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  مقدمه 
پوسـتي  شايع  هاي   يكي از بيماري  ) سالك(ليشمانيوز جلدي   

 كـشور جهـان از جملـه ايـران آنـدميك اسـت و               88است كه در    
   )1(. ميليون نفر در معرض ابتلا به بيماري هستند350حدود 
هـاي تـشخيص طبـي و        اي تشخيص بيماري در آزمايشگاه    بر

  از روش مستقيم لاً ز تشخيصي خصوصي و دولتي معموـراكـــم

  
  

ارزان و بـه  اگـر چـه     اين روش   . گردد استفاده مي ) ميكروسكوپي(
راحتي در دسترس مي باشد و نيازي به مواد و تجهيزات پيـشرفته             

ر زخمهـاي   و حساس ندارد، اما بـراي تـشخيص عامـل بيمـاري د            
               روش كــشت. جلــدي از حــساسيت كــافي برخــوردار نيــست    

in vitroبالا و ويژگي مناسبي برخوردار است اً از حساسيت نسبت 

  چكيده 
ه  ب ـ   و طي دو دهه اخير رو به فزوني بوده و كانونهاي جديـدي را              استهاي متعددي    ليشمانيوز جلدي در ايران داراي كانون      :زمينه و هدف  
تشخيص اين بيماري معمولا به روش ميكروسكوپي صورت مي گيـرد امـا ايـن روش از حـساسيت لازم برخـوردار نيـست و                         . وجود آورده است  

در مقايسه با روش ميكروسـكوپي   PCRدر مطالعه حاضر، كارآيي روش .  مورد توجه قرار گرفته استPCR مانندهاي ديگري    استفاده از روش  
 .ه است براي تشخيص مستقيم ليشمانيوز جلدي و شناسايي گونه انگل مورد ارزيابي قرار گرفتin vitroو كشت 

 تـا   1384 در فاصـله زمـاني زمـستان         از روستاهاي ميرجاوه   بيمار مشكوك به ليشمانيوز جلدي       73از تعداد   در اين مطالعه     :مواد و روش كار   
 مورد آزمايش تشخيصي قـرار      NNN و كشت در محيط      PCR نمونه برداري از زخم انجام شد و نمونه ها با سه روش ميكروسكوپي،               1385بهار  

  . محاسبه گرديدWassertheil-Smolle حساسيت و ويژگي روش ها بر اساس ماخذ .گرفتند
 مثبت تـشخيص  NNN با روش كشت   درصد 15/63 و   PCR با روش     درصد 5/55 از نمونه ها با روش ميكروسكوپي،        درصد4/38 :يافته ها 

حـساسيت و ويژگـي محاسـبه    . تعيين شـد ) Leishmania major( مستقيم گونه انگل در همه نمونه ها ليشمانيا ماژور  PCRبا روش. ندداده شد
حـساسيت هـر دو     . بدسـت آمـد   % 73 و   PCR 76%و بـراي روش     % 100 و   %61كروسكوپي بترتيب   شده در مقايسه با روش كشت، براي روش مي        

  .بود در مقايسه با روش ميكروسكوپي بالاتر PCR اما حساسيت بود از روش كشت  پائين تر PCRروش ميكروسكوپي و 
همزمان بـا  (در شناسايي گونه انگل ليشمانيا  نسبت به روش ميكروسكوپي و قابليت آن         PCR با توجه به حساسيت بالاتر روش        :نتيجه گيري 

در كنـار آزمــايش  ) و كــشت PCR(ايـن دو روش  امكـان انجــام   همچنـين حــساسيت چـشمگير روش كــشت، پيـشنهاد مــي گـردد      و)تـشخيص 
وارد مـشكوكي    در مواردي كه نياز به تشخيص گونه ليشمانيا مي باشد و هم در م              تاميكروسكوپي حداقل در برخي مراكز تشخيصي فراهم گردد         
    )189 تا 181 ، ص86، پائيز 3 نهم، شماره دوره  مجله طبيب شرق،(. كه لام ميكروسكوپي منفي مي شود مورد استفاده قرار گيرند

  PCR ،In vitroليشمانيوز جلدي، تشخيص،  :واژه ها كليد

 17/4/86 : مقاله تاريخ دريافت

 26/10/86:تاريخ پذيرش مقاله 
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 ايـن   اما اين روش نيز محدوديتهاي خاص خـود را دارد از جملـه            
، نيـاز بـه    عـدم امكـان دسترسـي در همـه جـا          موارد مـي تـوان بـه      

ــاتور  ــودگي درجــه و محــي25انكوب هــاي  ط كــشت، احتمــال آل
هــاي كــشت و طــولاني بــودن دوره  ميكروبــي و قــارچي محــيط

حساسيت روش مستقيم و كشت به گونه انگل         . اشاره كرد  كشت
در بعضي منابع حساسيت    .  بستگي دارد  و طول دوره زخم سالك    

  )2( ذكر نموده اند درصد70 تا 50تركيبي اين دو روش را بين 

خير هم براي تشخيص و هم براي        در سالهاي ا   PCRتكنيك  
اعتقاد بـر ايـن اسـت       . )3-6(ده است   شتعيين گونه ليشمانيا استفاده     

براي تشخيص بيماري از حساسيت و ويژگـي بـالاتري           PCRكه  
هــاي ديگــر  نــسبت بــه روشــهاي ميكروســكوپي و بعــضي روش

بـالا بـودن     PCRيكـي ديگـر از مزايـاي روش         . برخوردار اسـت  
به روش كشت است كه زودتر بـه نتيجـه          آن نسبت   انجام  سرعت  

 انجـام   PCRمي رسد، اگر چـه روش ميكروسـكوپي سـريعتر از            
 100حـساسيت و ويژگـي   ) 1998( و همكـاران  Belli  .مي شود
 نـــسبت بـــه روش ميكروســـكوپي PCR را بـــراي روش درصـــد

ه ب ـ) 1999(و همكـاران     Avilesهمچنـين . )7(گـزارش نمودنـد   
 PCR را براي  درصد100 و رصد د92ترتيب حساسيت و ويژگي   

ــا حــساسيت   ــل روش ميكروســكوپي ب  روش ، درصــد42در مقاب
ــا حــساسيت   ــستولوژي ب ــرولوژيك  درصــد33هي ــشخيص س  و ت

)IgG (    گـزارش نمودنـد       درصـد  20با حـساسيت )در بررسـي   .  )8
هـاي پوسـتي      نمونه بيوپـسي از زخـم      119ديگري بر روي تعداد     

) 2002( و همكـاران  Rodrigues ليـشمانيوز آمريكـايي توسـط    
 بـراي تـشخيص تحـت جـنس          PCRنشان داده شد كه حساسيت      

Viania     و تحت جنس Leishmania و   درصـد  4/95ترتيـب   ه   ب 
  درصـد  100  و ويژگي آن بـراي هـر دو زيـر جـنس                درصد 2/88

نيز حساسيت و ويژگي ) 2003(و همكاران   Gangneux .)9(بود
هــاي تــشخيص  وش نــسبت بــه رPCRبــسيار بــالايي را بــا روش 

 )10( .نــدمــستقيم و كــشت در تــشخيص ليــشمانيوز گــزارش نمود
را بـا ترديـد      PCRنتايج بعضي مطالعات نيز كيفيت بـالاي روش         

 بــراي مثــال در غربــالگري ســگهاي آلــوده. مواجــه نمــوده اســت

 حـــساسيت PCR، )2003( و همكـــاران  Reithingerتوســـط
يص ليـشمانيا   براي تـشخ  ) ELISA(كمتري نسبت به روش الايزا      

  . )11(دونواني داشت 
عنوان ماركرهاي تشخيصي   ه   ليشمانيا ب  DNAهايي از    بخش

ــاكنون در كــشورهاي    ــه انگــل عامــل بيمــاري ت ــا تعيــين گون و ي
: از جملـه  . مختلف از جمله ايران مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت          

DNA رايبــوزومي )SSU rRNA ()12( تــوالي هــاي تكــراري ،
)repetitive sequences ()12(،DNA  كينتوپلاسـتي )kDNA (
ــاطقي از  . )15( ITS-I  و)3-5و9و13و14( ــازي در منـــ ــرات بـــ                  تغييـــ

 كينتوپلاسـتي در بـين گونـه هـاي مختلـف            DNAهاي   سكانس
 از اين تغييرات براي طراحي پرايمرهاي      و   انگل ليشمانيا شناسايي  

          ايـن پرايمرهـا    .  اسـت  شـده اختصاصي و وابسته به گونـه اسـتفاده         
مي توانند ضمن تشخيص مستقيم ليـشمانيا از نمونـه بيمـار، گونـه              

هدف از انجـام مطالعـه     . انگل ليشمانيا را نيز هم زمان افتراق دهند       
 مـستقيم بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي          PCRحاضر ارزشـيابي روش     
 براي NNNهاي ميكروسكوپي و كشت   فوق در مقايسه با روش    

هاي مشكوك به سالك و شناسايي مستقيم گونـه          تشخيص زخم 
 نتـايج بدسـت آمـده بتـوان در         تا بر اساس  انگل عامل بيماري بود     

با روشهاي ديگر و يا به عنـوان         PCRخصوص جايگزيني روش    
  .روشي مكمل در باره آن قضاوت نمود

   كارروش
 ميرجاوه در   72اين مطالعه مقايسه اي توصيفي در منطقه ميل         

حجـم نمونـه   .  انجام شـد   1385 و بهار    1384زمستان  فاصله زماني   
بر اساس اطلاعات موجود بـراي متغيرهـاي حـساسيت و ويژگـي             

 نفـر بدسـت آمـد كـه       78 نفـر تـا      31 از   PCRروشهاي مستقيم و    
نمونه در نظر گرفته شد، البته نمونه گيري از تعداد         حجم  بالاترين  

نفـر از بيمـاران      73 نفر از بيماران ميـسر نـشد و نهايتـا از تعـداد               5
 73تمامي  . داراي زخمهاي مشكوك به سالك نمونه برداري شد       

 ميرجـاوه   72نفر بيمار از افراد سـاكن در روسـتاهاي منطقـه ميـل              
بودند كه از روستاهاي مختلف و يا از عشاير بـصورت بيماريـابي             
شناسايي شدند و يا خـود بـه خانـه هـاي بهداشـتي و درمانگاههـا                 
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نمونه ها با خـراش دادن كنـاره هـاي متـورم            . مراجعه كرده بودند  
 كـشت   ،زخم پس از ضـد عفـوني كـردن، تهيـه و در سـه بخـش                

NNN  ،PCR      ،مـورد اسـتفاده     مستقيم و گسترش ميكروسكوپي
   .قرار گرفتند
بخشي از نمونـه تهيـه   : )NNNدر محيط ( in vitroكشت

 NNNشده از زخم مستقيمأ و در كنار شعله در فـاز مـايع محـيط                
 منتقل گرديد و پس oC 25به انكوباتورلوله ها . شدمي له لووارد 

 روز 2-3محــيط هــاي كــشت هــر ميكروســكوپي از آن بررســي 
    يكبار با مشاهده يك قطره از محـيط مـايع كـشت بـا درشـتنمايي              

گرديد و به محض مشاهده اشكال پروماسـتيگوت        مي  انجام  × 40
ه محيط كـشت    قطره از مايع روئي محيط كشت ب  3 تا   2ليشمانيا،  

جهت از بين بردن آلـودگي ميكروبـي        . جديد پاساژ داده مي شد    
  اسـتفاده   mlgµ100- 50/محيط كـشت جنتامايـسين بـه ميـزان          

  .شد مي
 از هر نمونه بيمـار دو لام مـستقيم          :آزمايش ميكروسكوپي 

ها با متانول، به روش گيمسا  تهيه و پس از فيكس كردن گسترش    
يزي گرديده و بـا عدسـي روغنـي مـورد مـشاهده دقيـق               رنگ آم 

ــرار   ــكوپي قـ ــي ميكروسـ ــتمـ ــل  . گرفـ ــدا قـ ــدان 100حـ  ميـ
مي هاي مختلف مشاهده     ميكروسكوپي از هر گسترش از قسمت     

  . گرديد
           بخـــش ديگـــري از :PCR و انجـــام DNAاســـتخراج 

 اسـتريل جهـت   PBSنمونه ها به لولـه هـاي حـاوي محلـول بـافر          
گرديـد و بـراي آمـاده سـازي         مـي   مستقيم منتقل    PCRآزمايش  

نمونـه هـا پـس از سـانتريفوژ و           ،DNAنمونه به منظور اسـتخراج      
تمـامي رسـوبها    مـي شـد و       شستشو با بافر استريل رسـوب گيـري       

           نگهـداري   -oC20شماره گـذاري و تـا زمـان اسـتفاده در فريـزر              
كت  از شر  DNG-plus كيت   ،DNAبراي استخراج   . گرديدمي  

ســيناژن تهــران تهيــه و مطــابق دســتورالعمل مــورد اســتفاده قــرار  
حاصل براي تشخيص و تعيين گونه انگل ليشمانيا DNA . گرفت

  .گرفتمي مورد استفاده قرار 

ــراي ــز از كيــت شــركت ســيناژن تهــران   PCR واكــنش ب ني
براي آماده سازي مخلوط واكنش، به ازاي هر نمونه          .استفاده شد 

) µl 5/0( واحـد  1و ) PCR )PCR mixط  مخلـو µl 20مقـدار  
Taq پلــي مــراز و µl 5  DNA  ــه مــورد نظــر داخــل يــك نمون

 قطره روغن معدني به هـر  1 ميلي ليتري ريخته و     2/0ميكروتيوب  
ترموسـايكلر از نـوع بيـومتراي       ( PCRلوله افـزوده و در دسـتگاه        

، PCRبراي اطمينـان از صـحت انجـام      . شدمي  قرار داده   ) فرانسه
 ليـشمانيا  DNAاز (، يك نمونه كنتـرل مثبـت   PCRنوبت  در هر   

استفاده از آب مقطر    (و يك نمونه منفي     ) ماژور موجود در كيت   
واكـنش  . گرديـد مي  نيز همراه با نمونه ها استفاده       ) DNAبجاي  
PCR  گرديدمي نيز با شرايط موجود در راهنماي كيت انجام.  

 10  مقـدار   :PCRالكتروفوز و تهيه تصوير از محصول       
 درصـد 2 در ژل آگـارز      PCRميكروليتر از محصول هر واكـنش       

 ميلي آمپر   100 ولتاژ دقيقه با    80 به مدت    درصدTAE 5/0در بافر 
پس از پايان الكتروفورز و رنـگ آميـزي ژل         . الكتروفورز گرديد 

نتيجـه  در    ) TAE ميلي ليتر بافر     100 در   mg 1( با اتيديوم برمايد    
شاهده و عكسها در فلاپي ذخيره       م UVدستگاه ژل گرب با اشعه      

بــراي محاســبه انــدازه بانــدهاي مــشاهده شــده در ژل از . گرديــد
مـشاهده  .  شركت سـينا ژن اسـتفاده گرديـد   1kb ladderماركر 

 معرف bp 800 نشاندهنده گونه ليشمانيا ماژور، bp620 باندهاي 
گونه ليشمانيا تروپيكا و عدم مـشاهده بانـد بـه منزلـه منفـي بـودن        

 حساسيت و ويژگي روشها بر اساس مأخذ . ه تلقي مي گرددنمون

Wassertheil-Smolle 16(.محاسبه گرديد(  
از بيمـاران بـا كـسب رضـايت آنـان و مطـابق              نمونه بـرداري    

نتايج آزمايش نمونه بيمـاران     .  يك بار انجام گرديد    معمولروش  
جهت پيگيري و درمان به آنها اعلام گرديـد، ضـمنا در تجزيـه و               

  .  داده ها و گزارش نتايج نامي از بيماران ثبت نگرديدتحليل

  يافته ها
 2 نفر مونث بين سـنين       43كر و    نفر مذ  30بيمار 73از مجموع   

 نفـر   53 .بـود  سال   6/14  سني آنان  ميانگينو   بودند    سال 58 تا   ماه
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نتـايج  . دنـد  بو )انغ ـاف(غيـر ايرانـي      نفر   20ايراني و   از اين بيماران    
و نتايج  %) 4/38( بيمار   73 مورد از    28در  آزمايش ميكروسكوپي   

مثبـت  %) 15/63( مـورد    46 در   NNNكشت نمونه ها در محـيط       
 نمونه از نمونـه هـاي فـوق انجـام     63بر روي  PCRآزمايش  . شد

 مـستقيم روي    PCR. مثبت گرديـد  %) 5/55( مورد   35گرديد كه   
 مـستقيم  PCRبـراي   عدم تهيه نمونه آنهـا   نمونه ديگر به دليل 10
 روش در تـشخيص بيمـاري       3بـه منظـور مقايـسه ايـن         .  نشد امانج

 Gold( بعنوان استاندارد طلايـي  NNN روش كشت ليشمانيوز،

standard (     در نظر گرفته شد)و دو روش ديگر نسبت به اين        )17 
بـا حـدود    حـساسيت و ويژگـي      . روش مورد سنجش قرار گرفت    

  و %)61±14/0(، براي روش ميكروسـكوپي بترتيـب      %95اطمينان  
   ) 1جدول  (بدست آمد%) 06/0±100(

مقايسه آزمـايش ميكروسـكوپي بـا روش كـشت           : 1جدول شماره   
 1384براي تشخيص ليشمانيوز جلدي در ميرجاوه، 

 (NNN)كشت 

 جمع منفي مثبت 

 a( 0) b( 28 (28 مثبت

 c( 27) d( 45(18 منفي

  
 

 ميكروسكوپي

 73 27 46 جمع
  

14/0 ± 61) = %18+28 ( ÷28)  = Sensitivity (Se) = a ÷ (a+c 
  06/0 ± 100) = %27+0 ( ÷27)  =     Specificity (Sp) = d ÷ (b+d  
  

ارزش اخباري مثبـت و ارزش اخبـاري منفـي نيـز بـراي ايـن                
ــب  ــد 6/0 و 1روش بترتيـ ــل شـ ــورد روش .  حاصـ  PCRدر مـ

 و %)73±19/0( و %)76±16/0  (حساسيت و ويژگي بترتيب برابر 
ــا  محاســبه 68/0 و 80/0ري مثبــت و منفــي بترتيــب   ارزش اخب

  )2جدول شماره (. گرديد
 با روش كشت  براي تشخيص  PCRمقايسه روش   : 2جدول شماره   

 )1384(ليشمانيوز جلدي در ميرجاوه، 
 (NNN)كشت 

 جمع منفي مثبت 

 35 7 28 مثبت

 28  19 9 منفي

  
PCR 

 63 26 37  جمع
16/0 ± 76) = %9+28 ( ÷28             Se =   
19/0 ± 73) = %19+7 ( ÷19             Sp =   

  بحث
ايـــن مطالعـــه نـــشان داد كـــه حـــساسيت هـــر دو روش      

 از روش كشت  پائين تر اسـت امـا روش            PCRميكروسكوپي و   
PCR از نظــر حــساسيت نــسبت بــه روش ميكروســكوپي برتــري 
 اينكه مزيت شناسايي گونه انگـل نيـز اختـصاص بـه             بعلاوه .دارد
گونه انگل قبلا در اين منطقه شناسـايي نـشده          .   دارد  PCRوش  ر

بود و نظرات اغلب بر اسـاس علائـم بـاليني بـود كـه مـواردي را                  
بعنوان سالك شهري و بخشي را بعنوان سالك روسـتايي معرفـي            

ليـشمانيا   PCRگونـه انگـل شناسـايي شـده بـا روش            . مي كردند 
 ايـن خـود    وتشخيص داده شـد  ) Leishmania major(ماژور 

 . بر اينكه بيماري در اين منطقه از نوع روستايي استدليلي است

ارزشيابي و مقايسه روشهاي تشخيـصي ليـشمانيوز از اهميـت           
ويژه اي برخوردار است و تصميم گيري در خصوص اينكـه چـه             
روشي براي چه هدفي توصيه گردد هنوز نيازمند اطلاعات دقيـق           

، PCRه روش در ايــــن مطالعــــه ســــ. پژوهــــشي مــــي باشــــد
ميكروســكوپي و كــشت از نظــر تشخيــصي مــورد مقايــسه قــرار  

  . گرفتند
ــرين حــساسيت   ــائين ت ــكوپي  %) 61(پ ــراي  روش ميكروس ب

 در مطالعــه اگرچــه ويژگــي روش ميكروســكوپي. بدســت آمــد
   بود اما با توجه بـه پـائين بـودن حـساسيت آن،             درصد100 حاضر

ــراي تــشخيص بيمــاري ليــشمانيوز از اع  تمــاد كــافي ايــن روش ب
ساير مطالعات نيز حساسيت پائيني را بـراي ايـن          . برخوردار نيست 

و   Avilesروش گــزارش نمودنــد، بعنــوان مثــال در مطالعــه    
در مطالعـه   .  بـود  درصد42، حساسيت ميكروسكوپي    )8(همكاران  

 نمونه را مورد مقايسه     25تعداد    و همكاران  Culhaاي در تركيه،    
 از آنها تـشخيص   درصد 68كوپي   با روش ميكروس    كه قرار دادند 
 حساسيت بـالاتري را نـشان       حاضر در مقايسه با مطالعه      وداده شد   
)  مـورد  25 (فـوق تعداد نمونه در مطالعه     به نظر مي رسد     داد، البته   

از طرفـي، بيمـاران مـورد       كـافي نيـست و      جهت مقايـسه تحليلـي      
 مطالعه آنها به ليشمانيوز جلدي نوع شهري مبتلا بودند كـه عامـل            

 انگـل معمـولأ بـه ميـزان      ازآن ليشمانيا تروپيكا است و اين گونـه    
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) عامل نـوع روسـتايي  (فراوانتري در زخم نسبت به ليشمانيا ماژور  
 در مطالعه حاضـر حـساسيت و        PCRبراي روش   )18(. وجود دارد 

 in vitro نــسبت بــه روش كــشت % 73 و %76ويژگــي بترتيــب 
ارائه تفاوت  كمي  ه يا با    نتايج مشاب در مطالعات ديگر    . بدست آمد 

ــده ــاهي و ش ــالاتري را  گ ــساسيت و ويژگــي ب ــز  ح ــزارش  ني                 گ
ــد  ــوده ان ــاران Oliveira  )3-10(.نم ــك )19() 2005( و همك  در ي

 35 مـورد از  34 براي تشخيص ليشمانيوز مخاطي   PCRارزشيابي  
 و همكـاران    Al-Javabreh. را تشخيص دادنـد   %) 97/91(مورد  

 رايبــــوزومي، DNAاز  ITS1بــــا اســــتفاده از قطعــــه ) 2006(
 PCR  بـراي روش      درصـد  100 و ويژگـي     درصـد  87حساسيت  

ــد    ــزارش نمودن ــود گ ــين . )20(خ ــاران Marquesهمچن  و همك
ــسه روش  )21()2006( ــه مقايـ ــت از   (PCR در مطالعـ ــه ثابـ قطعـ

kDNA (  بــا روش ميكروســكوپي و تــست جلــدي مونتــه نگــرو
)Montenegro skin test (راي تـشخيص ليـشمانيوز جلـدي    ب ـ

مـي توانـد بعنـوان روشـي         PCRآمريكايي، دريافتنـد كـه روش       
جايگزين براي تشخيص اين نوع بيماري بخصوص براي مواردي         

و منفي تـشخيص داده مـي شـوند          كه با تست جلدي و مونته نگر      
  . بكار رود

مقايـسه نتـايج بدسـت      شايد  البته ذكر اين نكته لازم است كه        
دقـت  از  در همه مـوارد  به دلايلي  ايج مطالعات ديگران    آمده با نت  

 در بعـضي مطالعـات       اول اينكه  و استدلال كافي برخوردار نباشد      
نوع بيماري در منطقه آنـدميك مـورد مطالعـه از نـوع ليـشمانيوز               
جلــدي شــهري و در بعــضي مطالعــات از نــوع روســتايي اســت و 

اي نـوع شـهري     ه ـ در زخـم  ) ليشمانيا تروپيكا (اصولأ تعداد انگل    
هاي نوع روسـتايي     در زخم ) انيا ماژور مليش(بيشتر از تعداد انگل     

تعداد انگل موجود در زخم ليشمانيوز معمـولأ        دوم اينكه    (). است
 مـسئله  ، بنابراين اين)7(با پيشرفت دوره زخم كاهش پيدا مي كند        

در چه مرحله اي قرار داشته اند       زخمها  كه در زمان نمونه برداري      
وال اسـت و فراوانـي انگـل در نمونـه برداشـت شـده در                محل س ـ 

بيماران متفاوت است و اين نيز مي توانـد منـشأ تفـاوت در نتـايج                

 سـت كـه   ادليـل سـوم ايـن   . آزمايشات در مطالعات مختلف باشد  
 و همچنـين نـوع      )DNA )22هاي خالص سـازي      تفاوت در روش  

  مورد هدف كه در مطالعات مختلـف اسـتفاده         DNAژن يا قطعه    
مي شوند نيز مي تواند از عوامل موثر بر نتايج از جمله حـساسيت              

  .  باشدها روشو ويژگي 
حـساسيت و ويژگـي مطالعـه حاضـر بـراي           به نظر مـي رسـد       

PCR     برخـي از دليـل آن مـي توانـد    .  پائين تر از حد انتظار باشـد 
شايد يك دليل آن استفاده از نـوع كيـت مـورد       . باشد  فوق موارد

 از نمونــه هــاي DNAبــراي استحــصال ) DNG-plus(اســتفاده 
 لذا مقايسه روش كيت مزبور با سـاير       .مستقيم در اين مطالعه باشد    

 كلروفـرم   –بخـصوص روش فنـل       DNA استحـصال هاي   روش
البته اين بحث در مقايسه با بعضي مطالعاتي        . خالي از فايده نيست   

بر اساس  اينست كه   ولي مسلم   مي گردد     اشاره شد مطرح   بلاًكه ف 
 نـسبت بـه روش ميكروسـكوپي از        PCR روش   اين مطالعـه  نتايج  

ــا  ديگــر از طــرف. حــساسيت بــسيار بــالاتري برخــوردار اســت  ب
استفاده از پرايمرهـاي اختـصاصي مـي تـوان همزمـان عـلاوه بـر                

 هنتيج ـدر  تشخيص بيماري سالك، گونـه انگـل عامـل بيمـاري و             
  . نوع سالك را نيز شناسايي نمود

اين موضوع نيز اشاره گردد كه اگر چـه تـاكنون           بد نيست به    
در مطالعـات مختلـف   ) NNNدر محيط  (in vitroروش كشت 

جمله مطالعه حاضر بعنوان استاندارد طلايي مورداسـتفاده قـرار          از  
گرفته است، با ايـن حـال بعـضي اعتقـاد دارنـد كـه حـساسيت و                  

 بالاتر از روش كشت است و برتـري آن در           PCRويژگي روش   
 به گونه اي كه ممكن است بتدريج جـاي    ،محرز شدن است  حال  

هــر چنــد . )23(روش كــشت را بعنــوان اســتاندارد طلايــي بگيــرد  
 به تنهـايي نمـي توانـد        PCRمطالعاتي نيز حاكي از اين است كه        
  )24(.استاندارد طلايي براي تشخيص باشد

هـاي   عليرغم نتايج بـسيار بـا ارزش حاصـل از كـاربرد روش            
  تشخيص ليشمانيوز، بايـد اذعـان نمـود كـه  هـيچ             مولكولي براي 
 و كـشت بـه      PCRجملـه   از  هاي تشخيصي ديگـر      يك از روش  
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بـر اسـاس نتـايج      . ارزاني و سـادگي روش ميكروسـكوپي نيـست        
بدست آمده در اين مطالعه، اين نكته تأكيد مي گـردد كـه بـراي               
هر گونه تصميم گيري بخصوص درمـان بيمـاران، بـه پاسـخهاي             

لـذا در    ميكروسـكوپي نمـي تـوان اكتفـا نمـود و             منفي گـسترش  
 درمــان و پيگيــري  مراكــزي كــه مــوارد زيــادي بــراي تــشخيص،

و همچنـين   PCRسالك مراجعـه مـي نماينـد، راه انـدازي روش           
ــراي   NNNروش كــشت  ــالاخص ب ــهاي مكمــل ب ــوان روش  بعن

كـه از   (هاي منفي و همچنـين بـراي تعيـين گونـه انگـل               گسترش
) تصاصي بكار رفته در اين مطالعه اسـت       اخ PCRامتيازات روش   

  . مي باشد توجيهقابل

  اريزسپاسگ
هزينه انجام اين مطالعـه توسـط دانـشگاههاي علـوم پزشـكي             
زاهدان و كرمان در قالب طرح تحقيقاتي بـين دانـشگاهي تـأمين             

ضمنأ، نويسندگان بر خـود لازم مـي داننـد كـه از             . گرديده است 
اشــت اســتان سيــستان و همكــاري صــميمانه مــسئولين مركــز بهد

. بلوچــستان و مركــز بهداشــت شهرســتان زاهــدان تــشكر نماينــد 
همچنين از كليه كاركنـان مراكـز و خانـه هـاي بهداشـت شـهر و            
روستاهاي ميرجـاوه بـالاخص آقايـان فـيض محمـد شـنبه زهـي،               

ريگي، محمد فيروزي  و     ... احمد كردي، كيومرث ريگي، امان ا     
ردم عزيــز روســتاهاي منطقــه خــانم مهنــاز نــارويي و همچنــين مــ

 بـه واسـطه همكاريـشان صـميمانه         72بخصوص روسـتاهاي ميـل      
  .قدرداني و تشكر مي گردد

  

                                                                                                          References     
  

1. WHO. The leishmaniases and Leishmania/HIV co-infections. WHO, Fact sheet N 116, 

2000. Available from http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs116/en/print.html. 

2. Mandell GL, Bennett JE, Dolin. Principles and practice of infectious diseases. 5th ed. 

Churchill Livingstone, 2000; 2838-2839. 

3. Noyes HA, Reyburn H, Bailey JW, et al. A nested-PCR-based schizodeme method for 

identifying Leishmania kinetoplast minicircle classes directly from clinical samples and 

its application to the study of the epidemiology of Leishmania tropica in Pakistan. J Clin 

Microbiol 1998; 36(10):2877-2881 

4. Mahboudi F, Abolhassan M, Yaran M, et al. Identification and  differentiation of Iranian 

Leishmania species by PCR amplification of kDNA. Scand J Infect Dis 2001; 33(8):596-

598. 

5. Safaei A, Motazedian MH, Vasei M. Polymerase chain reaction for diagnosis of  cutaneous 

leishmaniasis in histologically positive, suspicious and negative skin biopsies.  

Dermatology 2002; 205(1):18-24. 

6. Rodriguez-Bonfante C, Bonfante-Garrido R, Grimaldi G Jr, et al. Genotypically distinct 

Leishmania colombiensis isolates from Venezuela cause both  cutaneous and visceral 

leishmaniasis in humans. Infect Genet Evol. 2003; 3(2):119-124.  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 و همكارانبهمن فولادي                              ... مستقيم با PCRمقايسه روش   

 

 187 

7. Belli A, Rodriguez B, Aviles H, et al. Simplified polymerase chain reaction detection of new 

world Leishmania in clinical specimens of cutaneous leishmaniasis. Am J Trop Med Hyg 

1998; 58(1):102-109.   

8. Aviles H, Belli A, Armijos R, et al. PCR detection and identification of  Leishmania 

parasites in clinical specimens in Ecuador: a comparison with classical diagnostic 

methods. J Parasitol 1999; 85(2):181-187.  

9. Rodrigues EH, Felinto de Brito ME, Mendonca MG, et al. Evaluation of PCR for diagnosis 

of american cutaneous leishmaniasis in an area of endemicity in northeastern Brazil. J 

Clin Microbiol 2002; 40 (10) :3572-3576.  

10. Gangneux JP, Menotti J, Lorenzo F, et al. Prospective value of PCR amplification and 

sequencing for diagnosis and  typing of old world Leishmania infections in an area of 

nonendemicity. J Clin Microbiol 2003; 41(4):1419-1422.   

11. Reithinger R, Espinoza JC, Courtenay O, et al. Evaluation of PCR as a diagnostic mass-

screening tool to detect Leishmania (Viannia) spp. in domestic dogs (Canis familiaris).J 

Clin Microbiol 2003; 41(4):1486-1493. 

12. Van Eys GJ, Schoone GJ, Kroon NC, et al. Sequence analysis of small subunit ribosomal 

RNA genes and its use for detection and identification of Leishmania parasites.  Mol 

Biochem Parasitol 1992; 51:133-142.  

13.  Alvar J, Molina R, San Andres M, et al. Canine leishmaniasis clinical, parasitological, and  

entomological follow-up after chemotherapy. Ann Trop Med Parasitol 1994; 88:371-378. 

14. Rodgers MR, Popper SJ, Wirth DF. Amplification of kinetoplast DNA as a tool in the 

detection and diagnosis of Leishmania. Exp Parasitol 1990; 71(3):267-275.  

15. Schonian G, Nasereddin A, Dinse N, et al. PCR diagnosis and characterization of 

Leishmania in local and imported clinical samples. Diagn Microbiol Infect Dis 2003; 

47(1):349-358.  

16. Wassertheil-Smoller S. Biostatistics and epidemiology, a primer for health and biomedical 

professionals, 3rd ed. Springer, 2003; 129-132. 

17. Romero GA, Guerra MV, Paes MG, et al.  Sensitivity of the polymerase chain reaction for 

the diagnosis of cutaneous leishmaniasis due to Leishmania (Viannia) guyanensis. Acta 

Trop 2001; 79(3):225-259. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 86 پائيز،  3، شماره 9دوره طبيب شرق،  
   

 188

18. Culha G, Uzun S, Ozcan K, et al.  Comparison of conventional and polymerase chain 

reaction diagnostic techniques for leishmaniasis in the endemic region of Adana, Turkey. 

Int J Dermatol 2006; 45(5):569-572. 

19. Oliveira JG, Novais FO, de Oliveira CI, et al. Polymerase chain reaction (PCR) is highly 

sensitive for diagnosis of  mucosal leishmaniasis. Acta Trop 2005; 94:55-59. 

20. Al-Jawabreh A, Schoenian G, Hamarsheh O, et al. Clinical diagnosis of cutaneous 

leishmaniasis: a comparison study between standardized graded direct microscopy and 

ITS1-PCR of Giemsa-stained smears. Acta Trop 2006; 99(1):55-61. 

21. Marques MJ, Volpini AC, Machado-Coelho GL, et al.  Comparison of polymerase chain 

reaction with other laboratory methods for the diagnosis of American cutaneous 

leishmaniasis: diagnosis of cutaneous leishmaniasis by polymerase chain reaction. Diagn 

Microbiol Infect Dis 2006; 54(1):37-43. 

22. Reithinger R, Lambson BE, Barker DC, et al. Use of PCR to detect Leishmania (Viannia) 

spp. in dog blood and bone marrow. J. Clin Microbiol 2000; 38(2):748-51. Erratum in: J 

Clin Microbiol 2000; 38(8):3141.  

23. Vega-Lopez F. Diagnosis of cutaneous leishmaniasis. Curr Opin Infect Dis 2003; 16(2):97-

101. 

24. Reithinger R, Davies CR. American cutaneous leishmaniasis in domestic dogs: an example 

of the use of the polymerase chain reaction for mass screening in epidemiological studies. 

Trans R Soc Trop Med Hyg 2002; 96 Suppl 1: 123-126. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 و همكارانبهمن فولادي                              ... مستقيم با PCRمقايسه روش   

 

 189 

Evaluation of a direct PCR in comparison with routine 
microscopy and In vitro culture for diagnosis of cutaneous 

leishmaniasis. 
 

Fouladi B, MSc*; Sharifi I, PhD**; Hashemi Shahri M, MD***; Moradgholi HR, BSc****; Sarabandi-No A, 
MSc*****; Ebrahimzadeh A, PhD***; Fazaeli A, PhD***. 

 
 

Background: Cutaneous leishmainasis (CL) is highly prevalent in several provinces of Iran, 

having increased during the recent decades. The diagnosis of CL in most of clinical laboratories is 

usually performed using routine microscopy. However, this method is not sensitive enough, and the 

assessment and utilization of other methods, including a variety of PCR techniques, have been taken 

to consideration. In the present study, a direct PCR, based on kDNA primers, in comparison with 

the microscopic examination and in vitro NNN culture was evaluated for the detection of CL.  

Materials & Methods: The scrapings were taken from 73 patients from Mirjaveh, Sistan & 

Baluchestan province, and subjected to the comparative diagnoses.  

Results: The results showed that 38.4%, 55.5% and 63.2% of the specimens were positive by 

microscopy, PCR and NNN culture, respectively. The parasite species were also characterized by 

the current PCR. Separate comparisons of both microscopy and PCR methods with NNN culture, 

showed that the sensitivity of the PCR (76%) is higher than that of microscopy (61%). The 

calculated specificity, however, was 100% for microscopy and 73% for PCR.  

Conclusion: In addition to the higher sensitivity, this particular PCR, which uses species-specific 

primers, has a major advantage of identification of Leishmania species at the same time. It is, 

therefore, concluded that this PCR technique can be a suitable complement to the routine 

microscopic examination for diagnosis and identification of the parasite species from suspected 

leishmaniasis. 
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