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  چکيده 

هاي پاتوژن متعلق به جنس لپتوسپيرا ايجاد لپتوسپيروز بيماري مهم مشترك انسان و دام است كه انتشار جهاني دارد و توسط اسپيروكت :زمينه

داراي اختصاصيت و  PCRتكنيك مولكولي  ارد وحاد و دوران نقاهت د يهااز به آزمون سرمين يسرولوژ يهاافتهيه يص بر پايتشخ. شودمي

  .باشدحساسيت بالايي براي تشخيص زود هنگام اين بيماري مي

در پي  ۱۳۸۲روز از گسترده رخداد تب خونريزي دهندة دامي منطقة تالاب رود حله شهرستان بوشهر كه در اواخر دي ماه  ۱۰الي  ۷پس از  :ها مواد و روش

اي پليمراز دام منطقه تالاب به عنوان گروه مورد توسط واكنش زنجيره ۲۰۰دامدار و  ۴۹هاي سيلاب در اين منطقه روي داد، سرمبارندگي شديد و جاري شدن 

دامدار در چهارده روستاي  ۶۰هاي سرمي همچنين بر روي نمونه PCRاين روش . طراحي شده بود مورد بررسي قرار گرفتند SrRNA۱۶ كه براساس ژن 

  .لپتوسپيرايي توسط روش اليزا مورد آزمون قرار گرفتند IgMهاي انساني از لحاظ هاي نمونهسرم. تالاب به عنوان شاهد نرمال انجام شداطراف منطقه 

در گروه شاهد نرمال با روش . تشخيص داده شد PCR ژنوم لپتوسپيرا با روش  ،منطقه) درصد ۵/۹(دام  ۱۹و ) درصد ۶۵/۳۲(دامدار  ۱۶در  :ها يافته

PCR اليزا بر اساس نتايج. ژنوم لپتوسپيرا شناسايي نگرديد  IgM زا. نفر از دامداران تالاب حله داراي سرولوژي مثبت بودند ۱۵ تعدادبراي لپتوسپيروز 

  .بت بودندنفر داراي سرولوژي مث ۶نتيجه سرولوژي منفي و  ينفر دارا ۱۰تعداد ، )نفر۱۶(مثبت براي لپتوسپيروز بودند PCR  كساني كه داراي 

اي پليمراز كه بر روش واكنش زنجيره. لپتوسپيروز بوده استة بوشهر در نتيجة منطقة تالاب رود حل ة داميتب خونريزي دهند: نتيجه گيري

هاي باليني بوده و شرايط براي تشخيص زودرس طراحي شده بود، داراي پتانسيل شناسايي لپتوسپيراي پاتوژنيك در نمونه SrRNA۱۶اساس 

  .سازدهنگام عفونت فعال را ميسر ميدر قطعي آن  و
  

  دام ه،تب خونريزي دهند ،PCR لپتوسپيروز،: واژگان کليدي

 ۱۲/۵/۱۳۸۶: پذيرش مقاله ‐  ۳۰/۳/۱۳۸۶: دريافت مقاله
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  مقدمه

 ياتيمهم ح )zoonotic( کيزونوت يماريروز بيلپتوسپ

جاد يرا ايجنس لپتوسپ يهاروکتياست که توسط اسپ

در  يمارين بيون مورد از ايليها مسالانه ده .شوديم

ر آن در يزان مرگ و ميافتد که ميا اتفاق ميسرتاسر دن

  ).۱(رسد يدرصد م ۲۰‐۲۵مناطق به  يبعض

 يطيمح يسطح يهاق آبيدر انسان از طر يمارين بيا

کـه   يو پستانداران وحش ـ يوانات اهليآلوده با ادرار ح

 ،انـد ون شـده يزاس ـيرا کلونيبه صورت مزمن بـا لپتوسـپ  

در  يهـم در کشـورها   يمـار ين بيا). ۲(دهد يم يرو

 يشود وليده ميد يصنعت يحال توسعه و هم کشورها

را يز ،ع استيشا يريگرمس يژه در کشورهايبه طور و

 ـدر ا ياجتمـاع ‐يو اقتصـاد  يطيست محيط زيشرا ن ي

ل ي ـباشـد و دل يار مناسب ميانتقال آن بس يها برامکان

را در خاک مرطوب و گـرم و  يکه لپتوسپگر آن است يد

ات خـود ادامـه   يبه ح ،هاها و سالماه يز در آب براين

  ). ۳(دهد يم

دربـاره ارزش درمـان ضـد     ييهـا اگر چه هنوز بحـث 

عموماً بـاور بـر    ،روز وجود دارديلپتوسپ يبرا يکروبيم

 ـين است که عوامل ضد ميا مـؤثر   يتنهـا زمـان   ،يکروب

أسفانه  ، اما مت)۴(ز شوند يجوهستند که هر چه زودتر ت

صـورت گذشـته نگـر     روز معمولاً بهيص لپتوسپيتشخ

از ي ـچرا كه کشت ن ،رديگيصورت م يتوسط سرولوژ

ن يچنـد  يون بـرا يو انکوباس ـ ياختصاص يهاطيبه مح

 يسـرولوژ  يهـا افتـه يه يص بر پايتشخ). ۵(هفته دارد 

 يهـا از به آزمـون سـرم  ين ١)MAT(توسط آزمون مت 

نـه  يآگلوت يهايباديرا آنتيز ،دوران نقاهت دارد حاد و

. سـتند يص نيحـاد قابـل تشـخ    يمارياغلب در ب ،کننده

روز بعـد از علائـم    ۵‐۷ يط IgMها از نوع يباديآنت

 يزا بـرا ي ـبوده و کـاربرد روش ال  ييقابل شناسا ،ينيبال

                                                 
1 Microscopic Agglutination Test 

ــا ــخ IgM ييشناس ــيدر تش ــپ يص فرض روز در يلپتوس

  ).۶(قرار گرفته است  يمختلف مورد بررس يهاتيجمع

 ييشناسـا  يبرا PCR٢وابسته به  يهااز روش يتعداد

DNA ـا دو مـورد از    ،انـد ف شدهيتوص ييرايلپتوسپام

 ـمـورد ارز  ينيها در مطالعـات بـال  ن روشيا قـرار   يابي

ص اسـتفاده  يتشخ ياند و به صورت گسترده براگرفته

  .)۸و  ۷(شوند يم

 ـ ۱۷تا کنون  ون يداس ـيبريک هي ـرا بـا تکن يلپتوسـپ  ةگون

DNA-DNA ها ن گونهيا). ۱۰ و ۹(اند شده ييشناسا

ک و  فرصـت  ير پاتوژنيغ ،کيپاتوژن يهاخود به گروه

تا . شونديم ميتقس ،)رايک لپتوسپياحتمالاً پاتوژن(طلب 

 يمرهـا يپرا يطراح ـ يبـرا  يفراوان يهاکنون، کوشش

PCR را باشـد يلپتوسـپ  يهـا گونه يبرا يکه اختصاص ،

امـا در هـر صـورت مشـکل      ،)۵(رفته است صورت گ

 يک اسـت و در بعض ـ ي ـپاتوژن يهاتمام گونه ييشناسا

ک و يـــپاتوژن يهـــاان گونـــهيـــشـــناخت م ،مـــوارد

هـر چنـد کـه از زمـان     . ز مشکل استيک نيپاتوژن ريغ

 يهـا گونـه  ييشناسـا  ،يمولکـول  يهـا کي ـمعرفي تکن

 ـاز طر ييرايلپتوسپ  ـ DNA-DNAون يداس ـيبريق هي ا ي

 ـپذيرد، اما باانجام مي SrRNA۱۶ ژن يتوال د اذعـان  ي

ــر دو ــوق داشــت ه ــدود دارای روش ف ــاتيمح  ييه

از بـه  ي ـر بـوده و ن ي ـگار وقـت يک اول بس ـيتکن. هستند

دار دارد و در تكنيـك دوم نيـز بـه     نشان يهازوتوپيا

هـا، نيـاز   دليل وجود تشابه چشمگير توالي ميـان گونـه  

سـايي دقيـق   اي از ژن بـراي شنا است كه توالي عمـده 

  ).۹(لپتوسپيرا تعيين سكانس شود 

با استفاده از شيمي  real-time( PCR(هر چند روش 

هاي براي شناسايي لپتوسپيرا) Taqman(تگمن 

كلينيكي و محيطي و نيز توالي ژن كد كننده زير واحد 

                                                 
2 Polimerase Chain Reaction 
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B ا )۱۱و  ۹(اند استفاده شده ٣دي ان ژيرازام ،

مورد  PCRهاي هدف كه در تكنيك ترين ژن شايع

يا  SrRNA۱۶هاي ژن ،گيرنداستفاده قرار مي

SrRNA۲۳ ما نيز در اين پژوهش از ). ۵(باشند  مي

براي  SrRNA۱۶بر اساس توالي ژن  PCRروش 

بررسي وجود لپتوسپيرا در بيماري تب خونريزي 

ند شهرستان بوشهر كه در بة دامي منطقه كرهدهند

و جاري  در پي بارندگي شديد ۱۳۸۲ماه اواخر دي

شدن سيلاب در تالاب رود حلة اين منطقه روي داد، 

در اين مطالعه همچنين از تمام . استفاده نموديم

هاي خوني جهت دامداران منطقه رود حله نمونه

دام  ۲۰۰اخذ گرديد و  PCR بررسي سرولوژيك و 

روز از شروع اپيدمي  ۱۰الي  ۷نيز كه هنوز پس از 

ان مختلف انتخاب و مورد از دامدار ،زنده مانده بودند

  .گيري قرار گرفتندنمونه

  

  راک مواد و روش

  هاي باليني و جامعه مورد مطالعهنمونه ‐ الف

در پي بارنـدگي شـديد و جـاري     ۱۳۸۲در اواخر دي ماه 

ه شهرسـتان  حلّ ـ تالاب رود«بند شدن سيلاب در منطقةكره

ک گسترده رخداد بيماري تـب خـونريزي   يشاهد » بوشهر

اين منطقه در سواحل دريـا   .هاي منطقه بوديمدام دهنده در

كيلومتري شمال شرقي بنـدر بوشـهر واقـع     ۱۰و به فاصله 

هكتار است كه حدود  ۴۲۶۰۰گرديده است و مساحت آن 

كننـده آب  منبـع تـامين  . باشـد هكتار آن تالابي مـي  ۲۰۰۰۰

كه از بهم پيوستن رودخانه شور  استه رودخانه حلّ تالاب،

خانه شيرين شاپور در شمال غربـي روسـتاي   دالكي و رود

متعاقـب بارنـدگي سـنگين پـنج     . گردددرودگاه تشكيل مي

در ايـن منطقـه، در اواخـر     )مترميلي ۲۰۰متجاوز از (روزه 

 ـ     ۱۳۸۲خرداد ماه سال  ه بيمـاري تـب خـونريزي دهنـده ب

                                                 
3 DNA Gyrase subunit B encoding gene 

مـرگ ناگهـاني،    ، دوره كوتـاه بـاليني،  ادرار خونیصورت 

ي از منافذ بدن در هنگام مرگ تراوش خون و مايعات آماس

بـز و   هـاي گوسـفندي،  پس از مرگ، در جمعيـت  و بعضاً

هاي اين بيماري تلفات بالايي در جمعيت. گاوي بروز نمود

    .گوسفندي و بز و در درجات كمتر در گاوها ايجاد كرد

 ياز تمام دامداران منطقه تالاب رودخانه حله و روستا

بودنـد و در زمـان بـروز    نفـر   ۴۹ن منطقه که يبند اکره

در منطقـه حضـور    يدهنده دام ـ يزيتب خونر يماريب

 يدمي ـروز پس از شـروع اپ  ۱۰ يال ۷داشتند در فاصله 

ميـانگين گـروه سـني مـورد     . شد يريگدر منطقه نمونه

  . سال بود ۳۴/۳۱ ±۶۸/۱۴مطالعه 

دام افراد جامعه مورد مطالعه كـه شـامل    ۲۰۰ن از يهمچن

روز از  ۱۰الـي    ۷و بـا گذشـت    بز، گاو، گوسـفند بـود  

ــد،    ــده بودن ــده مان ــوز زن ــه هن ــدمي در منطق ــروع اپي ش

هاي خوني براي تهيـه  نمونه. هاي خوني گرفته شد  نمونه

ها بـا  دماي اتاق قرارگرفتند تا لخته شدند و سرم رد ،سرم

هـاي  هـا بـه لولـه   سرم. جداسازي شدند سانتريفوژ كاملاً

گـراد در   جـه سـانتي  در ‐ ۱۲۰استريل منتقل و در دمـاي  

هـاي سـلامت خلـيج فـارس     بانك سرمي مركز پژوهش

در اين مطالعـه  . جهت آناليزهاي مختلف نگهداري شدند

 لو عم ـ DNAهاي فريز شده جهـت اسـتخراج   از سرم

PCR  گرديد هاستفاد  .  

  هاي شاهد نرمال نمونه ‐ ب

اطـراف   يروستا ۱۴دامدار ساکن  ۳۵۹هاي سرمي نمونه

در زمان شـيوع بيمـاري تـب خـونريزي      بندکره يروستا

دهندة دامي همانند جامعه مورد مطالعه، تهيه و در دمـاي  

ــانتي ‐ ۱۲۰ ــف  درجــه س ــاي مختل ــراد جهــت آناليزه گ

  .گرديد هسرم استفاد ۶۰اين پژوهش از  رد. نگهداري شد

  DNAاستخراج  ‐ ج

هاي سرمي ژنوميك لپتوسپيرا از نمونه DNAاستخراج 

ــليكاژل ــا روش س ــام  گوان‐ب ــيانات انج ــدينيوم تيوس ي
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 ۱۲/  بندر بوشهر رود حلهدر شناسايي لپتوسپيروز                                                                نژاد و همکاران                   اميري

ــد ــرا). ۱۲( شـ ــا يبـ ــوليـ ــوراز محلـ ــاين منظـ    هـ

L6-lysis buffer ]EDTA  مول و  ۲/۰با غلظتPH ۸، 

GUSCN ) ســاخت شــركتfluka( ،۱۰۰TritonX- 

ــركت ( ــاخت شــ ــيليكاژل  ،)]merckســ   ،)۱۳(ســ

 L2-wash buffer)GUSCN در Tris-Hcl  ــا بــ

 ،توناس ـ ،درجه ۷۰اتانل  ،)PH ۴/۶مول و  ۱/۰غلظت 

. اسـتفاده شـد  ) ليتـر نانوگرم بر ميلـي  k )۲۰۰ نازيپروتئ

اسـتخراج  DNA از محلـول  وليتـر  كرمي ۱۰‐۳۰ميزان 

. مورد اسـتفاده قـرار گرفـت    PCRشده جهت واكنش 

ليتـر  ميلـي  ۱حجم سرم مورد استفاده بيشتر از  حداكثر

  .نبود

  شاهد مثبت DNA ‐د

ن ژنوميك لپتوسپيراي پـاتوژ  DNAبراي اين هدف از 

به عنوان شاهد مثبت در  Genekam)شركت ساخت (

PCR استفاده گرديد .  

  اي پليمرازواكنش زنجيره ‐هـ

هـا از  به منظور تشخيص لپتوسـپيراي پـاتوژن در سـرم   

بـر   )Oligo5نـرم افـزار   ( ست پرايمـر طراحـي شـده   

جهـت تكثيـر قطعـة     SrRNA۱۶اساس تـرادف ژنـي   

bp۴۵۶ ي شـده  طراح ـتـوالي پرايمرهـاي    .استفاده شد

  :براي اين پژوهش به صورت زير بوده است

L16SF:5'-CACCAAGGCGACGATCGGTAGC-3' 
 

L16SR:5'-CAAGTCGCCTTCGCCACTGGTG-3' 
PCR  ۵/۲حـاوي  ، مـايكرو ليتـر   ۵۰ در يك حجـم 

 ازميلـي مـولار    ۴ پليمـراز،  Taq DNAواحد آنزيم 

۲ MgCl، ۲۰۰  از مــايكرو مــولارdNTP، ۱  مــايكرو

ــولار ــك از م ــا از هري ــر   ۵ ،پرايمره ــايكرو ليت  ازم

PCRbuffer10X  از  مايكرو ليتـر  ۱۰‐ ۳۰وDNA 

. هـاي سـرمي، انجـام گرفـت    استخراج شده از نمونه

 ۵مرحلـه اول  . شامل سه مرحلـه بـود   PCRواكنش 

گراد، مرحله دوم كه بـراي  درجه سانتي ۹۵دقيقه در 

درجـه   ۹۵در  هدقيق ـ ۱: سيكل انجام شد، شـامل  ۳۵

 ۱گـراد و  درجـه سـانتي   ۶۲ثانيه در  ۵۵گراد،   سانتي

در مرحلـه  . گراد بوددرجه سانتي ۷۲دقيقه در دماي 

گـراد  درجـه سـانتي   ۷۲دقيقه در  ۵آخر نيز به مدت 

ــد  ــرار گرفتن ــنش. ق ــايكلر  واك ــا در ترموس  ۵۱۲ه

Techne-TCدر هر مرحله. انجام شدPCR    جهـت

بـدون   PCR mixture يوپ محتويشاهد منفي از ت

DNA الگــو وDNA  لپتوســپيرا)Genekam ( بــه

 . عنوان شاهد مثبت استفاده گرديد

    PCRآشكار سازي و آناليز محصول  ‐و

درصد كـه بـا    ۲ژل آگاروز  يبر رو PCRمحصولات 

تهيه شده  و آگاروز و اتيديوم برومايد TBEاستفاده از 

بود و انـدازة   bp۱۰۰ماركر مورد استفاده . بود آناليزشد

ه در مقايسـه بـا ايـن مـاركر تعيـين      قطعات تكثير يافت ـ

  .گرديد

  تعيين حساسيت ‐ز

 ۱از  هـايي ، رقـت PCRجهت تعيين حساسيت واكنش

شــاهد (لپتوســپيرا  DNAاز فمتــوگرم  ۱۰ تــا نــانوگرم

ــت ــه و ) مثب ــت  PCRتهي ــا انجــام گرف ــر روي آنه . ب

حساسيت اين تست بر مبناي بيشترين رقت كـه در آن  

DNA ا تكثير يافته و بـر  قطعات مورد نظر از لپتوسپير

  .روي ژل آگاروز قابل رؤيت باشد ارزيابي شد

  تعيين ويژگي   ‐ح

بكار رفته در اين تحقيـق بـا اسـتفاده از     PCRويژگي 

DNA   ــده از ــتخراج ش ــك اس ــر   ۵ژنومي ــاكتري غي ب

كلبسـيلا پنومـوني،  اسـتافيلوكوكوس    : لپتوسپيرا شامل

اورئــوس، پروتئــوس ميــرابيليس، اشريشــيا كلــي،     

  .توكوكوس تعيين شداسترپ

  يسرولوژ ‐ط

لپتوسپيروز از کيت  IgMبادي براي سنجش تيتر آنتي

SERION-ELISA Classic Leptospira  ساخت
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Institut Virion / Serion GmbH  آلمان استفاده

براي ساخت اين کيت از سرووارهاي . شد

Leptospira interrogans شامل: L. Pomona، 

L. icterohaemorrhagiae، L. copenhagenil، 

L. canicola، L. Bratislava،L. grippotyphosa  ،

L. hebdomadis ،L. sejroe ،L. bataviae ،

L. tarassovi و  L. hardjoاستفاده شده بود .  

براي جلوگيري از تداخل فاکتورهاي روماتوئيدي در 

ها با جاذب نمونه  IgMگيري سطح سرمياندازه

 SERION Rheumatoid) ۲۰۰( فاکتور روماتوئيدي

Factor Absorbent Z مورد تماس قرار داده شدند .

سازنده کيت، ميزان فعاليت  موسسةهاي بر اساس داده

 واحد در ۲۰لپتوسپيروزي بالاتر از  IgMبادي آنتي

  .به عنوان مثبت قلمداد شد )<U/ml۲۰( يسسي

  

  ها يافته

با  اختصاصي بودن اليگو نوكلئوتيدها براي لپتوسپيرا

هاي غير لپتوسپيرا بررسي پرايمر بر روي باكتري

ولپتوسپيرا نشان داد كه اين پرايمرها براي لپتوسپيرا 

bpد محصول يتول ين باکترياختصاصي بود و در ا

- مثبت كاذبي براي ساير گونه هگوننمود و هيچ ۴۵۶

توانايي . باكتريايي مورد آزمايش مشاهده نشد هاي

سرووار  ۴۷در SrRNA۱۶واليپرايمر براي شناسايي ت

) گرفته شد NCBIتيها از ساتوالي(را يپاتوژن لپتوسپ

نشان داد که ) Generunner( رانرجينتوسط نرم افزار 

 bp۴۵۶ة تمام موارد قادر به تكثير و توليد قطع رد

  . باشد يم

 هاياي از رقتكه در محدوده PCRحساسيت واكنش 

بر اساس بيشترين  انجام شدفمتوگرم  ۱۰تا نانوگرم  ۱

لپتوسپيرا كه  DNAمقدار  كمترين. رقت تعيين گرديد

 توسط الكتروفورز بر روي ژل آگاروز قابل رؤيت بود

  .)۱شكل(تعيين شد  پيكوگرم ۱

 
 

 2( ng 1(  100bpمـاركر   )PCR ‚)1الكتروفورز محصول  :1شكل
)3(  pg100  )۴(  pg10 )۵( pg 1  )۶( fg 100  )7(  fg10   
  .DNAون بد) 8(

  

نمونه شاهد نرمال، منفي بـود   ۶۰بر روي PCR نتيجه 

  .و هيچ محصولي بر روي ژل آگاروز مشاهده نشد

بر روي آنها  PCRنمونه سرم انساني كه  ۴۹از مجموع 

نشـانگر   ومثبـت   )درصد ۶۵/۳۲( مورد ۱۶ ،انجام شد

در ). ۲شكل(ها بود لپتوسپيرا در اين سرم DNA وجود

 ــ ۱۶ ــرمي محصـ ــه سـ ــط ژل  bp۴۵۶ول نمونـ توسـ

  .الكتروفورز قابل رؤيت شد

 
  

ــكل ــورز محصــول  :2ش ــه PCRالكتروف ــرمي نمون ــاي س ه
 )4.8.9.11( تمثب شاهد )3( منفي شاهد )2( bp100ماركر )1(

هاي سـرمي   نمونه )5.6.7.10( هاي سرمي مثبت لپتوسپيرانمونه
 .منفي لپتوسپيرا

  

نفـر   ۱۵ براي لپتوسـپيروز IgM اليزا بر اساس نتايج 
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 ۱۴/  بندر بوشهر رود حلهدر شناسايي لپتوسپيروز                                                                نژاد و همکاران                   اميري

. از دامداران تالاب حله داراي سرولوژي مثبت بودنـد 

مثبـت بـراي لپتوسـپيروز     PCRاز كساني كـه داراي  

داراي نتيجه سرولوژي منفي و  نفر ۱۰، )نفر۱۶(بودند 

در ). ۱جـدول  (نفر داراي سرولوژي مثبـت بودنـد    ۶

سـر   ،مثبت سه نفر داراي تب PCR ميان افراد داراي

يك نفر نيز داراي افـت فشـار    و درد عضلاني و درد

مثبـت  IgM و همگـي ايـن افـراد داراي     خون بودند

   .گونه علائم خاص نبودند، بقيه افراد داراي هيچبودند
  

  

نمونه سرم انساني منطقة  ۴۹در  IgMو اليزا PCR مقايسه نتايج : ۱جدول 

  تالاب رودحله بوشهر

  

  IgMاليزا نتايج 

  PCRنتايج

  كل منفي  مثبت

  ۱۵)۶۱/۳۰(  ۹ )۳۷/۱۸( ۶)۲۴/۱۲(*  تمثب

  ۳۴)۳۹/۶۹(  ۲۴ )۹۸/۴۸( ۱۰)۴۱/۲۰(  منفي

   ۴۹ )۱۰۰(  ۳۳ )۳۵/۶۷( ۱۶)۶۵/۳۲(  كل

  .دنمي باشتعداد ) درصد(اعداد به صورت *

  

كـه داراي جـواب مثبـت بـراي      يميانگين سني افـراد 

PCR  نفـر از ايـن    ۴ :بـود سـال   ۳۷/۳۱±۱۰/۱۳بودند

گـروه   ين سـن يانگي ـو م مرد بودنـد نفر  ۱۲افراد زن و 

نفر  ۴ :بود ۷۳/۳۱±۵۹/۱۲مثبت  يسرولوژ يمورد دارا

  . نفر مرد بودند ۱۱ن افراد زن و ياز ا

، بيماري لپتوسپيروز كه داراي دورة كوتاه باليني بود

هاي منطقة را در كلية گلهدرصدي  ۲۰تا ۵۰تلفات 

از اي كه پس از فدام زنده ۲۰۰بند ايجاد كرد، از كره

اوليه گسترده رخداد لپتوسپيروز مورد آزمايش قرار 

مثبت  PCRداراي ) درصد ۵/۹(س دام رأ ۱۹ گرفتند،

مورد گوسفند ماده،  ۱۶هاي مثبت از بين نمونه. بودند

  .مورد گوسفند نر و يك مورد بز نر بودند ۲

  

  بحث

ــديم در    ــق ش ــا موف ــژوهش، م ــن پ ــدار  ۱۶در اي دام

بنـد  منطقه كـره ) درصد ۵/۹(دام  ۱۹و ) درصد ۶۵/۳۲(

شهرستان بوشهر، وجـود لپتوسـپيرا را در اپيـدمي تـب     

خونريزي دهنده دامي پس از رخداد سـيلاب دي مـاه   

مــا داراي  PCRاز ايــن رو روش . اثبــات كنــيم ۱۳۸۲

هـاي  پتانسيل شناسايي لپتوسپيراي پاتوژنيك در نمونـه 

رس و باليني بـوده و شـرايط را  بـراي تشـخيص زود    

  .سازدميسر مي ،قطعي آن در هنگام عفونت فعال

ــاربرد   ــيش از ك ــك PCRپ ــولي،  و تكني ــاي مولك ه

 بر اسـاس شناسـايي آنتـي    اًتشخيص لپتوسپيروز عمدت

در . بـود  MATهـا بـا اسـتفاده از روش اليـزا يـا      اديب

بسياري موارد، بـه ويـژه در فـاز اوليـة عفونـت، نبـود       

وجـب عـدم شناسـايي    ها در سرم بيماران، مبادي آنتي

ايـن در حـالي اسـت كـه      ،)۱۰(شـود  لپتوسپيروز مـي 

ــا تــابلوي لپتوســپيروز خــود را نشــان   بيمــاراني كــه ب

امكـان شناسـايي    ،PCRهاي دهند، با كاربرد روش مي

اين بيماري در آنها با بررسي يك نمونه خوني  زودرس

شانس آغاز درمان طبي آنها در زمـان   افراهم شده و لذ

هاي گونـاگوني  از دهه پيش، روش. د داردمناسب وجو

ــه PCRاز  ــاي خــونيدر نمون ــزي  ادرار، ،ه ــايع مغ م

بكـار بـرده    محيطـي  هاي بـاليني و نمونه ،CSFنخاعي

بـا   PCRدر يك ارزيابي بـاليني  ). ۱۴و  ۹، ۳(اند شده
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MAT  و كشت براي تشخيص لپتوسپيروز، نتايج نشان

س ايـن  ابزاري مؤثر در تشخيص زودر PCRدادند كه 

بيماري در ده روز اول، يعني زماني كه تـابلوي بـاليني   

  ). ۸(باشد بيماري گمراه كننده است مي

هاي هـدف  گونه كه اشاره شد، پر كاربردترين ژنهمان

لپتوسـپيروز،   PCRهاي شناسايي وابسـته بـه   در روش

امـا ايـن   ). ۵(باشـند  مـي  SrRNA۲۳ يا S ۱۶هاي ژن

ــاي روش ــايي هســتند يتداراي محــدود PCRه . ه

و همكـاران   )Merien(پرايمرهايي كـه توسـط مـرين    

را در  SrRNA۱۶ ژن bp۳۳۱توصــيف شــد قطعــه   

اين  زهاي پاتوژن و غير پاتوژن تكثير كرده و الپتوسپيرا

پـاتوژن  هاي غيـر رو، در مواقعي كه آلودگي با لپتوسپيرا

ــي   ــاذب م ــت ك ــايج مثب ــد نت ــد تولي ــد باش  ).۱۵(نماي

توصيف شده توسط گريوكامپ و  G2و G1 يپرايمرها

) L.Kirschneri( يشـنر ركي همكاران نيز، سـروواريتة 

را تكثير نكـرده و لازم اسـت دو جفـت پرايمـر بـراي      

كـار بـرده   هـاي پـاتوژن بـه   شناسايي تمـام سـروواريته  

ــود ــاربرد  real-time( PCR(در روش ). ۱۶( ش ــا ك ب

هـاي  شيمي تگمن كه براي شناسايي لپتوسپيروز نمونـه 

باليني و محيطي طراحي شده بـود، مشـخص شـد كـه     

هاي پـاتوژن و  تواند بين گونهبسيار حساس بوده و مي

غير پاتوژن افتراق گذارد، هر چند كه مطالعـات بيشـتر   

براي تأييد ايـن موضـوع لازم اسـت و چنانچـه ثابـت      

تواند بـراي تشـخيص زودرس ايـن بيمـاري     ، ميشود

حتـي در بيمـاراني كـه     ، زيرا اين روشبرده شودبكار 

ــيآ ــك نت ــرده بيوتي ــاز ك ــد   را آغ ــاربرد خواه ــد ك ان

  ).۱۰( داشت

جهــت  SrRNA۱۶بــه عنــوان روش جــايگزين بــراي

اخيـراً ژن كدكننـده زيـر     ،هاي لپتوسپيراشناسايي گونه

اي ژيراز،  براي شناسايي لپتوسـپيرا، بـا   اندي Bواحد 

ر اين موفقيت مورد آزمايش قرار گرفته است و علاوه ب

هاي بـاليني كـه داراي غلظـت    از اين روش براي نمونه

بالايي از ميكروارگانيسم لپتوسپيرا، هستند ماننـد بافـت   

توان استفاده نمود ولي براي تشخيص عفونـت  كليه مي

ــاييني از  انســان در بخــش ــه داراي غلظــت پ ــايي ك ه

ــرد      ــه عملك ــادر ب ــون ق ــد خ ــتند مانن ــپيرا هس لپتوس

-ان نيز براي رفع محدوديتلوت و همكار). ۹( نيست

بـه روش   PCRاز  ،PCRهاي وابسـته بـه   هاي روش

real-time   با كـاربرد هـدفbp۴۲۳ ۳۲روي ژنLipL 

هـاي  ه، در سـروواريت انـد كـه ايـن هـدف    استفاده كرده

اين ). ۱۷(لپتوسپيراي پاتوژن به خوبي حفظ شده است 

ــه  DNAروش  ــپيرا را در نمون ــرمي و  لپتوس ــاي س ه

ران تشخيص داده و به عنوان روشي سريع ادراري بيما

و حساس در تشخيص لپتوسپيروز حـاد معرفـي شـده    

  . است

ــد داراي اختصاصــيت و  PCR، در يــك مطالعــة جدي

درصد بوده است كه اين نتايج  ۴/۹۶و ۵/۹۹حساسيت 

تغييـر   Light cycler Taqmanدهـد، روش  نشان مي

ي تواند به جاي كشت در تشخيص لپتوسـپيرا مي، يافته

در ). ۱۴(كـار بـرده شـود    پاتوژن در شرايط بـاليني بـه  

هــاي در كنــار آزمــون PCRاي ديگــر كــاربرد مطالعــه

سرولوژيك براي بهبود حساسيت تشخيص لپتوسپيروز 

  ).۱۸(بيماري اشاره شده است  ةدر فاز اولي

لپتوسپيرا  DNAهر چند كه در اين مطالعه ما توانستيم 

نـيم ولـي نتوانسـتيم نشـان     ها جدا كرا از بيماران و دام

تواند بين توصيف شده ما مي PCRا روش يدهيم كه آ

بـا  . پـاتوژن افتـراق گـذارد   هاي پاتوژن  و غيرلپتوسپيرا

وجودي كه ما از سروواريته هاي غير پـاتوژن در ايـن   

روش استفاده نكرديم ولي داشـتن گـروه شـاهد افـراد     

اپيـدمي  سالم كه از دامداران مناطق مجاور منطقة دچار 

شده، به صورت تصادفي انتخاب شـده بودنـد و فاقـد    

PCR     ــه ــت ك ــانگر آن اس ــد نش ــت بودن  DNAمثب
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لپتوسپيراي جـدا شـده از دامـداران منطقـه در شـرايط      

  .اپيدمي، از آن لپتوسپيراي پاتوژن بوده است

هـاي  هاي ديگر مطالعه ما، هماننـد روش از محدوديت

ة عامل روواريتتوانيم س، آن است كه ما نميPCRديگر 

هرچنـد ايـن    .اپيدمي را در اين منطقه مشـخص كنـيم  

موضوع از لحاظ درمان طبـي بيمـاران اهميتـي نـدارد،     

ولـــي شـــناخت ســـروواريتة لپتوســـپيرا، از ديـــدگاه 

اپيدميولوژي و سلامت عمـومي، بسـيار حـائز اهميـت     

هايي براي فائق آمـدن بـر ايـن مسـئله     استراتژي. است

 PCRل هضـم محصـولات   انـد كـه شـام   طراحي شده

تعيين سـكانس مسـتقيم    ،هاي محدودالاثرتوسط آنزيم

  ).۵(باشند مي SSCP4و روش  هاآمپليكان

ة سلامت امروزه لپتوسپيروز هنوز به صورت خطر عمد

 نـه تنهـا   .كنـد ي مييعمومي در مقياس جهاني خودنما

لپتوسپيروز داراي تظاهرات بـاليني غيـر اختصاصـي و    

 ،باشد، بلكه تشخيص آن نيز دشوار ميبسيار متغير بوده

و نياز به شك باليني بسيار بالا در مواقعي كه برخـورد  

با عوامـل محيطـي بـالقوه وجـود دارد نيـز محسـوس       

  ).۳(باشد  مي

عمدة موارد عفونت با لپتوسپيروز يا به صورت تحـت  

حاد يا با شدت بسيار ملايم اسـت و بيمـاران در ايـن    

نسـبت  . آينـد طبي بر نمـي  موارد در جستجوي مداواي

، ولي عمدة موارد بـاليني آن خـود را   هاكمي از عفونت

دار بـا شـروع ناگهـاني نشـان     به صورت بيمـاري تـب  

، درد سـردرد  ،علائم ديگر بـه صـورت تـب    .دهند مي

موارد ، برافروختگي ملتحمه و در ، درد شكميعضلاني

سـردرد بسـيار   . نادرتر به صورت بثورات جلدي است

خود را نشان ) Dengue(ده و مانند تب دانگ شديد بو

داده و توأم با درد پشت حدقة چشمي و نـور گريـزي   

درد عضلاني در ناحيـة كمـر، ران و سـاق پاهـا     . است

                                                 
4 Single-Strand Conformation Polymorphism Analysis 

  ).۱۹(بوده و اغلب داراي شدت بالايي است 

هر چنـد كـه بيمـاران منطقـة تـالاب رودحلـه در پـي        

ئم ة دامي، دچار علاگسترده رخداد تب خونريزي دهند

و باليني خونريزي و يرقان نشـدند، ولـي    شگاهييآزما

درصـد كسـاني كـه علائـم      ۹۰سه علامت شايع كه در

باليني از خـود نشـان دادنـد يافـت شـد، شـامل تـب،        

ــن رو   ــود و از اي ســردرد، درد عضــلاني و كمــردرد ب

مشـــابه ســـري بيمـــاران گـــزارش شـــده از گـــيلان 

ر سـيلاب  اي كه دچـا بنابراين در منطقه). ۲۰( باشد مي

شده است، با بـروز تـب، سـردرد و درد عضـلاني در     

ــي  ــپيروز م ــه، لپتوس ــاكنين منطق ــدر س ــت در ص بايس

  .هاي افتراقي قرار گيردتشخيص

در هر صورت، عفونـت بـدون علائـم در لپتوسـپيروز     

ــده      ــزارش ش ــه گ ــدين مطالع ــوده و در چن ــايع ب ش

ــت ــال   ). ۲۱( اس ــداد س ــترده رخ ــك گس  ۱۹۹۵در ي

از ) درصـد  ۴/۲۹(نفر ۲۵كاراگوا، تنها لپتوسپيروز در ني

نفر ساكن آنجا كه داراي سـرولوژي مثبـت بودنـد،     ۸۵

يك بيمـاري تـب دار را طـي دو مـاه قبـل از مطالعـه       

رسـد كـه   از اين رو بـه نظـر مـي   ). ۲۲(گزارش كردند 

عفونت بدون علامت با لپتوسـپيرا در منـاطق آنـدميك    

درصـد از   ۲۵در مطالعه ما نيـز تنهـا   ). ۲۱(شايع است 

افراد داراي علائم باليني به صورت تب، سـردرد و درد  

ــد و   ــلاني بودن ــا    ۷۵عض ــت ب ــابقي عفون ــد م درص

  . از خود تابلوي باليني بروز ندادند ،لپتوسپيروز

 IgMما در اين پژوهش از روش اليزا بـراي شناسـايي   

درصد  ۶۷از  IgMحساسيت اليزا براي . استفاده كرديم

ه است و منطقـة جغرافيـايي   درصد گزارش شد ۱۰۰تا 

ممكن است بر روي عملكرد اليزا تأثير گـذار باشـد و   

درصـد در   ۱۰۰درصـد در تايلنـد تـا     ۷/۷۳حساسيت 

ويژگـي  ). ۶(ايالات متحده آمريكا گزارش شده اسـت  

). ۲۴و  ۲۳(درصد گزارش گرديـده اسـت    ۹۳اليزا نيز 
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همچنــين حساســيت اليــزا بــراي لپتوســپيروز بــيش از 

MAT حتي موارد عفونت را پـيش از   است وMAT 

 ۱۶نفـر از   ۶در مطالعه ما تنها ). ۲۳(دهد تشخيص مي

مثبت بودند، واجـد سـطح بـالاي     PCRنفر كه داراي 

IgM   از ايـن رو هماننـد ديگـر    . به روش اليـزا بودنـد

در تشـخيص   PCRرسـد كـه   مطالعات، بـه نظـر مـي   

، لپتوسپيروز در مراحل ابتدايي تشخيص بيماري انساني

در يك ). ۲۵و  ۱۴، ۸( داراي ارزش بسيار بالايي است

هـاي سـرمي كـه    خود را در نمونه PCR ،مطالعه ديگر

هاي اختصاصي بـا بررسـي توسـط هـر     باديفاقد آنتي

روش سرولوژيك بودند، بـه صـورت حسـاس تـرين     

را  PCRاز اين رو شـايد بتـوان   ). ۱۸(تست نشان داد 

كار برد و از اين ههاي سرولوژيك بدر تركيب با آزمون

توان حساسـيت تشـخيص لپتوسـپيروز را در    طريق مي

  ).۱۸(فاز اوليه بيماري افزايش داد 

نكته آخر آن كه همان گونه كـه اشـاره شـد، بيمـاري      

هــاي منطقــه خــود را بــه صــورت لپتوســپيروز در دام

و  ادرار خـونی بيماري تب خونريزي دهنده به صورت 

ــراوش خــون و مايعــات آماســي ا  ــدن در ت ــذ ب ز مناف

ايـن  . هاي گوسـفندي، بـز و گـاوي نشـان داد    جمعيت

تـا   ۲۰، تلفـات  بيماري كه داراي دورة كوتاه باليني بود

بنـد ايجـاد   هاي منطقة كـره را در كلية گلهدرصدي  ۵۰

هاي زنده پس از فاز اوليـه گسـترده   كرد، از اين رو دام

راس بودنــد نيــز مــورد  ۲۰۰رخــداد لپتوســپيروز كــه 

 PCRس دام داراي رأ ۱۹تنهــا  قــرار گرفتنــد، بررســي

مثبت بودند كه اين نشـانگر آن اسـت كـه بيمـاري بـر      

هاي انساني خـود را بـه صـورت تـابلوي     عكس نمونه

يرقان با مرگ و ميـر بـالا نشـان داده    ‐خونريزي دهنده

درصـدي لپتوسـپيروز در دام هـاي     ۵/۹است و شيوع 

ايـن مطلـب   منطقه در پي گسترده رخداد اپيدمي مؤيد 

نكته باليني ديگر آنكه، در هنگام گسترده رخداد . است

ــي   ــاليني در دام، م ــدة ب ــونريزي دهن ــب خ ــت ت بايس

هـاي افتراقـي جـاي    لپتوسپيروز را در ليست تشخيص

  ).۲۶( داد

گيري كلي، مطالعه ما حاكي از وجود يك  در يك نتيجه

هاي گسترده رخداد لپتوسپيروزي در دامداران و دام

بند در شهرستان بوشهر الاب رودحله كرهمنطقة ت

لپتوسپيروزي شامل هاي كنترل ، بنابراين روشاست

  .شوداقدامات واكسيناسيون دامي در منطقه توصيه مي

  دردانيقتشكر و 

سازمان انتقال خون بوشهر  مالي اين مطالعه با حمايت

  .اجرا گرديد
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