
  
 Journal of North Khorasan University of Medical Sciences                                  مجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی             

  :Summer2013;5(2) 491-485                                                                                                                                 491- 485):2(5؛1392 تابستان

  
  

در تشخیص   NNNمیکروسکوپی و کشتمستقیم  ، PCR-RFLPهاي مقایسه روش
  لیشمانیوز جلدي

 
 5، محمد علی نیلفروش زاده4سیروس هاشمی ،3هاشمی یترا م ،*2حجازي ، سیدحسین1هاشمی نوشین 

  
 ایران بجنورد، شمالی، خراسان پزشکی علوم دانشگاه ،دانشجوي دکتري شناسی و ارشد انگل کارشناس 1
 ایران اصفهان، اصفهان، پزشکی علوم دانشگاه، پزشکی دانشکده شناسی، قارچ و انگل گروه ،لیشمانیوز و پوستی هاي بیماري تحقیقات مرکز دانشیار،2
 ایران بجنورد، شمالی، خراسان پزشکی علوم دانشگاه معاونت پژوهشی،، آمار کارشناس ارشد 3
 الی، بجنورد، ایران دانشگاه علوم پزشکی خراسان شممرکز بهداشت شیروان، دندانپزشک، 4
  ایران ،تهران  ،دانشگاه علوم پزشکی تهران ،هاي بنیادي دانشیار، مرکز تحقیقات بیماري هاي پوست و سلول5
  اصفهان، دانشگاه علوم پزشکی، دانشکده پزشکی، گروه انگل و قارچ شناسی :ولئمس نویسنده*

  hejazi@med.mui.ac.ir : پست الکترونیک
  16/6/92:پذیرش  5/6/92 :اصلاح  15/4/92 :وصول

  چکیده
با توجه به اینکه ارتقاء روش هاي . لیشمانیوز، بیماري عفونی انگلی با انتشار وسیع در مناطق معتدله و گرمسیري است :زمینه و هدف

 ،در کاهش عوارض بیماري به خصوص پیشگیري از بروز اسکارهاي وسیع داردنقش به سزایی  CL (Cutaneous Leishmaniasis) تشخیص صحیح و سریع
 NNNمیکروسکوپی و کشت  مستقیمهاي  در مقایسه با روشL5.8S و  ITSRLبا پرایمرهاي  PCR-RFLP روشارزیابی هدف از این مطالعه 
  .می باشد CLبراي تشخیص 

 مثبت Leishmanin Skin Test (LST)با بیمار  CL،60ه ي جلدي مشکوك به بین افراد داراي ضایعدر این مطالعه از  :کار روشمواد و 
آمیزي شده با  هاي رنگ لام .تهیه گردید PCR–RFLPو NNN در محیط سه نمونه جهت بررسی میکروسکوپی، کشت انتخاب و از هر کدام

 ، NNN محیط به بیمار ضایعه حاشیه از شده برداشت ادمو از مقداري کشت جهت .ماستیگوت انگل آزمایش شداجهت مشاهده اشکال  100×لنز روغنی
 HaeIII آنزیمبا هضم از بعد و گرفت صورت اختصاصی پرایمرهاي با ITS1 توالی از تکثیر PCR-RFLP شروبا استفاده از   DNAاستخراج پس از. شد دهقال داانت

 مورد SPSS15با استفاده از نرم افزار استفاده از آمار توصیفی و تست حساسیت داده ها با . شد گونه تعیین استاندارد هاي سویه با درمقایسه ها ایزوله
  .تحلیل قرار گرفتو تجزیه

در . مثبت شد) 62(%مورد  37در  NNNو نتایج کشت نمونه ها در محیط ) 60(%بیمار  60مورد از  36روش میکروسکوپی در  :ها افتهی
  . شدو تعیین گونه با این روش مثبت  ،)91(%مورد  PCR-RFLP 55 روش

استفاده از  فراهم نمودن امکانات ،PCR-RFLPروش با  ها و امکان تشخیص گونهنتایج حاصل از این مطالعه  به با توجه :نتیجه گیري
   .پیشنهاد می گردد در مراکز درمانیدر موارد لازم،  NNNکشت و میکروسکوپی همراه با روش مستقیم  ،این تکنیک

 لیشمانیوز جلدي  ،کشت مستقیم میکروسکوپی، ، PCR-RFLP:کلیديه هاي ژوا

 مقدمه
 مناطقپوستی  شایع هاي بیماري از یکی جلدي لیشمانیوز
 حدودکه  است ایران جملهاز  گرمسیري ونیمه گرمسیري

 بیمارياین  به ابتلا معرض جهان در در نفر میلیون 350
 لیشمانیوزجلدي عامل L.tropica ي گونه دو .]1[هستند

 جلدي لیشمانیوز عامل L .majorو) خشک( شهري
 جلدي لیشمانیوزعوامل ایجاد کننده  )مرطوب( روستایی

در ایران نوع آنتروپونوتیک  .]2[ می باشند قدیم دنیاي در
یا نوع شهري لیشمانیوز جلدي اغلب در شهرهاي تهران، 
شیراز، خراسان، کرمان و نوع روستایی در اصفهان، 

پژوهشی مقاله  
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گزارش شده  م، بوشهر و سمنانگلستان، خوزستان، ایلا
 جهت بالا ویژگی و حساسیت با روشی انتخاب .]3،4[است

 بالایی اهمیت از  Leishmaniaهاي انگل تشخیص
غیر از  انگل، هاي گونه تشخیص جهت و است برخوردار

 کشت هاي ازروشروش رایج مستقیم میکروسکوپی 
 . شود می استفاده  مولکولی و سرولوژي آزمایشگاهی،

 عامل تعیین برايشکل شناختی انگل  تشابهات به اتوجهب 
 مولکـولی نویـن هـاي روش اخیـر درسالیـان بیماري
-PCR و  Real-time-PCR هاي بـرتکنیـک مبتنی

RFLPغیر از  توان می راحتی بهکه  .شده است استفاده
 زمان ترین کوتاه در را انگل هاي گونهتایید تشخیص انگل 

  .]5[کرد هویت تعیین
 PCRروشبا هدف  مقایسه  راو همکاران مطالعه اي 1اما   
سال  دردنیاي جدید و قدیم  CLدر تشخیص  و کشت 

حساس تر   PCRروشدر این مطالعه  .دادندانجام  2012
در بررسی دیگري که  .]6[شدگزارش از روش کشت 

 195بر روي  2012در سال  و همکاران هاشم Heshamتوسط 
گزارش شد که  ،صورت گرفتبیمار در شهر مدینه 

PCR(kDNA)  در .می باشد100%داراي حساسیت 
 در نمونه ها واز  2/39%روش کشت انگل مطالعه آن ها در 

  .]7[شدمثبت  نمونه ها از 3/55%بررسی اسمیر 
و  3، ناصرالدین)2011( و همکاران 2هاجران در مطالعات

 5اسکونیان ،)2003(و همکاران  4جلینیو ،)2008(همکاران
 ITS1 مشخص گردیده است که )2011(و همکاران 

PCR-RFLP  تشخیصدر  کارآمدروشیCL  می باشد 
پس از هدف  PCR-RFLP ، DNAتکنیکدر  .]8-11[

هضم می  اندونوکلئازمحدودکننده  هاي  آنزیم با ،تکثیر
 تشخیص براي اي طورگستردهاین تکنیک به . گردد

  .]12[ دارد کاربرد ها میکروارگانیسم مولکولی
ریزي کنترل،  تعیین مشخصات انگل به منظور برنامه 

. اي برخوردار است اهمیت ویژه ازCL پیشگیري و درمان 
روش درمانی مورد استفاده نیز متفاوت  بسته به نوع انگل

 ازانجام هدفبا توجه به مقدمه ي پیشگفت،  .]13[ است

                                                        
1 -Emma 
2- Hajjaran 
3- Nasereddin 
4- Gelanew 
5 -Schönian 

در مقایسه با   PCR-RFLPروش مقایسه حاضر مطالعه
براي  NNN در محیط یکروسکوپی و کشتم مستقیم

  .می باشد CLتشخیص 
  کار روش

در اصفهان در  است که مقایسه اي توصیفیاز نوع طالعه م
به بیماران مراجعه کنندگان  .انجام شد 1388سال 

 لیشمانیوزهاي پوستی و  آزمایشگاه مرکز تحقیقات بیماري
حجم نمونه بر اساس  .بوده اندي طاهره اصفهان  صدیقه

مورد  60 ،اطلاعات به دست آمده از مطالعات مشابه
امضاء فرم پس از تکمیل پرسشنامه و  .گردید ینتعیی

از  .افراد وارد مطالعه می شدند.رضایت نامه توسط بیمار
داراي  مشکوك و بین افراد داراي ضایعه ي جلدي فعال و

مورد  LST، 60واکنش مثبت افزایش حساسیت تاخیري 
به عنوان  LSTآزمون . گردید تلقیعی به عنوان مثبت قط

 1/0روش استاندارد طلایی در نظر بوده است که باتزریق 
میلی لیتر آنتی ژن لیشمانین به طور داخل جلدي در 

نتیجه ي آن پس  و سطح رویی ساعد بیمار انجام می شد
   .ساعت قرائت می گردید 72از 

ی ضدعفونی و برش کوچک 70%ابتدا محل ضایعه با اتانول 
بار   در حاشیه برجسته زخم به وسیله تیغ جراحی یک

مصرف ایجاد شد و مقداري از بافت همراه با سروزیته از 
  .موضع ضایعه برداشت و بر روي لام گسترش تهیه گردید

ها در مقابل هوا خشک و  اسمیرهاي تهیه شده بر روي لام
آمیزي از  براي رنگ. با متانول چند دقیقه فیکس گردید

آمیزي شده  هاي رنگ لام. ستفاده شدا 10%مسا رنگ گی
مورد بررسی اولیه و لنز  40×پ با لنز وزیر میکروسک

ماستیگوت انگل اجهت مشاهده اشکال  100×روغنی 
  .آزمایش شد

ها مقداري از مواد برداشت شده از بیمار  جهت کشت نمونه
رده شد و در ب NNN به طور استریل به محیط کشت

روز  3هر  محیط هاي کشت. شد رينگه دا C01±25دماي
  . شدمی ها بررسی  ماستیگوتپرواز نظر وجود 

می شد و  استریل PBS ی تهیه شده واردبافت هاي نمونه
با استفاده از انگل  DNA .شدمی  به آزمایشگاه انتقال داده

 PCR (Roche, high pure template کیت
preparation)  ناحیه .رد استخراج قرار گرفتموITS1 

ها با استفاده از دو  تخراج شده از ایزولهاس  DNAبهمربوط 
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مورد تکثیر ) Corbet(پرایمر زیر و دستگاه ترموسایکلر
  :قرار گرفت

 L ITS R 5’-CTG GAT CAT TTT CCG :1پرایمر
ATG 3’ 

 TGA TAC CAC TTA TCG CACTT -:2پرایمر
3’ َ◌ L 5.8 S 5  

 L. tropica هاي استاندارد استخراج شده گونه DNAزا
(MHOM/IR/yazd1) و )L. major 

(MRHO/IR/75/ER  به عنوان کنترل مثبت استفاده
و اجزاء محلولی زیر جهت انجام واکنش اضافه  گردید
  :گردید

dNTP )200میکرومول(، MgCl2 )2میکرومول(، 
Primers each )25 پیکومول(،Template DNA 

 در که) واحد 5/0( Taq  polymerase،)میکرولیتر1(
 ودرترموسایکلر لیتري مخلوط میلی 2/0یکروتیوب م

  .قرارگرفت
درجه  94یک سیکل مقدماتی دناتوره کردن با دماي 

سیکل و هر  30دقیقه و سپس  5گراد به مدت  سانتی
  : سیکل شامل

  )Denaturation(ثانیه  20درجه سانتیگراد به مدت 94
  )Annealing(ثانیه   30درجه سانتیگراد به مدت  50
  . دقیقه 1جه سانتیگراد به مدت در 72
  .دقیقه 6درجه سانتیگراد به مدت  72

بر روي ژل  loading buffer محصول تکثیرشده با افزودن
  .الکتروفورز شد 1%آگاروز 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Digestion با آنزیم )(Fermentase Life Sciences 
Germany HaeIII: هضم واکنش ي دهنـده مـوادتشکیل 

 10(10X Buffer  ،)میکرولیتر ITS-rRNA)5/0  شامـل
  ddH2O،)میکرولیتر1( HaeIII ،)میکرولیتر

 انکوباتور در میکروتیوب و مخلوط هم با) میکرولیتر5/7(
 با و قرارگرفت ساعت 2مدت  به گراد ي سانتی درجه 37

 باندها ي مشاهده و الکتروفورز loading buffer افزودن
و در نهایت داده  شد مدرصد انجا 5/1% آگاروز ژل برروي

مار توصیفی و تست حساسیت با استفاده آها با استفاده از 
  .مورد تحلیل قرار گرفت  SPSS 15از نرم افزار 

  یافته ها
  CLبهاز بین مراجعین داراي ضایعه ي جلدي مشکوك 

داراي واکنش  LSTدر آزمون جلدي  کسانی که
 به عنوان ردمو 60 میلی متر بودند 5ایندوراسیون بالاتر از 

CL در این  تعیین شدههر سه روش  .مثبت انتخاب شدند
انتخاب شده بیماران مورد در  CLمطالعه براي تشخیص 

آمده 1نتایج حا صل از این مرحله در جدول . انجام گرفت
  . است
بیماران مبتلا  ITS-rRNA ي قطعه PCR-RFLP نتایج

ول نتایج الکتروفورز محص :به لیشمانیوز جلدي اصفهان
PCR  درصد، باند  1بر روي ژل آگاروزbp 350  را براي
هاي لیشمانیاي جدا شده از بیماران اصفهان نشان  نمونه

هاي استاندارد  داد که مطابق با باند به دست آمده از نمونه
L. tropica  وL. major محصول . بودPCR  بیماران  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  . درصد 1رد بر روي ژل آگاروز هاي استاندا هاي اصفهان همراه با گونه نمونه PCR productالکتروفورز  :1شکل 

M : ،استاندارد : 1شناساگر مولکولیL. major ،2 : استانداردL. tropica،6-3 :PCR product شاهد منفی: 7هاي اصفهان،  نمونه  
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باند مشابه باند ) L. tropica(ز جلدي خشکلیشمانیو
را بر روي ژل  bp 350یعنی باند  L. tropicaاستاندارد 

دو باند  Hae III آگاروز نشان داد که بعد از هضم آنزیم
bp 200  محصول ).2و  1هاي  شکل(به دست آمد  60و 

PCR  بیماران مبتلا به لیشمانیوز جلدي مرطوب نیز به
یعنی باند L. major ي استاندارد  مونهطور کامل مشابه با ن

bp350   بود که بعد از هضم آنزیم دو باندbp220 140و 
  ). 2و  1هاي  شکل(به دست آمد 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

 بحث
این مطالعه نشان داد که حساسیت هر دو روش 

با  .پائین تر است PCRاز روش کشت میکروسکوپی و 
و امکان  PCR-RFLPروش  يبالا تیتوجه به حساس

و  یکروسکوپیروش نسبت به روش م نیگونه با ا صیتشخ
این روش به عنوان متدي قاطع  گردد یم شنهادیپکشت 

 عیین هویتت .همراه با سایر روش ها استفاده گردد
شکل بر اساس  عمدتاًدر گذشته  Leishmania هاي گونه

  
  Hae IIIهاي اصفهان بعد از هضم با آنزیم نمونه PCR productالکتروفورز  :2شکل 

M : ،استاندارد : 1شناساگر مولکولیL. major ،2  استاندارد : 4هاي اصفهان،  نمونه ،3وL. tropica ،5 هاي اصفهان نمونه ،6و.  
  .تعیین گردید L. tropicaنمونه  2و L.majorنمونه  PCR-RFLP 53 با استفاده از 

 

  با سه روش LSTاز مقایسه روش استاندارد طلائی   نتایج به دست آمده :1جدول 
  PCR-RFLPو  NNNکشت بررسی میکروسکوپی، 

حساسیت به 
 درصد

 روش مثبت منفی جمع

 LSTمقایسه با بررسی میکروسکوپی 36 24 60 60
 

62 60 23 37 NNN   با کشتLST مقایسه 
91 60 5 55 PCR-RFLP با    LST مقایسه   
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که روش هاي و منطقه جغرافیایی بوده است ظاهري زخم 
مستقیم  روشها  سال .]14[ ادي نبوده استقابل اعتم

میکروسکوپی روش استاندارد در تشخیص لیشمانیوز 
از مزایاي این روش می توان به جلدي بوده است که 

مستقیم  روش امابودن آن اشاره کرد  و ارزان گیساد
که توان جداسازي   به خصوص این .پائینی دارد حساسیت

مل لیشمانیوز هاي عا Leishmaniaهاي مختلف  گونه
حساسیت براي روش در این مطالعه  .جلدي را ندارد

به دست آمد که با توجه به حساسیت  60%میکروسکوپی 
پائین براي تشخیص لیشمانیوز از اعتماد کافی برخوردار 

سطح   با توجه بههاي سرولوژي نیز  روش .]15،16[ نیست
 تشخیص درپایین آنتی بادي در فرم هاي جلدي بیماري، 

به علت همین طور . دکاربردي ندارن CLشکال ا
و تعدادي  Leishmania ژن هاي متقاطع بین آنتی واکنش

 از .]17[ هستندها فاقد حساسیت کافی  از میکروارگانیسم
می  ایجاد مشابه مختلف علایم هاي که گونه جایی آن

 مختلف هاي از گونه ناشی لیشمانیوزهاي اغلب و کنند
پوستی  علایم و طلبند می را وتیمتفا درمانی هاي رژیم
 هاي پاتوژن است توسط ممکن شده ایجاد
شود،  ایجاد) بورلیا و Streptococcus pyogenes(دیگر

 جهت Leishmania ي ها گونه تشخیص دقیق و تعیین
 بیماري حائز کنترل، پیشگیري و درمانهاي  ریزي برنامه

  .]16-13[ اهمیت است 
به دست  91% مطالعهدر این  PCRحساسیت براي روش 

و  اما .مشابه با نتایج مطالعات دیگر می باشد آمد که تقریباً
و  PCRهمکاران در مطالعه اي که با هدف مقایسه روش 

دنیاي جدید و قدیم در سال  CLدر تشخیص کشت 
  PCRگزارش کردند که روش اند انجام داده 2012

 مطالعه در .]6[ تر از روش کشت می باشد حساس
 که بر روي لام هاي برزیل در همکاران و  1ولونیبراست

 هاي روش مقایسه هدف باشده از مغز استخوان بیماران 
 حساسیت میزان انجام شد، احشایی لیشمانیوز تشخیص

 PCR 3/92و  درصد 59 کشت ،درصد 1/79مستقیم روش
نیز در مطالعه  2الجوابره .]18[ است شده گزارش درصد

منطقه  PCR را براي 100%گی ژیِوو  87%خود حساسیت 

                                                        
1 -Brustoloni 
2 -Al-Javabreh   

ITS1 3مارکوس در مطالعه .]19[ ده استرگزارش ک 
PCR(kDNA) عامل قادر به تشخیص گونه هاي 

جایگزینی براي بررسی  آمریکایی می باشد و وزلیشمانی
میکروسکوپی و تست پوستی مونته نگرو به ویژه در 

در  .]20[ ها منفی می باشند است مواقعی که این تست
براي مقایسه روش  4ساسون استنربن اي که توسط لعهمطا

PCR  با روش کشت و بررسی میکروسکوپی در تشخیص
لیشمانیوز جلدي  انجام شده مشخص شد 

 .می باشد 7/98%داراي حساسیت  PCR(kDNA)که
را  3/83%روش میکروسکوپی و کشت با هم حساسیت

 .]21[ که با نتایج مطالعه ما همخوانی دارد شته انددا

و همکاران براي تشخیص لیشمانیوز جلدي با  5اولیوریا
نمونه را مثبت  34بررسی شده  مورد 35از  PCRروش 

مشهد  همکاران در و شهبازي .]22[ تشخیص دادند
 به راPCR و کشت مستقیم، روش براي حساسیت

 گزارش درصد 100درصد و  2/86 ،درصد 3/79ترتیب
  ).23(خوانی دارد که با نتایج این مطالعه هم  است نموده

 مبتلا بیمار 219 روي بر همکاران و محمدي پور مطالعه در
 روش براي حساسیت میزان لیشمانیوز پوستی، به

 ترتیب به PCR و NNN محیط در کشت میکروسکوپی،
ه بود درصد 61/39 درصد، 65/50 درصد، 71/79شامل
بیمار در  195روي  که بر هاشم در مطالعه .]24[ است

داراي  PCR(kDNA)شهر مدینه صورت گرفته است 
% با روش کشت انگل  .گزارش شده است% 100حساسیت 

مثبت نمونه هاي  3/55%نمونه ها و بررسی اسمیر  2/39
  .]7[ تشخیص داده شد

و همکاران با استفاده از  6روترو اي که توسط  در مطالعه
PCR-RFLP  بر رويLeishmania  جلدي دنیاي هاي

توان با استفاده از  جدید صورت گرفت، مشخص شد که می
مبادرت  PCRبرش یک آنزیم محدود کننده در محصول 

هاي این مطالعه  از محدودیت .]25[ به تعیین گونه نمود
می توان به جمع آوري نمونه از یک محل یعنی آزمایشگاه 

 ي صدیقه لیشمانیوزهاي پوستی و  تحقیقات بیماريمرکز 
در زخم هاي با دوام  ضمناً .اشاره کردطاهره اصفهان 

                                                        
3 -Marques 
4 -Estnerbensussan 
5- Oliveira 
6 -Rotureau 
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عفونت هاي ثانویه موجب سخت شدن هدف جداسازي و 
باعث محدودیت هاي مالی نیز . کشت انگل می شود

  . محدودیت پوشش وسیع تر در این مطالعه گردیده است
  نتیجه گیري

به نتایج  یجهت هر گونه تصمیم گیري درماندر مجموع 
ی میکروسکوپی نمی توان اعتماد کرد به حاصل از بررس

  خصوص در مواردي که آزمایش اسمیر مستقیم از نظر 
  
  

 از روشتوصیه می گردد ماستیگوت منفی است و اوجود 
نیز براي تشخیص قطعی   PCRوکشت  هاي مکمل

 .دردگاستفاده بیماري 
  تشکر و قدردانی

 انگل هگرو کارکنان زحمات از دانند می لازم برخود نگارندگان
 مرکزتحقیقاتو اصفهان پزشکی علوم دانشگاه شناسی
 به اصفهان طاهره ي پوستی لیشمانیوز صدیقه هاي بیماري

  .نمایند قدردانی و تشکر ارزندههاي  خاطرهمکاري
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Abstract 
Background & Objectives: Leishmaniasis is a parasitic infectious 
disease with a wide clinical spectrum in tropical and subtropical 
areas. The aim of this study was to assess the PCR-RFLP method 
using two primers, ITSRL and L5.8S compared with direct 
microscopy and NNN culture methods for the diagnosis of 
cutaneous leishmaniasisis. 
Material & Methods: In this study among CL suspected patients, 
60 patients with positive LST were selected and three samples 
were taken from each. To detect CL via direct microscopy, NNN 
culture and PCR-RFLP methods.  
Result:The results showed that 60%, 62% and 91% of specimens 
from suspected cases were positive using direct microscopy, NNN 
culture,and.PCR RFLP methods respectively. 
Conclusion:Due to high sensitivity of the PCR-RFLP method for 
detection and speciation of etiologic agent of CL, to establish an 
accurate and rapid method for detection of Leishmania parasites 
in medical centers, it is suggested the method is utilized along 
with NNN culture and direct microscopy.  
Keyword: PCR-RFLP, direct microscopy, Cutaneous 
Leishmaniasis, culture 
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