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چکیده
زمينه و هدف: لیشمانیوز یکی از بیمار یهای مشترک بین انسان و دام است که توسط گونه‌های مختلف تک یاخته‌ای از جنس لیشمانیا ایجاد شده و توسط انواع پشه 
خاک یهای جنس فلبوتوموس منتقل م یشود. تشخیص گونه‌های لیشمانیوز جلدی به‌صورت میکروسکوپی قابل اطمینان نیست. در میان روش‌ها، PCR برای این منظور به 

نظر مناسب است. در این مطالعه شناسایی گونه عامل لیشمانیوز جلدی در شهرستان فسا به روش PCR مورد بررسی قرار گرفت.

مواد و روش‌ها: در ماه های فروردین تا اسفند 1390، از 138 مورد مشکوک به لیشمانیوز جلدی که در محدوده فسا بودند نمونه برداری انجام شد. پس از بررسی 
میکروسکوپی، اسمیرها جهت استخراج DNA و  استفاده در آزمایش PCR از سطح لام تراشیده شدند. 

نتایج: همه 138 اسمیر در بررس‌یهای میکروسکوپی و آزمایش PCR مثبت گزارش شدند. در PCR، در یک اسمیر، قطعه 750 جفت بازی معرف Leishmania tropica و 
در مابقی اسمیرها قطعه 560 جفت بازی معرف L. major مشاهده شد. 

نتیجه گیری:  نمونه‌های لیشمانیوز به‌دست آمده در شهرستان فسا به‌طور عمده از نوع روستایی است که در اين اين نوع، مخزن بيماري جوندگان وحشي به خصوص 
موش‌هاي صحرايي هستند، بنابراين جهت كنترل و پيشگيري از اين بيماري مبارزه با جوندگان به عنوان يكي از مهم‌ترين استراتژي هاي کنترلي بايد در اولويت قرار داده 

شود. همچنین به نظر م‌یرسد، روش مبتنی بر PCR به عنوان یک ابزار مناسب و قدرتمند برای تعیین گونه‌های لیشمانیایی مناسب باشد.

کلمات کلیدی: ليشمانيوز جلدي، شناسایی، ایران. 

مقدمه
انسان  بين  مشترك  بيماري‌هاي  از   )leishmaniasis( ليشمانيوز 
جنس  از  ياخته‌اي  تك  مختلف  گونه‌هاي  توسط  كه  است  حيوان  و 
ليشمانيا ايجاد مي شود و به وسيله انواع پشه خاكي فلبوتوموس ماده 
منتقل مي‌شود. اين بيماري به سه فرم جلدي )سالك(، احشايي )كالا 
فرم  شايع‌ترين  مي‌يابد.  تظاهر  )اسپونديا(  مخاطي  ـ  جلدي  و  آزار( 
ليشمانيوز، نوع جلدي آن است كه به دو صورت خشك )شهري( و 

مرطوب )روستايي( مشاهده مي‌شود )2 و 1(.
ايران ليشمانيا تروپيكا و ليشمانيا ماژور عامل ليشمانيوزيس  در 
جلدي مي‌باشند. مخازن انگل در اين بيماري متفاوت است، به طوري 
كه در نوع ليشمانيا ماژور جوندگان وحشي و موش و در نوع  ليشمانيا 
انگل  به عنوان مخزن  اتفاقي(  انسان )ميزبان  و  تروپيكا، گاهي سگ 
محسوب مي‌شوند )4 و 3(. تمام گونه‌ها و سویه‌های متعلق به جنس 
گونه‌هاي  تشخيص  و  هستند  يكسان  مورفولوژيك  نظر  از  ليشمانيا 
ليشمانيوز جلدي به صورت ميكروسكوپي و تهيه لام مستقيم امكان 
پذير نيست از طرفي استفاده از يافته هاي اپيدميولوژي و باليني نيز 
جهت ايـن امر كافي نيستند. از آنجـا كه DNA هر انگل مـانند سـاير 

موجودات زنده ويژه همان انگل است، مي‌‌توان با استفاده از DNA انگل 
اقدام به تشخيص و تعيين گونه نمود. در ميان روش هاي موجود براي 

اين كار استفاده از روش مولكولي  PCR مفيد مي باشد )6 و 5(.
استان فارس يكي از كانون هاي اندميك بيماري مي باشد، به طوري 
كه در سال 90 رتبه دوم را پس از استان ايلام از نظر میزان بروز به خود 
اختصاص داده است. شهرستان فسا در جنوب استان فارس با ميزان 
بروز 550 در صد هزار نفر در سال 86 بالاترين ميزان بروز بيماري در 

كشور را به خود اختصاص داده است.
آخرين اطلاعات مربوط به بروز بيماري در سال 90 در شهرستان 
فسا 84 مورد به ازاي 100000 نفر و بيشترين ميزان شیوع در گروه 

سني 4-0 سال و سپس 9-5 سال مي باشد. 
بيشترين ميزان بروز بيماري در ماه هاي آبان و آذر دیده م یشود. 
90 درصد موارد مربوط به دهستان ميانده در جنوب شهرستان فسا 
مي باشد. ميزان بروز بيماري در كل كشور در سال 90، 26 مورد در 
100000 نفر مي باشد )7(. اكثر تحقيقاتي كه تاكنون در زمينه اين 
تمركز  و شيوع سنجي  درمان  روش  به  است  گرفته  بيماري صورت 
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داشته است. از آنجا كه تحقیقات چنداني در زمينه شناسايي گونه‌هاي 
بيماري در این شهرستان صورت نگرفته است، لذا بر آن شديم تا اين 
تحقيق را با هدف بررسي گونه‌هاي مختلف ليشمانيوز جلدي به انجام 

برسانيم. 

مواد و روش‌ها
اسفند 90 در  تا  فروردین  از  نمونه‌گیری  اين مطالعه مقطعی،  در 
شهرستان فسا به طول انجاميد. ابتدا كانون‌هاي آلوده را با توجه به ميزان 
بروز بيماري در سال قبل تعيين نموده و از كليه افرادي كه داراي ضايعه 
مشكوك به ليشمانيوز جلدي بوده و توسط پزشك به آزمايشگاه ارجاع 
شرايط  در  برداري  نمونه  بررسي،  فرم  تكميل  از  پس  مي‌شدند،  داده 
استريل انجام شد. از 138 بيمار مشكوك، دو لام تهيه و به روش گيمسا 
رنگ آميزي گردید. نمونه برداري با بیستوری و از زير زخم و با برداشت 
بافت حاوي ماكروفاژها صورت گرفت و پس از رنگ آميزي با گيمسا، با 
بزرگنمايي 100 جهت ديدن انگل مورد بررسي قرار گرفتند. سپس سطح 

لام‌هاي مثبت تراشيده شده و جهت PCR مورد استفاده قرار گرفتند. 
استخراج DNA: استخراج DNA نمونه ها با استفاده از روش فنل-
کلروفرم و پروتئیناز  k انجام شد )8(. روش کار بدین ترتیب بود که نمونه 
رنگ آميزي شده سطح لام را داخل میکروتیوب 1/5 سی سی ریخته و 
200 میکرولیتر بافر لیز کننده و 5 میکرولیتر پروتئیناز k به آن افزوده شد 
و به مدت دو ساعت در انکوباتور در دمای 56 درجه سانتیگراد قرار داده 
شدند. سپس به محتویات میکروتیوب ها 100 میکرولیتر از مخلوط فنل-
کلروفرم-ايزوآميل الكل اضافه گردید و پس از مخلوط کردن، به مدت 5 
دقیقه با دور rpm 15000 سانتریفوژ شدند. در این مرحله سه لایه مشاهده 
شد که مایع رویی حاوي DNA، لایه وسط شامل چرب یها و پروتئین ها 
و لایه زیرین مخلوط فنل-کلروفرم-ايزوآميل بودند. محلول رویی )حدود 
150-100 میکرولیتر( را با دقت جداکرده و در یک میکروتیوب جدید 
ریخته و دو برابر حجم آن ایزوپروپانول )حدود 300-200 میکرولیتر( 
و یک دهم حجم )حدود 15-10 میکرولیتر( استات سدیم 3 مولار به 
آن اضافه شد. پس از مخلوط کردن نمونه ها در میکروتیوب ها، آن‌ها را 
به مدت حداقل 40 دقیقه دردمای 20- درجه سانتیگراد فریز کرده و 
 12000 rpm بعد از خارج کردن نمونه ها از فریزر به مدت 15 دقیقه در
سانتریفوژ شدند. مایع رویی دور ریخته شده و بعد از خشک شدن رسوب، 
50 میکرولیتر آب مقطر به آن اضافه گردید و پس از مخلوط کردن، از آن 

براي انجام واکنش PCR استفاده شد.
CSB1XR (ATTTTTCGCGATTTTCGCA� پرایمر های :PCRR

 )CSB2XF (CGAGTAGCAGAAACTCCCGTTCA و )GAACG
A13Z (ACTGGGGGTTGGTGTAAA  در مرحله اول و پرایمرهای 

TAG( و )LIR (TCGCAGAACGCCCCT جهت مرحله دوم مورد 
استفاده قرار گرفتند. در مرحله اول هر 25 ميكروليتر محلول واكنش 
میلی   1/5 نـانوگرم(،   200 غلظت  )با   ‌DNA ميكروليتر    5 حاوي 
اسید  نوکلوئیک  ریبو  داکسی  مولار  میلی   0/2 منيزيم،  مولاركلريد 
)dNTP mix(، 2/5 میکرولیتر بافر 10x) PCR(، يك واحد تک دی 
 CSB2XF و   CSB1XR پرایمر   میکرومول   10 و  مراز  پلي  آ  ان 
دستگاه  در  شده  استفاده  برنامه  بود.  سیناژن(  شرکت  )محصول 
 Mastercycler gradient; Eppendorf AG, Hamburg,( ترموسايكل 

Germany( شامل: دماي دناتوراسيون 5 دقيقه در 90 درجه‌ي سانتي‌گراد 
و به دنبال آن 30 سيكل شامل، 45 ثانيه در 90 درجه ي سانتي گراد، 1 
دقيقه در 55 درجه ي سانتي گراد و 1/5 دقيقه در 72 درجه ي سانتي گراد 
و سپس در نهايت به مدت 5 دقيقه در دماي 72 درجه ي سانتي  گراد قرار 

داده شدند.
سپس محصول اين مرحله از PCR به ميزان 1 به 9 با آب خالص 
رقيق سازي شده و سپس 1 ميكروليتر از اين محلول رقيق در مرحله 
دوم PCR استفاده شد. تمام مراحل مانند مرحله ي اول PCR مي باشد 
بجز اینکه بجای پرایمر های مرحله اول از پرایمرهای LiR و 13Z استفاده 
گردید و همچنین حجم کل محلول واکنش به 30 میکرولیتر افزایش 

یافت )10 و 9(.
5 ميكروليتر از نمونه محصول مرحله دوم PCR براي الكتروفورز 
درون چاهک هایی که بر روی ژل آگاروز با غلظت 1/5% نشاندار شده 
با اتیديوم برومايد ریخته شد و سپس به وسيله ي نور ماوراء بنفش 

بررسی گردید )9(.
اندازه ي هرمحصول مشاهده شده در مقايسه با مارکر )ladder( و 

نمونه کنترل مثبت مقایسه گردید.
براي انجام كنترل های مثبت، از DNA استخراج شده از كشت هاي 
پروماستيگوت مرجع از انگل )L. major  (MHOM/ir/54 lv39 و انگل 
MHOM/ir/89/ARAZ) L. tropica( كه روي هر ژل ايجاد شده بود 

استفاده شد )11(.

نتایج
نمونه  تهيه شده، 137  نمونه  از 138  داد كه  نشان  اين مطالعه 
ليشمانيا ماژور و يك نمونه ليشمانيا تروپيكا بود، كه اين يك نمونه هم 

تصویر1ـ نتایج PCR  نمونه های جدا شده از بیماران کانون فسا: مارکر 
اندازه )شماره 1(، کنترل مثبت Leishmania major )شماره 2(، کنترل مثبت 
 L. major شماره 4(، کنترل منفی )شماره 10(، بیماران مبتلا به( L. tropica

)شماره های 3، 5، 7، 8 و 9(، بیمار مبتلا با L. tropica )شماره 6(
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طبق بررسي هاي انجام شده مورد وارده محسوب مي شود. با توجه به 
اينكه 100% نمونه‌ها مربوط به L. major  بود ارتباطي بين گونه انگل 
و تعداد ضايعه، سن، جنس و نوع ضايعه بيماران وجود ندارد. ميانگين 
سني بيماران 19/26 سال، 51 درصد افراد داراي ضايعه مرطوب، 49 
درصد داراي ضايعه خشك،52 درصد افراد مذكر و 48 درصد مؤنث 
افراد  درصد  و 17  شيبكوه  بخش  به  مربوط  افراد  درصد  بودند، 57 
مربوط به ششده، 26 درصد بخش مركزي و فسا مي باشند.30 درصد 
افراد داراي يك ضايعه، 29 درصد دو ضايعه، 21 درصد سه ضايعه، 7 
درصد چهار ضايعه، 4/5 درصد پنج ضايعه و 3 درصد دارای 8 ضایعه 

بودند )جدول1(. 

بحث 
تا قبل از پيدايش روش های جديد، شناسايي و تفكيك گونه هاي 
انگل با مشكلات زيادي توأم بوده است و از راه هاي پيچيده‌اي براي 
اين منظور استفاده م یگرديد. علائم كلينيكي، اپيدميولوژي بيماري، 
بررسي ناقلين، توانايي ايجاد بيماري در حيوانات آزمايشگاهي و رشد در 
محيط كشت از فاكتورهايي بودند كه براي تشخيص گونه انگل به كار 
م یرفتند. اما امروزه با شناخت ژن ها و استفاده از روش هاي تشخيص 
مولكولي، مشكلات روش هاي فوق، مشاهده نمي شود و با استفاده از 
DNA موجودات، مي توان به راحتي گونه انگل را تعيين نمود )13و12(. 
روش هاي مختلف PCR بدين منظور استفاده مي شود. حاتم و همکاران 
تعدادی از بیماران مبتلا به سالک ساکن استان فارس را با روش های 
مورد  نمونه های  کلیه  که  داده  قرار  بررسی  مورد   PCR و  آنزیم  ایزو 
بررسی، لیشمانیا ماژور تشخیص داده شدند، و این موضوع را نشانه‌ای 
از افزایش گسترش این گونه لیشمانیا در ایجاد لیشمانیوز پوستی در 
استان فارس م یداند )14(. بنی مصطفوی در سال 1385 با بررسی 
دموگرافیک لیشمانیوز پوستی در طی ده سال 83-73 و استفاده از 
داد  نشان  فارس  استان  اپیدمیولوژی  در   )GIS( اطلاعات جغرافیایی 
که بیشترین میزان شیوع بیماری در شرق استان فارس و مربوط به 

شهرستان نی ریز م یباشد )15(.

با توجه به تابلو بالینی بسیار گسترده و پیچیده ضایعات پوستی و 
موارد تشخیص افتراقی متعدد، تشخیص بیماری در کانون های بومی 
به صورت آزمایشگاهی انجام گیرد از طرف دیگر چون روش مستقیم 
تشخیص بیماری به علت عدم امکان تهیه مناسب نمونه از حساسیت 
کافی برخوردار نیست، در مواردی که تعداد آموستیگوت‌های انگل در 
روش  م یرسد،  به حداقل  تشخیص  امکان  و  بوده  کم  بسیار  اسلاید 
مولکولی PCR بر روی اسلایدها جهت تشخیص بیماری و تعیین گونه 

انگل استفاده شود )13(.
شواهد مولكولي و اپيدميولوژيكي استان فارس نشان مي دهد كه 
مطالعه  در  مي باشد.  غالب  گونه  استان  اين  در  ماژور  ليشمانيا  گونه 

حاضر، اختلاف معني داري بين ميزان ابتلا جنس مذكر و مؤنث ديده 
نشد. بر اساس نتايج بدست آمده از مطالعه مذكور فصل پایيز و زمستان 
بيشترين ميزان بروز بيماري و فصل بهار كمترين ميزان را به خود 
اختصاص داده است. این الگوی فصلی با گونه غالب انگل در شهرستان 
مشاهدات  با  مطالعه  این  در  آمده  بدست  نتایج  دارد.  مطابقت  فسا 

قاسمیان و همکاران در اهواز مطابقت دارد )15(.

 نتيجه‌گيري
با توجه به نتيجه آزمايش‌های PCR، شهرستان فسا را مي توان 
به عنوان كانون ليشمانيوز روستايي )مرطوب( به حساب آورد. در اين 
نوع ليشمانيوز، مخزن بيماري جوندگان وحشي به خصوص موش هاي 
صحرايي و ناقل بيماري عمدتاً پشه خاكي از نوع فلبوتوموس پاپاتاسی 
ليشمانيوز  بيماري  آندميك  مهم  كانون هاي  از  فسا  است. شهرستان 
جلدي نوع روستايي به شمار مي رود. در اين منطقه آلوده ترين ناحيه 
دهستان ميانده )با ميزان بروز 87 در 1000 نفر  در جمعیت زیر 6 
سال( به عنوان ناحيه هايپرآندميك در نظر گرفته مي شود. بنابراين 
جهت كنترل و پيشگيري از اين نوع بيماري در اين شهرستان برنامه 
مبارزه با جوندگان و ناقلین به عنوان يكي از مهم‌ترين استراتژي هاي 

كنترلي اين بيماري بايد در اولويت قرار داده شود. 

جدول 1 ـ ارتباط بین گونه انگل لیشمانیا و سن، جنس و نوع ضایعه در بیماران مبتلا به لیشمانیوز در کانون فسا

نوع ضايعه جنسيت )درصد( سن
)ميانگين( تعداد نوع انگل

مرطوب خشك مرد زن

51/8 48/2 48/9 51/1 19/38 137 ليشمانيا ماژور
- * 1 - 18 1 ليشمانيا تروپيكا
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Abstract
Background & Objective: Leishmaniasis is a common disease between humans and animals caused by protozoa of the genus 
Leishmania spp. It is transmitted by the female species of Phlebotomus.The most common form of leishmaniasis is the cuta-
neous form seen as either dry (urban) or wet (Rural). Detection of cutaneous leishmaniasis species is not reliable by micros-
copy. Among the methods, PCR is useful for this purpose. In this study, we aimed to investigate the cutaneous leishmaniasis 
species by PCR method in Fasa district.

Materials & Methods: Slit biopsies were collected from 138 suspected cases of cutaneous leishmaniasis who were presented, 
consecutively, in Fasa district from April 2011 to February 2012. After the microscopy, the entire smear was then scraped off 
the slide surface for DNA extraction and PCR assay. 

Results: All 138 investigated smears were reported positive by microscopy and nested PCR assay. In PCR, One of the smears 
had the 750-bp band, indicative of L. tropica and the rest had the 560-bp band indicative of L. major. 

Conclusion: In conclusion, the cutaneous leishmaniasis found in Fasa district is predominantly Rural Cutaneous Leishman-
iasis. The PCR-based assay used in the present study appears to be a suitable and powerful tool for the characterization of 
Leishmanial species.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis, detection, Iran.
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