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:چكيده
 مطالعه حاضر به منظور شناسايي موارد بدون علامـت بيمـاري ليـشمانيوز احـشايي در انـسان و سـگ بـا اسـتفاده از              :مقدمه

. شهرستان داراب از استان فارس انجام گرفت و سرولوژي در)PCR(روش هاي واكنش زنجيره اي پلي مراز
:روش كار

 درصد  سگ هاي صاحب دار به 20 درصد بالغين و 10 مقطعي از كليه كودكان زير ده سال و -در اين  مطالعه توصيفي
براي تعيين ميزان شيوع عفونت ليشمانيايي احشايي در انسان و سگ از روش سرولوژي . صورت تصادفي نمونه گيري شد

اطلاعات بدست آمده از اين مطالعه با . استفاده شد) PCR( و روش واكنش زنجيره اي پلي مراز(DAT)لوتيناسيون مستقيم آگ
Epiاستفاده از نرم افزارهاي Info . مورد تجزيه قرار گرفت9نسخه SPSS و2000

:يافته ها
 نمونه 23و )    نمونه از مناطق عشايري64تايي و   نمونه از مناطق روس312( نمونه پلاسماي انساني 376در اين بررسي 

)  درصد33/1( مورد 5از مجموع نمونه هاي انساني . پلاسماي سگ به روش آگلوتيناسيون مستقيم مورد بررسي قرار گرفتند
با همچنين .  بود1:320داراي تيتر  مساوي )  درصد3/4(از نظر سرولوژي مثبت و  از  مجموع نمونه هاي سگ، يك قلاده 

 كينتوپلاستي انگل DNAاز افراد تحت مطالعه ) درصد5/8(نفر 32و )  درصد7/21(  قلاده سگ  5 در خونPCRروش 
.تعيين شدL .infantumشناسايي و  گونه آنهاليشمانيا

:بحث و نتيجه گيري
 روي خون محيطي، روش بر) اختصاصي جنس (RV2وRV1پرايمرهاي ا بPCRنتايج مطالعه حاضر نشان داد كه روش

مناسبي براي تشخيص زودرس بيماري در انسان و سگ و همچنين يافتن موارد بدون علامت به خصوص در مناطق 
. آندميك مي باشد

DAT ، PCR، ليشمانيوز احشايي ، عفونت انساني، عفونت سگ ها:واژگان كليدي

:مقدمه
زها كه در رديف بيماري هاي انگلي قابل انتقال بين ليشمانيو

انسان و حيوان هستند، در اغلب نقاط جهان وجود دارند و به 
-و جلدي) كالا آزار(، احشايي )سالك(صورت ضايعات پوستي 

]. 1[مخاطي بروز مي كنند 
عامل اصلي بيماري كالا آزار در منطقه مديترانه و از جمله ايران

Leishmania infantumسگ سگ و آن رامخازن. مي باشد -

و ناقلين آن را گونه هاي مختلف پشه ) روباه و شغال(نان سا
اين بيماري در ايران اغلب در كودكان . خاكي تشكيل مي دهند

ديده مي شود و  به طور كلي بيش ترين )  درصد98(زير ده سال 
ف كشور موارد بيماري مربوط به عشاير استان هاي مختل

بيماري كالا آزار در بيش تر مناطق ايران به . مي باشد
و در مناطقي از استان هاي اردبيل ) تك گير( اسپوراديك صورت
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، آذربايجان شرقي )مشكين شهر، دشت مغان و روستاي ثمرين  (
،  بوشهر )فيروز آباد ، جهرم و نور آباد (، فارس )اهر و كليبر(
به صورت آندميك ) بخش خلجستان(و قم ) زجان و خورموجبرا(

].2-6[ديده مي شود 
به طور كلي تشخيص بيماري ليشمانيوز احشايي يا كالاآزار به 
دليل اين كه تظاهرات باليني آن با ساير بيماري هاي شايع از 

گاهي اين . قبيل مالاريا، تيفوئيد و سل مشابه بوده، پيچيده است
ر هم زمان به صورت عفونت توأم در شخص بيماري ها به طو

از سوي ديگر به دليل وجود . مبتلا به كالاآزار ديده مي شوند
هايپرسلولاريتي و معكوس شدن رده ميلوئيد به اريتروئيد، 
پلاسماسيتوز، مگاكاريوسيت ها، نكروز و فيبروز در آسپيراسيون و 

زار بابيوپسي مغز استخوان در بسياري از موارد بيماري كالاآ
، )هموليتيك، مگالوبلاستيك(ها، لمفوما، آنمي ها انواع لوكمي

اختلالات ميلوپروليفراتيو و هموگلوبينوپاتي ها اشتباه شده و منجر 
در . به تشخيص نادرست و در نتيجه درمان اشتباهي مي شود

بسياري از اين موارد، تشخيص نادرست منجر به مرگ بيمار 
نين در مناطق آندميك درصد بسياري همچ]. 7  و 8[خواهد شد 

از موارد بيماري را افراد بدون علامت تشكيل مي دهند و عده اي 
 باليني دچار بيماري مي شوند كه اين مسئله  تحتنيز به صورت

نيز تشخيص را به دليل اين كه بسياري از اين افراد با استفاده از 
ثبتآزمون هاي سرولوژي داراي تيتر مثبت و يا در مرز م

هستند اما شكايتي از بيماري ندارند و در مواردي نيز افراد به 
خودي خود بهبود مي يابند و نياز به درمان ندارند به چالش 

].9 و 10[كشاند مي
هاي سرولوژيك مختلفي در تشخيص بيمـاري همـراه بـا          روش

علائم باليني بكار مي روند كه از آن ميان مي تـوان بـه آزمـايش       
از .  آگلوتيناسيون مستقيم، اليزا و ايمينوفلورسنت اشاره نمـود        هاي

Direct)كل اين آزمايش ها، آزمايش هاي آگلوتيناسيون مستقيم

Agglutination Test - DAT)  از حساسيت بالايي براي مطالعـات
سرواپيدميولوژيك برخوردار بوده و با توجه به سـهولت انجـام بـه             

نتخابي در تـشخيص بيمـاري بكـار        عنوان يكي از آزمايش هاي ا     
].11 و 12[مي رود 

در سال هاي اخير، استفاده از روش هاي تشخيـصي بـر اسـاس             
PCR              در .  با حساسيت و ويژگي بـسيار بـالا متـداول شـده اسـت

همين راستا مطالعات زيادي به منظور تشخيص و تعيـين هويـت            
زار انجـام  انگل ليشمانيا در خون محيطي بيماران مبتلا به كـا لا آ      

 در تشخيص كالاآزار    PCRاز مزاياي استفاده از     ]. 13[گرفته است   
مــي تــوان بــه مــواردي از قبيــل تــشخيص زودرس بيمــاري بــه 
خصوص در افراد بدون علامت باليني و يا داراي عفونت مخفـي،            

از جمله ايـدز و بيمـاري هـاي         (افراد دچار سركوب سيستم ايمني      
ژگــي بــسيار بــالا، روش غيــر ، حــساسيت و وي) زمينــه اي ديگــر

تهاجمي، ارزيابي درمان پس از دارو درماني و تعيـين گونـه انگـل        
].  14-16[اشاره نمود 

 با توجه به اينكه عدم تشخيص و درمان به موقع ممكن است تـا          
صد درصد باعث مرگ و مير بيماران به ويژه كودكـان شـود، لـذا               

ه اي برخـوردار   تشخيص دقيق و زودهنگام بيماري از اهميت ويـژ        
بنابراين دستيابي بـه روش يـا روش هـاي كارآمـد، دقيـق،           . است

آسان و در عين حـال سـريع در خـصوص تـشخيص و شناسـايي       
عوامل ايجاد كننده بيماري امري اسـت ضـروري كـه بخـشي از              

.مطالعه حاضر نيز در راستاي تامين چنين هدفي بوده است
اب در جنوب  كيلومتري شهرستان دار65  بخش رستاق در 

شرقي  استان فارس  واقع شده  است كه ا طراف آن، منطقه  
هدف اصلي . مي باشد) ايل خمسه(سكونت ييلاقي عشاير عرب 

از اين مطالعه، شناسايي موارد بدون علامت بيماري ليشمانيوز 
احشايي درانسان و سگ با استفاده از روش هاي واكنش زنجيره 

و همچنين بررسي وضعيت و سرولوژي )PCR(اي پلي مراز
) ايل خمسه(بيماري كالا آزار  در روستاها و مناطق عشايري 

روستاهاي بخش  رستاق و چهار منطقه (شهرستان داراب 
.از استان فارس بود ) عشايري آن

:روش كار
 مقطعي، جامعة مورد پژوهش ساكنين -  در اين مطالعه توصيفي

ي شهرستان داراب  روستاهاي بخش رستاق و چهار منطقه عشاير
در اين مطالعه گروه هدف بيماري كالا آزار، . از استان فارس بود

 سال و كمتر و تعدادي  از بزرگسالان مناطق 10شامل كودكان 
نمونه گيري به صورت كلي  از تمام . مورد بررسي بوده است
 درصد  سگ هاي 20 درصد بالغين و 10كودكان زير ده سال و 
اين تعداد (ر به صورت تصادفي انجام شد صاحبدار مناطق مذكو

بر اساس فرمول حجم نمونه و مطالعات قبلي در ايران انتخاب 
اين مقادير با توجه به مطالعات محققين ديگر در ساير ). شدند

براي بررسي افراد انتخاب ]. 2- 6[مناطق كشور انتخاب شده است 
ركز شده با كمك بهورزان منطقه، والدين و فرزندانشان به م

بهداشتي درماني هر روستا هدايت شده و سپس  اقدام به خون 
 سي سي در لوله هاي 1-2گيري از وريد دست آن ها به ميزان 

در مورد كودكان در محدوده .  شدEDTAحاوي ماده ضد انعقاد 
  ماه تا يك سال با استفاده از لانست و لوله هاي 6ي سني بين 

نمونه هاي . گيري بعمل  آمدميكرو هماتوكريت از پاشنه پا خون 
خون درون فلاسك يخ دار به آزمايشگاه انگل شناسي دانشكده 
پزشكي شيراز منتقل و پس از جمع آوري پلاسماي حاصل و 

 درجه سانتي گراد تا -20همچنين بافي كت، به طور جداگانه در 
.  نگهداري شدندPCRموقع انجام آزمون سرولوژي و 

ات از طريق پرسشنامه اي كه از قبل آماده شده جمع آوري اطلاع
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.بود انجام گرفت
براي تهيه نمونه ي خون از سگ هاي تحت بررسي، ابتدا سگ 
مورد نظر را با وسايل مخصوص مهار كرده و به صورت استريل از 

سپس .  سي سي خون گيري بعمل آمد5وريد سافن با سرنگ 
حاوي ماده ضد انعقاد نمونه ي خون به داخل لولة هاي آزمايش 

EDTA منتقل شده و برچسب اطلاعات مربوط به حيوان روي 
از جدا نمودن پلاسما و همچنين پس. لوله چسبانيده شد

 درجه سانتي گراد - 20بافي كت، به طور جداگانه در فريزر 
.نگهداري شدند

به آزمايشگاه، ) سگ(بعد از انتقال نمونه هاي انساني و حيواني 
ي تعيين  ميزان شيوع عفونت ليشمانيايي احشايي از روش برا

سرولوژي آگلوتيناسيون مستقيم و جهت شناسايي موارد بدون 
علامت از روش واكنش زنجيره اي پلي مراز  در انسان و سگ 

.استفاده شد
 ليشمانيوز آنتي ژن آزمايش آگلوتيناسيون مستقيم از آزمايشگاه

و همكاران (Harith)كتر هريت دانشكده بهداشت براساس روش د
. تهيه شد] 17 [1986در سال  

 و ساير داده هاي DATداده هاي بدست آمده از نتايج آزمايش 
 نسخه SPSSفرم جمع آوري اطلاعات با استفاده از نرم افزارهاي 

9 ،Epi Info 2000در تحليل . مورد تجزيه آماري قرار گرفتند
ق و آزمون آماري مجذور كاي داده ها از جداول فراواني مطل

.استفاده شد
در مورد نمونه هاي خون بدست آمده از انسان و  سـگ، پـس از                 
سانتريفوژ و جدا سازي پلاسما از آن،  بافي كت بدست آمـده كـه          

 جهت  PCR ميكروليتر مي باشد به منظور انجام روش         200حدوداً  
ــشمانيا در آن )  كينتوپلاســتKDNA) DNAشناســايي  ــل لي انگ

 سـي سـي   5/1پس از انتقال بافي كت به لوله هـاي    . ستفاده شد ا
Lysis بـا روش اسـتفاده از   DNAاپندورف، اقـدام بـه اسـتخراج    

buffer    و پروتئيناز K        شد و  ] 15[ بر اساس روش فخار و همكاران
RV1 ) 5`- CTTسپس با استفاده از پرايمرهـاي عمـومي    TTC

TGG TCC CGC GGG TAG G-3` (  و RV2 (5` - CCA 

CCT GGC CTA TTT TAC ACC A-3`) ــت ــه ثاب ( قطع
ــاز145 ــت ب ــك  ) جف ــاي كوچ ــه ه DNAاز حلق (minicircles)

PCRكينتوپلاستي انگل ليشمانيا تكثيـر و در يـك مرحلـه روش             

، محـصول بـر روي ژل       PCRپس از انجام عمل     ]. 18[انجام شد   
 ـ             5/1آگاروز   گ  درصد الكتروفـورز شـده و بـا اتيـديوم برومايـد رن

سپس با توجه به شاخص وزني و مقايسه باند حاصـل           . آميزي شد 
از نمونه ها با گونه هاي مرجع انگل ليشمانيا، جنس  انگل تعيـين     

همچنين جهت  تعيين گونه انگل بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي             . شد
GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3) ( LINR4-5اختصاصي  

TTTGAACGGGATTTCTG-3 LIN17-5 (و تغير از  قطعه م) 

 كينتوپلاســتي انگــل DNA (minicircles)حلقــه هــاي كوچــك
 اختصاصي انجام شـد     PCRليشمانيا تكثير و در يك مرحله روش        

]19.[
 ميكروليتـر و بـا   25 نمونـه اي بـه حجـم    PCRمـواد لازم بـراي   

و ) Lauchaud( لاچـود    استفاده از پرايمرهاي معرفي شـده توسـط       
 در تعداد سيكل ها، مواد بـه كـار          با انجام تغييراتي  ] 18[همكاران  

ضـمناً  .رفته و اصلاح آن بر اساس نمونه هاي باليني استفاده شـد  
ر  ميكروليـت  20قبل از گذاشتن درون دستگاه ترموسيكلر، مقدار        

 جهت جلوگيري از تبخير بافرهـا       PCRاز روغن معدني مخصوص     
سپس نمونـه هـا بـه دسـتگاه ترموسـيكلر           . به هر لوله اضافه شد    

CG1-9696داده شد گوده اي منتقل و برنامه به دستگاه.

:يافته ها
 نمونه از مناطق 312( نمونه پلاسماي انسان 376 در اين مطالعه،   

بـا روش آگلوتيناسـيون   )  نمونه از مناطق عـشايري 64روستايي و  
 از  ) درصـد  4/94( نمونـه    355. مستقيم مورد بررسي قرار گرفتند    

از )  درصـد  6/5( نمونـه    21 پايين تر و      سال و  10گروه هاي سني    
)  درصـد 6/43( نفر 164.  سال تهيه شد10گروه هاي سني بالاي   

 مـاه و    4حداقل سن   . مونث بودند )  درصد 4/56( نفر   212مذكر و   
33/1( مـورد  5از مجمـوع نمونـه هـا،      .  سال بـود   31حداكثر آن     

 سـني    نفر در گـروه    4از اين تعداد    . داراي تيتر مثبت بودند   ) درصد
در گروه .  سال قرار داشتند   5-10 نفر در گروه سني      1 سال و    5-2

سني بالاتر از ده سال و گروه هـاي سـني كمتـر از يـك سـال و               
.  سال موردي از بيماري مشاهده نشد2-1

 مورد داراي سابقه قبلي ابتلاء بـه  4 مورد با نتيجه تيتر مثبت،  5از  
06/1افـراد جامعـه هـدف،    به عبارت ديگر از كـل     . كالاآزار بودند 

. درصد داراي سابقه قبلي ابتلاء بودند
و در )  مورد2( درصد   2/1فراواني نسبي تيتر مثبت در جنس مذكر        

بود كـه از نظـر آمـاري اخـتلاف          )  نفر 3( درصد   4/1جنس مونث   
). = 86/0P(معني داري بين دو جنس مشاهده نشد

عـشايري بنگـل و     تمام افراد داراي تيتر مثبت، متعلق به منـاطق          
بيخ و بنگل بودند و مورد مثبتـي از روسـتاي رسـتاق و توابـع آن                 

. يافت نشد
از افراد مورد پـژوهش سـاكن      )  درصد 06/1( نفر   4همچنين تعداد   

را نشان دادند كه هـيچ كـدام داراي         1:1600روستاي رستاق، تيتر    
سابقه قبلي ابتلاء به كالاآزار نبودند و پس از  پـي گيـري مجـدد،     

هيچ يـك از افـراد داراي تيتـر مثبـت،           . فزايش تيتر مشاهده نشد   ا
شكايتي از بيماري نداشته و همچنين سابقه مسافرت بـه منـاطق            

، ) نمونـه  376(از مجموع نمونه هاي بافي كوت       . آندميك نداشتند 
 نمونـه مربـوط بـه روسـتاي         6()  درصـد  5/8 ( نمونـه  32تعداد  

DNAاز نظر وجود ) شايري نمونه مربوط به مناطق ع26رستاق و 
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).1تصوير ( در خون محيطي مثبت شدند )KDNA (كينتوپلاستي

10 11 12 139872 3 4 5 61

 نمونه هاي  اختصاصيPCRنتيجه الكتروفورز محصولات   : 1تصوير 
 درصد5/1 در ژل آگاروز RV2 و RV1يمرهاي خون انسان با پرا

bp100 ماركر- 1
)bp145( كنترل مثبت - 2
 كنترل منفي- 3

، ) مورد2( نمونه مثبت متعلق به مناطق عشايري كوه نمك 26
در اين مناطق به . بودند)  مورد6(و بيخ و بنگل )  مورد18(بنگل 

آن از )  درصد6/40( نمونه 26 نمونه تهيه شد كه 64طور كلي 
. مثبت بودPCRنظر 

جنس مذكر و )  درصد7/43( مورد 14 نمونه مثبت، 32در ميان 
لذا فراواني . متعلق به جنس مونث بودند)  درصد3/56( مورد 18

5/8 درصد و در جنس مونث 53/8نسبي عفونت در جنس مذكر 
درصد تعيين شد كه بدين ترتيب از نظر آماري اختلاف معني 

از نظر گروه هاي ).= 98/0P(بين دو جنس مشاهده نشدداري 
 مورد، محدوده ي سني بين 1سني، در گروه سني زير يك سال 

 مورد و 13 سال 5-10 مورد، 8 سال 2-5 مورد، 3 سال 2-1
6در ميان افراد مثبت، .  مورد مشاهده شد7 سال 10بزرگ تر از 

لائم باليني هيچ از نظر ع. مورد داراي سابقه قبلي كالاآزار بودند
 مورد نيز 4همچنين . كدام از موارد، شكايتي از عفونت نداشتند

در . مثبت بودند(DAT) و هم از نظر سرولوژيPCRهم از نظر 
 براي تعيين LINR4 و LIN17ضمن با استفاده از پرايمرهاي 

گونه انگل، انگل ليشمانيا اينفانتوم در خون محيطي افراد يافت 
انجام ) سگ(يي كه بر روي مخازن حيواني در مطالعه ا.شد

 قلاده سگ صاحبدار از نظر سرولوژي به روش 23گرفت، تعداد 

 قلاده 7آگلوتيناسيون مستقيم مورد بررسي قرار گرفتند كه 
داراي )  درصد3/4( و يك قلاده 1:160داراي تيتر )  درصد4/30( 

ي مثبت سرمي تمام نمونه ها.  بودند1:320تيتر بالاتر و مساوي 
ازنظر . متعلق به سگ هاي اهلي عشاير بودند) ≤1:320تيتر (

از سگ هاي سرم مثبت داراي )  درصد25( مورد 2علائم باليني، 
علائم باليني شامل ريزش مو، لاغري شديد، ضايعه پوستي و 

فاقد )  درصد75(بزرگي غدد لنفاوي  بوده و بقيه موارد مثبت 
از نظر گروه هاي سني، .  بودندهرگونه علائم باليني مشخص
در سگ هاي گروه )  درصد5/62(بيش ترين ميزان شيوع سرمي 

از نظر جنس، اختلاف معني داري بين دو .  سال بود 1- 5سني  
.جنس مشاده نشد و ميزان عفونت در هر دو جنس يكسان بود

،  در ) RV2 و RV1پرايمرهاي عمومي (PCRروشهمچنين با 
 كينتوپلاستي انگل DNA) درصد 7/21(  قلاده سگ  5خون 

نيزDAT قلاده  از آن ها با روش 3شناسايي شد كه تنهاليشمانيا

LIN17با استفاده از  پرايمرهاي .  بودند1:160داراي تيتر سرمي 

تعيين شد كه  ) L.infantum(اينفانتوم .  گونه انگل، لLINR4و 
اراي تيتر سرمي  نيز  دDAT قلاده  از آن ها با روش3تنها  
. بودند1:160

:بحث و نتيجه گيري
داراي تيتر  )  درصد33/1( مورد 5  نمونه هاي انساني  از مجموع

 سال قرار 2-5مثبت سرولوژي  بودند كه همگي در گروه سني 
 بيمار مبتلا به كالا 130در مطالعه هاشمي نسب بر روي . داشتند

 سال سن داشتند 3زير آزار در استان فارس  يك سوم بيماران 
 درصد كودكان 17در مطالعة  سليمان زاده و همكارانش ]. 20[

اما در مطالعه حاضر، افراد سرم ]. 21[مبتلا زير يك سال بودند 
 درصد بودندكه علل آن را مي توان 2-5مثبت در گروه سني 

زيرا آنتي . ابتلاء قبلي، درمان و يا موارد تحت باليني ذكر نمود
 شناسايي DATعليه عفونت ليشمانيا كه توسط بادي هاي 

. سال و حتي بيشتر هستند3-4مي شوند داراي طول عمر 
 در مطالعه حاضر،  از نظر آماري اختلاف معني داري بين دو 
جنس مذكر و مونث از جهت  فراواني نسبي تيتر مثبت  مشاهده 

نكته در مطالعة ادريسيان در استان اردبيل به ). =86/0P(نشد 
قابل توجهي اشاره شده است كه علي رغم شيوع بالاتر موارد 
ابتلاء به كالا آزار در جنس مذكر، شيوع سرواپيدميولوژيك عفونت 

مي توان ]. 3[بدون علائم باليني در جنس مونث بالاتر بوده است 
گفت در كانون هاي آندميك هر دو جنس به يك نسبت در 

احتمالاً موارد بدون علائم معرض آلودگي قرار مي گيرند ولي 
]. 3- 5و15[باليني در جنس مونث بيش تر از جنس مذكر است 

در مطالعه اي كه در هندوستان انجام گرفته است، شارما
)Sharma( و همكاران اظهار داشته اند كه بروز كالا آزار در سنين 

قبل از بلوغ اختلاف معني داري در دو جنس نداشته ولي بعد از 
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ماري در افراد مذكر بيش تر بوده است و علت اين اختلاف بلوغ بي
را به نقش محافظتي هورمون هاي جنسي زنانه از ابتلاء به 

93البته حجم نمونه در اين مطالعه تنها . بيماري نسبت داده اند
 مطالعه ي PCRهمچنين نتايج حاصل از ].22[نفر بوده است 

 منطقه دچار عفونت  درصد افراد اين5/8حاضر نشان مي دهد كه 
بدون (ليشمانيايي هستند ولي شكايتي از بيماري خود ندارند 

داراي تيتر )   مورد32( مورد از آن ها 5از سوي ديگر ). علامت
مثبت آگلوتيناسيون مستقيم بودند و از نظر آماري ارتباط معني 

 و آگلوتيناسيون مستقيم در شناسايي PCRروشداري بين دو  
اين يافته ها نشان ). =01/0P(موارد بدون علامت مشاهده شد 

تنها موارد كمي از مي دهد اگر چه روش آگلوتيناسيون مستقيم
افراد بدون علامت را شناسايي مي كند و در اين خصوص از 
حساسيت پائيني برخوردار است، در شناسايي موارد بدون علامت 

مك كننده است و همچنين بين حضور انگل در خون با حضور ك
از سوي ديگر، در بررسي سرولوژي . آنتي بادي ارتباط وجود دارد

 وجود دارند كه با 1:1600 مورد داراي تيتر4در شهرستان مذكور، 
اين .  انگل يافت شدKDNA مورد 3 بر روي خون، درPCRروش

 در شناسايي موارد PCRيافته نيز حاكي از آن است كه روش 
به علاوه با توجه . بدون علامت از كارآيي مناسبي برخوردار است

به اين كه فراواني شيوع سرمي بيماري در هر دو جنس يكسان 
 سال 5بوده است و بيش ترين مورد مربوط به گروه سني زير 

و سوء )  سال5زير (عشاير مي باشد، لذا به نظر مي رسد سن 
 اصلي براي بيماري كالاآزار در منطقه  تغذيه از عوامل خطر

در ضمن مشاهده مي شود كه بيش ترين فراواني بيماري . باشند
است كه اين مطلب ) بالغين( و بالاتر 5-10مربوط به گروه سني 

 و 16[با مطالعات سايرين روي موارد بدون علامت مطابقت دارد 
با موارد بنا براين الگوي موارد علامت دار ]. 5 و 6 و 10 و 15

همچنين بر اساس نتايج به . بدون علامت كاملاً متفاوت است
 براي غربالگري اوليه بيماري و PCRروشدست آمده، مي توان از 

. شناسايي موارد بدون علامت و داراي عفونت نهفته استفاده نمود
با توجه به اين كه فرم هاي علامت دار بيماري در مناطق 

رد را به خود اختصاص مي دهند و آندميك درصد اندكي از موا
اغلب موارد بدون علامت هستند، لذا شناسايي آن ها از اهميت 

از طرف ديگر بر اساس مطالعات انجام . ويژه اي برخوردار است
گرفته در مناطق آندميك كشورهاي فرانسه، اسپانيا و ايتاليا مبني 

ون اينفانتوم زنده در خون اهداء كنندگان خ. بر وجود انگل ل
روي ساكنين  ] 15[و  همچنين  مطالعه قبلي مولف ] 25-23[

 علامت باليني بودند به اثبات فاقد استان فارس نور آبادمنطقه 
رسيده است و از سوي ديگر انتقال بيماري كالاآزار از طريق 

به نظر مي رسد ]. 26 و 25[انتقال خون نيز گزارش شده است
تقال بيماري در مناطق آندميك انتقال خون يكي از راه هاي ان

باشد، لذا غربالگري اهداء كنندگان خون ساكن مناطق آندميك 

 درصد 2/14در مطالعه محبعلي و همكاران .امري ضروري است
از سگ هاي مناطق مختلف ايران از نظر سرولوژي  مثبت بوده 

 درصد از آن هايي كه با آزمايش آگلوتيناسيون 24اند و تنها 
بت بودند علائم باليني ليشمانيوز احشايي را داشتند مستقيم مث

 درصد از سگ هاي سرولوژي 25در  مطالعه حاظر  نيز ]. 27[
موفقيت در برنامه هاي كنترل .مثبت  داراي علائم باليني بودند

ليشمانيوز احشايي زئونوز  نيازمند به آگاهي از ميزان عفونت در 
نين آگاهي ازميان جمعيت هاي انساني و مخازن و همچ

تشخيص باليني ليشمانيوز . كانونهاي فعال بيماري مي باشد
احشايي سگ ها به دليل اين كه علائمي كه ظاهر مي كنند 
بسيار متغير بوده و با ضايعات ايجاد شده ساير بيماري ها 

به علاوه تقريباً نيمي از سگ هاي داراي . مشابهند، مشكل است
اما سگ هاي بدون ]. 28 و 29[ند عفونت، فاقد علائم باليني هست

علامت مانند سگ هاي علامت دار براي پشه خاكي ها خاصيت 
غالباً  براي ارزيابي ميزان شيوع عفونت . عفونت زايي دارند

ليشمانياي سگ از روش هاي سرولوژي از قبيل آگلوتيناسيون 
مستقيم و ايمينوفلورسنت استفاده مي شود، ولي ممكن است در 

لذا ]. 31 و 30[ل عفونت اين آزمايش ها منفي باشند ماه هاي او
آندميك ايران، از يك سو تمامي توصيه مي شود در مناطق 

هاي ولگرد را از بين برده و از سوي ديگر سگ هاي صاحبدار سگ
 مورد بررسي قرار PCRبه وسيله انجام آزمايش هاي سرولوژي و 

ي مذكور گرفته و در صورت مثبت بودن هر يك از آزمايش ها
.نسبت به معدوم نمودن آن ها اقدامات لازم بعمل آيد

PCRنتايج مطالعه حاضر نشان مي  دهد كه روش :نتيجه گيري

  بر روي خون محيطي براي تشخيص RV2وRV1با پرايمرهاي 
زودرس بيماري در انسان و سگ و يافتن موارد بدون علامت به 

با همچنين . اشدخصوص در مناطق آندميك روش مناسبي مي ب
توجه به  ميزان بالاي  عفونت در افراد  عشاير و  سگ هاي آن 
ها  از نظر سرولوژي و نيز اثبات وجود عفونت فعال احشايي  با 

  نتيجه گرفته مي شود كه سگ به عنوان PCRاستفاده از روش 
يكي از مخازن آلودگي براي انسان در مناطق عشايري داراب  به 

)  ايل خمسه ( اين بيماري در عشاير عربشمار مي رود و
منطقه به خصوص در  عشاير  بيخ و بنگل به صورت آندميك 

. وجود دارد

بدين وسيله از  كليه ي همكاران مركز بهداشت :تقدير و تشكر 
داراب، مركز روستايي رستاق و مركز بهداشت استان فارس به 

همچنين از . دخاطر همكاري هاي ارزشمندشان قدرداني مي شو
معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شيراز به خاطر تامين مالي 

.هزينه هاي طرح تشكر مي نمايد

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir
www.sid.ir


ار و همكارانمهدي فخ ......                                                                                         )PCR(كارايي روش واكنش زنجيره اي پلي مراز

89تابستان ، دو، شماره هشتم دانشگاه علوم پزشكي جهرم، دوره فصلنامه
�

References
1. Ardehali S, Rezaei HR, Nadim A. Leishmania parasite 
and leishmaniosis. 2nd ed. Tehran: Academic Pub Center; 
1994: 3-11  (Persian)
2. Edrissian GH, Visceral leishmaniasis in Iran and the role 
of serological tests in diagnosis and epidemiological 
studies. In: Ozcel MA, Alkan MZ ( eds ) Parasitology for 
the 21st century. CAB International; 1996: 41 - 49.
3. Edrissian GH. Visceral leishmaniasis, the Iranian 
experience. Arch Iran  Med 1998, 1:  22 - 26.
4. Fakhar M, Mohebali M, Barani M. Identification of 
endemic focus of kala-azar and seroepidemiologcal study 
of visceral Leishmania infection in human and canine in 
Qom Province. Armaghan-danesh 2004; 9(3): 43 - 52. 
(Persian)
5. Fakhar M, Motazedian MH, Asgari Q, et al. A new 
endemic focus of visceral leishmaniosis in southern Iran. 
Armaghane-danesh 2006; 42 : 3–114. (Persian) 
6. Asgari Q, Fakhar M, Motazedian MH. Nomadic kala-
azar in south of Iran. Iran J Pub Health 2006,35: 85 -86

da Silva MR, Stewart JM, Costa CH7 Sensitivity of bone 
marrow aspirates in the diagnosis of visceral leishmaniasis. 

Am J Trop Med Hyg2005; 72(6): 811-4.
8. Kumar PV, Vasei M, Sadeghipour A, et al, Visceral 
leishmaniasis: bone marrow biopsy findings. J  Pediatr 

Hematol Onchol 2007, 29 : 77 - 80
9. Kar K. Serodiagnosis of leishmaniasis. Crit Rev 
Microbiol 1995; 21 : 123 – 152

. Gao CH, Wang JY, Yang YT10, et al. Study on PCR 
method for detecting the asymptomatic infection of 

Leishmania infantum. Zhongguo Ji Sheng Chong Xue Yu Ji 
Sheng Chong Bing 2006; 24 ; 92 - 6.
11. Mikaeili F, Fakhar M, Sarkari B, et al. Comparison of 
serological methods (ELISA, DAT and IFA) for diagnosis 
of visceral leishmaniasis utilizing an endemic strain. Iran J 
Immunol 2007; 4: 116–121
12. Mohebali M, Edrissian GhH, Nadim A. etal. 
Application of direct agglutination test (DAT) for the 
diagnosis and seroepidemiological studies of visceral 
leishmaniasis in Iran. Iran J Parasitol 2006; 1(1): 15-25.
13. Sundar S, Rai M. Laboratory diagnosis of visceral 
leishmaniasis. Clin Diag Lab Immuno 2002, 9(5): 951-958.
14. Lachaud  L, Dereure J, Chabbert E, et al. Optimised 
PCR using patient blood samples for diagnosis and follow-
up of visceral leishmaniasis, with special references to 
AIDS patients. J Clin Microbiol 2000; 38: 236-240.
15. Fakhar M, Motazedian MH, Hatam GR, et al. 
Asymptomatic human carriers of Leishmania infantum: 
possible reservoirs for Mediterranean visceral 
leishmaniasis in southern Iran. Ann Trop Med Parasitol 
2008; 102(7): 577-83.
16. Cascio A, Calattini S, Colomba C. et al.  Polymerase 
chain reaction in the diagnosis and prognosis of 
Mediterranean visceral leishmaniasis in immunocompetent 
children. Pediatr 2002, 109(2): 1-5.
17. Harith AE, Kolk AHJ, Kager A, et al. A simple and 
economical direct agglutination test for serodiagnosis of 

visceral leishmaniasis. Trans Soc Trop Hyg 1986; 80: 58-
87. 
18. Lachaud L, Marchergni-Hammami S, Chabbert E. et al. 
Comparison of six PCR methods using peripheral blood for 
detection of canine visceral leishmaniasis. J Clin Microbiol 
2002; 40(1): 210-215.
19.  Aransay, AM, Scoulica E , Tselentis R. Detection and 
identification of leishmania DNA within naturally infected 
sand flies semi nested PCR on minicircle kinetoplastic 
DNA. Appl Environ  Microbiol 2002.               
20. Hashemi-Nasab A, Zadeh-Shirazi H. Visceral 
leishmaniasis (kala-azar) in Fars Province, Iran; study of 
130 cases. J Trop Med Hyg 1980; 83(3): 119-22.
21. Soleimanzadeh G, Edrissian GH, Anvari S et al. Clinical 
aspects of visceral leishmaniasis in Meshkinshahr , North-
west Iran. International Congress of Parasitology: Izmir; 
Turkey: 1994.
22. Sharma MC, Gupta Ak, Saran R, et al. The effect of age 
and sex on incidence of kala-azar. J communi Disease 1990; 
22(4): 277-8.
23. Riera C, Fissa R, Udina M. et al. Detection of 
Leishmania infantum cryptic infection in asymptomatic 
blood donors living in an endemic area (Eivissa, Balearic 
Island, Spain) by different diagnostic methods. Trans Roy 
Soc Trop Med Hyg 2004; 98, 102-110.
24. Papadopouloua C, Kostoulab A, Dimitrioua D. et al. 
Human and canine leishmaniasis in asymptomatic and 
symptomatic population in Northwestern Greece. J Infect 
2005; 50: 53 - 60
25. Le Fichoux Y, Quaranta JF, Aufeuvre JP. et al. 
Occurrence of Leishmania infantum parasitemia in 
asymptomatic blood donors living in an area of endemicity 
in Southern France.J Clin Microbiol 1999; 37(6):1953-
1957.
26. Chang KP, Reed SG. Blood transfusion transmitted 
kala-azar: Indian Science. Acta Parasitol Turaica 1997; 
21(suppl.1): 158.
27. Mohebali M, Hajjaran H, Hamzavi Y, et al. 
Epidemiological aspects of canine visceral leishmaniosis in 
the Islamic Republic of Iran. Vet Parasitol 2005, 129: 243–
252.
28. Gradoni L. The diagnosis of canine leishmaniasis. In: 
Canine leishmaniasis: moving towards a solution, 
proceedings of the second International canine 
leishmaniasis forum. Seville: Spain; 2002: 7-14.
29. Ashford DA, David JR, Freire M, et al. Studies on 
control of visceral leishmaniasis impact of dog control on 
canine and human visceral leishmaniasis in Jacobina, Bahia, 
Brazil. Am J Trop Med Hyg 1998; 59: 53 – 57.
30. Molina R, Amela C, Nieto J, et al. Infectivity of dogs 
naturally infected with Leishmania infantum to colonized 
Phlebotomus pernicious. Trans Royal Soc Trop Med Hyg 
1994; 88: 491-493.
31. Ashford DA, Bozza M, Freire M. et al. Comparison of 
the polymerase chain reaction and serology for the detection 
of canine visceral leishmaniasis. Am J Trop Med Hyg 1995; 
53: 251-255.

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir
www.sid.ir


مهدي فخار و همكاران ......                                                                                         )PCR(كارايي روش واكنش زنجيره اي پلي مراز

89تابستان ، پزشكي جهرم، دوره هشتم، شماره دو  دانشگاه علومفصلنامه
�

The efficacy of PCR for early diagnosis and detection of asymptomatic cases of visceral 
leishmaniasis in human and dog

Fakhar M*1, Motazedian MH2, Asgari Q2, Kalantari M2, Hatam GR2, Akbarpoor MA3, Gharachahi MA3

1. Dept. of Parasitology and Mycology/ Molecular and Cellular Biology Research Center, School of Medicine, 
Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran
2. Dept. of Parasitology and Mycology, School of Medicine, Shiraz University of Medical Sciences, Shiraz, Iran
3. Infectious diseases Unit, Provincial Health Center of Fars, Shiraz, Iran

Journal of Jahrom University of Medical Seiences Vol. 8, No 2 , Summer 2010

Abstract

Introduction:
This study was conducted to detect asymptomatic cases of visceral leishmaniasis in human and dog, using PCR 
and serology methods in Darab, Fars Province.
Material and Methods: 
In this descriptive cross-sectional survey, blood samples were randomly collected from all children aged 10 
years old; 10% of the adults and 20% of the dog owners were investigated. To determine the prevalence of 
infection rate of VL, direct agglutination tests (DAT) and PCR-based assays were applied. In addition, to 
identify the species of the parasite, the species-specific PCR on blood samples was used.
Results:
Of the 376 subjects investigated, 355 were children 10 years old and 21 subjects were adults. Overall, 5 (1.33%) 
subjects (2 males and 3 females) were found seropositive; they were aged 2-5 years. Of 23 dog samples, one case 
(4.3%) showed specific Leishmania antibodies equal to 1: 320 titer. Also, overall, 32 (8.5%) subjects and five 
dogs (21.7%) were found PCR-positive in the Leishmania KDNA- specific PCR and L.infantum was detected in 
all the samples.
Conclusion: 
The results showed that PCR on blood with RV1 and RV2 primers is a valuable method for early diagnosis of 
VL in human and detection of asymptomatic cases especially in endemic regions. 
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