive and negative direct smears. PCR method was used 
to determine the genus and species of Leishmania.   

Results: In this study, 353 suspected cases of CL in Bam Health Center were investigated of 
whom 278 (78.7%) were positive by microscopic examination. Forty skin smears from typical lesions 
were positive by both PCR and microscopic examinations, but out of 40 skin smears from atypical lesions 
which were negative by microscopic observation, Leishmania DNA was detected in 6 (15%) samples. 
Leishmania tropica was identified in all positive samples. 

Conclusion: In current study, microscopy method was not found reliable enough for diagnosis of 
CL. Therefore, for early diagnosis of the disease PCR is recommended in negative smears of patients 
suspected of CL. 
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  گزارش کوتاه

 بیماراندر اسمیرهاي منفی  لیشمانیامولکولی انگل شناسایی 
 ، جنوب شرق ایرانبه لیشمانیوز پوستی در شهرستان بم مبتلا

  
    1هزار جریبی هاجر ضیایی

    2ناصر عمادي    
    3شبنم اسفرم    

  4تهمینه گران اوریمی   
    4نیا درخشانی مجید
  5مهدي فخار    

  چکیده
هــاي تشخیصــی عــدم دسترســی بــه روش پوســتی ولیشــمانیوز  بالینی مختلفبا توجه به وجود اشکال  و هدف: سابقه
انگــل لیشــمانیا در  مولکــولی شناسایی با هدفحاضر مطالعه  ،ندمیکآمناطق هاي تشخیصی آزمایشگاهدر  ویژه مولکولی به

  انجام شد. ک بمدر منطقه اندمی پوستیلیشمانیوز معمول و غیر معمول بالینی  اشکال
هــاي زخــم از اسمیر تهیه بیماري با تشخیصانجام شد.  1392-1393 ی طی سال هايعاین مطالعه مقط ها:مواد و روش

و  اســتخراج DNAمنفی بیماران  مثبت و اسمیرهاي صورت گرفت. ازبررسی میکروسکوپی  و گیمسا آمیزي رنگ پوستی،
  انجام شد. PCR مایشآز سپس جهت تعیین جنس و گونه انگل لیشمانیا

مــورد  شهرســتان بــم کننــده بــه مرکــز بهداشــت مراجعه بیمار مشکوك به لیشمانیوز پوستی 353در این مطالعه  ها:یافته
تهیــه اســمیر  40بررســی مولکــولی،  در در بررسی میکروسکوپی مثبت بودند. درصد) 7/78(نفر 278بررسی قرار گرفتند که 

غیر هاي تهیه شده از زخم نمونه 40از  اما مثبت شدند PCRمیکروسکوپی و  ا هر دو روشمعمول بیماران بهاي شده از زخم
گونــه شناســایی  انگل لیشمانیا شناسایی شــد. DNAدرصد)  15( مورد 6 ، درمیکروسکوپی منفی بودند بررسیکه در  معمول

  بود. لیشمانیا تروپیکاشده در تمامی نمونه هاي مثبت،  
تشخیص سالک در مناطق آنــدمیک  مستقیم میکروسکوپی براي انجام آزمایش که دادنشان  العهمط نتایج این استنتاج:

بــه موقــع درمــان بــه منظــور  مشکوكافراد منفی  بر روي اسمیر PCRعلاوه بر این، انجام  .به اندازه کافی قابل اعتماد نیست
  توصیه می شود.

  

  PCR ،کروسکوپیروش می ،اسمیر منفی ،پوستی لیشمانیوز واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 در مناطق آنــدمیک، )سالک(لیشمانیوز پوستی بیماري 

سالانه عوارض فــردي، اجتمــاعی و حتــی بــار اقتصــادي 
 - کند، لذا اقدامات تشخیصیفراوانی بر جامعه تحمیل می

  هتـج دـکارآماي ـهامهـراي برنـع و اجـبه موق یـدرمان
  

 E-mail:mahdi53@yahoo.com        دانشکده پزشکی جاده فرح آباد، مجتمع دانشگاهی پیامبراعظم، 17 کیلومتر: ساري - مهدي فخار مولف مسئول:
  ایران  دانشیار، مرکز تحقیقات بیولوژي سلولی و مولکولی، گروه انگل شناسی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، .1
  ، ایران تهران، تهران . استادیار، گروه پوست، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی2
  ایران  ساري، مازندران، علوم پزشکی دانشگاه پزشکی، دانشجویی، دانشکده تحقیقات کمیته شناسی، انگل دکتري . دانشجوي3
  سبزوار، سبزوار ، ایراندانشگاه علوم پزشکی  مرکز تحقیقات لیشمانیوز، ، کارشناس ارشد انگل شناسی پزشکی. 4
 ایران ت توکسوپلاسموز، گروه انگل شناسی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري،. دانشیار، مرکز تحقیقا5
 : 22/2/1398تاریخ تصویب :               29/8/1397تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            13/8/1397 تاریخ دریافت  
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  و همکاران هاجر ضیایی هزارجریبی     

  125      1398، خرداد  173شماره  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                             دوره بیست و نهم،               

 گزارش کوتاه

سالیانه حــدود  ).1(پیشگیري از این بیماري ضروري است
 ).2(شودگزارش میاز ایران سالک بتلا به ا مورد هزار 20

 هــاي بــالینی مشــکلبر اساس نشانهتشخیص این بیماري، 
تشــخیص  ،بــالینی مختلــف اشــکالداشتن به دلیل  و بوده

هاي پوستی مانند سل پوســتی آن از سایر بیماري افتراقی
 .هاي قارچی از اهمیت خاصی برخوردار اســتو عفونت

 انگــل ايهــگونــه شناســایی تشــخیص و جهــت امــروزه
ـــايروشاز  لیشـــمانیا ـــد مولکـــولی ه ـــواع مانن  PCR ان

 وجــود. )3،4(شودمی استفاده اي پلیمراز)زنجیره واکنش(
ــک)  اشــکال ــالینی (آتیپی ــول ب ــر معم ــود و غی ــدم وج ع

هاي تشخیص طبی معتبر در مناطق آنــدمیک، آزمایشگاه
مطالعه لذا هدف از این  هاي موجود است.یکی از چالش

معمــول و  اشــکالانگــل لیشــمانیا در  ولیمولکــ شناســایی
در منطقــه انــدمیک  پوســتیلیشــمانیوز غیرمعمول بــالینی 

 میکروســکوپی در روش با تاکید بــر مــواردي کــه) 2(بم
  انجام شد. شده اند، منفی

 
  مواد و روش ها

اي ی در طــی ســال هــعــمقط -این مطالعــه توصــیفی
 ســالکمشــکوك بــه  بیمــاران رويبــر  1392 -1393

(بــه عنــوان  شهرستان بــم نده به مرکز بهداشتکن مراجعه
یــک کــانون آنــدمیک لیشــمانیوز پوســتی نــوع شــهري) 

تهیــه اســمیر  بــا بیمــاري تشــخیص صورت گرفته اســت.
آمیــزي بــه روش هــاي پوســتی و رنــگمســتقیم از زخــم

  تهیــه  اســمیر 353گیمســا صــورت گرفــت. در مجمــوع، 
. فتمورد بررسی میکروسکوپی قرار گر ،بیمارانشده از 

تهیــه شــده از زخــم هــاي اســمیر  40 در مجمــوع، تعــداد
بــراي انجــام  غیرمعمــولاز زخم هاي  اسمیر 40و  معمول
PCR ــد ــاب ش ــتخراج ند. انتخ ــلایدهاي  DNAاس از اس

 -کلروفــرم–بــا روش فنــل بیمــاران رنــگ آمیــزي شــده 
ــل ــل الک ــد ایزوآمی ــام ش ــه، ).5(انج ــن مطالع  PCRدر ای

ــا اســتفاده از  )7(الیشــمانیو گونــه  )6(اختصاصــی جــنس ب
 80بــر روي kDNAپرایمرهاي ناحیــه مینــی ســیرکل ژن 

   .شد نمونه انجام

  و بحث یافته ها
بیماران نشان داد کــه  اسمیرهاي تهیه شده ازبررسی 

اســمیر  داراي درصد) 7/78(نفر 278 مورد، 353 تعداد از
هم  معمولهاي زخم تمامدر مطالعه حاضر،  .مثبت بودند

مثبــت  PCRهــم مولکــولی  پی ووســکمیکرو بررسیدر 
ــد ــکوپی در . بودن ــی میکروس ــا دربررس ــا  40ام ــار ب بیم

نتــایج روش میکروســکوپی  هــاي غیــر معمــول کــهزخم
اختصاصی براي شناسایی  PCRها منفی بود، آزمایش آن

درصد)  15مورد ( 6 جنس و گونه صورت گرفت که در
 .شناسایی شــدلیشمانیا انگل  یکینتوپلاست DNAها از آن

 تمــام در مرجــع هــايگونه با مقایسه در انگل گونهچنین هم
ترین متداول. بود تروپیکا لیشمانیا بررسی مورد هاينمونه

روش براي تشخیص آزمایشگاهی لیشمانیوز پوستی تهیه 
آمیــزي بــا رنــگ گیمســا از زخــم بیمــار و رنــگ اســمیر

تــوان بــه عــدم اما از نقاط ضعف این روش مــی ).7(است
 هاي انگل، حساسیت پــایین آن در تشــخیصنهتشخیص گو
در مرحله مزمن بیماري، نیاز به دقت  منفی و موارد مثبت

هایی با تعداد کــم انگــل و مهارت بالا در تشخیص نمونه
اشاره کرد که مجموع این عوامل استفاده از این روش را 

  .)8،9(تا حدودي با مشکل روبرو ساخته است
ــه  ــاران،در مطالع ــار و همک ــدود  فخ ــد  56ح درص

 PCRاسمیرهاي منفــی از نظــر میکروســکوپی، بــا روش 
پازوکی و همکاران طــی مطالعــه اي بــر  ).10(مثبت شدند

ســـالک گـــزارش نمودنـــد کـــه  لوپوئیـــدروي اشـــکال 
اسمیرهاي مستقیم تهیه شده از این بیماران همگی منفــی 

بر روي اســمیرهاي  PCRبودند و تنها با استفاده از روش 
در مطالعــه  .)1(شناسایی شــد لیشمانیا تروپیکا انگلمنفی، 

محقق و همکاران، شناسایی مولکــولی گونــه لیشــمانیا بــا 
 81از میــاناستفاده از اسمیرهاي منفی صورت گرفت که 

 9بیمار مبتلا به ضــایعات پوســتی بــا اســمیر منفــی تعــداد 
مثبت شدند که گونــه  PCRدرصد) با روش  1/11( ماریب

  ).12(شناسایی شد ا تروپیکالیشمانیتمامی آن ها 
در مطالعه پقه و همکاران، در استان گلســتان کــه بــا 

 گسترش مستقیم فاقـد جـــسم 65بر روي  PCRانجام روش 
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 ،)درصــد 3/52مــورد (34انجام گرفــت، در تعـــداد  لیـشمن،
DNA ــل ــت انگ ــمانیاکینتوپلاس ــد لیش ــایی ش  ).13(شناس

شناســایی ، ایـن روش را در چنین کرمیان و همکارانهم
ــیار کارآمــدتر از روش  ــزمن بس ــول و م ــوارد غیرمعم م

که در بسیاري از جاییاز آن .)14(مـستقیم اعـلام نمودنـد
هاي غیر معمول و مزمن، منفی موارد اسمیر مستقیم زخم

شـــود و ایـــن روش از حـــساسیت پـــایینی گـزارش مـی
داراي حساســیت  PCRبرخوردار است و از سوي دیگــر 

 شـود در صـــورت مـــشکوكت، لذا پیـشنهاد مـیبالایی اس
ویژه در مناطق آنــدمیک، بــه منظــور  بـودن بـه بیماري به

استفاده   PCRتر و یا رد آن، لزوماً ازروشتشخیص دقیق
  ).15-19(شود

در مطالعــه حاضــر  PCRدر مـــورد کـــارآیی روش 
 درصـد از مواردي کــه نتیجــه آزمــایش15مشخص شـد در 
مثبــت شـــده  PCR ـوده اسـت بـــا روشمـستقیم منفـی ب

اسـت. لـذا این روش بـــه منظـــور تـــشخیص دقیــق و بــه 

موقع بیماري و جلوگیري از موارد منفـی کاذب توصــیه 
انجــام  دهد کهنتایج این مطالعه نشان می ).18-20(شودمی

تشخیص لیشمانیوز  مستقیم میکروسکوپی براي آزمایش
ه کــافی قابــل اعتمــاد پوستی در مناطق آندمیک به انــداز

منفــی  بــر روي اســمیر PCRعلاوه بر ایــن انجــام  .نیست
بــه درمــان بــه منظــور  پوستیلیشمانیوز به  مشکوكافراد 

  شود.تر توصیه میموقع و مناسب
  

  سپاسگزاري
 بم بــه بهداشت مرکز همکاران کلیه از به این وسیله

  . شــودمــی قــدردانی هــاي ارزشمندشــانهمکــاري خــاطر
با کــد  2105تحقیقاتی  طرح از بخشی حاصل همطالع این

 دانشگاه علوم پزشکی IR.MAZ.REC.95.2105اخلاق 
ــدران ــی مازن ــاتم ــت تحقیق ــد. از معاون ــاوري و باش  فن

 هايهزینه تأمین خاطر مازندران به پزشکی علوم دانشگاه
  .نماییممی تشکر مالی
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