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 چكيده

ياخته اهميت زئونوتيك داشته و در سگ ها و انسان ايجاد بيماري  عامل بيماري ليشمانيوز احشايي (كالاآزار) مي باشد. اين تك ليشمانيا اينفانتوم زمينه و هدف:
ور گزارش شده مي كند. كشور ما يكي از كانون هاي عمده بيماري ليشمانيوز مي باشد به طوري كه ليشمانيوز احشايي و ليشمانيوز پوستي در اغلب مناطق كش

 ليشمانيا اينفانتومشمانيوز (جلدي و احشايي) محسوب مي شود. لذا اين مطالعه با هدف شناسايي است. استان فارس و شهرستان شيراز يكي از كانون هاي بيماري لي
  .انجام گرديد Semi Nested PCR در سگ هاي ولگرد بدون علامت در شهرستان شيراز با تكنيك

ه بر مبناي مشاهده ريزبيني انگل در بافت هاي آلوده روش هاي روتين شناسايي انگل ليشمانيا توسط تكنيك انگل شناسي صورت مي گيرد ك ها: مواد و روش
 Semi Nested PCR مي باشد. از معايب عمده روش مذكور اين است كه قادر به تشخيص گونه انگل نمي باشد. لذا در مطالعه حاضر از روش مولكولي

ز به صورت تصادفي از مناطق مختلف شهرستان شيراز انتخاب گرديد و از قلاده سگ ولگرد فاقد علامت بيماري ليشمانيو ١٠٠استفاده گرديد. در اين بررسي تعداد 
  .خون مركزي آن ها نمونه گيري شد. نمونه ها تحت آزمايش تشخيص مولكولي فوق قرار گرفتند

  .ثبت فاقد علائم باليني بيماري بودندمثبت شناسايي شدند. تمامي سگ هاي ليشمانيوز م ليشمانيا اينفانتوم%) از نظر آلودگي به ٣٥نمونه ( ٣٥تعداد  ها: يافته
ري اعم از با توجه به اينكه سگ هاي ليشمانيوز مثبت هيچ گونه علائم باليني واضح بيماري نداشتند لذا رعايت تمامي نكات كنترل و پيشگيري از بيما گيري: نتيجه

ت فردي و عمومي مورد تاكيد است. با عنايت به آساني، سرعت و دقت كنترل سگ هاي ولگرد و پشه هاي خاكي ناقل، آموزش به آحاد جامعه و رعايت بهداش
  بالاي تكنيك استفاده شده در مطالعه حاضر پيشنهاد مي شود.

  
  ، سگ، شيرازSemi Nested PCRليشمانيا اينفانتوم،  هاي كليدي: واژه

  

. مجله طب دامپزشكي Semi Nested PCR  كيبا تكن رازيولگرد بدون علامت ش يدر سگ ها نفانتوميا ايشمانيل يبالا وعيش ييشناسا. يميكر ي، عليرضا سلطان ديحم
  .٧٥٧-٧٤٨): ١٣(٥؛ ١٤٠١جايگزين. 

مقاله پژوهشي           
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٧۴٩ 

  مقدمه

ليشمانيوزها بيماري هاي مشترك بين انسان و حيوان مي باشند 

مخاطي مشاهده مي -كه به اشكال پوستي، مخاطي و پوستي

رش جهاني داشته و به خصوص در شوند. اين بيماري ها گست

مناطق گرمسيري داراي اهميت فراواني هستند. مطابق گزارش 

 World Healthسازمان بهداشت جهاني (

Organization, 2012 كشور  ٨٧) ليشمانيوز جلدي در

جهان به صورت بومي وجود دارد و سالانه نيم تا يك ميليون 

شمانيوز در اغلب نفر به اين بيماري انگلي مبتلا مي شوند. لي

 ,.Akhavan et al( استان هاي كشور گزارش شده است

2006; Moin-Vaziri et al., 2007; Minodier & 

Parola, 2007 (.  مخزن اصلي بيماري ليشمانيوز سگ و

سانان مي باشد و ناقل آن پشه هاي خاكي جنس  سگ 

فلبوتوموس مي باشد. همانطور كه گفته شد بيماري ليشمانيوز 

تي و احشايي (كالاآزار) در اغلب مناطق كشور وجود پوس

دارد از جمله كانون هاي مهم بيماري كه بصورت بومي وجود 

دارد استان هاي فارس، بوشهر، قم، آذربايجان شرقي و اردبيل 

 Akhavan et al., 2006; Moin-Vaziri et( مي باشد

al., 2007(.  

اري از زخم روش تشخيص متداول ليشمانيوز توسط نمونه برد 

هاي پوستي و غدد لنفاوي و مغز استخوان و رنگ آميزي با 

گيمسا و بررسي ريزبيني گسترش هاي رنگ شده صورت مي 

گيرد. به دليل شباهت هاي ريخت شناسي روش مذكور قادر 

). Tai et al., 2000به شناسايي گونه هاي انگل نمي باشد (

ل، پيشگيري و و حتي سويه انگل در تشخيص، كنتر تعيين گونه

درمان بيماري ليشمانيوز لازم و ضروري است. لذا جهت 

تشخيص اين انگل ها از روش هاي مختلفي از جمله روش 

از مزاياي روش هاي مولكولي  هاي مولكولي استفاده مي شود.

حساسيت و ويژگي بالاي تشخيصي است همچنين مي توان از 

ي شده نيز آن جهت تعيين هويت انگل در لام هاي رنگ آميز

 ,Singh, 2000; Baker & Alvar( استفاده كرد

به عنوان روشي دقيق در  PCR-RFLPتكنيك  .)2002

شناسايي گونه هاي عامل ليشمانيوز جلدي توسط محقيقين 

 ;Jirkù et al., 2006( مورد استفاده قرار گرفته است

Spanakos et al., 2008; Marfurt et al., 2003(. 

كينتوپلاستي به عنوان ژن حفاظت  DNAحلقه هاي كوچك 

 ١٠٠٠٠شده در گونه هاي ليشمانيا تاييد شده است زيرا در 

كپي از هر سلول حضور دارند و ترادف نوكلئوتيدي آنها براي 

ليشمانيا ، ليشمانيا تروپيكااكثر گونه هاي ليشمانيا (بخصوص 

) مشخص شده است و مي توان از آن ليشمانيا اينفانتومو  ماژور

در تشخيص گونه هاي  Semi Nested PCRسط روش  تو

 Aransay etعامل ليشمانيوز جلدي و احشايي بهره برد (

al., 2000.(  لذا تحقيق حاضر با هدف شناسايي گونه عامل

) در سگ هاي شهرستان ليشمانيا اينفانتومليشمانيوز احشايي (

 kDNAژن  Semi Nested PCRروش شيراز توسط 

)DNA  (انجام گرفتكينتوپلاست.  

  ها مواد و روش

قلاده  ١٠٠گيري از  . نمونهبودمطالعه حاضر از نوع مقطعي 

سگ ولگرد فاقد علامت بيماري در شهرستان شيراز (مركزي 

و روستاهاي اطراف) صورت گرفت. توسط سرنگ و سوزن 

سي خون گرفته و در  سي ٥استريل از وريد سفاليك هر سگ 

سي)  دهم سي ٢/٠ EDTAاد (لوله هاي حاوي ماده ضد انعق

نگهداري گرديدند. نمونه هاي خون ظرف مدت زمان كمتر از 

ده ساعت به آزمايشگاه منتقل شد و تحت سانتريفوژ با دور 

800g   كوت از سرم  دقيقه قرار گرفتند تا لايه بافي ٢٠به مدت

در DNAكوت برداشته و تا زمان استخراج  جدا شد. لايه بافي
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٧۵٠ 

استخراج  شدند. رجه سانتيگراد نگهداري ميد ٢٠دماي منفي 

DNA  با استفاده از كيت تجاريFAVORGEN DNA 

extraction Kit )MBST, Iran(  مطابق دستورالعمل

شركت سازنده انجام گرفت. كه به طور  توسط ارائه شده

  خلاصه شامل مراحل ذيل بود:

 Kميكروليتر پروتئيناز  ٢٠ميكروليتر از نمونه را با  ٢٠٠

)MBST, Iran ( و بافر ليز كنندهFABG )MBST, 

Iran ( ١٥توسط ورتكس به خوبي مخلوط كرده و به مدت 

درجه سانتيگراد انكوبه شدند. سپس محلول  ٦٠دقيقه در دماي 

) FABG )MBST, Iranرا چندين بار با بافر شسشوي 

 ,Elution ()MBSTو توسط بافر الوشن ( شستشو داده

Iran ( استخراجDNA جهت تكثير قطعات  گرديد. تمام

(رو به  LINR4از پرايمرهاي  kDNAمحافظت شده ژن 

(رو  LIN19) و PCR(رو به عقب دور اول  LIN17جلو)، 

استفاده گرديد (سيناژن، ايران) ) PCRدور دوم  به عقب

)Aransay et al., 2000.(  

نام پرايمر   طول محصول گونه انگل توالي ژن 

LINR4  '-GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3'5 L.infantum  ٧٢٠  

LIN17  'TTTGAACGGGATTTCTG -3 -'5  L.infantum  ٧٢٠  

LIN19  'CAGAACGCCCCTACCCG -3-'5 L.infantum  ٧٢٠  

  مطالعهمورد استفاده در اين  پرايمرهايتوالي . ١جدول 

مشاهده مي شود قطعه ژني تكثير شده  ١همانطور كه در جدول 

به  PCRمرحله اول  ز طول دارد.زوج با ٧٢٠ ليشمانيا اينفانتوم

استخراج شده  DNAميكروليتر  ٥ميكروليتر حاوي  ٢٥حجم 

(دزوكسي  dNTPsميكرو مول از هر يك از  ٢٥٠نمونه،

 ١، MgCl2نوكلئوتيد تري فسفات)، يك و نيم ميلي مول 

تهران)، يك ميكرومول  ،پليمراز تك (سيناژن DNAواحد 

ر بافر يك بار د LIN17، يك ميكرومول LINR4پرايمر 

مذكور توسط دستگاه چرخه ساز  PCRتهيه شد. محلول 

در مرحله اول قرار گرفتند. برنامه  DNAحرارتي تحت تكثير 

 ٩٤حرارتي اين مرحله شامل: يك چرخه واسرشت سازي اوليه 

درجه  ٩٤چرخه به ترتيب  ٣٠دقيقه،  ٥درجه سانتيگراد به مدت 

درجه  ٥٢سازي)، ثانيه (واسرشت  ٣٠سانتيگراد به مدت 

ثانيه  ٦٠درجه به مدت  ٧٢ثانيه (الحاق)،  ٣٠سانتيگراد به مدت 

 ٥درجه به مدت  ٧٢(گسترش) و در پايان يك چرخه در دماي 

به حجم  PCRدومين دور دقيقه (گسترش نهايي) انجام شد. 

مرحله  PCRمحصول  ميكروليتر ٤ميكروليتر حاوي  ٤٠

(دزوكسي  dNTPsميكرو مول از هر يك از  ٢٥٠قبل،

 ١، MgCl2نوكلئوتيد تري فسفات)، يك و نيم ميلي مول 

تهران)، يك ميكرومول ، پليمراز تك (سيناژن DNAواحد 

در بافر يك بار  LIN19، يك ميكرومول LINR4پرايمر 

مذكور توسط دستگاه چرخه ساز  PCRتهيه شد. محلول 

در مرحله دوم قرار گرفت. برنامه  DNAحرارتي تحت تكثير 

درجه  ٩٤چرخه به ترتيب  ٣٣ارتي اين مرحله شامل: حر

درجه  ٥٨ثانيه (واسرشت سازي)،  ٣٠سانتيگراد به مدت 

ثانيه  ٦٠درجه به مدت  ٧٢ثانيه (الحاق)،  ٣٠سانتيگراد به مدت 

درجه به مدت  ٧٢(گسترش) و در پايان يك چرخه در دماي 

 PCRمحصولات  دقيقه (گسترش نهايي) انجام گرديد.  ١٠

-بورات -نيم درصد در بافر نيم بار تري ژل آگارز يك و روي

الكتروفورز شده   )EDTA( استيك اسيد اتيلن دي آمين تترا

هاي آميزي با اتيديوم برومايد و آشكارسازي باند و سپس رنگ
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٧۵١ 

DNA  تحت اشعه فرابنفش توسط دستگاه ترانس ايلوميناتور

زوج باز  ٧٢٠ ليشمانيا اينفانتومپذيرفت. باند حاصل از صورت 

  دارد.طول 

  نتايج

قلاده سگ ولگرد از نواحي مختلف شيراز و حومه  ١٠٠تعداد 

نمونه گيري به عمل آمد. سگ هاي تحت نمونه برداري از 

كوچه و خيابان هاي شيراز و همچنين اطراف شيراز (جاده 

صدرا، شهرك گلستان، روستاي قلات، روستاي بيدزرد و 

بل از خونگيري سگ ها تحت اطراف درياچه نمك) بودند. ق

معاينه باليني ظاهري قرار گرفتند. هيچ يك از سگ ها علائم 

م هاي پوستي، تب، كم خوني و بيماري ليشمانيوز (زخ

دنوپاتي) نداشتند. البته هشت قلاده از سگ ها علائم افنل

بيماري ديستمپر داشتند كه ممكن است به دليل ضعف سيستم 

انيوز احشايي بوده باشد زيرا سگ ايمني ناشي از بيماري ليشم

هاي مذكور (سگ هاي مبتلا به ديستمپر) همگي با آزمايش 

از نظر ليشمانيوز احشايي  Semi Nested PCRمولكولي 

) مثبت بودند. پس از معاينات ليشمانيا اينفانتوم(ناشي از انگل 

باليني مذكور اقدام به خونگيري از وريد سفليك و تهيه بافي 

ا شد. از بافي كوت هاي تهيه شده گسترش رنگ كوت از آنه

آميزي شده با گيمسا تهيه گرديد و توسط ميكروسكوپ با 

(هزار برابر) بررسي شدند. در هيچ يك از  ١٠٠٠بزرگنمايي 

گسترش هاي مذكور نمونه انگلي ليشمانيا مشاهده نشد. سپس 

قلاده سگ تحت  ١٠٠اقدام به تشخيص مولكولي گرديد. از 

تشخيص  ليشمانيا اينفانتومسگ آلوده به تك ياخته  ٣٥بررسي 

آنها  Semi Nested PCRنتيجه  ١شكل  در داده شدند كه

  .آمده است

  

  

زوج باز  ٧٢٠:  bp 720. زوج باز ٥٠: ماركر  M. بر روي نمونه هاي خون سگان شيراز Semi Nested PCRالگوي باند هاي حاصل از . ١شكل 

: -. مثبت ليشمانيا اينفانتوم+ : نمونه هاي . آب مقطر استفاده شد) DNA: كنترل منفي (به جاي  -C. )ليشمانيا اينفانتومه ي تكثير شد DNA(طول قطعه 

  .منفي ليشمانيا اينفانتومنمونه هاي 
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  بحث

در كشور ما سگ ها مهمترين مخازن بيماري ليشمانيوز 

 ,.Khanmohammadi et alاحشايي محسوب مي شوند (

بيماري قابل انتقال به انسان بوده و مي تواند حتي  ). اين2010

باعث مرگ بشود. يكي از عوامل اصلي ليشمانيوز احشايي 

كشور  ٧٠مي باشد كه در بيش از  ليشمانيا اينفانتومتك ياخته 

جهان گسترده شده است. ناقل اين بيماري در كشور ما و 

بسياري از كشورهاي ديگر پشه هاي خاكي جنس فلبوتوموس 

يك  DNAمي باشد. تشخيص مولكولي انگل ها بر پايه تكثير 

تكنيك عالي و دقيق محسوب مي شود كه در تشخيص انگل 

ها توسط بسياري از محققين در ايران و ساير كشورها استفاده 

شده است از جمله در شناسايي تك ياخته هاي ليشمانيا در 

ساسيت ميزبان هاي اصلي، مخازن و ميزبان هاي ناقل كه با ح

 Kato et al., 2005; Rassi( بالا تشخيص داده شده اند

et al., 2005; Azizi et al., 2006; Lachaud et 

al., 2002.(   

 روشتوسط  ليشمانيا اينفانتومدر تحقيق حاضر جهت تشخيص 

Semi Nested PCR  از سه پرايمرLINR4  ،LIN17  و

LIN19 استفاده شد كه به آساني ، سرعت و دقت بالا 

شناسايي انگل مذكور صورت پذيرفت. پرايمرهاي مذكور قبلا 

و همكاران  به منظور شناسايي تك ياخته  Aransayتوسط 

هاي ليشمانيا در پشه هاي خاكي در كشور يونان مورد استفاده 

و   Aransay et al., 2000( .Edrissian( قرار گرفته بود

را بررسي شيوع سرمي ليشمانيا در مخازن بيماري  همكاران

كردند كه نتايج آن ها بسيار كمتر از نتايج تحقيق حاضر مي 

يك  PCRباشد. لازم به يادآوري است كه تكنيك مولكولي 

 تكنيك طلايي در تشخيص هاي انگلي محسوب مي شود

)Edrissian et al., 1993( همچنين نتايج شيوع آلودگي .

و  Mohebaliتوسط تكنيك سرم شناسي گزارش شده از 

 در استان بوشهر كمتر از نتايج اين تحقيق بوده است كارانهم

)Mohebali et al., 2001( .  

 Rassi  و همكاران در مطالعه اي در نورآباد ممسني نقش

را  ليشمانيا اينفانتومسگهاي بدون علامت به عنوان مخزن 

مشخص و ميزان شيوع عفونت را تعيين كردند. به اين منظور از 

د و گله بدون علامت به صورت اتفاقي قلاده سگ ولگر ٢٠

نمونه گيري شد. روي لايه بافي كوت خون محيطي استخراج 

DNA  وPCR روش  .انجام شدSemi-nested PCR  با

انجام  LIN19و  LIN17  ،LINR4استفاده از پرايمرهاي 

درصد) مثبت شد. بنابراين  ٢٠تا ( ٦نمونه اخذ شده  ٢٠شد. از 

مت باشند، به عنوان مخزن اين سگ ها حتي اگر بدون علا

 ,.Rassi et al( بيماري در نظر گرفته مي شوند

2007(.Moshfe   و همكاران شيوع سرمي ليشمانيوز

احشايي سگ سانان را در ناحيه مشكين شهر با استفاده از روش 

 Moshfe( درصد گزارش كردند ٤/١٧آگلوتيناسيون مستقيم 

et al., 2009(  .Farzam  راي تعيين ليشمانيوز و همكاران ب

احشايي در سگ هاي گله ناحيه جهرم در جنوب استان فارس، 

نمونه ها  .نمونه ي سرم به طور اتفاقي جمع آوري كردند ٤١٣

با استفاده از روش آگلوتيناسيون مستقيم تست و شيوع سرمي 

درصد گزارش شد. ارتباطي بين سن و جنس و  ٦/٧بيماري 

. )Farzam et al., 2008( آلودگي وجود نداشت

Moshfe   روستاي  ٥نمونه خون از سگهاي  ٧١و همكاران از

اندميك در ناحيه مشكين شهر تهيه و از نظر شيوع ليشمانيوز 

و  PCRاحشايي با استفاده از روشهاي آگلوتيناسيون مستقيم، 

Dipstick rk39 شيوع سرمي با  .مورد آزمايش قرار دادند

 Dipstick % و با ٩/٢٣يم استفاده از آگلوتيناسيون مستق

rk39 و با ٣١ %PCR  و ٦/٢٩پوست %PCR  ٧/٤٣خون%
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و  Moshfe et al., 2009( .Fakhar( گزارش شد

قلاده  ٣٢همكاران در بر روي مخازن حيواني (سگ) تعداد 

 ٧ .ارزيابي شدند PCRسگ با روش آگلوتيناسيون مستقيم و 

رد از آنها مورد از نظر سرولوژي مثبت بودند و تنها دو مو

علائم باليني داشتند و بقيه موارد مثبت فاقد علائم باليني بودند. 

- ٥% در سگ هاي گروه سني ٥/٦٢بيشترين ميزان شيوع سرمي 

سال بود و از نظر جنس اختلاف معناداري بين دو جنس  ١

مورد  ٣مورد مثبت شد كه  ٥خون  PCRديده نشد. با روش 

. شيوع )Fakhar et al., 2010( آن سرولوژي مثبت بودند

كالاآزار در سگ هاي سراب استان آذربايجان شرقي توسط 

درصد گزارش  ٨/١١كينتوپلاستي  DNAژن  PCRروش 

و   Fakhar). در تحقيقFallah et al., 2010( شد

همكاران توسط روش هاي سرولوژي و مولكولي پي سي آر 

 ميزان شيوع ليشمانيوز احشايي بترتيب تكنيك هاي آزمايشي

درصد برآورد شد و اختلاف معناداري بين  ٢٣و  ٥/٥فوق 

جنس و شيوع آلودگي وجود نداشته است. همچنين روش پي 

 سي آر را دقيق تر از روش سرولوژي گزارش كرده اند

)Fakhar et al., 2011(.  

يكي از دست آوردهاي مهم تحقيق حاضر شيوع بسيار بالاي 

احبي بوده است كه در سگ هاي بدون ص ليشمانيا اينفانتوم

علائم بيماري ليشمانيوز نداشتند كه اين موضوع اهميت 

اپيدميولوژيك بيماري و انتقال بيماري به انسان را حائز اهميت 

دوچنداني مي كند چرا كه ارتباط مثبت مستقيمي بين شيوع 

 Mazloumi Gavganiانگل در سگ و انسان وجود دارد (

et al., 2002.(  آوردهاي مهم و جالب يكي ديگر از دست

ي انگل   DNAتحقيق حاضر نمونه گيري از خون و استخراج 

از لايه بافي كوت خون مي باشد كه بسيار آسان بوده و نسبت 

به نمونه برداري هاي روتين كه از مغز استخوان و طحال 

  صورت مي پذيرد به مراتب ايمن تر مي باشد.

  نتيجه گيري

ر بالاي ليشمانيوز احشايي در محققين اين بررسي از شيوع بسيا

سگ هاي ولگرد شيراز متعجب شدند زيرا سگ هاي تحت 

بررسي همان هايي هستند كه آزادانه در گوشه و كنار 

شهرستان و در كنار منازل و ادارات شهر پرسه مي زنند غافل از 

اينكه آن ها مخازن بيماري خطرناك ليشمانيوز احشايي مي 

دارند. نكته حايز اهميت اين بود باشند كه اهميت زئونوتيك 

كه سگ هاي ليشمانيوز مثبت هيچ گونه علائم باليني واضح 

بيماري نداشتند. لذا رعايت تمامي نكات كنترل و پيشگيري از 

بيماري اعم از كنترل سگ هاي ولگرد و پشه هاي خاكي ناقل، 

آموزش به آحاد جامعه و رعايت بهداشت فردي و عمومي 

با عنايت به آساني، سرعت و دقت بالاي  مورد تاكيد است.

تكنيك استفاده شده در مطالعه حاضر پيشنهاد مي شود كه اين 

تحقيق ادامه پيدا كند و بررسي هاي دقيق و كاملي بر روي 

  ساير ميزبان ها ازقبيل موش و پشه خاكي نيز به عمل آيد.

  تعارض منافع

  نويسندگان هيچگونه تعارض منافعي ندارند.
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Abstract 
  
Background and aim: Leishmania infantum is the cause of visceral leishmaniasis (Kalaazar). This protozoan has 
zoonotic importance and causes disease in dogs and humans. Our country is one of the major foci of leishmaniasis, 
such that visceral leishmaniasis and cutaneous leishmaniasis have been reported in most regions of the country. Fars 
province and Shiraz city are considered as the foci of leishmaniasis (cutaneous and visceral). Therefore, this study 
was conducted with the aim of identifying Leishmania infantum in asymptomatic stray dogs in Shiraz city using 
Semi Nested PCR technique.   
Materials and Methods: Routine methods of Leishmania parasite identification are performed by parasitological 
technique, which is based on microscopic observation of the parasite in infected tissues. One of the main 
disadvantages of the mentioned method is that it is not able to detect the parasite species. Therefore, Semi Nested 
PCR molecular method was used in the present study. In this study, 100 stray dogs  without leishmaniasis symptoms 
were randomly selected from different areas of Shiraz city and their central blood was sampled. The samples were 
subjected to the above molecular detection test. 
Results: Thirty five samples (35%) were identified as positive for Leishmania infantum infection. All leishmaniasis 
positive dogs had no clinical signs of the disease. 
Conclusion: Considering that leishmaniasis positive dogs did not have any clear clinical signs of the disease, 
therefore, all points of control and prevention of the disease, including the control of stray dogs and vector 
Phlebotomus, education to community members and compliance with personal and public health should be observed. 
Emphasis is considering the ease, speed and high accuracy of the technique used in the present study, it is suggested. 
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