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چكيده 

زمينه و هدف: ليشمانيوز از بيماريهای مشترک بين انسان و حيوان است که بشر از 650 سال قبل از ميلاد و حتی پيشتر با آنها مواجه بوده است. به نظر ميرسد سالانه 2 ميليون نفر از افراد جديد به اين بيماری مبتلا مي‌گردند. به طور معمول روش تشخيصی ليشمانيوز پــوستی نمونه‌برداری از زخم و يا زخمهای بيمار است و لام تهيه‌شده از اين زخمها در آزمايشگاه مورد بررسي قرار مي‌گيرند. مطالعه حاضر با هدف بررسي مقايسه‌اي ارزش تشخيصي انگل ليشمانيا در زخمهاي جلدي بيماران از طريق مشاهده مستقيم و محيط كشت انجام شد.
روش بررسي: دراين مطالعه مقطعي، بيماران دارای زخم جلدی مشکوک مراجعه‌کننده به بيمارستان شهيد دکتر فقيهی شيراز ابتدا مورد پرسشگری قرارگرفتند و بعد ازتکميل اطلاعات مربوط به سن، جنس، حرفه، محل 
ضايعه و محل زندگی، از هرکدام از ضايعات نمونه جداگانه‌ای تهيه شد؛ نمونه هم به صورت اسلايد بررسي 
گرديد و هم بر روی محيط کشت برده شد و به طور جداگانه مورد مطالعه قرار گرفت. تمامي نمونه‌ها توسط يك فرد و با يك روش بررسی گرديد. اطلاعات به دست‌ آمده با استفاده از نرم‌افزار آماري SPSS مورد تحليل قرار گرفتند.
يافته‌ها: در مجموع 252 بيمار مورد بررسي قرار گرفتند. 8/50% از آنها مذكر و 49% مؤنث بودند. بيشتر اين افراد (4/29%) دانش‌آموز يا دانشجو و كمترين آنها (8/4%) معلم يا كارمند بودند. بيشترين ميزان زخم در اندامهاي فوقاني بود. با توجه به لام‌هاي تهيه‌شده، 9/42% از زخمها مثبت و 57% منفي بودند. 71% از سلول نوع غالب به صورت نوتروفيل و 29% به صورت لنفوسيت بود. بررسي محيط كشت زخمهاي جلدي نشانگر مثبت‌بودن 5/57% و منفي‌بودن 5/42% از موارد بود. 
نتيجه‌گيري: چنانچه لام‌های تهيه‌شده از زخم، به طور کامل و به مدت نيم ساعت بررسی گردند، وجود يا فقدان انگل محرز مي‌گردد و نيازی به بررسی بيشتر توسط محيط کشت نخواهد بود و استفاده از محيط کشت به منظور تشخيص دقيقتر انگل ليشمانيا اطلاعات بيشتری را نسبت به مطالعه مستقيم لام در بر نخواهد داشت.
كليد واژه‌ها: ليشمانيا؛ زخمهای جلدی؛ مشاهده مستقيم؛ محيط کشت 
افق دانش؛ مجله دانشكده علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني گناباد (دوره 10؛ شماره 1؛ سال 1383)

مقدمه

ليشمانيوز از بيماريهاي مشترك بين انسان وحيوان است كه بشر از 650 سال قبل از ميلاد و حتي پيشتر با آن مواجه بوده است (2،1). ساليانه 2 ميليون نفر از افراد جديد به اين بيماري مبتلا مي‌گردند؛ همچنين بر اساس آمارهاي موجود، 350 ميليون نفر در 88 كشور جهان در معرض ابتلا به اين بيماري قرار دارند و حدود 12 ميليون نفر به يكي از اشكال آن مبتلا هستند (1-5).
ليشمانيوز پوستي از بيماريهاي مهم انگلي است و در كشور طي چند سال اخير موارد ابتلاي به ليشمانيوز پوستي گزارش شده است كه به نظر مي‌رسد ميزان حقيقي آن بيشتر از آمار مورد گزارش باشد (6). درايران دوگونه از آن، ليشمانيا ماژور و ليشمانيا تروپيكا، عامل ليشمانيوز پوستي هستند و هركدام داراي سوش‌هاي متعددي نيز هستند (1). 
بايد توجه داشت كه تشخيص گونه‌ها و سوش‌هاي ليشمانيا به صورت ميكروسكوپي امكا‌ن‌پذير نيست وتنها درمراكز بزرگ تحقيقاتي ويا به صورت پايان‌نامه‌هاي دانشجويي بر روي سوش‌ها وگونه‌هاي ليشمانيا تحقيق شده است (6-9).
به طور كلي انگل در بدن ميزبان مهره‌د‌ار به شكل بدون تاژك يا آماستيگوت و در بدن ميزبان بدون مهره (پشه خاكي) و محيط كشت به شكل تاژكدار يا پروماستيگوت مشاهده مي‌شود (4،1، 6-8). ناقل بيماري گونه‌هاي پشه خاكي از جنس فلبوتوموس (Phlebotomus) درجهان كهن و لوتزوميا (Lutzomyia) درجهان نوين است كه با توجه به گونه ليشمانيوز مخزن يا مخازن هرگونه متفاوت است؛ به عنوان مثال در ليشمانيا تروپيكا يا ليشمانيوز نوع شهري مخزن انسان و بندرت سگ است و در ليشمانيا ماژور نوع روستايي مخزن آن جوندگان بزرگ و در ايران موش صحرايي از خانواده جربيليده و گونه رومبوميس اوپيموس است (1-6، 10).
دوره پنهاني (كمون) زخم نوع شهري يا ليشمانيا تروپيكا 3تا4 ماه و طول دوره زخم 9 تا 12 ماه است؛ همچنين زخم داراي اندازه كوچك و خشك است؛ درحالي كه درليشمانيا ماژور يا ليشمانيوز روستايي دوره كمون زخم كوتاهتر و در حدود 1 تا 5/1 ماه است و دوره زخم نيز در حدود 4 تا 6 ماه است. درحقيقت خصوصيات بيماريزايي ليشمانيا تروپيكا و ليشمانيا ماژور تقريباٌ مشابه است؛ با اين تفاوت كه زخم ليشمانيا ماژور سريعتر و شديدتر ظاهر مي‌گردد و در ضمن سير بيماري نيز سريعتر است و زودتر بهبود مي‌يابد. در ليشمانيا ماژور به علت اين كه از زخم مايع سروزي ترشح مي‌گردد با عنوان زخم شرقي مرطوب خوانده مي‌شود (6،1-8، 12،11).
نكته ديگر اين كه ليشمانيا تروپيكا و ليشمانيا ماژور از نظر مورفولوژي و سير تكاملي كاملاٌ شبيه به هم هستند؛ با اين تفاوت كه شكل آماستيگوت ليشمانيا تروپيكا اندكي كوچكتر از فرم آماستيگوت ليشمانيا ماژور است و اين اختلاف توسط ميكروسكوپ نوري قابل رؤيت نيست (6،5،3،1). پشه خاكي يا فلبوتوموس هنگام شب فعاليت دارد و نزديك سطح زمين پرواز مي‌كند و جهت پيشگيري مي‌توان شبها با خوابيدن در طبقات بالاتر و يا پشت‌بام تا حدي از معرض گزش پشه دور ماند (7،1). 

مصونيت در ليشمانيوز كامل و دائم است؛ يعني اگر فردي در طول عمر خود به سالك پوستي خشك يا ليشمانيوز شهري مبتلا گردد تا آخر عمر به ليشمانيا تروپيکا و ليشمانيا ماژور مبتلا نمي‌گردد؛ همچنين اگر به سالك پوستي مرطوب يا ليشمانيوز روستايي مبتلا گردد تا آخر عمر به ليشمانيا تروپيكا مبتلا نمي‌گردد و مصونيت دائم و كامل كسب مي‌نمايد (6،1-8). 
به طور معمول در مورد ليشمانيوز پوستي، فقط از زخم يا زخمهاي بيمار نمونه‌‌برداري مي‌شود و لام تهيه‌شده در آزمايشگاه مورد بررسي قرار مي‌گيرد. با توجه به اين نكته كه فعاليت ساخت واكسن دركشور آغاز شده است، شناسايي هرچه دقيقتر كانونها، مخازن و ناقلان انواع گوناگون ليشمانيوز پوستي در نقاط مختلف ايران الزامي است (12). در اين تحقيق ارزش تشخيصي انگل ليشمانيا در زخمهاي جلدي بيماران از طريق مشاهده مستقيم و محيط كشت مورد ارزيابي مقايسه‌اي قرار گرفت.

روش بررسي
در اين مطالعه مقطعي كه از بهمن 1381 تا بهمن 1381 به مدت يك سال به طول انجاميد، تمامي بيماران مراجعه‌كننده به بيمارستان شهيد دكتر فقيهي كه داراي زخم پوستي مشكوك بودند، بررسي و زخم يا زخمهاي آنها از نظر وجود عامل ليشمانيا مورد بررسي قرار گرفت. 
ابتدا فرم مربوط به يك سري اطلاعات فردي (نام و نام خانوادگي، جنس،‌ سن،‌ شغل،‌ محل ضايعه، محل زندگي) تكميل گرديد و سپس از هركدام ازضايعات،‌ نمونه‌اي جداگانه تهيه شد و نمونه‌ها هم به صورت اسلايد و هم در محيط كشت و به صورت جداگانه مورد بررسي قرار گرفتند. 

همه نمونه‌ها توسط يك نفر و با يك روش از بيماران تهيه شد و توسط يك نفر نيز تمام اسلايدها بررسي و
گزارش گرديد. ابتدا نمونه‌ها به صورت اسلايد تهيه شد؛ 
با متانول ثابت (Fix) گرديد و با رنگ گيمسا بارقت 20/1 
به مدت 20 دقيقه رنگ شد و هر اسلايد به مدت 
20-30 دقيقه يا معادل با 500 فيلد روغني بررسي گرديد (9،8). 
در اين بررسي ابتدا وجود يا فقدان انگل ليشمانيا يا فرم آماستيگوت انگل و نوع سلول غالب كه در نمونه زخم ديده شده بود، و توزيع انگل در اسلايد بررسي گرديد و براي بيان توزيع انگل در لام از فرمول زير استفاده شد:
1 تا 5 عدد انگل دركل لام: 


خيلي كمياب
5 تا10 عدد انگل دركل لام: 


كمياب 
10 تا 20 عدد انگل دركل لام:


كم 
يك فيلد در ميان 3-1عدد انگل:

متوسط 
در هر فيلد روغني تعداد يك انگل يا بيشتر:
زياد 
ذكراين نكته ضروري است كه اين فرمول به طور قراردادي بود تا بتوان معيار كلي براي بيان كميت انگل در لام‌ها عنوان شود و در هيچ يك از منابع موجود دراين باره مطلبي يافت نشد. همچنين از هر نمونه، مقداركمي بر روي محيط كشت دو فازي (NNN) تهيه شده ازخون خرگوش، برده شد، بعد از 24 تا 48 ساعت در فاز مايع با مشاهده فرم تاژكدار انگل و با مشاهده انگل نمونه كشت بيمار مثبت تلقي گرديد (13،9).
اطلاعات جمع‌آوري شده با استفاده از نرم‌افزار آماري SPSS مورد تحليل قرار گرفتند.

يافته‌ها 

در اين مطالعه در مجموع 252 بيمار مورد بررسي قرار گرفتند؛ 8/50% از اين افراد مذكر و 49% مؤنث بودند. بيشتر اين بيماران (4/29%) دانش‌آموز يا دانشجو و كمترين آنها (8/4%) معلم يا كارمند بودند. 
بررسي محل ضايعه نشانگر وجود بيشترين ميزان زخم در اندامهاي فوقاني بود (جدول 1). 
بررسي لام‌هاي تهيه‌شده از زخمها نشان داد كه 9/42% از موارد مثبت و 57% از موارد منفي بودند (جدول 2). 
جدول 3 نشانگر تعداد انگل درلام‌هاي مختلف است. 
71% از سلول نوع غالب به صورت نوتروفيل و 29% به صورت لنفوسيت بود (جدول 4). 
بررسي محيط كشـت زخمهاي جلدي نشانگر مثبت‌بودن 5/57% و منفي بودن 5/42% از موارد بود (جدول 5). 
جدول 1- توزيع فراواني محل زخمهاي جلدي 
بيماران مورد مطالعه
	درصد
	فراوانی
	محل زخم جلدي

	3/43
	109
	اندامهای فوقانی

	8/21
	55
	اندامهای تحتانی

	3/33
	84
	صورت

	6/1
	4
	ساير موارد

	100
	252
	جمع کل


جدول 2- توزيع فراواني نتايج بررسي لام‌هاي تهيه‌شده 
از زخمهاي جلدي بيماران مورد مطالعه
	نتيجه بررسي لام
	فراواني
	درصد

	منفي
	108
	9/42

	مثبت
	144
	1/57

	جمع كل
	252
	100


جدول 3- توزيع فراواني تعداد انگل مشاهده‌شده در لام‌هاي تهيه‌شده از زخمهاي جلدي بيماران مورد مطالعه
	تعداد انگل مشاهده شده
	فراواني
	درصد

	زياد
	39
	4/15

	متوسط
	35
	8/13

	كم
	34
	5/13

	كمياب
	27
	7/10

	خيلي كمياب
	9
	8/3

	بدون وجود انگل
	109
	8/42

	جمع كل
	252
	100


جدول 4- توزيع فراواني نوع سلول مشاهده‌شده در لام‌هاي تهيه‌شده از زخمهاي جلدي بيماران مورد مطالعه
	نوع سلول
	فراواني
	درصد

	نوتروفيل
	179
	0/71

	لنفوسيت
	73
	0/29

	جمع كل
	252
	100


جدول 5- توزيع فراواني نتايج بررسي محيطهاي كشت تهيه‌شده از زخمهاي جلدي بيماران مورد مطالعه
	نتيجه محيط كشت
	فراواني
	درصد

	منفي
	107
	5/42

	مثبت
	145
	5/47

	جمع كل
	252
	100


بحث و نتيجه‌گيري

بررسي دقيق لام‌هاي تهيه‌شده از زخمهاي جلدي مشكوك به ليشمانيا به مدت 20-30 دقيقه به خوبي وجود يا فقدان انگل را مشخص نمود و استفاده از محيط كشت اطلاعات بيشتري را نسبت به اسلايدهاي تهيه شده از زخم در بر نخواهد داشت؛ اين مسأله با استفاده از آزمون آماري نيز معني‌دار نبود و تفاوتي را بين اين دو روش تشخيصي نشان نداد. در پژوهش كنوني مشخص گرديد كه استفاده از محيط كشت به منظورتشخيص دقيقتر وجود انگل ليشمانيا ارزش قابل توجهي از نظرآماري ندارد و استفاده از اين روش تنها موجب افزايش هزينه آزمايش خواهد گرديد. 
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Survey of the diagnostic value of leishmania 
in skin lesions in patients through direct 
smear and culture media

Rafati SN.,* Khorrami HR.*

Abstract

Background and Aim: Leishmeniosis is one of the Zoonoses to which humans have been exposed since 650 years before the birth of Christ. It seems that each year two million people are afflicted with this disease. Usually the diagnostic method of skin Leishmaniosis is taking samples from the lesions and evaluating the slides in the laboratory. This study was done to camper the value of leishmania skin lesions through observation and culture. 
Materials and Methods: In this cross-sectional study the patients with suspicious skin lesions who referred to Shahid Faghihi hospital were asked questions on age, sex, accupction, the affected part and the place of living. A separate sample was taken from each lesion and then we evaluated the slides and the cultures. All the samples were evaluated by the same technician and method and then the data were analyzed, using SPSS and statistical package.

Results: The results of 252 patients, 50.8% males and 49% female, most of them were students (29.4%) and the least teachers or staffs (4.8%). The most of lesions were in upper organs, 42.9% of the lesions positive and 57% were negative the survey of lesion culture indicates that 57.5% were positive and 42.5% were negatives. 

Conclusion: If the provided slides from the lesions were surveyed completely and half hour, the presence and lack of the parasite will be cleared and no more information will be gained for more exact diagnosis of leishmania to slide direct survey. 
Key words: Leishmania; Cutaneous lesions; Direct smear; Culture media
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