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                                             : در كميته انگل شناسي آزمايشگاه مرجع سلامت نهايي شده

                                                                                                                           
:اعضاء كميته       

 
 ) دانشگاه علوم پزشكي تهران استاد(                                            آقاي دكتر مهدي  محبعلي 

 ) دانشگاه علوم پزشكي تهراناستاد (                                           دكترمصطفي رضائيانآقاي  

 ) دانشگاه علوم پزشكي تهران استاد (                                               آقاي دكترجعفر مسعود 

 ) دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي استاد(                                               آقاي دكتربهرام كاظمي 

 ) دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي استاد(                                              آقاي دكترحميد اطهري  

 ) دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي استاد(                                  آقاي دكتر محمد رضا نظري پويا 

 )ايران   دانشگاه علوم پزشكي استاديار(                                             دكتر رامتين حديقيآقاي  

 )دانشگاه تربيت مدرس دانشيار  (                                         خانم دكتر فاطمه غفاري فر 

 )ره زئونوز مركز مديريت بيماري ها ادارئيس (                                    شيرزاديمحمد رضا آقاي دكتر 

 )اداره كل آزمايشگاه مرجع سلامت (                                              خانم دكتر شهلا فارسي 

 )اه مرجع سلامت اداره كل آزمايشگ(                                  خانم مريم مير محمد علي رودكي 

  

  
 

پيش نويس اوليه دستور العمل تشخيص آزمايشگاهي ليشمانيوزها توسط جناب آقاي دكتر محبعلي تهيه و در 

  .كميته انگل شناسي نهايي گرديده است
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  ي پوستي و احشائيوزهايشمانيلآزمايشگاهي ص يدستور العمل تشخ

  :مقدمه 

درمناطق گرمسيري امريكا، آفريقا و شبه  قاره هند و د كه نباش يا ميشمانيل ي از جنس يازگونه ها يناش يانگل يها يماريازب يمجموعه اها  وزيشمانيل

 يپوست_ يمخاط ،)سالك( يپوست ينيبه اشكال بالها وزيشمانيل. دنوجود داردرنواحي نيمه گرمسيري آسياي جنوب غربي وناحيه مديترانه به شكل آندميك 

بيماري سالك  درريمرگ وممعمولاً  بوده، اما ربالا همراهيبا مرگ وم يوزاحشائيشمانيل. ) 1شكل شماره  (دنشو يمشاهده م)كالاآزار( يو احشائ) اياسپوند(

جاد ياباعث معمولا  كه دربرخي موارد تا بيش ازيكسال باقي مي مانند ونموده ايجاد ضايعات بد شكل پوستي  ،زيادزان ابتلاء يمولي بدليل  مشاهده نمي شود

شامل عفونت  ثانويه  يباكتريائي و قارچ ياز طرف ديگر عفونت ها. .بر روي بدن باقي مي ماند  حتي با استفاده ازدرمان تا آخرعمر كهشده ) اسكار(جوشگاه 

. موجب ناتواني وحتي مرگ بيمار گردد گاهي ازعواض زخم سالك مي باشد كه ممكن است كزاز نسوج سطحي وعمقي، آبسه، سپتي سمي، وحتي يها

 .قابل توجه خواهند بود ،بيماراني كه دچار اين عوارض مي گردند تعدادولي با توجه به گستردگي بيماري سالك،  ميزان بروزاين عوارض ناچيز استاگرچه 

آنها وجوددارد و ميليون نفردر مناطقي زندگي مي كنند كه احتمال ابتلاء  350ميليون نفردردنيا مبتلا به سالك باشند و  12تخمين زده ميشود كه بيش از

اين بيماري دربرخي موارد ضايعات . ه متاسفانه بسياري از آنها ثبت و گزارش نمي شوندك دنن بيماري اضافه مي شويان ايون نفر به مبتلايليم 2تا  5/1سالانه 

  . كند يايجاد م )عدد 300ش ازيبتا ( متعدد 

سالك . ن تعداد استيبرابر ا 5تا  4حدود  يماريب يقيموارد حق يشود ول يران گزارش ميدرا يوز جلديشمانيل يماريهزار مورد ب 20گرچه سالانه حدود 

ع است و نوع يكشورشا هاي استاناز  ميين  يدراكثرمناطق روستائ ينوع روستائ .شوديمشاهده م) خشك (  يو شهر) مرطوب (  يران به شكل روستائيدرا

  . ك وجود دارديكشور به صورت اندم ياز نقاط شهر ياريدر بس يشهر

  ).2 شكل شماره  ( كشورگزارش شده است ياستان ها ياز تمام يمارين بيدر سال است و ا مورد 300تا 200 در كشورحدود يوزاحشائيشمانيزان بروز ليم
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  اشكال مختلف باليني ليشمانيوز ها در انسان:  1 شكل شماره 

  

  استانهاي كشورپراكندگي جغرافيايي سالك در : .2 شكل شماره
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   زبان مهره داريانگل در بدن ناقل و م يچرخه زندگ

 بصورت ارگانيسم فاقد تاژك) گوتيآماست( انگل درمرحله ليشمانيائي   ،باشد يليشمانيائي ولپتومونائي م ياصل داراي دو مرحلهحداقل ا يشمانيلزندگي انگل 

  .شود يمشاهده م )Leishman body( پستانداران) ماكروفاژ( بدن گرد يا بيضوي وگاهي دوكي شكل است كه درداخل سلولهاي بيگانه خوار  يآزاد ودارا

گوت يپروماست. است ك تاژكي داراي  انگل دراين مرحله درقسمت قدامي. جادمي شودياز تغييرشكل حالت ليشمانيائي ا) گوتيپروماست( مرحله لپتومونائي 

پشه خاكي جنس ماده خونخوار است و با مكيدن خون، آماستيگوت را . ديده مي شود يشگاهيزماآكشت هاي محيط برخي  ردستگاه گوارش پشه خاكي ود

 18الي  4رد و بعد از يگ يبا روش تقسيم غير جنسي دوتايي انجام من آر يشود و تكثبه پروماستيگوت تبديل مي پشه آماستيگوت دردستگاه گوارش  .مي بلعد

ا يشمانيل يبطوركلي انگل ها. شود يبه انسان سالم منتقل م گوتيپروماستپشه خاكي ماده آلوده،  گزشطوري كه با ه ابد بي يش ميآن افزا يعفونت زائ ،روز

  :در گردش باشندمي توانند عي يبه طور طب آلوده به صورت سه چرخه زير هماد بوسيله انواع پشه خاكي هاي

  ) 3 شكل شماره ( نسانا - يپشه خاك -حيوان -3    حيوان  - يپشه خاك -نحيوا - 2   انسان  -يخاكپشه  - انسان -1

    
 

  چرخه زندگي انگل هاي ليشمانيا:  3شكل 
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 يمارين بيمختلف اات يروند، لذا دراين قسمت، خصوص يشمار م  وزدركشورما بهيشمانينكه اشكال پوستي واحشايي جزء شايعترين اشكال باليني ليابا توجه به 

  .شوند به اختصار شرح داده ميآن ها د برروشهاي تشخيص آزمايشگاهي يها با تاك

  

  )سالك( يوز پوستيشمانيل -الف  

كه  مانيوز جلدي يا سالك گفته مي شودليشمانيا درپوست، ليشانگل  ناشي از نييتظاهرات بال به: رانيدر ا) سالك( يوز جلديشمانيل عامل بيماري

از ليشمانيا تروپيكا ، نوع شهري يا  يناش يوز پوستيشمانيبه ل. شود يجاد ميا ليشمانيا تروپيكا ايدليل ليشمانيا مــاژوروه دردنياي قديم ازجمله ايران عمدتاً ب

از ليشمانيا ماژور؛ نوع روستائي يا نوع مرطوب اطلاق  يناش يوزپوستيشمانيشود و به ل ين نام خوانده ميعه به ايدليل ظاهرضاه نوع خشك گفته مي شود كه ب

عه مي باشد، البته تظاهرات باليني هميشه با ابتلاء به نوع انگل مطابقت ندارد وتشخيص بيماري براساس شكل ضايعه يگردد كه بدليل وجود ترشح درضا يم

  .قابل اعتماد نيست و محل آن

 يناش يماريبو)   (Zoonotic Cutaneous Leishmaniasis  مخزن جونده، بنام نوع زئونوتـيك  نليشمانيا ماژور بدليل داشت از يناش يماريب 

  مبتلامي باشند به نام آنتروپــونوتيكانسان هاي  زن آن مخ چون عمدتاً ـيكاتروپ ـيانازليشما

 (Anthroponotic Cutaneous Leishmaniasis) گفته ميشود.  

ز گزارش شده كه شامل خاراندن زخم و انتقال ين يگريد يفرع يراه ها ياست ول يگزش پشه خاك ،انتقال سالكن روش يعمده تر: انتقال  يروش ها

  .ك مي باشنديولوژيدميت اپيكه فاقد اهم باشد يان مير بندپايتوسط سا يكيمكان

 ،) يروستائ( مرطوب  ،) يشهر( خشك  ينيبه  اشكال بال يوز پوستيشمانيل ،عفونت در انسان ينيو علائم بال يماريبا توجه به عامل ب:ينياشكال بال

مشاهده مي ) ...و  شونده محو ،يبادسرخ   ،يليزگ ،يتومور ،يزردزخم ،ديكوئياسپوروتر(  رمعمولياشكال غمنتشر و ،)Recidivansد  يلوپوئ( عودكننده 

   .شود ديدها مزمن يممكن است به اشكال حاد و  يوز پوستيشمانين ليهمچن . شود
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  :  يشگاهيتشخيص آزما

ن يا ي، بررسي سابقة بيماري و اطلاع ازمحل سكونت و مسافرت به مناطق بومهاتشخيص انواع ليشمانيوز يازاستفاده ازروشهاي آزمايشگاهي برا شياصولاً پ

  .كننده خواهد بود  بسيارمهم و كمك ، يات  باليني بيماريدركشورونيزتوجه به خصوص يماريب

عات  يبهتراست از بيماراني كه داراي چند ضايعه هستند، چند نمونه ازضا. ه مي شوديجلدي ته) ها( ازنقاط مختلف ضايعه  )گسترش(شگاه سه نمونه يدر آزما

  .مختلف گرفته شود

نمونه دوم و سپس نمونه سوم بررسي مي شود ولي اگر يك نمونه  ،دراسرع وقت مورد بررسي قرارگيرند، درصورتي كه يك نمونه منفي باشد يستينمونه ها با

  . باشد يدوم و سوم نم هاي  مثبت باشد نياز به بررسي نمونه

 : يكروسكپيم يعات مشكوك به سالك و بررسيروش نمونه برداري از ضا ‐

نكته مهم آنكه هر چه نمونه بيشتري از بافت . ندلبه هاي ملتهب ومتورم ضايعه مهم ترين قسمتي است كه بيشترين تراكم آماستيگوت ها را دار ‐

ازآنجايي كه ضايعات پوستي ممكن است دچارعفونت هاي ثانويه باكتريايي و يا قارچي شده . انگل درنمونه بيشتر استمشاهده برداشت شود احتمال 

 70اتانل (نموده و اگر لازم باشد چندين مرتبه با پنبه الكل  ، كاملاً  تميزصد برداشت نمونه از آن وجود داردباشند، لازم است محلي از ضايعه را كه ق

  . )4شكل شماره  (گردد يضد عفون) درصد

  :ر استيبه شرح  ز يزيو رنگ آم يح  نمونه برداريروش صح    

  وغيرهدستكش استفاده از وسايل حفاظتي مانند  ونيزرعايت اصول ايمني در هنگام نمونه گيري  -1

 حذف كبره هاي روي ضايعه و هر گونه چرك روي آن  -2

اري از محل هاي باز و زخمي و اجتناب از نمونه برد پوستي عهيقسمت متورم و ملتهب ضا يشامل لبه خارج ينمونه بردار يانتخاب محل مناسب برا -3

 .ضايعه

 )بايد صبر كرد كه الكل خشك شود ريقبل ازنمونه بردا (درصد براي استريل كردن وشستشوي ضايعه  70استفاده ازاتانول  -4
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درصورت استفاده . )آنها شود    زيرا ممكن است باعث تغيير شكل (ضايعهدر محل  ) وهيبات جيترك(از موادي مانند مركوركوروم توجه به عدم استفاده  -5

 .ازاين ماده پاك شود  به الكل ، شتهبراي ضدعفوني ضايعه،  قبل ازنمونه برداري محل ضايعه بايستي به كمك پنبه آغ ازتركيبات يد دار

 .و ثابت گردد شده شود بايستي توسط دو انگشت شست و سبابه محكم گرفته يمحلي از ضايعه كه براي نمونه برداري در نظر گرفته م -6

شكافي به   ،)كند شده(باريك  ل نوكيو يا يك اسكالپل استر) ك شده باشديده و بارين برآكه اطراف  يلانستا ي(ل  يبا استفاده از واكسينواستيل استر -7

  .با انگشتان ايجاد گرددگرفته شده تر درمنطقه عمق يك ميلي م

 .داده شود)  براي برداشت مقدارمناسب بافت و خونابه(عه چند خراش يل فوق ازعمق محل شكافته شده به طرف سطح ومركزضايتوسط وسا -8

درصورت ( .گرددشود و مشخصات بيمار با قلم الماس روي لام حك  تهيهلام گسترش  يروبرترشحات حاصله  ازرا بيرون آورده و يريگ له نمونهيوس -9

 )ط كشت منتقل شودياز به كشت، در كنار شعله ابتدا نمونه به محين

  :مسايگ يزيروش رنگ آم ‐ 

د و يسف يبطور معمول اگر گلبول ها. رديقرار گ تيفيك كنترلد مورد ين ماده قبل ازاستفاده بايا. رسد يظ به فروش ميغل يمسا بصورت محلول تجارتيرنگ گ

  . مناسب استنيزانگل  رنگ پذيري يبراگيمسارنگ  با كيفيت مطلوب رنگ پذيري داشته باشند،قرمز خون 

  : يزيروش رنگ آم

  . ده از شعله و در هواي اتاق خشك شوبدون استفاد گسترش تهيه شده بايد -1

  .ريخته شود  گسترش روي قبل از رنگ آميزي  ثانيه 60تا  30به مدت متانول،  -2

  .گسترش در مجاورت هوا خشك شود -3

  )صاف شود كاغذ صافيد با ياگر رنگ رسوب كندبا( شود  ق يرق  2/7م شده يتنظ  pHبا آب با 10به  1مسا آنرا به نسبت يبا توجه به نوع گ -4

با  ظرف محتوي رنگ در  لام راا يوريخته مي شود  ي رقيق شدهمسا يبرروي آن محلول گ قهيدق 30لام  را روي پل رنگ آميزي قرار داده و به مدت   -5

دقيقه براي رنگ آميزي لازم است و  30تا  20 رقت محلول رنگ آميزي و نوع آن، مدت  در ارتباط بابايد توجه داشت كه (  مي دهيمقرار همين مدت زمان 

  )بدست آوردازقبل  مورد استفاده، نيزجهت رنگمدت زمان مطلوب را در حين اجراي برنامه كنترل كيفيت هر آزمايشگاه بايستي 
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  .فرو برده شده به سرعت خارج شود و در هوا خشك گردد 2/7م شده يتنظ pHدر آب با  يمدت كوتاه يلام برا -6

  :گزارش نتايج 

، مي گيرد مورد مطالعه قرار نوري درزير ميكروسكوپ )وغن ايمرسيون و بدون استفاده از لاملو ر 100و عدسي شيئي  10با استفاده ازعدسي چشمي (  لام 

شان مناسب كه  30حداقل بايد شمن يدرهرلام تا زمان مشاهده جسم ل. ) 5 شكل شماره( باشد يا بطورواضح ميشمانيدن انگل ليشامل د ،ص مثبتيتشخ

رد، يقرارگ يا سوم مورد بررسيلام دوم و  ،بودن نمونه يدرصورت منفو بيشترشودانگل  شانس مشاهده تا، بررسي گردد داراي سلول هاي ماكروفاژ باشد

و  حاوي  از خون يد عارينبوده و نمونه جد يابين نمونه مناسب ارزيا ،شمنيدن جسم ليدرصورت مشاهده گلبول قرمز فراوان و ند كه ذكراست شايان

  . ه شوديته يستيبا ماكروفاژ

  

نحوه تهيه نمونه از ضايعات پوستی مشکوک به ليشمانيوز

  

  

        نحوه تهيه نمونه از ضايعات پوستي ليشمانيا: 4شكل                                               
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  ژ هاي  ضايعات پوستي   آماستيگوت هاي مشاهده شده در  ماكروفا: 5 شكل                         

       جسم ليشمن 
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  :كشت نمونه 

گرفته شده منفي باشند ولي شواهد اپيدميولوژيك و يا وجود سابقه قبلي ابتلا درهمان محل ضايعه، احتمال وجود بيماري را افزايش درصورتي كه سه نمونه 

  .بيماري تشخيص داده خواهد شد ،دهد، نمونه لازم براي كشت گرفته مي شود و براساس نتايج آزمايشات تكميلي

  :  Novy-Mac Neal-Nicolle (NNN) دوفازيط كشت يه محيروش ته

  : ييط آگار غذايمح

  گرم 14                     آگار    باكتو 

(NaCl )  گرم  6      نمک طعام  

  تريل يليم 900                    آب مقطر 

ن محلول يسپس ا آگار حل شود، يها د تا دانهيجوشانآنقدرمحلول را ب . ديو نمك و آگار به مقدار ذكر شده به آن اضافه كن حرارت دادهجوش  يآب را تا دما

ل ياستر ) دقيقه 10درجه سانتي گراد به مدت  121دماي ( ن را بسته وبا اتوكلاوآ، درب )ك سوم حجم لوله يحدود (د يزيبر چ داريش درپيرا داخل لوله آزما

  .  كرد يخچال نگهداريتوان تا زمان استفاده در ين لوله ها را ميا. دينمائ

 %15طيك سوم حجم محيبه هر لوله حدود . ديدرجه خنك كن 50تا  40ع شود، سپس تا حرارت يط مايرا درآب جوش قرار داده تا مح لوله هنگام استفاده،

مخلوط شود، پس ازآن در درجه حرارت  محتويات آن  د تا كاملايبچرخان ين دو كف دست بخوبيو ب ديندببرا درب لوله  د،يخرگوش اضافه كننه يبريدفخون 

ه ها را در ليكي از لو ؛جهت اطمينان از آلوده نبودند، يمنتقل نمائ) درجه 8تا  4(خچال يبه  آنگاه د تا سفت شود، ويقرار ده (Slant) لياطاق بصورت ما

بدين ترتيب فاز  .باشد و آماده انتقال نمونه است يقابل استفاده مهفته  4ه شده تا يط تهيمح.ساعت قرار دهيد 24به مدت  سانتي گراد  درجه 37انكوباتور 

  تهيه مي شود NNNجامد محيط 

  .)  6 شكل شماره ( 
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ه به فاز جامد اضافه مي شودو براي ممانعت از رشد باكتريها از پني سيلين و باشد ك استريل مي RPMIيا نرمال سرم فيزيولوژي معمولا شامل  فاز مايع 

  فاز مايع در هنگام كار به فاز جامد اضافه مي شود و سطح شيبدار را مي پوشاند. اضافه مي شوند g/ml100�و IU/ml 100استرپتومايسين با غلظتهاي 

ط ين محيتوان درا يره شده ازبستر ندول را ميمواد آسپ يعات و حتيه ضايه شده ازحاشيمونه تها ني، مغزاستخوان، يطيعات، خون محيضا يوپسيب ينمونه ها

درجه  25تا   18  يدردماكشت را  ط يد، پس ازانتقال نمونه، محنشو يم يب دار وارد آگار مغذيسطح ش  ياز انتها يمتريليم 2نمونه ها به عمق . كشت داد

  .كنند يرشد م ،شيب دارمحيطع جمع شده در قسمت يانگل ها درما. ديكن ينگهدار ) انكوباتور(  گراديسانت

و درصورت عدم مشاهده انگل )  باشد يط كشت متفاوت ميگونه انگل و شرا در ارتباط با( رند يگ يقرار م يك ماه مورد بررسيان تا يروز درم  3-2 لوله ها 

با  يدر صورت وجود آلودگ. از دارديرشد ن يرا برا يشتريزمان ب كم  باشد اما اگر تعداد انگل. دشو يدرنظر گرفته م يمنفكشت كروسكوپ فازكنتراست، يبا م

   ط را ندارديرشد در مح يقارچها،  انگل توانائ و ها يباكتر

  .  ) 7 شكل شماره (

جهت آن ن يت پائيبه علت حساس يشات سرولوژيلذا استفاده از آزما ،ز استيار ناچيبس يوز پوستيشمانيجاد شده در ليا يباد ينتآزان يكه مياز آنجائ: 1تذكر

  .شود يه نميبه جز در موارد خاص توص يوز پوستيشمانيص ليتشخ

كه انگل  يد در موارديوز نوع لوپوئيشمانيدر ل) (DTH  =Delayed- Type Hypersensitivity يريت تاخيش حساسيبه علت افزا: 2تذكر 

بمنظور  PCR يش مولكوليكشت و در صورت امكان آزما ،)تست مونته نگرو( نيشمانيل يتوان از تست پوست يم شود يده نميد يپوستعات يا در ضايشمانيل

تا  48 شتر پس از گذشت يب يالي متر ويم 5 اندازه نيانگيمبا جاد شده يا )يسفت(ونيندوراسيا.  استفاده نمود يمارين شكل از بيا يشگاهيص آزمايد تشخييتا

  . گردد يم يجه مثبت تلقين به عنوان نتيشمانيق ليساعت از تزر 72

  : ر است يمشروط به موارد ز) سالك( يوز پوستيشمانيل تشخيص مورد قطعي

   .ه شده از ضايعه پوستييديدن انگل در گسترش ته -1

  . انجام شده باشد) رفرانس (  يكه در آزمايشگاههاي تخصص.... ) و  PCRمانند (ديگر  يا نتيجه مثبت آزمايشات تخصصيكشت مثبت  انگل  -2



١٤ 

 

NNN محيط کشت

  

  NNNمحيط كشت: 6شكل 

پروماستيگوت های ليشمانيا در محيط کشت 
NNN)  ۴٠٠درشتنمائی (

  

  NNNپروماستيگوت هاي ليشمانيا در محيط كشت: 7شكل                                  
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  ):كالاآزار(ليشمانيوز احشائي: ب

و آمريكائي  آفريقائي ؛ اي  دونوواني ايجاد مي شود واز نظر اپيدميولوژي به اشكال هندي، مديترانهليشمانيوز احشائي در اثر گونه هائي از مجموعه ليشمانيا 

ليشمانيوز احشايي ايران كه نوع مديترانه اي مي باشد يك بيماري زئونوز است كه عامل آن ليشمانيا اينفانتوم مي باشد و توسط پشه خاكي . مشاهده مي شود

بر اساس مطالعات اپيدميولوژيك  كه  .كشور گزارش شده است هاي تاكنون ليشمانيوز احشائي از تمامي  استان. ن منتقل ميشوداز سگ و سگ سانان به انسا

  .اين بيماري درمناطقي از استان هاي اردبيل، آذربايجان شرقي، فارس و بوشهر به شكل آندميك وجود دارد تا كنون انجام شده است ؛

  :روش انتقال

تماس جنسي،  از طريق جفت از مادر به جنين، نتقال اين بيماري از طريق گزش پشه خاكي هاي آلوده مي باشد ولي مواردي از انتقال بيماريمهمترين راه ا

  .وسائل تزريقي آلوده و به طور نادر از طريق خون آلوده گزارش شده است

  :علائم باليني

اشكال باليني  ليشمانيوز احشائي ممكن است به اشكال بدون علامت، تحت باليني، علامت دار، سندرم پوستي پس از كالاآزار، اشكال احشائي تروپيكال و نيز

  .ايدز مشاهده شودبيماري آتيپيك در مبتلايان به 

  :تشخيص آزمايشگاهي

شناسي است و  ارجح آن است كه همة موارد ليشمانيوز توسط مشاهدة انگل  ستفاده از روشهاي انگلدر حال حاضر معتبرترين روش تشخيصي انواع ليشمانيوزها، ا

بودن روش  متأسفانه تهاجمي. شود براي ارزيابي ديگر روشهاي تشخيصي نيز استفاده مي» استاندارد طلايي«عنوان  شناسي به از روشهاي انگل. تأييد گردند

  .رو ساخته است با محدوديت روبه زيادي   ، استفاده از اين روشها را تا حدود مارييب شناسي در مورد اين برداري براي مطالعات انگل نمونه

  :وانجام آزمايش هاي انگل شناسيبرداري از ضايعات احشايي نمونه -1

. برداري كرد توان از سيستم رتيكولوآندوتليال خصوصاً از طحال، مغزاستخوان، كبد و غدد لنفاوي فرد بيمار نمونه براي مشاهدة مستقيم اجسام ليشمن مي 

و غدد % 60 دود ح ، كبد%86تا  54، مغز استخوان %98تا   90براساس گزارش سازمان جهاني بهداشت ميزان حساسيت طحال براي مشاهدة انگل ليشمانيا،
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علت خطرات و عوارض  شده از طحال بيمار بسيار زياد است ولي به ها در نمونة تهيه عليرغم آنكه احتمال مشاهدة آماستيگوت. است%  64 حدود لنفاوي

حساسيت تشخيص . شود بيا استفاده ميشده از مغزاستخوانهاي ايلياك، استرنوم و تي هاي تهيه برداري طحال، در حال حاضر در ايران، از نمونه از نمونه ناشي

با توجه به اينكه در برشهاي هيستوپاتولوژي اجسام . برداري و تجربة فرد آزمايش كننده بستگي دارد شده از مغزاستخوان به نحوة نمونه هاي تهيه انگل درنمونه

 خالصشده راابتدا با متانول  گسترشهاي تهيه. يي همراه استليشمن تغيير شكل مي دهند، استفاده از اين روش براي تشخيص قطعي بيماري با محدويتها

از شستشوي آنها با آب معمولي، با  پس. نمايند  آميزي مي دقيقه آنها را رنگ 30مدت  به%) 10(و سپس با رنگ گيمسا  دقيقه ثابت نموده  1 تا 5/0مدت  به

داده  شرايط استانداردكشتها در  پروماستيگوت اگر .پردازند جستجوي اجسام ليشمن ميبه ) X1000(استفاده از ميكروسكوپ نوري و با بزرگترين درشتنمايي 

  .انجام شودنيز  NNNدارد، لذا توصيه مي شود همراه با آزمايش مستقيم، كشت در محيط هاي اختصاصي خصوصا محيط  زيادي حساسيت شوند، اين روش

با توجه . كنند نگهداري ميدرجه سانتيگراد  18  ـ24 در دماي  محيط كشت منتقل و كليه شرايط آسپتيك بها با رعايت شده ر هاي تهيه كشت، مقداري از نمونه جهت

براي جلوگيري از تاثير عوامل . كند رشد مي در محيطاز چند روز تا چند هفته شكل پروماستيگوت انگل  به گونه ليشمانيا و خصوصيات محيط كشت مورد استفاده، پس

از دوهفته پروماستيگوت در محيط كشت مشاهده  چنانچه پس. به محيط كشت منتقل شود)  يك يا دو قطره(انگل بهتر است مقدار كمي از نمونه بر رشد هبازدارند

اي جلوگيري بر. شود نشد، نتيجه كشت منفي تلقي  از دو هفتة ديگر، انگلي در محيط كشت ديده شود مجدداً يك پاساژكور انجام شود و چنانچه پس نشد، توصيه مي

  .بيوتيكهاي مناسب توصيه مي شود ازآلودگيهاي باكتريايي و قارچي استفاده از آنتي

  :روش هاي سرولوژي - 2

  .استفاده مي شودتشخيص آزمايشگاهي ليشمانيوز احشايي  جهتبه شكل گسترده  روشهاي سرولوژياز در حال حاضر 

  روشهاي سرولوژي اختصاصي - الف 

وسيله لانست از نوك انگشت و  توان به نياز است كه آن را مي) ميكروليتر 10حدود  (اختصاصي به ميزان كمي سرم يا پلاسماي خون در روشهاي سرولوژي 

هاي اختصاصي بر عليه ليشمانيا استفاده شده  براي جستجوي پادتن سرولوژيروشهاي مختلف . هاي ميكروهماتوكريت تهيه كرد يا پاشنة پاي كودكان در لوله

روشهاي زير پيشنهاد مي  كه از بين آنها با توجه به حساسيت، ويژگي، ارزش اخباري مثبت و منفي، كارايي، سهولت انجام آزمايش و صرفة اقتصادي تاس
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كه در محيطهاي ، ليشمانيا اينفانتوم  خصوصا ليشمانيا دونووانيهاي كمپلكس  معمولاً از پروماستيگوت سرولوژيلازم به يادآوري است درآزمايشهاي  .شوند

  .دشوعنوان آنتي ژن استفاده مي  ، بهاختصاصي به توليد انبوه رسيده اندكشت 

    IFA=(Indirect Fluorescent Antibody)روش ايمونوفلوئورسانس غيرمستقيم -1

  كاربرد

  .و در شرادط آزمايشگاهي مناسب است باشدمي % 90حدود حساسيت و ويژگي اين روش

  اصول آزمايش

هايي به قطر يك سانتيمتر روي لام  صورت دايره شود و اين پادتن با پادگن ليشمانيا كه به مبتلا به ليشمانيوز احشايي پادتن اختصاصي ايجاد مي در سرم فرد

سين ايزوتيوسيانات در صورت افزودن پادتن ضدگلوبولين انساني كه با مادة فلوئور. كند پادتن ايجاد مي  ـ است، مجموعه پادگن   ميكروسكوپي قرارداده شده

  .شود ، مجموعة حاصله در زير نور ميكروسكوپ فلوئورسنت به رنگ سبز درخشان مشاهده مي)كونژوگه(نشاندار شده است 

   

  تفسير آزمايش

راكز گوناگون ممكن كننده بستگي خواهد داشت و لذا نتايج حاصله در م روش انجام آزمايش و حتي فرد قرائت ،شده تعيين عيار مرزي به نوع آنتي ژن تهيه

و بالاتر همراه با  1:128اند كه عيارهاي  شده دردانشكدة بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران نشان داده مطالعات انجام. است با يكديگر قابل مقايسه نباشند

  .توانند نمايانگر بيماري ليشمانيوز احشائي باشند علايم اختصاصي ليشمانيوز احشايي مي

، سل و حصبه واكنش متقاطع داشته باشد و وجود عامل روماتوئيد در مامالاريا، تريپانوزوانگل ها ويا باكتري هايي مانندممكن است با   IFAآزمايش 

  . ممكن است باعث نتايج مثبت كاذب شوند) لوپوس اريتماتوس سيستميك ( هاي ضد هسته سلولها  خون و نيز پادتن
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هيه شده داخلي ويا خارجي مورد تاييد آزمايشگاه مرجع سلامت وزارت بهداشت  و مي توان از كيت هاي ت IFAجهت انجام 

  .مطابق دستور العمل هاي مربوطه استفاده نمود

  ) ELISA   =)Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay    يزاالا  روش  -2

  كاربرد

  . آنتي ژن مورد استفاده بستگي دارد نوع  فاكتور هاي زيادي از جمله است ولي ويژگي آزمايش به% 100تا  80بين حساسيت اين روش 

  اصول آزمايش

و سوبستراهاي اختصاصي ) آلكالن فسفاتاز و يا پراكسيداز(اصول اين روش مشابه ايمونوفلوئورسانس غيرمستقيم است، با اين تفاوت كه از يك سيستم آنزيمي 

  .شود  استفاده مي

 به هر چاهك ) 1:200رقت (دهنده  شده در بافر پوشش ميكروليتر از پادگن تهيه 100صاف مخصوص الايزا استفاده مي شود و  هاي ته در اين روش از پليت

نه در كاغذ از شستشو با بافر شستشو، هر پليت را جداگا كنيم و پس و در اتاقك مرطوب نگهداري ميدرجه سانتيگراد  4 دمايافزاييم و يك شب در مي

هاي مذكور را معمولاً تا  پليت. كنيم تا زمان مصرف نگهداري ميدرجه سانتيگراد  -70بندي در كيسة نايلوني در برودت  از بسته پيچيم و پس آلومينيومي مي

  .توان مورد استفاده قرار داد ماه مي 6مدت 

د تاييد آزمايشگاه مرجع سلامت وزارت بهداشت  و مطابق دستور العمل مي توان از كيت هاي تهيه شده داخلي ويا خارجي مور ELISAجهت انجام 

  .مي شود در نظر گرفته و نيز برخي  محاسبات آماري خاص  عيار هاي مرزي بر اساس دستورالعمل هر كيت .هاي مربوطه استفاده نمود

  ) DAT =   )Direct Agglutination Testآزمايش آگلوتيناسيون مستقيم -3

  كاربرد
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و مطالعاتي كه در مناطق بومي بيماري درايران و  جهان انجام گرفته  آزمايش آگلوتيناسيون مستقيم روشي ساده براي تشخيص  ليشمانيوز احشايي مي باشد

  .تعيين گرديده است% 86 - 100و ويژگي آن %  95 -100 روش حساسيت اين

 شاصول آزماي

در مجاورت رقتهاي گوناگون سرم يا پلاسماي فرد آنتي ژن   . شود استفاده ميبعنوان آنتي ژن   اينفانتومليشمانيا در اين روش از فرم تاژكدار انگلهاي 

  .)  8 شكل شماره  (شود شوند كه در صورت وجود پادتن اختصاصي پديدة آگلوتيناسيون ايجاد مي مشكوك به بيماري قرار داده مي

  تفسير آزمايش

شناسي  ياخته طبق مطالعات فراواني كه در واحد تك. شود عنوان عيار نهايي در نظر گرفته مي باشد، به  كامل تشكيل شدهاي كه در آن حلقة آبي  آخرين حفره

عنوان ابتلاي فرد به كالاآزار  و به بالا همراه با علايم باليني اختصاصي به 1:3200دانشكدة بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام شده است، عيارهاي 

هفته  2ـ3بار ديگر به فاصله شود كه براي تأييد بايد يك  عنوان عيار مشكوك تلقي مي به 1:1600و به پايين منفي و عيار  1:800عيارهاي . شود  ميتلقي 

  .شود  ر تأييد ميعلايم باليني اختصاصي، بيماري كالاآزا برداري انجام شود و چنانچه افزايش قابل توجه عيار پادتن ملاحظه شود و در صورت بروز نمونه

به طور فعال در ازمايشگاه ليشمانيوز دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران تهيه مي ) (DATآنتي ژن آگلوتيناسيون مستقيم 1375از سال  :تذكر

ليشمانيوز احشائي مورد استفاده در مناطق اندميك جهت تشخيص آزمايشگاهي و مطالعات سرواپيدميولوژي   مك مركز مديريت بيماري هاك هشود و ب

  .گسترده قرار مي گيرد
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  نتايج آزمايش سرولوژي آگلوتيناسيون مستقيم بر روي سرم خون افراد مشكوك به كالاآزار :   8شكل شماره   

  .با استفاده از آنتي ژن تهيه شده در دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران  

  منفي= چاهك هاي  پليت رسوب نقطه اي آنتي ژن در ته 

  مثبت= باز شدن توري مانند آنتي ژن در چاهك هاي  پليت

  

  rK39ژن نوتركيب  آنتي تهيه شده از آزمايش سريع سرولوژي با استفاده از استريپ هاي -3

ژن نوتركيب  هاي حاوي آنتي استيك توان به ديپ بادي جهت تشخيص آزمايشگاهي ليشمانيوز احشائي مي هاي سريع جستجوي آنتي از روش

rK39 دقيقه نتيجه آزمايش مشخص  10تا  2ها سرعت انجام آزمايش است كه معمولاً در مدت حدود  از محاسن اين روش. اشاره نمود

  .گردد مي
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ساخته شده است كه با يك قطره سرم يا خون كامل و يك توسط شركت هاي مختلف  rK39ژن نوتركيب  خصوصي از آنتيمهاي اخيراً كيت 

  .دنشو قطره بافر يا سرم فيزيولوژي آزمايش انجام مي

بادي  كند و در صورت وجود آنتي به سمت بالا حركت مي 1مخلوط حاصله با استفاده از خاصيت كروماتوگرافي پس از برخورد با كونژوگه رنگي

رغم نتيجه  نمونه مورد نظر علي. شود كند كه به شكل يك خط بنفش رنگ ديده مي ايجاد كمپلكس رنگي مي rK39ژن  اختصاصي با آنتي

ست برخورد نمايد و ايجاد خط رنگي ديگري پوشانيده شده اAاي كه بوسيله ضد پروتئين  دهد تا به ناحيه مثبت و يا منفي به سير خود ادامه مي

شكل  (شود و وجود آن دليل بر كافي بودن حجم نمونه وصحت انجام آزمايش است اين خط به عنوان خط شاهد در نظر گرفته مي. نمايد مي

ئي  علائم دار كاربرد سرعت بالا و سادگي آزمايش است و جهت غربالگري  ليشمانيوز احشا Dipstick rK39از محاسن آزمايش ). 9شماره 

  .دارد

 جهت تشخيص ليشمانيوز احشائیDipstick rK39کيت  
)مثبت(بالا 

)منفی(پائين 

 

  با نمونه هاي سرمي مثبت و منفي  Dipstick rK39نتايج روش  : 9شكل 

  روشهاي  سرولوژي غيراختصاصي) ب
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روشها مثبت هاي سرم خون استوار است و به هر دليلي كه ميزان پادتن در خون افزايش يابد، نتايج حاصل از اين  اين روشها بر پاية افزايش ايمونوگلوبولين

  :ند ازروشها عبارت يكي از مهمترين اين. شوند  عنوان روشهاي غيراختصاصي تلقي مي خواهند شد، لذا به

  آزمايش فرمل ـ ژل يا ناپيرآلدئيد

ورد نظركدرشد و يا دقيقه سرم م 20تا  3از گذشت  چنانچه پس. كنند  مخلوط مي%) 37(ليتر از سرم را با يك قطره فرمالين تجارتي  در اين روش يك ميلي

هاي سرم  اين آزمايش غيراختصاصي است و به هر علت كه پادتن. شود شكل لخته درآمد، نتيجة حاصله مثبت است و در غير اين صورت منفي تلقي مي به

  .شود نتيجه اين آزمون مثبت مي) مالاريا، حصبه، تب مالت و غيره(افزايش يابند 

توان  مي  شناسي امكانپذير نباشد، از اين آزمايش اختصاصي شناسي و سرم در صورتي كه آزمايشهاي اختصاصي انگل در مناطق دورافتاده و بومي بيماري،

لوكوپني همراه با افزايش نسبي . توان تحت درمان و مراقبت قرار داد استفاده كرد و در صورت وجود علايم باليني و شواهد اپيدميولوژيك، بيماررا مي

  .عنوان يك روش غيراختصاصي براي تشخيص كالاآزار مد نظر قرار داد توان به هاي خون محيطي را نيز مي يتها و لنفوس مونوسيت

  روشهاي مولكولي) ج

  ، PCRدر سالهاي اخير از روشهاي . شود براي تعيين گونة انگلهاي ليشمانيا استفاده مي  PCRدر حال حاضر از روشهاي مولكولي خصوصاً 

PCR-ELISA  وPCR  Rapid fluorogenic همراه  براي تشخيص آزمايشگاهي ليشمانيوزها استفاده شده است كه اكثراً نتايج مطلوبي به

  . اند داشته

  .روشهاي مولكولي براي تشخيص آزمايشگاهي ليشمانيوز بيشتر جنبه پژوهشي دارنددر حال حاضر 
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  تشخيص ليشمانيوز احشايي در مبتلايان به ايدز

تعداد سلولهاي  دهند مطالعات اخير نشان مي. رود شمار مي به HIV-1طلب مهم در ميان افراد آلوده به  عنوان يك عفونت فرصت ايي بهليشمانيوز احش

CD4  خصوص اگر  پادتن ضد ليشمانيا ممكن است در اين بيماران، قابل رديابي نباشد، به. عدد در هر ميكروليتر خون است 200مبتلايان كمتر از % 90در

  .از ابتلاي فرد به ليشمانيوز ايجاد شده باشد پيشبتلا به بيماري ايدزا

تري  روشهاي سرولوژي اختصاصي در بيماران با عفونت همزمان ليشمانيوز و ايدز، نسبت به بيماران با سيستم ايمني سالم حساسيت پايين

بيش از  د،مبتلا نيستنHIVدر بيماراني كه به عفونت  اين روش ها حساسيتصورتي كه  مي باشد در% 50حدود حساسيت اين روش ها در اين بيماران (.دارد

  .)مي باشد90%

. بادي است  تر از جستجوي آنتي بسيار اختصاصي مبتلايان به ايدز ژن جهت تشخيص ليشمانيوز احشائي خصوصا در اصولاً جستجوي آنتي

ژن هدف در اين روش مولكول كربوهيدراتي  آنتي. است  )(KAtexژن ليشمانيا روش كاتكس  هاي سريع جهت جستجوي آنتي يكي از روش

  . كه جزئي از ساختمان ديواره پروماستيگوت و آماستيگوت انگل است ) KDa20-5(است 

جهت انجام آزمايش، نمونه ادرار .ساخته شده است KAtexبا نام  UK Kalon Biological,در حال حاضر كيت تجاري توسط شركت   

دقيقه در آب جوش قرار داده و پس از  5شوند به مدت  فرد مشكوك به ليشمانيوز احشائي را براي حذف موادي كه باعث نتايج مثبت كاذب مي

ن نتيجه، واكنش آگلوتيناسيون پس از از آن را با يك قطره لاتكس مخلوط نموده كه در صورت مثبت بود) ميكروليتر 50(سرد شدن يك قطره 

  .شود كه با چشم غيرمسلح قابل رؤيت است دو دقيقه ايجاد مي

برداريهاي غير تهاجمي مانند  كمك نمونه شناسي به تشخيص آزمايشگاهي ليشمانيوز احشايي در مبتلايان به ايدز از طريق انگل   

هاي خون  در سيتوپلاسم مونوسيت معمولا  گونه بيماران لهاي ليشمانيا در اينانگ. آزمايش خون محيطي بيماران، آسان تر و حساس تر است

تا  70كوت حدود  شده بافي آميزي شده و يا كشت هاي رنگ و در نمونه% 50شده با گيمسا حدود  در گسترش خون محيطي رنگ. شوند يافت مي
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از شخيص انگل از قبيل پونكسيون مغز استخوان در اين قبيل افراد روشهاي تهاجمي ت. موارد ممكن است انگلهاي ليشمانيا مشاهده شوند% 75

  .زيرا بار انگلي در اين بيماران بسيار بالاست ،استيت بسيار بالايي برخوردار حساس
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