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  مقدمه
يكـي از    ،لپتوسپيروز بدليل فراوان بـودن مخـازن آن       

 مشترك انسان ـ حيوان در جهان  هايبيماري شايع ترين
 شـيوع زيـادتري     است و در مناطق گـرم و مرطـوب        

  . ]1-3[ دارد
  از جملـه   متعـدد يل  اي استان گـيلان بـدلا       منطقه جلگه 

 ورفــاهلــي و جونــدگان، و ،فراوانـي حيوانــات وحــشي 
آب و  و بــالاخره رواج كــشت بــرنج، ،آبهــاي ســطحي

بـراي  را   شـرايط مناسـبي      ،هواي معتـدل و مرطـوب     
دارد و هر سـاله مـوارد زيـادي از          بيماري  اين   عهاشا

در ماههاي گرم سـال بـروز        بويژه در شاليكاران      آن
ري بـه بـدن انـسان بطـور         ورود بـاكت  . ]5،4[ كنـد   مي

عمده توسط آب آلـوده بـه ادرار حيوانـات بيمـار يـا         
. ]3،2[ناقـــل و از راه خـــراش هـــاي جلـــدي اســـت 

لپتوسپيروز علايم بـاليني شـاخص نـدارد و بيـشترين           
دار   موارد تظاهر باليني آن به صورت بيماري حاد تب        

حاد هاي باكتريايي و ويروسي        به اغلب بيماري   واست  
  . ]3[ ك داردنزدي شباهت

 فقط  م است زيرا    مهتشخيص سريع اين بيماري بسيار      
 به در درمان     و تأخير  استموثر    آن درمان زودرس 

  چكيده
  چـون درمـان فقـط در       . ـ حيوان با شيوع قابـل توجـه در جهـان اسـت             مشترك انسان   لپتوسپيروز يك بيماري،   :زمينه و هدف  

بسيار كنـد اسـت و   ميكروب رشد . وز  بسيار با اهميت استهاي اول بيماري موثر است، تشخيص درست و سريع لپتوسپير      روز
ي   ابنـابراين واكـنش زنجيـره   . ناكارآمـد اسـت   به دليل نبود آنتي باديهـاي اختـصاصي در هفتـه اول بيمـاري، سـرولوژي  نيـز       

 متعـارف در  تـشخيص   PCRدر اين مطالعـه حـساسيت و دقـت روش     .تنها راه تشخيص زودرس است)  PCR(يزاسيون  رمپلي
  . ارزيابي شده استسريع لپتوسپيروز در نمونه سرم مربوط به هفته اول بيماري

 نمونه سرم واجد شرايط و اخذ شـده در هفتـه اول بيمـاري از افـرادي كـه علائـم بـاليني                70در اين مطالعه تعداد      :روش كار 
ول  آنها منفي و نمونـه بـار دوم آنهـا            نمونه سرم بار ا   )  اسيوننگلوتيآميكرو(مشكوك به لپتوسپيروز  داشتند و آزمون مرجع         

  . ندگرفتقرار ، مورد مطالعه )استبيماري  تبديل سرمي كه دال بر تشخيص قطعي (  مثبت بود
 بـاكتري در هـر      100 و دقـت آن        ٪5/74حساسيت اين روش    . بود مثبت    مورد 24در   PCRدر اين مطالعه  نتيجه       :يافته ها  

  .ميلي ليتر سرم  بود
ولـي   اسـت  لپتوسپيروز در هفته اول بيمـاري   تشخيص براي روش سريع تنها    PCRين مطالعه نشان مي دهد ا:نتيجه گيري

   .كه روشهاي ديگر كاربرد ندارنددر حالي  ،خيلي بالا نيستحساسيت آن 
 اكنش زنجيره اي پليمرازميكروآگلوتيناسيون، و لپتوسپيروز، :يكليدكلمات 
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  منجـر   كليـه   در بـويژه و جدي   متعدد   بروز عوارض   
. ]3،2[  شـود  نتهـي شده و مي تواند به مرگ بيمـار م        

و كند رشد   مشكل پسند   هاي بيماريزا بسيار    الپتوسپير
از نمونه هـاي بـاليني بـسيار         آنها سازي  هستند و جدا  

مشاهده مستقيم باكتري در    .  است  و وقت گير   مشكل
 يـك   هاي باليني بـا ميكرسـكوپ زمينـه تاريـك             نمونه

 و موارد منفي كـاذب زيـادي        روش غير حساس است   
سرولوژي نيز در هفته اول بيمـاري كـه هنـوز            . دارد

هاي اختـصاصي وجـود نداشـته و يـا حـضور            آنتي بادي 
 روشـهاي   بنـابراين  ند كمك كننـده نيـست     ارنداندك د 

 در تـشخيص  مـشاهده مـستقيم      وسـرولوژي    ت،كش
 و ]7،6[ ســريع لپتوســپيروز جــاي ندارنــد زودرس و

 كه  PCRلي از جمله    ملكوتوسل به روشهاي تشخيص     
 بنظر مي رسـد   ترين آنها است اجتناب ناپذير        متداول

ــدليل . ]1[ ــشخيص  ضــمناً ب ــه روش كــشت در ت  آنك
بـالايي دارد، انجمـن     موارد منفي كـاذب     فوق  بيماري  

 جهاني لپتوسپيروز وابسته به سازمان بهداشت جهـاني       
)WHO(، ميكروســــــكوپياســــــيوننتيگلوآ روش  
)MAT(1 بـراي تـشخيص     طلائـي بعنوان استاندارد    را 

  . ]8،3[ اعلام نموده استبيماري لپتوسپيروز 
در آزمون مزبور، افزايش تيتـر لا اقـل دو برابـر در             

 روز از نمونه اول     10-7ونه سرم دوم كه به فاصله       نم
همـواره    تلقي شـده و    يمتبديل سر (اخذ شده باشد    

  مي شوددر نظر گرفتهبيماري  تشخيص قطعي ملاك
]10،9،3[.  

 ر  متعــارف دPCR روش حــساسيتدر ايــن مطالعــه 
  هــاي نمونــه ســرمدرتــشخيص ســريع لپتوســپيروز 

  آزمـون  در هنـوز  كـه     هفتـه اول بيمـاري     مربوط به 
MAT             تيتر بسيار پايين و يا منفي داشـته ولـي نمونـه 

 روز، تيتـر بـارز و       10پس از گذشت حد اقل       بعدي و 
  .  قرار گرفته شده است ارزيابي مورد  بالا داشتند

  
  

                                     
1 Microscopic Agglutination Test 

  روش كار 
 مقطعـي، نمونـه گيـري بـه         -در اين مطالعه تو صيفي    

فـصول  (در بهـار و تابـستان       ه،  دصورت تـصادفي سـا    
تمـام  از  . صـورت گرفـت    1384 سـال  )شيوع بيمـاري  

بيماران بستري شده در بخش هاي عفـوني و داخلـي           
بيمارستان رازي رشت كه تشخيص باليني لپتوسپيروز       

  درو نمونه دوم      يك نمونه خون در روز اول      ،داشتند
زمـان آزمـايش در      ها تـا  سـرم . اخذ گرديد هفته بعد   

  . ندداري شد ـ نگه0C20دماي 
 ميكروسـكوپي   اسـيون نگلوتيآن  ها با آزمـو     تمام سرم 

)MAT ( ــط ــر6توســــ ــتاندارد 2وارو ســــ   اســــ
پومونـا و    بـالوم،  گريپوتيفوزا، هارجو،  ،ياژايكتروهمورا

 نمونه   70تعداد  . يكولا مورد آزمايش قرار گرفتند    نكا
 واجد شرايط براي اين مطالعه بودند كه آزمون       سرم

MAT  ــه ــا در هفت ــه اول  منفــي  آنه  دوم  و در هفت
مثبت  اين نمونه ها  . ) داشتند تبديل سرمي (ود  مثبت ب 

 .نـد دگرديبررسي   PCRبا روش    واقعي تلقي شده و   
 QIAMP  DNA توسط كيت تجاري DNAاستخراج 

 min Kit  ساخت شركتQIAGEN   انجـام گرديـد. 
روش  بـا  اسـتخراج شـده      DNAمحلـول    هر   غلظت  

ــپكتروفوتومتر ــوج  ياس ــول م ــانومتر و260 در ط   ن
عـدد  × جـذب نـوري   × ب رقـت  ضـري :  فرمول توسط
ترميكس با فرمول زير تهيه س ماو تعيين شد  33ثابت 

   : گرديد
Per  reaction 6     µl PCR Buffer   10x  
Per  reaction 4     µl   MgCl2 (25mM) 
Per  reaction 0.5  µl DNTP (25 mM) 
Per  reaction 1     µl  Primer (forward) 100µm 
Per  reaction 1     µl  Primer (Reverse) 100 µm 
Per  reaction 0.2  µl   DNA  Pol3  (5u/µl ) 
Per  reaction 6.5  µl  H2O  
Per  reaction 30   µl DNA Template 

 50   µl  Total  
  

كه بطور اختصاصي   در اين مطالعه از يك جفت پرايمر      
 بيمـاريزا را  اهاي لپتوسـپير  16srDNAژن از اي قطعه

                                     
2 Serovar 
3 Eurogenetec , Ref : ME-0073-05 
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 355 حميدرضا هنرمند و همكاران                                         دكتر                                       ...               ارزيابي واكنش زنجيره اي  

بوجود كلئوتيد  نو  650 كند و قطعاتي بطول    تكثير مي 
ــي ــد ،آورد م ــتفاده گردي ــط  .  اس ــر توس ــن پرايم  اي

Hartskeel 10[  استو همكاران طراحي شده[ .  
Forward primer: 5'- GAA TCT CTC TTT TGA TCT 
TCG- 3' 
Reverse primer: 5'- GAG TTA GAG CTC AAA TCT 
AAG- 3' 

  .مه اجرايي زير استفاده شد  از برناDNAبراي تكثير  
 Initial denaturation             قيقه    يك سيكل         7 

ثانيه60         Denaturatinn   phase 

 Anealing        phase     ثانيه60        سيكل35

 Extension       phase     ثانيه90  

   
 Final extension      دقيقه10 يك سيكل

  

 درصــد حــاوي   روي ژل آگــارز يــكPCRل محــصو
  شـدت جريـان     دقيقـه بـا    45يديوم برومايد بمدت    تا

mA 100 شـد عكسبرداري  سپس   و   شدهوفورز  تر الك 
 1سـويه لاي  در اين مطالعه از ژنوم خـالص        ). 1تصوير(

  از  ،آب بعنـوان كنتـرل منفـي       از ،بعنوان كنترل مثبـت   
 Fermentasساخت شـركت     bp100نشانگر مولكولي   

 از دسـتگاه ترمـو      خره بـالا  وسـايز مـاركر      عنـوان   به  
ــايكلر  ــشور   Technehس ــاخت ك ــستان  س ــرايانگل    ب

  .شداستفاده آمپلي فيكاسيون 
 از يـك كـشت تـازه         ،براي تعيين حساسيت ايـن روش     

 از ايـن سـويه در     . سويه اسـتاندارد لاي اسـتفاده شـد       
)2/7 pH(  بـا ميكروبي  ، يك سوسپانسيون     بافر فسفات 

 بـا  افـزودن       .بر نيم مك فارلند تهيه شـد      براكدورت  
،  به مدت نيم ساعت    دفرمالين با رقت نهايي نيم درص     

تمام لپتوسپيرا ها بي حركت شدند تا بـراي شـمارش           
سپس با كمـك لام     . در زير ميكروسكوپ حركت نكنند    

 باكتري در هـر ميلـي ليتـر    جمعيتنئوبار اصلاح شده    
  . محاسبه شد

 ميلـي ليتـر     نـيم م داراي    ميكرو تيوب كه هر كـدا       12
سرم انساني منفـي اسـتاندارد تهيـه شـده از انـستيتو             

  و به هر يك از آنها      ند آماده شد  ،پاستور ايران بودند  
 اضافه شـد   سوسپانسيون ميكروبي   حجم معيني از آن     

                                     
1 Lai 

 عــدد 10داراي  12ميكروتيــوب شــماره ري كــه وطــ
 عدد  و بالاخره شماره      20 داراي   11باكتري و شماره    

ــود120اي  دار1 ــاكتري ب ــ.  ب ــا اســتخراج ااز تم م آنه
DNA         به عمـل آمـد وPCR    كمتـرين   . انجـام شـد 

 در  PCR  دقـت تـام      تعداد كه باند واضح تـشكيل داد      
 در اين مطالعـه حـساسيت روش مـا           .نظر گرفته شد  

 10معادل حدود   ( باكتري در هر ميلي ليتر سرم        100
اي  نوع مطالعه به گونه   . بدست آمد  ) DNAنانوگرم  

بود كه متغير هاي متعدد نداشت و به آزمون آماري 
 از فرمــول PCR حــساسيت بــراي تعيــين . نيــاز نبــود
تعـداد مثبـت هـاي       = حساسيت:  استفاده شد  مربوطه

حقيقي تقسيم بر مجموع تعداد مثبت حقيقـي و منفـي        
  كاذب

  
   يافته ها

 بانـد   PCR در آزمـون ملكـولي بـا            نمونـه  24 تعداد
 و ساير نمونـه هـا       )1تصوير( ند  دااختصاصي تشكيل د  

جـزو  كه باند اختصاصي تشكيل ندادند  )ردا مو 3/2 در(
  . ندد تلقي شPCRموارد منفي كاذب براي آزمون 

size marker 100bp       positive control 
 

                               650 bp bands 
  

  
  

100bp size marker                                 650 bp bands 
                                       positive control 

 PCRنمونه ژل الكتروفورز آزمون . 1تصوير 
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   بحث

 PCR آزمـون     منفـي در   مـوارد   بنظر مي رسد كـه      
درمـان  انه و يا با     ربيماراني بود كه خود س    مربوط به   

  پيـاپي  وزد چنـد  ،   پزشك معالج  سط  واوليه و تجربي ت   
 رفتار طبيعي   اصولاً .ددن بو  نموده مصرفبيوتيك    آنتي

لپتوسپيرا ها در برابر آنتي بيوتيك اينگونه است كه به          
سرعت از خون فرار كرده و به بافت هاي پارانشيمي          

مهاجرت كبد و مغز     ،و پر آب  بدن به ويژه كليه، ريه        
بدين ترتيب لپتوسـپيرومي  . يابندكرده و استقرار مي  

كند و تعداد باكتري در خـون بـسيار كـم          كش مي وفر
پتوسپيرا در لو چون باكتريمي ناشي از  ]7،5[ مي شود

 روز بيشتر دوام ندارد و با ظهـور آنتـي           10-7انسان  
) مـصرف آنتـي بيوتيـك   ( بادي و نيز با انجـام درمـان       

باكتري ها از خون مي گريزند بنابراين وجود باكتري         
 بـه   PCRبت كاذب در    مرده منتفي بوده و مشكل مث     

مـــوارد ديگـــر و بطـــور عمـــده بـــه آلـــودگي بـــا 
لپتوسپيراهاي ساپروفيت كه در محيط فراوان هستند       

  . ]11،3،1[ ارتباط داده مي شود
 به عوامل متعدد از جمله به مقـدار         PCR دقتلاً  واص

DNA ــه ــود در نمون ــاليني موج ــا  و ب ــه ي ــداد  ب تع
بـستگي  ارگانيزمهاي زنده و يا مـرده موجـود در آن           

 بـاكتري در    100 روش ما      دقتدر اين مطالعه     .دارد
) DNA نانوگرم   10معادل حدود   (هر ميلي ليتر سرم     

) 1998( و همكاران    Romeroدر مطالعه   . بدست آمد 
ا در مـايع مغـزي       را در تشخيص ليتوسپير    PCR دقت
ميلــي ليتــر   بــاكتري در هــر5تعــداد  )(CSFاعي نخــ

  . ]12[ بر آورد شده است نمونه
 در   را PCR دقـت  خود   در مطالعه همكاران  و   1مرين

 در آزمايـشگاه بـه      ليتوسپيرا كه سرووارهاي  تشخيص  
حدود يك   ، منفي تلقيح نموده بودند    نمونه سرم هاي  

 باكتري در هر ميلي ليتر      10 و معادل    DNAم  نانوگر
  . ]13[ سرم اعلام نمودند

                                     
1 Merien 

توسپيراها پ در رديابي لPCR دقتو همكاران  2هينمن
ــهاز ن ــايع  مون ــاهــاي آب و م ــي گ ــا  ومن ــه آنه ــه ب  ك

مـورد   راتلقيح نموده بودنـد      سرووارهاي استاندارد 
 10 ، مـورد آب   آنـرا در   دقـت  ارزيابي قرار دارنـد و    

 عـدد  100 ،باكتري در هرميلي ليتر و براي مايع منـي   
  . ]14[ كردند گزارش ترلي  هر ميليباكتري در

ص را در تـشخي    PCR دقـت همكـاران   و   3سان هوكي 
DNA 100 در محيط كشت باكتري حـدود         لپتوسپيرا 
  . ]15[ داشتنددر هر ميلي ليتر بيان   گرمفمتو

تـــشخيص  را در PCR  دقـــتدر مطالعـــه ديگـــري
 عـدد بـاكتري     32دل   از محـيط كـشت معـا       لپتوسپيرا

  . ]16[گزارش نمودند 
 تـشخيص  درتوانـد    مي PCRمطالعه ما نشان داد كه   

 ولـي مـوارد منفـي كـاذب         باشـد سريع بيماري موثر    
  حـساسيت در مطالعـه مـا  ( وجـود دارد   قابل توجهي

PCR    دقت تام كم بودن   . ) بوده است  ٪5/74 برابر با 
ــه ــي آن  را ب ــتباهات تكنيك ــارايي  ،  اش ــدم ك ــوادع   م
  كمبـود يـا ( DNA كم بودن مقدار    ،مصرفي  شيميايي

 مــصرف قبلــي  نيــز بــهدر نمونــه و) تعــداد بــاكتري
اين موارد   تمام   در   .نسبت داد  وان   مي ت  بيوتيك  نتيآ

PCR 18[ اسخ منفـي كـاذب ايجـاد كنـد        پتواند    مي[ .
 نيـز  و   DNA كـه روش اسـتخراج      شايان ذكر اسـت     

  دقـت  كيت مورد استفاده براي هدف مزبور نيـز در          
PCR19[ي باشند م گذار  تأثير[ .  

ــان  ــول محققـ ــپيراها را در ادرار DNA ملكـ  لپتوسـ
 تعــارف رديــابي نمودنــد و مPCRبيمــاران بــا روش 

  DNAاج  ر اسـتخ  مختلـف  بـا روشـهاي       را PCR دقت
، DNA  روش اسـتخراج  ارزيابي نمودند و براسـاس      

ــت ــد   راPCR دق ــزارش كردن ــاوت گ در . ]20[  متف
 تجـاري    DNA كيت استخراج ما از يك    حاضر  مطالعه  

 طبــق دســتور العمــل كارخانــه .شــدمعتبــر اســتفاده 
 نمونـه بـاليني بـراي     200 ـ  µL 400سازنده كيت از 

 µL 400 ما از    .ان استفاده نمود  وت مي DNA استخراج

                                     
2 Heinemann 
3 Sun-Hokee 
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كـرديم تـا بـه حجـم         اسـتخراج اسـتفاده      اي بر نمونه  
بــه  PCRدقــت . دسترســي يــابيم DNA بيــشتري از

 ژل پلي  دانشمندان.نيز بستگي دارد زورروش الكتروف
 حاوي  PCR  محصول زفوريد را براي الكترو   آماكريل  

ــات  ــل از ت  نوك285قطعـ ــدي حاصـ ــد ژنزلوئيـ          ايـ
16sr DNA اار اسـتاندارد لپتوسـپير  و سرو38 تعداد، 

در مقايـسه بـا      آنـرا    دقتارزيابي قرار دارند و     مورد
 بـر بيـشتر گـزارش نمودنـد       ا بر 100هاي متعارف     لژ
]21[ .  

ــراي يــك آگــارز لاز ژحاضــر  در مطالعــه  درصــد ب
  650 حـــاوي قطعـــات PCRز محـــصول فـــورالكترو

 كه با ايد يافته از همان ژن استفاده شدزيدي تتوئكلنو
 تر ژل آگارز  مناسب،توجه به اندازه قطعه مورد نظر

  .استبوده 
  

  نتيجه گيري
متعـارف بـراي    PCR روش  نشان داد كـه   اين مطالعه   

ــشخيص زودرس ل ــپيروزپت ــهاي  ،توس ــه روش آنگاه ك
و كـاربرد ندارنـد       بي فايـده بـوده     يمتداول تشخيص 

 ولـي حـساسيت بـالايي        كننـده باشـد    تواند كمـك   مي
  .ندارد
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Evaluation of Patients Sera for Early Diagnosis of Leptospirosis by PCR 
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ABSTRACT 
 

Background and objectives: Leptospirosis is a very common zoonosis in the world. Early 
diagnosis of leptospirosis is critical because just early treatment will be effective. It's culture 
is very slow and serological assays are not applicable because of lack of antibodies in the first 
week of the disease, therefore PCR is the only option for the early diagnosis.  In this study, 
sensitivity and accuracy of a non-quantitative conventional PCR for diagnosis of leptospirose 
in first week sera of patients, is evaluated 
Methods: Seventy first week sera sample of patients with clinical diagnosis of leptospirosis 
which were negative in MAT but positive for the second time after one weeks 
(seroconversion) were selected and studied. 
Results: We observed twenty four positive sera in PCR test. Sensitivity of the test was 74.5% 
and accuracy was 100 bacteria /ml.   
Conclusion: Result of our study shows that PCR is the only choice for the early diagnosis of 
Leptospirosis while other assays are not applicable but its sensitivity is low.   
Key words: Leptospirosis, Sera, Diagnosis, PCR 
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