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  چکیده
. شود ایجاد میلیشمانیاي دونوانی واینفانتوم  هاي گونهتوسط  که بیماري انگلی مهمی است، )کالاآزار(لیشمانیوز احشایی :زمینه

با هدف بررسی حاضر مطالعه . وجود دارد کرمانشاهبعضی از مناطق استان  که لیشمانیوز احشایی دردهد  شواهد نشان می
  .خصوصیات عامل ایجادکننده لیشمانیوز احشایی در این استان انجام گرفته است

  هاي  در سال کرمانشاه هاي بیمارستان بخش اطفال شده در بیمار مبتلا به کالاآزار بستري 9از  تجربی عهاین مطال در :ها وشر
 استخراج و جهت تعیین گونه انگل با روش  DNA ،از اسلایدهاي میکروسکوپی. نمونه مغز استخوان تهیه گردید 88-1383

قطعه  17LINو  4LINR این کار با استفاده از پرایمر براي. رفتمورد بررسی قرار گ مراز اختصاصی گونه اي پلی واکنش زنجیره
  . درصد الکتروفورز گردید 5/1بر روي ژل آگاروز و  کینوپلاستی انگل لیشمانیا تکثیر DNA  هاي کوچک متغیر از حلقه

بررسی در . بودند مثبت ستقیمآزمون ایمونوفلورسانس غیرم با استفاده ازاز نظر سرولوژي  جز یک مورد هبتمامی بیماران  :ها یافته
در  ها تمامی نمونه .به تعداد نسبتاً فراوان مشاهده شد) اجسام لیشمن(هاي انگل  اسمیرهاي مستقیم مغز استخوان، اماستیگوت

 ندارد،هاي استا با باندهاي گونه مقایسه این باندها. جفت باز نمود 720ایجاد باندي به اندازه  ،مراز اي پلی واکنش زنجیرهآزمایش 

  .  باشد می لیشمانیا اینفانتوممشخص نمود که گونه انگل در تمامی بیماران 
عامل لیشمانیوز مناسب است و همچنین  17LINو  4LINR اي و پرایمرهاي مرحله یک PCR با استفاده از گونه تعیین :گیري نتیجه

ي بیماري در انسان و ژسرواپیدمیولو در خصوص جامع اي عهلمطاانجام بنابراین  .باشد می کرمانشاه لیشمانیا اینفانتوم احشایی در
   .ستا ضرورياستان  در حیوانی مخازن

  مراز اي پلی واکنش زنجیره ،لیشمانیا اینفانتوم ،کالاازار، وز احشاییلیشمانی :ها واژهکلید
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  مقدمه
ها از  لیشمانیازیس دربرگیرنده طیف وسیعی از بیماري

باشـد کـه    ضایعه جلدي تا لیشمانیوز احشایی کشنده مـی 
. شـود  انگل لیشـمانیا ایجـاد مـی    مختلف هاي گونه توسط

تظاهرات بالینی بیماري به سه فرم جلدي، جلدي مخـاطی  

فـرم   ،لیشـمانیوز احشـایی  . قابل مشاهده استو احشایی 
  توسـط نـام دارد و   سیستمیک بیماري است که  کالاآزار

و  )Leishmania donovani(لیشـمانیا دونـوانی    هاي گونه
ــانتوم  ــی  )Leishmania infantum(اینف ــاد م ــود ایج . ش

صـورت   لیشمانیوز احشـایی در بیشـتر منـاطق ایـران بـه     

شی
ژوه

ه  پ
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هـاي اردبیـل     و در مناطقی از استان) گیر تک(اسپورادیک 
اهـر و  (آذربایجـان شـرقی    ،)شهر و دشت مغـان  مشکین(

 ،)نورآبــاد و داراب ،جهــرم ،فیروزآبــاد(، فــارس )کلیبــر
) بخـش خلجسـتان  (و قـم  ) برازجان و خورموج(بوشهر 

 ،مخازن بیمـاري ). 2و  1( شود صورت آندمیک دیده می به
ــاه و شــغال(ســانان  ســگ و ســگ ــاقلین آن) روب را  و ن

این بیماري . دهند می هاي مختلف پشه خاکی تشکیل گونه
 ـ) %98(در ایران اغلـب در کودکـان زیـر ده سـال      ده دی

 ـیبیشتر بین روستا .شود می طـور کلـی    هیان شایع بوده و ب
هاي مختلف  بیشترین موارد بیماري مربوط به عشایر استان

این بیمـاري طیـف وسـیعی از علایـم را     . باشد کشور می
دنبال خواهد داشت و از موارد بدون علامت تـا مـوارد    به

کشنده و حاد گزارش شده است و در بعضـی از منـاطق   
تر از بیماري بـالینی   فونت غیرآشکار بسیار شایعع ،کشور
همچنین مواردي از کالاآزار همـراه بـا لیشـمانیوز     .است

گزارش شده ) استان فارس(پوستی منتشر از جنوب ایران 
   .)1-4( که عامل آن لیشمانیا تروپیکا بوده است

   دکتر قینـی و همکـاران   شده به وسیله در مطالعه انجام
هـــاي بیمارســـتانی در  پرونـــده بـــر روي )73-1369(

مشـخص گردیـد کـه    کرمانشـاه   ستانهاي شهر بیمارستان
طور اسپورادیک در منـاطق مختلـف    لیشمانیوز احشایی به

، روانسـر ، از جملـه شـهرهاي جـوانرود   ( کرمانشاهاستان 
در این مطالعه مشـخص   .وجود دارد) کرمانشاهو  دهلران

 5تعـداد  ) 1369-73(سـاله   پـنج گردید که طی یک دوره 
مشاهده اجسـام  ( بیماري کالاآزار قطعی بیمار با تشخیص

ــتخوان  ــز اس ــمیر مغ ــمن در اس ــال )لیش ــش اطف  در بخ
بیشترین  .ندا شدهبستري  ستان کرمانشاههاي شهر بیمارستان

و موارد بعـدي از منـاطق    جوانرودموارد بیماري در شهر 
  . )5(بوده است  دهلران و روانسر ،کرمانشاه

 ی از اصول مهم در کنتـرل و پیشـگیري  یکطورکلی  به
هـاي   ، شناسایی و تعیین مشخصات گونهلیشمانیوز بیماري

تعیین سوش  ،دیگرسوي از  .استمختلف ایجادکننده آن 
تواند در مطالعات دارویـی، تهیـه    غالب در یک منطقه می

منظور تشخیص بیمـاري   ژن مناسب به واکسن و تهیه آنتی

هـاي   هویـت انگـل   تعیینکلی طور  به .کاربرد داشته باشد
مولد لیشمانیوز احشایی از اهمیت خاصی برخوردار است 

طرف با افزایش موارد ابتلا به بیماري ایـدز   چرا که از یک
الگوي بالینی  ،در کشورهاي جهان سوم و در حال توسعه

هـاي   است و از طرف دیگر گزارش هتر شد بیماري پیچیده
وسـیله   حشـایی بـه  متعددي از پتانسـیل ایجـاد عفونـت ا   

نقـاط  در انسـان از   لیشـمانیا تروپیکـا   هـاي انگـل   سوش
سربازان آمریکایی در جنگ خلیج مختلف دنیا از جمله از 

هـایی در   و اسـتان فـارس باعـث ایجـاد نگرانـی      فارس
 ـخصوص اپیدمیولوژي این بیمـاري    و 8  ،4( ده اسـت ش

9(.  
کننــده عوامــل مولــد  اي کــه تعیــین تــاکنون مطالعــه

باشـد صـورت    کرمانشـاه وز احشـایی در اسـتان   لیشمانی
 هـاي   بار انگـل  نمطالعه حاضر براي اولی در. نگرفته است

لیشمانیاي جدا شده از بیماران مبتلا به لیشمانیوز احشایی 
اي  کمـک روش واکـنش زنجیـره    بـه کرمانشـاه  در استان 

  .  ده استشمراز تعیین هویت  پلی
  

 ها مواد و روش
بیمـار مبـتلا بـه کـالاآزار      9 ،تجربـی  در این مطالعه

و رازي در  امـام رضـا   هـاي  کننده بـه بیمارسـتان   مراجعه
وسـیله پزشـک متخصـص     ، ابتـدا بـه  1383-88هاي  سال

از نظر معاینات بالینی مورد  تخصص خون و فوق کودکان
بررسی قرار گرفتنـد و پـس از مشـکوك شـدن بـه ایـن       

هـاي شـمارش کامـل     آزمایشسونوگرافی شکم،  ،بیماري
 و ، ادرار(Cell Blood Count (CBC))هـاي خـونی    سلول

. منظور رد یا تأیید بیمـاري درخواسـت شـد    سرولوژي به
نیـز   سپیراسیون مغز استخوانآهمچنین جهت تأیید نهایی، 

اسمیرهاي مستقیم مغز استخوان پس از . درخواست گردید
آمیـزي    ثابت نمودن با الکل متیلیک، با رنگ گیمسا رنـگ 

  . گردید
بیمـار   4بیمار مذکر و  5بیمار مورد مطالعه،  9ز میان ا

ایـن   .بـود  سـال  5/2هـا   میانگین سـنی آن و  نثؤدیگر م
شـهر  بیماران ساکن روستاهاي مختلـف اسـتان از جملـه    
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 و ذهـاب  سـرپل  ،روانسر ،)کلاش لولم(روستاي  جوانرود
  . بودندکرمانشاه 
شـده   آمیـزي  اسلایدهاي رنگاز  DNAاستخراج  براي

استخوان مربوط به بیماران مبتلا به کـالاآزار اسـتفاده    مغز
براي تعیین گونه انگل در بیمـاران مـذکور، از روش   . دش

 ـ). 6( گردیـد  و همکاران اسـتفاده  (Vince) وینسی پس س
DNA اي  ، جهت آزمـایش واکـنش زنجیـره   شده استخراج

 .مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    اختصاصی گونـه   مراز پلی
قطعـه   17LINو  4LINR فاده از پرایمـر با اسـت منظور  بدین

 DNA (Minicircles) هـــاي کوچـــک متغیـــر از حلقـــه
 داده شـد انگل لیشمانیا در یک مرحله تکثیـر   کینوپلاستی

 بـراي مـراز   اي پلـی  مواد لازم براي واکنش زنجیـره ). 7(
 Taq: میکرولیتر بـه ایـن قـرار بـود     25به حجم  اي نمونه
DNA  واحـد، بازهــاي   یـک ) سـیناژن ایــران ( مـراز  پلـی

 2 کلریــد منیــزیم مــول، میلــی 5/2اکسـی نوکلئوتیــد   دي
) ایران–سیناژن(مراز  اي پلی واکنش زنجیره مول، بافر میلی

ــاي  5/2 ــانوگرم از پرایمرهــــ ــر، نــــ   میکرولیتــــ
 LINR4(GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3)    و  

LIN17(5-TTTGAACGGGATTTCTG-3) بــــه ایــــن 
سپس . اضافه شدظر مورد ن DNAمیکرولیتر از  5مجموعه 

تـیچن و  (شـده در دسـتگاه ترموسـایکلر     هاي آماده نمونه
بـا  ) سـاخت انگلسـتان   (Techen & Cambridge) کمبریج
 94دمـاي  در مرحلـه اول،   :قـرار داده شـدند   ذیلبرنامه 

، در دقیقـه در یـک مرحلـه    5مـدت   گراد بـه  درجه سانتی
 -2،  ثانیـه  30مـدت   درجه بـه  94دماي   -1 ،مرحله دوم

درجه بـه   72دماي  -3 و ثانیه 30مدت  درجه به 52دماي 
در . بـار تکـرار گردیـد    30 مرحله دوم،که  دقیقه 1مدت 

دقیقـه   5مـدت   گراد به درجه سانتی 72دماي مرحله سوم، 
 ـپـس از انج  .انجام گرفـت  در یک مرحله ام واکـنش  ـــ

 ـ دست همراز، محصول ب یـــاي پل زنجیره روي ژل  رآمده ب
درصد الکتروفورز شده و با اتیدیوم برومایـد   5/1آگاروز 

 ـدسـتگاه ت  روي سـپس بـر  . آمیزي گردیـد  گرن رانس ــ
ــده و از ژل   ــرار داده ش ــاتور ق ــایلومین ــدها ح اوي بان

عکسبرداري گردید و با توجه به شـاخص وزنـی، گونـه    
   .دشانگل مشخص 

  
  ها یافته

شـامل   بیشتر شده در این بیماران بالینی مشاهده علایم
تـرین   عمـده . بـود  مـدت  تب طولانی و لنومگالیپاساتوپه

درد شکم، تب بالا و کاهش اشتها بـوده   ،شکایت بیماران
خـونی،   دهنـده کـم   شناسی نشـان  هاي خون آزمایش. است

ــاگلوبولینمی،   ــوپنی، هیپرگامــ ــیتوپنی، لکــ ترومبوســ
ــومینمی  ــه  (هیپوآلب ــومین ب ــبت آلب ــدن نس ــرعکس ش   ب

  هـاي عملکـرد کبـد    طبیعی بودن آزمون و )گلوبولین سرم
(-Liver Function Test (LFT))  هـاي   در آزمـایش . بـود

 سرولوژي بیماران از آزمون ایمونوفلورسانس غیرمسـتقیم 
(Immunofluorescent Antibody Test)   در . اسـتفاده شـد

 ـتر و بـالا  1:128بادي  تیترآنتی ،این آزمون عنـوان تیتـر    هب
تمـامی   در مطالعـه حاضـر  . شـود  مثبت در نظر گرفته می

بادي ضـد لیشـمانیایی احشـایی     بیماران داراي عیار آنتی
بجز یک به همین دلیل بیماران  ،بودندتر و بالا 1:128برابر 

از نظـر   ،مورد که بیمار مبتلا به سندروم فانکونی نیز بـود 
با بررسی اسمیرهاي مسـتقیم مغـز   . ندبودسرولوژي مثبت 

به تعـداد  ) اجسام لیشمن(هاي انگل  استخوان، اماستیگوت
  .نسبتاً فراوان مشاهده شد

0bp   ــل در روش ــه انگــ ــین گونــ ــراي تعیــ   بــ
ــره  ــنش زنجی ــی واک ــراي   اي پل ــل ب ــد حاص ــراز بان    م

 760 لیشـمانیا تروپیکـا   ،جفت بـاز  720 لیشمانیا اینفانتوم
. باشـد  جفت باز مـی  650لیشمانیا ماژورجفت باز و براي 

مـورد   هاي جداشـده از بیمـاران کـالاآزاري    تمامی نمونه
 720مراز  بانـد   اي پلی مطالعه در آزمایش واکنش زنجیره

مقایسـه بانـدهاي حاصـل از    . ایجـاد نمودنـد  جفت بـاز  
هـاي اسـتاندارد،    هاي جداشده این بیماران با گونـه  نمونه

که گونه انگل مولد لیشمانیوز احشایی در تمامی  نشان داد
ــورد مطالعــه، ــانتوم  بیمــاران م ــیلیشــمانیا اینف  باشــد م

  .)1تصویر(
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  درصد 5/1در ژل آگاروز  4LINRو  17LINهاي مغز استخوان با پرایمرهاي  اختصاصی نمونه PCRنتیجه الکتروفورز محصولات  -1ویرتص
  استاندارد L.i -4    استاندارد L.m -3    استاندارد bp 100    2- L.t مارکر -1
  استاندارد L.t -8  )مغز استخوان( L.i -7  )مغز استخوان(  L.i-6   کنترل منفی -5 

  
  بحث

در مطالعه حاضـر مشخصـات عامـل مولـد بیمـاري      
کمـک روش   بهبار  براي اولیندر استان کرمانشاه کالاآزار 

جهـت تعیـین    .تعیین گردیـد  مراز  اي پلی واکنش زنجیره
هاي مختلـف مولکـولی و    هاي لیشمانیا، روش گونه انگل

روش  ،ند کـه در ایـن بـین   ا کار گرفته شده هبیوشیمیایی ب
که مستقیماً بر ژنـوم   دلیل آن هب مراز اي پلی واکنش زنجیره

بندي موجـودات مختلـف    امروزه طبقه انگل تأکید دارد و
ي اشـود، دار  ها تعریف مـی  بر پایه خصوصیات ژنتیک آن

از مزایــاي انجــام روش واکــنش  .اي اســت ارزش ویــژه
تـوان بـه    مـی مراز در تشـخیص کـالاآزار    اي پلی زنجیره

تشخیص زودرس، حساسیت و ویژگی بالا، عدم نیـاز بـه   
 شده بیمـاران  کشت انگل و استفاده از اسلایدهاي بایگانی

 ـ ام آن بر روي نمونهجطور کلی ان هو ب طـور   ههاي بالینی ب
هـاي واکـنش    تـاکنون روش  .)10( اشـاره نمـود  مستقیم 
از  انـواع مختلفـی   ،شـده  کار گرفتـه  همراز ب اي پلی زنجیره
DNA اند لیشمانیایی را جهت تکثیر مورد هدف قرار داده .

رسد از بهتـرین   نظر می هشده ب اما براساس تحقیقات انجام
تواند بیشترین حساسـیت و ویژگـی را    این اهداف که می
کینتوپلاسـتی   DNA کوچـک  هاي حلقهفراهم نماید تکثیر 

در هـر سـلول انگـل     هاي کوچک حلقهاز  .لیشمانیا باشد
موجود بوده و ) هزار کپی 10(مانیا تعداد فراوانی کپی لیش

جفـت نوکلئوتیـد    700-1000طول متوسط هر یک بـین  
از دو قطعه ثابت و متغیر تشـکیل   حلقه کوچک هر. است

هاي مختلف لیشمانیا  یافته که سکانس قطعه ثابت در گونه
لـذا از تکثیـر آن جهـت تشـخیص جـنس       است،یکسان 

اما سکانس و طول قطعـه متغیـر    ،ودش لیشمانیا استفاده می
هاي انگل لیشمانیا متفاوت بوده لذا با تکثیر  در انواع گونه

توان  حاصل می این قطعه و بر اساس تفاوت وزن باندهاي
 و 4LINR پرایمرهاي .هاي مختلف را جداسازي نمود گونه

17LIN  کننده چنین هدفی   تأمین ،کار رفته در این تحقیق هب
 پرایمرهاي اسـتفاده شـده در ایـن مطالعـه     ).10-13( بود

)4LINR  17وLIN(از روش ، Aranssay ــاران ) 7( و همک
 Semi-nested PCRروشپژوهشگران  اینالبته . اقتباس شد
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. انـد  اي است معرفی کرده دومرحله  PCRرا که یک روش
دو  PCRهاي  در روشدر مطالعه ما، جهت رفع اشکالات 

گیر بودن، دشـواري در اجـرا    از قبیل  وقت) 7(اي  مرحله
هاي اپیدمیولوژیک و تشخیص بیماري با  ه در بررسیژوی هب

کننـده   هاي بالینی داراي عوامل مخـدوش  استفاده از نمونه
اي طراحـی شـده و مـورد     مرحلـه  یک PCRبیشتر روش 

عـلاوه بـر قابلیـت تعیـین     این روش . بررسی قرار گرفت
یژگـی  گونه انگـل، از سـهولت نسـبی و حساسـیت و و    

  . مناسب نیز برخوردار است
روشـن نمـود کـه عامـل مولـد      حاضر  نتایج مطالعه

 کرمانشـاه لیشـمانیا اینفـانتوم    اسـتان بیماري کالاآزار در 
یلویـه  کاستان  که شده در انجامه مشابه در مطالع . باشد می

شـده   بیمار مبتلا به کالاآزار بستري 6و بویراحمد بر روي 
 ـ عامـل مولـد لیشـمانیوز     ،وجدر بیمارستان کودکان یاس

در مطالعـه  . )14(لیشمانیا اینفانتوم گزارش شـد   ،احشایی
نمونـه   21مظلومی و همکاران در شمال غـرب ایـران از   

انگل مـورد نظـر در    ،کالاآزارمبتلا به  جداشده از بیماران
در ). 15( گزارش گردیـد  لیشمانیا اینفانتوم ،تمامی موارد

منـاطق آنـدمیک     در )2005( مطالعه محبعلی و همکاران
) مخازن کالاآزار(از سگ و شغال  لیشمانیا اینفانتوم ،ایران

  )2008( و همکـاران  فخـار در مطالعـه  ). 2( جدا گردیـد 
  مغز استخوان تهیـه شـده   آسپیراسیون اسلایدهايبر روي 

ــا روش    ــارس،  ب ــتان ف ــف اس ــاطق مختل ــاي از من   ه
Semi-Nested PCR، species-specific PCR و 

Microsatellite و لیشـمانیا اینفـانتوم   بیمـاري   گونه اصلی
گـزارش   عامل دوم سوش احشاء دوست لیشمانیاتروپیکا

در  بیمـاري کـالاآزار  اصـلی   عامـل  ). 17 و 16( گردید
گزارش لیشمانیا اینفانتوم  ،کشورهاي حوزه وسیع مدیترانه

شـده   مطالعه ما  با سایر مطالعات انجـام   .)18(شده است 

م زلا. ه مدیترانه همخوانی داردزو کشورهاي حو در ایران
ر که بـر روي  ضمشابه مطالعه حا پژوهشبه ذکراست که 

اسلایدهاي مغـز اسـتخوان انجـام شـده باشـد در سـایر       
  .اي یافت نشد کشورهاي مدیترانه

  
  گیري نتیجه

بار مشـخص   نتایج این مطالعه براي اولین ،در مجموع
لیشمانیا  ،کرمانشاه ستاننمود که عامل مولد کالاآزار در ا

روند رو به رشد کالاآزار و استقرار عشایر  .استاینفانتوم 
نوپدیـدي   حاکی از  ،کرمانشاهاستان در بعضی از نواحی 

مرتبط بـا  احتمالی  از عوامل  .است این استان بیماري در 
توان بـه کـوچ عشـایر بـه      نوپدیدي بیماري در استان می

در  ،ایش آگـاهی پزشـکان  افـز  ،هاي مجاور زاگرس استان
تغییـرات آب و   ،هاي تشخیصی دسترس قرار گرفتن تست

 در پایـان   .ضعف سیسـتم ایمنـی اشـاره نمـود     هوایی و
هـاي   گردد مطالعات جامع در خصوص جنبـه  پیشنهاد می

در ) از جمله مخازن و نـاقلین (مختلف لیشمانیوز احشایی
وزشـی  هاي آم همچنین کارگاه. استان کرمانشاه انجام گیرد

براي پزشـکان و کارکنـان بهداشـتی و درمـانی توصـیه      
  . شود می
  

  و قدردانی تشکر
بهداشـتی  وقت منصوري معاونت وسیله از دکتر  بدین
ــتان ــدس اردلان ،اس ــی  ،مهن ــاي قاض ــاب آق زاده و  جن

خصوص همکاري بسیار خوب مرکز بهداشت و واحـد   هب
 ـهاي جـوانرود و بهـورز کـلاش لـولم      بیماري خـاطر   هب

کمـال تشـکر و قـدردانی     ،این طـرح  در انجام ريهمکا
   .داریم
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