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  ترابي و همكاران/ 3

  .43-50صفحات : 4 و 3 شماره ،4 دوره ،1387 تخصصي اپيدميولوژي ايران؛  مجله
  مقاله پژوهشي

سرواپيدميولوژي ليشمانيوز احشايي به روش آگلوتيناسيون 
در شهرستان بجنورد از استان خراسان شمالي در سال ) DAT(مستقيم
1386  

، 5 آخوندي ، بهناز4، هما حجاران3، مسعود مهاجري2سين كشاورز، ح2، غلامحسين ادريسيان2، مهدي محبعلي1وحيد ترابي
 8، افشين دلشاد 7، ذبيح االله زارعي6علي اكبر صنعتي

   دانشجوي كارشناسي ارشد، گروه انگل شناسي و قارچ شناسي پزشكي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران1
  كي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران استاد، گروه انگل شناسي و قارچ شناسي پزش2
   دانشيار، گروه انگل شناسي و قارچ شناسي پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي مشهد، مشهد3
   استاديار، گروه انگل شناسي و قارچ شناسي پزشكي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران4
   و قارچ شناسي پزشكي، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران كارشناس ارشد، گروه انگل شناسي5
  ها، مركز بهداشت خراسان رضوي، مشهد  كارشناس، گروه مبارزه با بيماري6
   كارشناس، مركز تحقيقات  بهداشتي مشكين شهر، مشكين شهر7
  شكي خراسان شمالي، بجنوردها، معاونت بهداشتي، دانشگاه علوم پز  پزشك، مسئول مبارزه با بيماري8

پـست   ،88951400: تلفـن  ،انگـل شناسـي و قـارچ شناسـي         گـروه ،   و انـستيتو تحقيقـات بهداشـتي       تهران، دانشگاه علوم پزشـكي تهـران، دانـشكده بهداشـت          : نشاني،  مهدي محبعلي : رابطنويسنده  
  mohebali@tums.ac.ir: الكترونيك

  2/9/1387: پذيرش ؛15/4/1387: تاريخ دريافت
  

و به   1386 شيوع سرمي و تعيين اندميسيته ليشمانيوز احشائي در شهرستان بجنورد در سال               ارزيابي اين مطالعه به منظور    :مقدمه و اهداف  
 .منظور ارائه برنامه كنترل اين بيماري در آن شهرستان انجام گرديده است

 روش نمونه برداري به شكل. ستان بجنورد انجام گرديد روستاي شهر8 اين مطالعه به شكل توصيفي و به روش مقطعي در :كار روش
شهرستان  از افراد بزرگسال ساكن مناطق روستايي% 10 سال و به پايين و12هاي هدف شامل كودكان  اي و گروه  چند مرحلهاي خوشه

ضد ليشمانيايي به روش هاي  گيري آنتي بادي پلاسماي خون افراد تحت مطالعه جهت اندازه در اين بررسي از. بجنورد بوده است
 قلاده سگ مشكوك به 4براي تعيين نوع ليشمانيا در مناطق تحت بررسي؛ تعداد . استفاده گرديد) DAT(سرولوژي آگلوتيناسيون مستقيم 

   .گرديد استفاده  PCR  TS1هاي ملكولي   روشازجهت تعيين گونه انگل،. ليشمانيوز احشائي كالبد گشايي شدند
%) 36/2( نفـر  38 مورد آزمايش سرولوژي قرار گرفتند كه        DAT نفر از افراد تحت مطالعه به روش         1608لاسماي خون    در مجموع پ   :نتايج
داري بين    اختلاف آماري معني   ،از لحاظ شيوع سرمي   .  بودند 1:3200داراي عيار   %) 56/0( نفر 9  فقط به بالا و    و 1:800ها داراي عيار     از آن 

هاي ليـشمانياي   گونه). <05/0P( سال و به پائين مشاهده نگرديد12هاي   سال با جمعيت12 بالاي هاي دو جنس مونث و مذكر و جمعيت   
 مربـوط بـه     ITS1هاي قطعه ژني      تعيين گرديدند و همچنين سكانس     L.infantum؛   دار  ت قلاده سگ علام   4 قلاده از    2جدا شده مربوط به     

 .  در بانك ژني به ثبت رسيدندEU810777 و EU810776هاي   ايزوله فوق الذكر با شماره2هر 

  . دهند، ليشمانيوز احشائي با اندميسيته پائين در شهرستان بجنورد در حال گردش است  نتايج اين مطالعه نشان مي:گيري نتيجه
  سرواپيدميولوژي، ليشمانيوز احشائي، آگلوتيناسيون مستقيم، خراسان شمالي، ايران: كليديناگواژ
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  ترابي و همكاران/ 44

  مقدمه
انگلـي   -هاي عفـوني   يكي از بيماري  ) كالاآزار( احشائييشمانيوز  ل

اگرچـه در   . اسـت فراوانـي    است كه از نظر بهداشتي حـائز اهميـت        
هاي اخير ميزان توجه به ليـشمانيوز بـه عنـوان يـك مـشكل                سال

بهداشت عمومي افزايش يافته، ولي اقدامات موجـود بـراي كنتـرل            
 زيادي كه در اشكال     تنوع. رسند اين بيماري هنوز كافي به نظر نمي      

هـاي اپيـدميولوژيك بيمـاري وجـود دارد، نـشان            باليني و موقعيت  
هاي كنترلي خاص    دهنده اين است كه هر كانوني به اصول و روش         

هاي انـدميك ايـران و       ليشمانيوز جزء بيماري  ). 2،1(خود نياز دارد    
در ايـران از     كالاآزار). 2(شود    كشور جهان محسوب مي    80بيش از   

اي بوده و عامل آن ليشمانيا اينفانتوم، ناقـل آن گونـه             ديترانهنوع م 
 سـگ و  ،هاي جنس فلبوتوموس و مخـزن انگـل   هائي از پشه خاكي 

اين بيماري در بعـضي از منـاطق         ).4،3(ندهستسانان وحشي    سگ
هاي اردبيل، آذربايجـان شـرقي، فـارس و بوشـهر بـه شـكل                استان

اديك گزارش شده است    اندميك و در ساير مناطق به صورت اسپور       
جمعـا   1385سـال    تا نيمـة اول      1375سال   از ابتداي . )7،6،5،4(

 .از استان خراسان شـمالي گـزارش شـده اسـت           كالاآزارمورد   110
بـه شـكل غيرفعـال       در دهـه اخيـر؛      كـالاآزار  تمام موارد ثبت شده   

)Passive (   ــز ــه مراك ــده ب ــاع ش ــاران ارج ــه بيم ــوط ب ــا مرب و تنه
 كـه حـدود     بـوده اسـت    ستان خراسان شـمالي    درماني ا  –بهداشتي

مـوارد   .نيمي از اين تعداد؛ مربوط به شهرستان بجنورد بوده اسـت          
كـه در مراكـز      دار كالاآزار بوده اسـت     علامت بر اساس موارد  مذكور  

هاي خراسـان شـمالي و رضـوي بـه ثبـت رسـيده               بهداشتي استان 
  .اند بوده
؛ تـصميم گرفتـه     به شرايط اكولوژيك شهرستان بجنـورد     توجه  با  

اي بـا ديـد اپيـدميولوژيك راجـع بـه            شد تا براي اولين بار مطالعـه      
 بـه   1386 شهرسـتان طـي سـال      وضعيت كنوني اين بيماري درآن    

 .آيد در اجرا

  كار روش
  شهرستان بجنوردجغرافيائي  وقعيتم

 نفـر در شـمال      242857شهرستان بجنورد با جمعيت بـالغ بـر         
هزار نفر جمعيت و     812  با )الياستان خراسان شم  (شرق كشور در    

هـاي مانـه و سـملقان، شـيروان، جـاجرم و             همجوار بـا شهرسـتان    
 ).1نقشه (واقع شده است اسفراين 

  برداري و گروه هدف نحوه نمونه
ين مطالعه از نوع توصيفي و به روش مقطعي به مـدت يكـسال               ا

روش . در منـــاطق روســـتايي شهرســـتان بجنـــورد انجـــام شـــد
 (stage sampling اي  چنـد مرحلـه  اي  خوشهه شكلبرداري ب نمونه

Multi- ( سال و   12گروه هدف كودكان     ، در اين مطالعه   .انتخاب شد 
ــين  ــايين و همچن ــه پ روســتاي 4بزرگــسالان ســاكن در از % 10ب

هائي انتخـاب   روسـتا از بـين     روستا   4 اين.  بودند شهرستان بجنورد 
 سال  5ئي طي   موارد مثبت ليشمانيوز احشا   داراي گزارش   كه  شدند  

ابتدا اسامي اين روستاها ليست شده و سپس به شـكل           . اخير بودند 
 .دندش ـ انتخاب   ها   آن از بين ) خوشه(  روستا 4 تعداد   ،تصادفي ساده 

 سـال  5 روستاي شاهد كه طي 4 تعداد ،در ضمن جهت كنترل كار 
 بـه   آن مناطق گزارش نگرديده بود؛     اخير هيچ موردي از كالاآزار از     

تـا حـد     سعي گرديد ايـن روسـتاها        .كر انتخاب شدند  الذ روش فوق 
هـا    در مجاورت يكديگر قـرار داشـته باشـند و پراكنـدگي آن     امكان

هـاي مختلـف شهرسـتان بجنـورد را در           طوري باشـد كـه قـسمت      
به علت اهميت ليـشمانيوز احـشائي و ضـرورت          ). 1نقشه  ( برگيرند

شـكل  تشخيص و درمان به موقع و مناسب آن، نمونـه بـرداري بـه             
)  سـال  12بچـه هـاي زيـر       (   و از تمامي افراد در معرض خطر       كلي

. انجام گرديد انتخاب شده   ) روستاها(هاي   ساكنين هر يك از خوشه    
و %) 7(به شيوع سـرمي ليـشمانيوز احـشائي          با توجه    ،حجم نمونه 

 تعيين  05/0و حد اكثر خطاي     % 95ضريب اطمينان     و 02/0دقت  
 .گرديد
 كودكـان   هاي تهيه شـده از      به آنكه نمونه   اين مطالعه با توجه    در
 1116مجموع   در   ،شدند  تهيه مي  كلي به شكل     سال و به پايين    12
 سـال اخيـر مـوارد گـزارش شـده           5 روستائي كه طي     4از بين   نفر  

 روسـتائي كـه     4 نفر از بـين      492 ليشمانيوز احشائي داشتند و نيز    
 ،اشـتند  سال اخير موارد گزارش شده ليشمانيوز احـشائي ند         5طي  

 افراد  متعلق به  ها اين نمونه از  % 10تعداد   .مورد بررسي قرار گرفتند   
علـت   .بودنـد   روستاهاي با سابقه آلـودگي كودكـان        سال 12بالاي  
 وضــعيتتعيــين بــه  كمــك ؛هــا از افــراد بــالغ نمونــهاز % 10تهيــه

 ).1(  است تحت مطالعه بودهميسيته بيماري در منطقه اند  

 ولوژي و كشتبرداري، سر روش نمونه

هــاي  هــاي خــون در داخــل لولــه    در ايــن بررســي نمونــه  
ميكروهماتوكريت هپارينه از نوك انگشت وسطي دست چپ افـراد          

 نمونه برداري از پاشـنه      ،هاي زير يكسال   در نوزادان و بچه   . تهيه شد 
هاي خون در شرايط مطلـوب بـه آزمايـشگاه           نمونه. شد پا انجام مي  

و انستيتو تحقيقاتي بهداشتي دانشگاه     ليشمانيوز دانشكده بهداشت    
علوم پزشكي تهـران منتقـل شـده و بلافاصـله توسـط سـانتريفيوژ             

ــا دور 5ميكروهماتوكريــت بــه مــدت   در دقيقــه 10000 دقيقــه ب
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 45 /1386در شهرستان بجنورد از استان خراسان شمالي در سال ) DAT(بررسي سرواپيدميولوژي ليشمانيوز احشايي به روش آگلوتيناسيون مستقيم  

 -20در فريزر    پس از جداسازي سرم يا پلاسما     . شدند سانتريفوژ مي 
وش آنگـاه بـه ر   درجه سانتي گراد تا زمان آزمايش نگهداري شده و        

 .گرفتند سرولوژي آگلوتيناسيون مستقيم مورد آزمايش قرار مي
 ها مخازن اصلي بيماري ليشمانيوز احشائي      با توجه به اينكه سگ    

ند و عامل بيماري از اين حيوانات بـه انـسان منتقـل             هستدر ايران   
هاي   لذا همزمان با مطالعات موارد انساني، تعدادي از سگ       ،گردد مي

 شناسايي گرديده  ليشمانيوز احشائي  م مشابه مشكوك و داراي علائ   
 ميلي ليتـر خـون   5مقدار .  برداري قرار گرفتند مورد نمونهو سپس   

ها تهيه شده و بعـد از انتقـال بـه آزمايـشگاه              از وريد سفاليك سگ   
 مورد آزمايش   DATبا روش    سپس ها جدا گرديد و     سرم آن  ،بجنورد

رازيتولوژي و  هـاي پـا    همچنـين جهـت بررسـي     ). 6و8( قرار گرفـت  
هـاي مـذكور     هـا، سـگ    جداسازي انگل ليشمانيا و تعيين گونـه آن       

هـا عـلاوه بـر كـشت در      از كبد و طحـال سـگ  . گشايي شدند  كالبد
سـرم جنـين گـاو،       %20+ و اشـنايدر   N.N.Nهاي اختصاصي    محيط

هاي تماسي بر روي لام تهيه گرديد و پس از رنگ آميـزي         گسترش
  .هاي پارازيتولوژي قرار گرفتند  بررسيها مورد ، نمونه%10 با گيمسا

 انياتعيين گونه انگل ليشم

 جدا شده   يهاي ليشمانيا   جهت تعيين گونه انگل    ،در اين بررسي  
بـا اسـتفاده از      RAPD-PCR1 تكنيـك  از) ها سگ( از مخازن حيواني  

هـاي اختـصاصي و      اشكال پروماسـتيگوت تكثيـر يافتـه در محـيط         
 بـا   ITS1-PCR روشاز  . گرديـد  اسـتفاده    AB1-O7 پرايمر تصادفي 

استفاده از گسترش تهيه شده بر روي لام و پرايمرهاي اختـصاصي            
LITSR و L5.8Sــه ــر قطع ــد روش  ITS1  و تكثي ــور تايي ــه منظ  نيزب
  ).9(گرديد  استفادهالذكر  فوق

 ها به روش آگلوتيناسيون مستقيم روش آزمايش نمونه

شمانيوز واحـد  آنتي ژن آگلوتيناسيون مستقيم در آزمايـشگاه لي ـ  
شناسي دانشكده بهداشت و انستيتو تحقيقـات بهداشـتي          ياخته تك

 براساس روش دكتر هريت تهيه شـد         و دانشگاه علوم پزشكي تهران   
هاي مختلف سرم يا      آنتي ژن در مجاورت رقت     ،در اين روش  ). 6و8(

پلاسماي فرد مشكوك قرار داده شد كـه در صـورت حـضور آنتـي               
 سـاعت   12-18 پـس از گذشـت       ،يمـار بادي اختصاصي در سـرم ب     

ابتدا به كمك محلول رقيق كننـده  . گرفت آگلوتيناسيون صورت مي  
هاي مورد نيـاز از پلاسـماي بيمـار           رقت ، شكل Vهاي   و ميكروپليت 

ــزودن آنتــي ژن در رقــت    و1:800 هــاي تهيــه شــده و پــس از اف
ها در داخل اطاقك مرطوب قرار گرفتنـد و در           ميكروپليت ،1:3200

                                                      
 Polymorphic DNA Random Amplified١  

بـاقي  )  ساعت 12حداقل  (تا روز بعد     طح افقي در دماي اتاق    يك س 
 پليت را روي سطح سفيد قـرار داده و          ،براي تفسير آزمايش  . ماندند

اي كـه آنتـي ژن در آن     حفـره  دردر تفسير نتايج آزمايش چنانچـه   
ها به صورت يك تكمه كوچك آبـي رنـگ بـا             ريخته شده بود، انگل   

فـره ميكروپليـت تـه نـشين     حاشيه كاملاً جمع شده و در وسـط ح  
 و نتيجه آزمـايش از نظـر         تلقي شده  شده بودند عدم آگلوتيناسيون   

ها  آمد و اگر انگل    تشخيص آنتي بادي ليشمانيا منفي به حساب مي       
به حالت كلوئيدي ابري شكل آبي رنـگ يكنواخـت در تمـام مـايع               
موجود در حفره پراكنده شده يا به اصطلاح آگلوتينه شـده بودنـد،             

تشخيص آنتي بادي ليشمانيا مثبت محسوب       ه آزمايش از نظر   نتيج
بالاترين رقت از نمونه سـرمي كـه آگلوتيناسـيون در آن     . مي شدند 

 در صـورت مثبـت      پذيرفته شـد و   ايجاد شده به عنوان حداكثر عيار     
هـاي   ها مجدداً در رقـت     نمونه،  1: 800 هاي شدن هر نمونه در رقت    

 ،هـاي انـساني     براي نمونه  DAT در روش . شدند بالاتري آزمايش مي  
و بـه بـالا بـه عنـوان          1: 800 آنتي بادي ضد ليشمانيا با عيارهـاي      

منفـي در    1: 800تر از    هاي پائين  و عيار  عفونت ليشمانيوز احشائي  
ها با استفاده از آزمون توصيفي و آزمون كاي        داده. نظر گرفته شدند  

 SPSS تـــست دقيـــق فيـــشر بـــه كمـــك نـــرم افـــزار مربـــع و
) 11/5(Version  مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند  . 

  ها يافته
 هاي سرولوژي يافته

  نمونه پلاسـماي انـساني تهيـه   1608در اين بررسي جمعاً تعداد  
شناسـي   ياختـه   در آزمايشگاه ليـشمانيوز واحـد تـك        ها   نمونه  و شد

دانشكده بهداشـت و انـستيتو تحقيقـات بهداشـتي دانـشگاه علـوم          
اسـتفاده از روش آگلوتيناسـيون مـستقيم و بـا           پزشكي تهـران بـا      

هاي كنترل مثبت و منفي آن مركز مـورد آزمـايش            استفاده از سرم  
  از ، نشان داده شـده اسـت      1چنانچه در جدول شماره      .قرار گرفتند 

%) 11/90(نمونــه 1449 نمونــه پلاســماي انــساني، 1608مجمــوع 
%) 89/9(نمونـه    159 سال و بـه پـائين و         12مربوط به گروه سني     

حداقل سن افـراد  .  سال بودند12هاي سني بالاتر از   به گروه  مربوط
از كـل افـراد     .  سال بوده اسـت    45 ماه و حداكثر     5/1 تحت بررسي 

 676 سال و به پـايين و        12پسر  %) 07/48( نفر   773بررسي شده،   
مـرد  %) 98/3( نفـر    64 سال و به پايين و       12دختر  %) 04/42(نفر  

پس از  .  سال بودند  12زن بالاي   %) 91/5(فر   ن 95 سال و    12بالاي  
 عفونت سرمي ليـشمانيايي در      ،انجام آزمايش آگلوتيناسون مستقيم   

 1: 3200  عيــار برابــربــا ســال و بــه پــايين 12 نفــر از كودكــان 7
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  ترابي و همكاران/ 46

در شهرستان بجنورد از استان خراسان   بر حسب جنس و سن در افراد تحت مطالعه (DAT)نتايج آزمايش سرولوژي آگلوتيناسيون مستقيم-1جدول
  1386شمالي در سال 

  )1:3200عيار (موارد مثبت   )1:800عيار (ثبتموارد م  تعداد نمونه
  مذكر  مونث  مذكر  مونث  مذكر  مونث

  هاي گروه
  سني

 در صد تعداد  درصد  تعداد
  جمع

  درصد تعداد درصد تعداد
  جمع

  درصد  تعداد  درصد  تعداد
  جمع

  زير
  7  38/0  3  59/0  4  27 55/1 12 21/2 15 1449 35/53  773 65/46  676   سال12

  بالاي
  2  56/1  1  05/1  1 2 56/1 1 05/1 1 159 25/40  64 75/59  95   سال12

  9  48/0  4  65/0  5 29  55/1  13  07/2  16  1608  05/52  837  95/47  771  جمع

هاي تحت مطالعه در شهرستان بجنورد از   به تفكيك روستا(DAT)توزيع فراواني افراد سرم مثبت به روش سرولوژي آگلوتيناسيون مستقيم -2 جدول
  1386سال استان خراسان شمالي در 

  نام روستا  نوع روستا  تعداد موارد سرولوژي مثبت
800:1 1:3200  

  تعداد موارد
  سرولوژي منفي

  جمع

  
  مورد

  اسفيدان
  بچه دره
  *مهنان

  ي كردطراق

10  
5  
9  
5  

4  
2  
3  
0  

254  
388  
268  
168  

268  
395  
280  
173  

  
  شاهد

  مزارلق
  قره باشلو

  نوده
  پاقله

0  
0  
0  
0  

0  
0  
0  
0  

180  
37  
254  
21  

180  
37  
254  
21  

  1608  1570  9  29    جمع
  .هاي اين روستا جدا سازي شد انگل ليشمانيا اينفانتوم از سگ*
 بـرآورد % 48/0و شيوع بيماري در ايـن گـروه سـني            شناسايي شد  

 1: 3200يار برابر    سال نيز داراي ع    12 نفر از افراد بالاي      2گرديد و   
يك . برآورد گرديد % 26/1و شيوع بيماري در اين گروه سني         بودند

 مشكوك بـه ابـتلا بـه        1:1600با دارا بودن عيار      %) 062/0(نمونه  
كالاآزار بوده است لذا جهت بررسي بيشتر نمونه فوق با اسـتفاده از             

د مـور  بادي ضد ليشمانيوز احشائي    از لحاظ تيتر آنتي     نيز IFAروش  
ارزيابي قرار گرفت كه نتيجه آن كاملا منفي بود و به همـين دليـل         

 منفي در نظر گرفته     ،اين نمونه با توجه به عدم حضور علائم باليني        
هـاي   عيـار  . مـشاهده شـد    1: 800 عيـار %) 8/1(  نمونه 29در  . شد

مشخصات كليـه افـراد سـرم    .  منفي تلقي گرديدند1: 800كمتر از  
اقبت در اختيار مركز بهداشت شهرستان     گيري و مر   مثبت جهت پي  

 موارد سـرولوژي مثبـت را در        2 جدول شماره    .بجنورد قرار گرفتند  
موارد سـرولوژي مثبـت در      . دهد روستاهاي مورد و شاهد نشان مي     

 سال اخير داراي موارد كالاآزار بودنـد بـه          5روستاهاي مورد كه در     
 كـالاآزار از  داري از روستاهاي شاهد كه هـيچ مـوردي از         طور معني 

 توزيـع   2 شـماره    جـدول  .ر بوده است  بيشتها گزارش نشده بود      آن

هاي تحت مطالعه واقع     به تفكيك روستا  فراواني افراد سرم مثبت را      
بالاترين ميزان آلودگي مربـوط   .دهد در شهرستان بجنورد نشان مي   

به روستاي اسفيدان است كه در نزديكي شهر بجنورد واقع گرديده           
 ).1 و 2ل شمارهواجد( است

 بـين دو جـنس       كه با انجام آزمون آماري كاي مربع مشاهده شد       
ــت  ــور جمعي ــث و همينط ــذكر و مون ــالاي  م ــاي ب ــا 12ه ــال ب  س

 .داري وجود ندارد  اختلاف معني، سال و به پائين12هاي  جمعيت
 نمونه سرمي   1608 از    كه دهد نتيجه نهائي اين مطالعه نشان مي     

داراي عيـار   %) 8/1(  مـورد  29تعـداد    ،تهيه شـده در ايـن مطالعـه       
ــورد9 و 1:800 ــار %) 56/0(  م ــد1:3200داراي عي ــدول (  بودن ج
  ).1 شماره
  هاي مولكولي يافته

 قـلاده سـگ     4هـر    كبد و طحال  بافت   هاي تهيه شده از    درنمونه
 هـاي  داراي عيـار ( كالبد گشايي شده كه از لحاظ سرمي نيز مثبـت    

در . مـشاهده گرديـد   يـشمانيا   هاي ل   آماستيگوت ،بودند ) ≤ 1:320
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 47 /1386در شهرستان بجنورد از استان خراسان شمالي در سال ) DAT(بررسي سرواپيدميولوژي ليشمانيوز احشايي به روش آگلوتيناسيون مستقيم  

  
  هاي تحت مطالعه در اين شهرستان موقعيت جغرافيائي شهرستان بجنورد از استان خراسان شمالي و پراكندگي روستا -1 قشهن

 
هـاي مـورد بررسـي در         نمونه مثبت سگ   4 نمونه از    2 ،اين مطالعه 

هاي كشت رشد و تكثير پيدا كردند كه پس از جداسـازي و              محيط
 و پرايمر   RAPD-PCR روش   هآزمايش ب  انجام ها و   آن DNAتخليص  

ــا ســوشAB1-O7ده نوكلئوتيــدي  هــاي اســتاندارد   در مقايــسه ب
  ليشمانيا اينفانتوم  ، گونه انگل  ،)تروپيكا، ماژور و اينفانتوم   (ليشمانيا  

 قـلاده ديگـر از      2 هـاي مربـوط بـه      متاسـفانه نمونـه   . تعيين گرديد 
رشد نكردنـد زيـرا      هاي كشت اختصاصي    در محيط  ،هاي مبتلا  سگ

بـه   باكتري و قارچ آلوده شـده و       عابه انو  ها پس از كشت    آن محيط 
هاي مولكولي و تعيين گونه انگـل ميـسر          امكان انجام روش    آن تبع

   .نگرديد
 مربـوط بـه     ITS1 قطعه   ،همچنين به منظور تاييد نتايج مولكولي     

rDNA   آزمايش    نمونه مذكور مورد   2 هرPCR-RFLP    قرار گرفت كه 
 ايزوله مذكور مجددا ليشمانيا اينفـانتوم تعيـين گرديـد           2گونه هر   

 ).1شكل شماره (
به منظور بررسي سكانس نوكلئوتيـدها، نوكلئوتيـدهاي        يان  در پا 
 تعيــين تــوالي Millegene توســط شــركت فرانــسوي ITS1قطعــه 
 ايزولـه مربـوط بـه       2 در   ITS1هاي قطعه    سكانس نوكلئوتيد . گرديد

  ليـشمانيا اينفـانتوم بـه شـماره    ITS1ها پس از بررسي، بـا ژن     سگ
EU326227/1: Accession NOژني مربوط به ثبت شده در بانك 

 %99 بـه ميـزان   ،)NCBI(مركز بين المللي اطلاعـات بيوتكنولـوژي    
 و EU810776ايــن ايزولــه هــا بــا شــماره هــاي . شــباهت داشــت

EU810777در بانك ژن مذكور ثبت گرديدند . 

  بحث 
گيري از كالاآزار از مناطق       موارد پراكنده و تك    ،هاي اخير  در دهه 

هـاي   كـانون  در حـال حاضـر    ). 10(مختلف ايران گزارش شده بود      
 ،هـاي اردبيـل   ليـشمانيوز احـشائي از اسـتان    متعـددي از  انـدميك 

و بـه   ) 7،6،5،4(انـد    فارس و بوشهر گزارش شده    ،  آذربايجان شرقي 
ها در ساير نقاط كـشور رو بـه گـسترش             اين كانون   كه رسد نظر مي 
ــر دهــهدر ). 12،11( ندهــست ــداد،اخي ــورد 110  تع ــشمانيوز  م لي

 و بـه وسـيله       اسـت  شده ز استان خراسان شمالي گزارش    ا احشائي
انـد كـه بـيش از نيمـي از           روش هاي پارازيتولوژي به تاييد رسـيده      

كه تا كنـون     يياز آنجا . ها مربوط به شهرستان بجنورد بوده است       آن
اي راجـع بـه خـصوصيات اپيـدميولوژيك عفونـت احـشائي              مطالعه
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  ترابي و همكاران/ 48

  
هاي كالبد گشايي شده از شهرستان بجنورد در سال  مربوط به سگ  در ايزوله هايITS1قطعه  مربوط به PCR- RFLP نتايج روش مولكولي -1 شكل
1386  

 لذا مطالعه   ،نجام نشده بود  ا ليشمانيا اينفانتوم در شهرستان بجنورد    
شهرستان طـي   آن حاضر با ديد سرواپيدميولوژي براي اولين بار در  

 يكـي از  ،بـر اسـاس مطالعـات مختلـف     .انجام پذيرفت 1386 سال
ــوب روش ــاي مطلـ ــت،هـ ــاده و عملـــي جهـ ــاي  بررســـي  سـ هـ

 ،سرواپيدميولوژي ليشمانيوز احشائي در انـسان و مخـازن حيـواني          
ــايش آگ  ــتفاده از آزمــ ــستقيم اســــت  اســ ــيون مــ  لوتيناســ

كه در اين مطالعه نيز از روش مذكور اسـتفاده          ) 15،14،13،6،5،3(
  .گرديد

 نفر تحت مطالعـه از   1608از  % 36/2 ،بر اساس نتايج اين مطالعه    
داراي آنتي بادي بـر     %) 56/0(  مورد 9نظر سرولوژي مثبت بودند و      

ام شده توسط مطالعه انج نتايج . بودند1:3200عليه ليشمانيا باعيار   
از مجمـوع     كـه  دهـد  نشان مـي   2006 محبعلي و همكاران در سال    

آوري شده از منـاطق مختلـف آب و هـوائي             مورد سرم جمع   6558
 168 ،آوري شـده بودنـد     ايران كه به روش فعال خانه به خانه جمع        

ــ) درصــد6/2(  داراي نتــايج ســرولوژي مثبــت DAT روش امــورد ب
 هـاي   نمونـه از سـرم   1088اين مطالعه   علاوه بر آن در      ).6( اند بوده
اند كه تنهـا     هاي خراسان بوده   وري شده فوق مربوط به استان     آ  جمع

مثبــت و داراي آنتــي بــادي ضــد ) درصــد46/0(هــا   مــورد از آن5
هـا   نآ نفـر از     3 و و به بالا بوده است       1:3200هاي   عيار ليشمانيا با 

 لـذا   .ار گرفتند تحت درمان قر   داراي علائم باليني اختصاصي بوده و     
از . نتايج حاصله از اين مطالعه با مطالعه فوق كاملا همخواني دارنـد           

كـه داراي    مـشكوك بـه كـالاآزار       سـال  10هاي زير    از بچه   نفر 15
، بزرگـي شـكم   ،  هاي بيش از دوهفتـه     علائم اختصاصي از قبيل تب    

سـاكن روسـتاهاي نزديـك اطـراف و يـا            لاغري و رنگ پريـدگي و     
 نمونه سـرم خـون تهيـه        ،بجنورد و شيروان بودند   هاي   حاشيه شهر 

نان داراي  آ نفر از    5تعداد  ،  DAT گرديد كه پس از آزمايش به روش      
 بودند و چـون داراي علائـم بـاليني          102400 تا   1:3200هاي   عيار

بــا اســتفاده از . بودنــد لــذا بلافاصــله تحــت درمــان قــرار گرفتنــد 
هـائي از ليـشمانيوز       كـانون   كه رسد  به نظر مي   ياد شده هاي   بررسي

در بعـضي از منـاطق اسـتان خراسـان           احشائي با اندميسيته پائين   
  .شمالي وجود داشته باشد
داري  در اين مطالعه اختلاف آمـاري معنـي        از لحاظ شيوع سرمي   

هاي بالاي   و جمعيت %) 3/2( و مذكر %) 72/2( بين دو جنس مونث   
%) 35/2(  سـال و بـه پـائين       12هـاي    با جمعيت %) 51/2(  سال 12

ــد  ــشاهده نگردي ــاس مطالعــه  .م ــر اس  اي كــه در هندوســتان   ب
 ميزان بروز كالاآزار در سنين ،و همكاران انجام شد  Sharmaتوسط

جــنس مــذكر و مونــث  داري در دو اخــتلاف معنــي قبــل از بلــوغ،
 ميزان بروز بيماري مذكور در افراد مـذكر         ،بعد از بلوغ   نداشتند ولي 

ر علـت ايـن اخـتلاف را بـه نقـش         محققين مذكو . بيشتر بوده است  
انـد   هاي جنسي زنانه در جنس مونث نـسبت داده    رمونوحفاظتي ه 

برخي از محققين ايراني     بر اساس مطالعات انجام شده توسط      ).16(
در مواردي بين ميزان شيوع سرمي و جنسيت اختلاف معني داري           
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 49 /1386در شهرستان بجنورد از استان خراسان شمالي در سال ) DAT(بررسي سرواپيدميولوژي ليشمانيوز احشايي به روش آگلوتيناسيون مستقيم  

داري  و در مواردي هيچگونه اختلاف معنـي   ) 17،7،6( مشاهده شده 
هـا بـه      ايـن تفـاوت     كـه  رسد به نظر مي  ). 19،18(ه نشده است    ديد

آوري شده و وجود و يا عـدم          حجم نمونه جمع   ،روش نمونه برداري  
ارتباط داشـته    عيار مرزي در نظر گرفته شده      باليني و  وجود علائم 

بر اساس نتايج بعضي از مطالعات انجام شده در ايران فراواني           . باشد
دار با سن ارتباط دارد و در اكثر موارد در           ليشمانيوز احشائي علامت  

ولـي از   ) 21،20،10،7،6،5،4( شـود   سال ديده مـي    5ي زير    ها بچه
نظـر   نظر عفونت ليشمانياي احشائي و افراد سرولوژي مثبت صرف        

 ممكن است اختلاف آماري قابل ،گيري شده بادي اندازه از عيار آنتي
حاصـل از ايـن   توجهي بين سنين مختلف ديـده نـشود كـه نتـايج       

نوع انگل ليشمانياي در حال از نظر   . مطالعه گوياي اين مطلب است    
 ،گردش بين انسان و سگ به عنوان مخزن اصلي بيماري در منطقه           

 قــلاده ســگ 4هــر  كبــد و طحــال هــاي تهيــه شــده از نمونــه در
ــد ــد    كالب ــت بودن ــز مثب ــرمي ني ــاظ س ــه از لح ــده ك ــشايي ش  ،گ

ليـشمانياي   هـاي  گونه. گرديدندمشاهده   هاي ليشمانيا  آماستيگوت
بـا اسـتفاده از       منـاطق تحـت بررسـي      دار تسگ علام از   جدا شده 

تعيين گرديدند كـه ايـن موضـوع         L.infantum ،لكوليوم هاي روش
گوياي آن است كه در شهرستان بجنورد نيز مانند ساير نقاط ايران            

اي بوده و سـگ سـانان بـه عنـوان مخـازن              كالاآزار از نوع مديترانه   
  .شوند اصلي اين بيماري محسوب مي

  گيري نتيجه
با اندميسيته پـائين     ليشمانيوز احشائي  گيري نهائي آن كه    نتيجه

 مطالعـات تكميلـي   . در شهرستان بجنـورد در حـال گـردش اسـت          
توصـيه   بيمـاري  بـر روي نـاقلين و مخـازن        اپيدميولوزيك خصوصا 

  .گردد مي

 تشكر و قدرداني

ي انـستيتو تحقيقـات بهداشـتي       هـاي مـال    اين مطالعه با حمايت   
و با كمـك    ) 1592/240طرح شماره   (دانشگاه علوم پزشكي تهران     

لازم . ايستگاه تحقيقات بهداشتي مشكين شهر انجام پذيرفته اسـت        
پرست مدير محترم شبكه     هاي بي دريغ دكتر نيك     است از همكاري  

ــورد   ــتان بجن ــان شهرس ــروزه  بهداشــت و درم ــانم في ــركار خ و س
و قـدرداني    تـشكر مايشگاه ليـشمانيوز آن شهرسـتان       كارشناس آز ،

 .گردد
از همكار محترم آزمايشگاه ليشمانيوز دانشكده بهداشت دانشگاه        

دار و سـاير عزيزانـي كـه در          علوم پزشكي تهران سركار خانم چـاره      
اند  مستقيم كمك نموده   اجراي اين مطالعه به طور مستقيم و يا غير        
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