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 خلاصه  

لیشمانیوز جلدی )سالک(، یک بیماری پوستي انگلي است که در سراسر جهان بومي است.     مقدمه:

رنگ اسمیر  در  انگل  میكروسكوپي  مشاهده  و  بالیني  علائم  اساس  بر  اول  درجه  در  آمیزی  تشخیص 

برداری،  مستقیم یا مقاطع بافتي است. اگرچه حساسیت اسمیر مستقیم نسبتاً بالا است، اما به کیفیت نمونه

انگلرنگ متخصص  و  آزمایشگاه  تكنسین  مهارت  و  بستگي  آمیزی  آزمایش  مسئول  پزشكي  شناسي 

های مولكولي بالا نیست. هدف از این مطالعه  دارد. با این حال، حساسیت اسمیر مستقیم به اندازه روش

اسمیر بهشناسایي  منفي  و کاذب  مثبت  به  دستهای مستقیم کاذب  پوستي مشكوک  از ضایعات  آمده 

 .است PCR سالک با روش

مراجعه کننده به بیمارستان امام   CL از بین بیماران مبتلا به ضایعات پوستي مشكوک به   روش کار: 

مشهد،   بهداشت  مراکز  و  )ع(  و    100رضا  مثبت  جمع    50اسمیر  گیمسا  آمیزی  رنگ  با  منفي  اسمیر 

 آمیزی انجام شد و سپس بر روی با تراشیدن اسمیرهای رنگ DNA آوری , و کنترل شد. استخراج

DNA  های استخراج شده PCR انجام شد. 

  نتیجه  ٪ 28آمده در مراکز بهداشتي،  دستهای منفي بهشده از اسمیراستخراج DNA در میان  نتایج:

  مثبت   های اسمیر  میان   در  کاذب  مثبت   اسمیر   یک  تنها .  دادند  نشان  تروپیكا   لیشمانیا   برای  مثبت

 منفي  مورد  یک  تنها  بیمارستان،  آزمایشگاه   از  شده   گرفته  هایاسمیر  بین  در.  داشت  وجود  شده گزارش

 .شد مشاهده  کاذب مثبت اسمیر  هیچ  بدون کاذب

گسترش  گیری:نتیجه  روی  مستقیم  رنگمیكروسكوپي  آزمایشگاهي های  روش  یک  شده،  آمیزی 

نمونه اگر  است،  لیشمانیوز  تشخیص  برای  بالا  حساسیت  با  و  دقیق  به  خوب،  گسترش  تهیه  و  برداری 

را   نتیجه  استاندارد  میكروسكوپ  از  استفاده  با  متخصص  میكروسكوپیست  یک  و  شود  انجام  درستي 

 .گزارش کند

 لیشمانیوز پوستي، سالک ، تشخیص مستقیم، پي سي آر کلمات کلیدی: 
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 مقدمه 

سالک  پوستي  لیشمانیوز   از    یکیا  ناشي  عفوني  بیماری 

مختلف انگل لیشمانیا مي باشد که از طریق نیش پشه    هایجنس

 ( شود  مي  منتقل  انسان  به  ایران  3و2و1خاکي  در  از    2(.  گونه 

( شود  مي  پوستي  لیشمانیوز  ایجاد  باعث  لیشمانیا  4لیشمانیا   .)

( قدیم (  L. majorماژور  از  که  یا حیواني  زئونوتیک  فرم    عامل 

  دیگری    ( وZCL) 1  شناخته شده روستایي  سالک مرطوب یا    بنام  

که در     ،(ACL)2  انساني عامل فرم    ( L. tropicaلیشمانیا تروپیكا )

بنام (.  7-5)  گفته مي شده استشهری   فرم خشک یا        گذشته 

روی   بر  خشک  های  زخم  ایجاد  باعث  معمولا  تروپیكا  فرم 

ماژور اغلب باعث زخم های التهابي و ترشحي مي   فرمپوست و  

(. با  5مختلف ایران اندمیک است ) نواحيشود که هر دو نوع در 

که این بیماری خود محدود شونده است، باعث باقي    وجود این 

ماندن جای زخم بر روی پوست شده و تاثیرات روحي و رواني  

 (. 5-2و اجتماعي در بیماران باقي میگذارد )

و   بالیني  علائم  براساس  پوستي  لیشمانیوز  اولیه  تشخیص 

روش   در  شده  آمیزی  رنگ  های  لام  میكروسكوپي  مشاهدات 

نامناسب،6تشخیص مستقیم است ) نمونه گیری  خطا در آماده  (. 

با      سازی و رنگ آمیزی،  از میكروسكوپ های قدیمي  استفاده 

باعث   پایین  مي    اشتباه رزولوشن  بیماری  درمان  و  تشخیص  در 

روش شایع و معمول تشخیص سالک آزمایش مستقیم  (.  6شود )

است گیمسا  آمیزی  رنگ  کمک  مولكولي    . به  روش 

Polymerase chain reaction   (PCR  با دقیق  بسیار  روشي   )

های   نمونه  در  پوستي  لیشمانیوز  تشخیص  برای  بالا  حساسیت 

 ( 7-6-5-3گرفته شده از بیماران است )

بهداشتي   معضلات  از  یكي  پوستي  لیشمانیوز  اینكه  به  توجه  با 

لزوم بررسي دقت روش تشخیص خط اول این    ،  مشهد مي باشد

به منظور یافتن موارد مثبت و    بیماری در مشهد احساس مي شود. 

برای    منفي کاذب در گستره  های   انجام شده  آزمایش مستقیم 

بهداشت مشهد و آزمایشگاه   به آزمایشگاه های مراکز  مراجعین 

رضا   امام  بیمارستان  شناسي  بررسي  انگل  به  مطالعه   مجدداین 

موارد مثبت و منفي در گستره های تهیه شده از ضایعات پوستي  

  PCRبیماران مشكوک به لیشمانیوز پوستي و کنترل آن با روش  

امام رضا مشهد   بیمارستان  و  بهداشت مشهد   مراکز  پرداخته  در 

 . شده است

 روش کار

از    که  پوستي  لیشمانیوز  به  مشكوک  بیماران  از  بررسي  این  در 

و   مشهد  بهداشت  مراکز  به  قطعي  تشخیص  برای  پزشک  سوی 

اند،   بیمارستان امام رضا مشهد مراجعه کرده  آزمایشگاه مرکزی 

گستره  بودن  منفي  صورت  در  شد.  انجام  پوستي  برداری  نمونه 

مستقیم، لام مورد نظر جهت انجام بررسي مولكولي جمع آوری  

نهایت   در  که  و    10شد  منفي  آزمایشگاه   50لام  از  مثبت  لام 

و   رضا  امام  بیمارستان  و    40مرکزی  منفي  از    50لام  مثبت  لام 

شد. آوری  جمع  مشهد  بهداشت  منفي    مراکز  و  مثبت  لامهای 

در ادامه    مجددا کنترل شدند تا مثبت ومنفي بودنشان تایید گردد.

کیت    DNAاستخراج   از  استفاده  های    SINACLONبا  لام  از 

 جمع آوری شده، انجام شد.  

استخراج   لام،    DNAبرای  روی  از  از  استفاده  با  لام  ابتدا سطح 

پنبه آغشته به محلول گزیلول به آرامي تمیز شد. سپس با استفاده  

و   آرامي  به  لام  روی  گستره  سمپلر  نوک  بوسیله  و  لایز  بافر  از 

میكروتیوب   به  و  تراشیده  کامل  و    1.5بطور  منتقل  لیتری  میلي 

طبق   استخراج  مراحل  سایر  شد.  ورتكس  بخوبي  سپس 

گردید.   انجام  کیت  در    DNAدستورالعمل  در  شده  استخراج 

منفي   انجام    20دمای  و  ها  نمونه  تمام  استخراج  زمان  تا  درجه 

PCR   .نگهداری شد 

آزمایش   انجام  پرایمرهای    PCRبرای  از  ملكولي  بررسي  و 

به   مربوط  توالي    DNAاختصاصي  شد.  استفاده  کاینتوپلاست 

، شامل   این مطالعه  استفاده شده  در  پرایمر   '5)فوروارد  جفت 

TCGCAGAACGCCCCTACC' 3')ریورس پرایمر  و   ،(3' 

AGGGGTTGGTGTAAAATAGG 5')    این باشد.  مي 

  615bpپرایمرها ، قطعات اختصاصي برای لیشمانیا ماژور با طول  

طول   به  تروپیكا  لیشمانیا  برای  دهد.    744bpو  مي  تشكیل 

برنامه    PCRآزمایش   انجام شده طبق  قبلا  براساس مطالعاتي که 

 :  )5,6,13انجام شد ) ASTECسیكل و با دستگاه  35زیر با 

 دقیقه   5درجه سانتي گراد به مدت  95الف( 

  ثانیه  30درجه سانتي گراد به مدت   94ب( 
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 ثانیه  45درجه سانتي گراد به مدت  60ج( 

 درجه سانتي گراد به مدت یک دقیقه   72د(  

 دقیقه   7درجه سانتي گراد به مدت  72ه(  

واکنش   اتمام  از  محصول    PCRبعد  نتایج،  مشاهده   PCRبرای 

آگارز   ژل  لدر     %1.5روی  کنار  استفاده    100bpدر  با  از  و 

الكتروفورز انجام شد و نتایج با لدر مقایسه و    UV doc   دستگاه 

 آنالیز گردید. 

 نتایج  

منفي لیشمانیوز پوستي از مراکز بهداشت    گستره لام    50مجموعا  

لام ( و آزمایشگاه مرکزی بیمارستان امام رضا مشهد    40مشهد )

( مثبت  %28لام )  14شد که تعداد    PCRلام ( جمع آوری و    10)  

لام مثبت از لام های مرکز بهداشت بودند    14همه  .  گزارش شد  

نشد   یافت  رضا  امام  بیمارستان  منفي  های  لام  در  مثبتي  مورد  و 

شماره   همچنین  1)جدول  لیشمانیوز    گستره لام    100(.  مثبت 

لام ( و آزمایشگاه مرکزی    50پوستي از مراکز بهداشت مشهد )  

لام ( جمع آوری و مجددا مورد    50بیمارستان امام رضا مشهد )  

ها لام  همه  که  گرفت  قرار  میكروسكوپي  آزمایشگاه بررسي  ی 

از   ارسالي  مثبت  بود ولي در بک لام  مثبت  امام رضا  بیمارستان 

نتیجه   که  نشد  مشاهدا  لیشمانیا  بهداشت  مراکز  از  آزمایش  یكي 

ویر شماره  اتص. )نكردنیز وجود لیشمانیا را تایید  (  PCRملكولي) 

 (  و دو  یک

همان طور که در تصویر یک مشاهده مي شود ستون های شماره 

دارای باند مثبت از نظر ابتلا به لیشمانیا میجر   به ترتیب    41و    39

 است. و لیشمانیا تروپیكا 

  نمای الكتروفورز تعدادی از گستره های تهیه شده از زخم پوستي   .1تصویر  

که آزمایش   به آزمایشگاه های مراکز بهداشت و بیمارستان امام رضا مراجعین

 گزارش شده بود. از نظر سالک منفي  مستقیم زخم آن ها

 
 

امام   بیمارستان  و  بهداشت  مراکز  های  آزمایشگاه  به 

 رضا که آزمایش مستقیم زخم آن ها 

 از نظر سالک منفی گزارش شده بود. 
 

های شماره   2همان طور که در تصویر   مشاهده مي شود ستون 

 به لیشمانیا تروپیكا است. دارای باند مثبت از نظر ابتلا  45و  44

 

 
نمای الكتروفورز تعدادی از گستره های تهیه شده از زخم پوستي   .2تصویر 

 مراجعین

 

وکنترل   مجدد نتیجه حاصل از بررسي .1جدول 

 ، مثبتگزارش شده  میكروسكوپي گستره های مستقیم  

بیمارستان امام   آزمایشگاه انگل شناسياز نظر وجود انگل در

 رضا و مراکز بهداشت مشهد 

بررسی   نتایج 

 مجدد  

  میکروسکوپی

 گستره

از   مثبت

 نظر 

 لیشمانیا  

درصد  

 فراوانی 

از    منفی

 نظر 

 لیشمانیا

درصد  

 فراوانی 

 0 0 100 50 بیمارستان امام رضا 

 2 1 98 49 مراکز بهداشت 

 

ملاحظه مي شود یكي از گستره هایي   1همان طور که در جدول

 که توسط  آزمایشگاه یک مرکز بهداشت  

از نظر مشاهده مجدد میكرسكوپي منفي   مثبت گزارش شده بود،

 آن هم منفي بود PCRبود. آزمایش  
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پي  منفي کاذب آزمایش  موارد  از  نتایج صحیح  یافتن  منظور  به 

سي آر برای تمام نمونه های منفي تمام مراکز انجام گردید که  

 نشان داده شده است.  2نتایج حاصله در جدول 
 

 

لیشمانیوز پوستي به تفكیک لام    گستره های مستقیم منفي از نظر وجود انگل در زخم های مشكوک به  PCRنتیجه حاصل از  .2جدول 

 های جمع آوری شده از بیمارستان امام رضا و مراکز بهداشت مشهد 
 PCRنتایج آزمایش 

 با اسمیر مستقیم منفي 

 

 مرکز تهیه نمونه مستقیم 

 تعدادلام  

PCRشده 

PCR 

 منفي
PCR 

 مثبت

 % تعداد  % تعداد 

 0 0 100 110 10 آزمایشگاه  انگل شناسي بیمارستان 

 35 14 65 26 40 آزمایشگاه  های مراکز بهداشت 

مشاهده مي شود، تمام نمونه های منفي    2همانطور که در جدول  

بیمارستان امام رضا   توسط روش ملكولي مورد تایید  آزمایشگاه 

بین   نمونه منفي مراکز بهداشت    40قرار گرفت در حالي که در 

 (مورد  از نظر لیشمانیا  به روش ملكولي مثبت شدند. 35%)14
 

 بحث

اعلام    اساس  بهداشت  بر   ،(WHO)  جهاني  سازمان 

انگلي است که    پوستيلیشمانیوز بیماری های  ترین  از مهم  یكي 

دار کنترلي  اقدامات  انجام  به  به    .(10)دنیاز  توجه  با  بیماری  این 

شیوع بالایي که دارد به عنوان یكي از معضلات بهداشت جهاني  

( یاد مي شود  اندمیک  مناطق  به  3-2به خصوص در  ایران  (. در 

هزار مورد جدید لیشمانیوز    30عنوان یک منطقه اندمیک سالانه  

شود   مي  گزارش  میزان    خراسان  . (,82)پوستي  بالاترین  رضوی 

شرق ایران را دارد و مشهد به عنوان   شیوع این بیماری در شمال

اندمیک مهم  مناطق  از  ایران  پرجمعیت  شهر  لیشمانیوز    دومین 

اهمیت تشخیص و تعیین     (.2ایران محسوب مي شود )  پوستي در

لیشمانیوز  گونه  عامل  های  در    پوستيانگل  که  تاثیری  و 

بیماری دارد سبب گردیده که روش   پیشگیری، کنترل و درمان 

انگل ها به کار گرفته شود    این  گونه های مختلفي برای تشخیص  

روش   جمله  های    مستقیم  گستره ،    کشت  :هایاز  روش  و 

 . (11) مولكولي

با    گستره روش   مرسوم  و  اعتماد  قابل  روش  یک  مستقیم 

است که در ایران برای     و حتي بالاتر درصد  80حساسیت حدود  

تشخیص   برای  اما  شود  مي  استفاده  پوستي  لیشمانیوز  تشخیص 

نهایي به اندازه کافي قطعیت ندارد. از دلایلي که ممكن است در  

روش   دقت  توان    گستره کاهش  مي  باشد،  گذار  تاثیر  مستقیم 

 موارد زیر را نام برد: 

 کیفیت و مقدار نمونه برداری از زخم  -1

آمیزی    -2 رنگ  و  سازی  اماده  برای  استفاده  مورد  تكنیک 

 ها نمونه 

 کیفیت و رزولوشن میكروسكوپ های مورد استفاده  -3

لیشمانیوز    -4 های  لام  مشاهده  در  میكروسكوپیست  تجربه 

 (.8،12پوستي )

مي  استفاده  پوستي  لیشمانیوز  تشخیص  برای  که  دیگری  روش 

روش   مشابه  حساسیت  که  باشد  مي  انگل  کشت  روش  شود، 

دلیل    گستره  به  اما  دارد  محیط  آلودگي  امكان  مستقیم  در 

 گستره همانند روش  خصوصا آلودگي های قارچيآزمایشگاهي،

ندارد.  مستقیم را  لازم  که  حساسیت  است  ذکر  به  لازم 

برایپیشگیری از آلودگي های باکتریائي در محیط کشت  معمولا 

از آنتي بیوتیک خصوصا استرپتومایسین استفاده مي شود. ولي بر  

به   قارچ  ضد  داروی  توان  نمي  مسئول  نویسنده  تجارب  اساس 

مانع   قارچ  های ضد  دارو  نمود چون عموما  اضافه  محیط کشت 

شوند مي  انگل  روش     .رشد  شناسيدر  به  نیز  آسیب  توجه  با 

متعددفرایند های  الكل  آبگیری در  و  نمونه  اندازه  آماده سازی   ،

کاهش پیدا کرده و خصوصا در نمونه هایي که تعداد کمي  انگل

 (. 12مي کند ) مشكلانگل وجود دارند، تشخیص را 
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تشخیص    PCRروش   لیشمانیوز برای  های  گونه  بسیار    انواع 

حساسیت بالای این روش را در     مطالعات زیادی حساس است و 

و   میكروسكوپ  با  مقایسه  در  ضایعات  در  لیشمانیوز  تشخیص 

اند   کرده  گزارش  این  هرچند    (.,81,5,7)کشت  انجام  هزینه 

نیاز به تجهیزات و امكانات زیادی دارد که در   روش بالاست و 

 همه جا و همه وقت امكان پذیر نیست.

در روش تشخیص و درمان    که  با این اوصاف، یكي از مشكلاتي

این است    وجود دارد  خصوصا ضایعات چرکي  لیشمانیوز پوستي

مستقیم،در    که: آزمایش  با    روش  و  مجرب  فرد  توسط  اگر 

و   دقت  با  میكروسكوپي  بررسي  و  کافي  آزمایشگاهي  امكانات 

نشود،   انجام  و به صورت کاذب  نتیجه    حوصله زیاد    منفي شده 

تشخیص   برای  را  این  نهایي  کار  در  که  میسازد  مشكل  پزشک 

 شرایط اکثر پزشكان به درمان تجربي بیماران روی مي آورند. 

مطالعه   این  منفیگستره  عدد    50در  از    10)    مستقیم  لام 

بهداشت(    4از  لام    40و    بیمارستانازمایشگاه   مراکز  آزمایشگاه 

لیشمانیا   ازمایش شد.   PCRملكولي   به روش  و    بازنگری  از نظر 

لیشمانیا    PCRروش    با(  %28)  گستره   14تعداد   نظر  مثبت  از 

تمام  گردید. که  بود  این  توجه  جالب  یاد    14نكته  های  گستره 

های  از گستره  و هیچ یک  بودند  بهداشت  از چهار  مرکز    شده 

ملكولي    منفي   روش  با  رضا  امام  بیمارستان  آزمایشگاه  بیماران 

مثبت نشد کي مي تواند نتیجه دقت در روش کار و تجربه بیشتر  

در مطالعه امیدیان که مشابه با این مطالعه بر روی لام های      باشد.

بین   از  گرفت،  صورت  متخصص    30منفي  دو  توسط  که  بیمار 

داده شده،    تشخیص  لیشمانیوز پوستيپوست به صورت کلینیكال  

%( با    16.6مورد )    5  ،بود  منفي  مستقیم آن ها    گستره   ولي نتیجه

در مطالعه ای دیگر که توسط فتي  (.  9مثبت گردید)  PCRروش  

بررسي لام های منفي لیشمانیوز پوستي  در  ،  در مشهد  و همكاران

میان      PCRروش    به منفي،  گستره نمونه    81از    9تعداد    مستقیم 

( روش  %11.1مورد  با   )PCR  ( گردید  ذکر  8مثبت  به  لازم   .)

های   لام  همه  که  مشهد    PCRاست  بهداشت  مراکز  از  مثبت 

لام منفي تهیه شده از مرکز    40بودند که با این توصیف از میان  

)    14بهداشت   روش  %35لام  در   )PCR    در گردیدند.  مثبت 

سال    دیگر  مطالعه در  که  همكاران  و  نمونه    2013فتي  روی  بر 

مورد از نمونه های تهیه    9مورد از    7های منفي صورت گرفت،  

این  مثبت گردید  که با نتایج    PCRشده از مراکز بهداشت مشهد  

 .  (8)همخواني دارد مطالعه

 

 نتیجه گیری 

این مطالعه  نتایح  به  توجه  تشخیص  گستره  روش    ،با  مستقیم در 

است    سالکاولیه   خوبي  برداری،  روش  نمونه  آنكه  شرط  به 

با  آماده سازی نمونه و بررسي میكرسكوپي توسط فرد باتجربه و  

شود.  انجام  استاندارد  های    PCRروش    امكانات  زخم  برای 

مشكوک   با  به  کلنیكي  پوستي  درلیشمانیوز  منفي  گستره  نتیجه 

 مستقیم توصیه مي شود. 

در    کاذب  مثبت  موارد  توجه  قابل  درصد  به  توجه  با  همچنین 

نمونه های جمع آوری شده از مراکز بهداشت، نیازمند مطالعات  

 تكمیلي با تعداد نمونه بیشتر توصیه مي شود.  

با توجه به نتایج این مطالعه، پیشنهاد مي شود پروتكل تشخیصي  

لیشمانیوز پوستي در مشهد به خصوص در مراکز بهداشت سطح  

با   شود.  بررسي  مجدد  بیماران  مراجعه  اول  خط  عنوان  به  شهر 

نیازمند   مستقیم،  روش  بودن  دسترس  در  و  ارزان  به  توجه 

برگزاری دوره های بازآموزی ویژه پرسنل مرکز بهداشت هستیم  

بالیني،   علائم  از  لیشمانیوز  تشخیصي  پروتكل  مسیر  مجددا  تا 

تهیه   و  برداری  نمونه  صحیح  با    گستره نحوه  تشخیص  و 

 میكروسكوپ ارزیابي شود. 

 

 و قدردانی تشکر

با کد    4010365وهشي شماره  ؤحاصل از طرح پ  پژوهش حاضر
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شماره   به  پزشكي  عمومي  باشد.     P10308 دکتری  این  مي 

پژوهش با حمایت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي  

 مشهد انجام شد که بدینوسیله از ایشان صمیمانه تشكر مي گردد.
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A study on pseudo- positive and negative smears obtained from skin lesions 

suspected to Cutaneous Leishmaniasis at Emamreza Hospital and Health 

Centers of Mashhad.  
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 Abstract 

Introduction: Cutaneous Leishmaniasis (CL) is a parasitic skin disease, 

endemic worldwide. Diagnosis primarily is based on clinical signs and 

microscopic observation of parasite on direct stained smears or tissue sections. 

However sensitivity of direct smear is rather high, but it depends on the 

quality of sampling, staining and the expert of Laboratory technician and 

responsible Medical Parasitologist for the test. However the sensitivity of 

direct smear is not as high as molecular methods. The aim of this study is to 

identify pseudo-positive and pseudo negative direct smears obtained from skin 

lesions suspected to CL by PCR method. 

Methods: Among direct smears obtained from patients with suspicious skin 

lesions to CL who referred to Emamreza Hospital and Health Centers of 

Mashhad, 100 positive Giemsa-stained smears and 50 negative Giemsa-

stained smears were collected. DNA extraction performed by scraping the 

stained smears, obtained from Patients with skin lesions. To perform PCR. 

Results: Among DNA extracted from negative smears obtained in Health 

Centers, 28 % showed positive result for Leishmnia tropica. There was only 

one pseudo-positive smear among the reported positive smears. Among 

smears obtained from Hospital Lab., only one pseudo-negative without any 

pseudo-positive smears was observed.  

Conclusion: Direct microscopy on stained smears is a good and accurate 

with high sensitivity laboratory method for diagnosis of Leishmaniasis, 

if sampling and preparation of the smear is proper and an expert 

microscopist using a standard microscope reports the result.  

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis, oriental sore, Direct smear, PCR 

 

 

 

 


