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بسمه تعالی

ي دستورالعمل تشخیص آزمایشگاهی لیشمانیوزها
)کالاآزار(و احشائی) سالک(جلدي

آزمایشگاه مرجع سلامت

اداره مدیریت آزمایشگاههاي بهداشتی

1388سال 
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٢

:در کمیته انگل شناسی آزمایشگاه مرجع سلامتنهایی شده

:اعضاء کمیته 
دانشگاه علوم پزشکی تهراناستاد(آقاي دکتر مهدي  محبعلی(

دانشگاه علوم پزشکی تهراناستاد ( رضائیانآقاي دکترمصطفی(

دانشگاه علوم پزشکی تهراناستاد (آقاي دکترجعفر مسعود(

دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتیتاداس(آقاي دکتربهرام کاظمی(

 دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتیاستاد(آقاي دکترحمید اطهري(

دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتیاستاد(آقاي دکتر محمد رضا نظري پویا(

ایران دانشگاه علوم پزشکیاستادیار(ین حدیقیآقاي دکتر رامت(

دانشگاه تربیت مدرس دانشیار (خانم دکتر فاطمه غفاري فر(

ره زئونوز مرکز مدیریت بیماري ها اادرئیس (شیرزاديمحمد رضا آقاي دکتر(

اداره کل آزمایشگاه مرجع سلامت (خانم دکتر شهلا فارسی(

اداره کل آزمایشگاه مرجع سلامت (خانم مریم میر محمد علی رودکی(

مل تشخیص آزمایشگاهی لیشمانیوزها توسط جناب آقاي دکتر محبعلی تهیه و در پیش نویس اولیه دستور الع

.کمیته انگل شناسی نهایی گردیده است
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٣

صفحه:                                                                                                    فهرست مطالب

4مقدمه 

8-7چرخه زندگی انگل در بدن ناقل و میزبان مهره دار

8-16)سالک(لیشمانیوز پوستی -الف  

16-23)کالاآزار(لیشمانیوز احشائی: ب

23-24تشخیص لیشمانیوز احشایی در مبتلایان به ایدز

24منابع                                                                                                                   
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٤

ي پوستی و احشائیوزهایشمانیلآزمایشگاهی ص یدستور العمل تشخ

:مقدمه 

درمناطق گرمسیري امریکا، آفریقا و شبه  قاره هند و د که نباشیا میشمانیلی از جنس یازگونه هایناشیانگليهايماریازبيمجموعه اها وزیشمانیل

یپوست_یمخاط،)سالک(یپوستینیبه اشکال بالها وزیشمانیل. دنوجود داردرنواحی نیمه گرمسیري آسیاي جنوب غربی وناحیه مدیترانه به شکل آندمیک 

بیماري سالک درریمرگ وممعمولاً بوده، اماربالا همراهیبا مرگ ومیوزاحشائیشمانیل. )1شکل شماره (دنشویمشاهده م)کالاآزار(یاحشائو) ایاسپوند(

جاد یاباعث معمولاکه دربرخی موارد تا بیش ازیکسال باقی می مانند ونموده ایجاد ضایعات بد شکل پوستی ،زیادزان ابتلاء یمولی بدلیل مشاهده نمی شود

شامل عفونت ثانویه یباکتریائی و قارچياز طرف دیگر عفونت ها. .بر روي بدن باقی می ماندحتی با استفاده ازدرمان تا آخرعمرکهشده ) اسکار(جوشگاه 

. حتی مرگ بیمار گرددموجب ناتوانی وگاهیازعواض زخم سالک می باشد که ممکن استکزازنسوج سطحی وعمقی، آبسه، سپتی سمی، وحتیيها

.قابل توجه خواهند بود،بیمارانی که دچار این عوارض می گردندتعدادولی با توجه به گستردگی بیماري سالک، اگرچه میزان بروزاین عوارض ناچیز است

کنند که احتمال ابتلاء آنها وجوددارد و میلیون نفردر مناطقی زندگی می350میلیون نفردردنیا مبتلا به سالک باشند و 12تخمین زده میشود که بیش از

این بیماري دربرخی موارد ضایعات . ه متاسفانه بسیاري از آنها ثبت و گزارش نمی شوندکدنن بیماري اضافه می شویان ایون نفر به مبتلایلیم2تا 5/1سالانه 

. کندیایجاد م)عدد300ش ازیبتا ( متعدد 

سالک . ن تعداد استیبرابر ا5تا 4حدود يماریبیقیموارد حقیشود ولیران گزارش میدرايوز جلدیشمانیليماریهزار مورد ب20گرچه سالانه حدود 

ع است و نوع یکشورشاهاياستاناز میینیدراکثرمناطق روستائینوع روستائ.شودیمشاهده م) خشک ( يو شهر) مرطوب ( یران به شکل روستائیدرا

. ک وجود داردیکشور به صورت اندميشهراز نقاطياریدر بسيشهر

).2شکل شماره (کشورگزارش شده استياستان هایاز تماميمارین بیدر سال است و امورد300تا 200در کشورحدودیوزاحشائیشمانیزان بروز لیم
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٥

ساناشکال مختلف بالینی لیشمانیوز ها در ان:  1شکل شماره 

پراکندگی جغرافیایی سالک در استانهاي کشور: .2شکل شماره
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٦

زبان مهره داریانگل در بدن ناقل و میچرخه زندگ

بصورت ارگانیسم فاقد تاژك) گوتیآماست( انگل درمرحله لیشمانیائی ،باشدیلیشمانیائی ولپتومونائی میاصلداراي دو مرحلهحداقل ا یشمانیلزندگی انگل 

.شودیمشاهده م)Leishman body( پستانداران) ماکروفاژ( بدن گرد یا بیضوي وگاهی دوکی شکل است که درداخل سلولهاي بیگانه خواريداراآزاد و

گوت یپروماست. استک تاژكیداراي انگل دراین مرحله درقسمت قدامی. جادمی شودیاز تغییرشکل حالت لیشمانیائی ا) گوتیپروماست( مرحله لپتومونائی 

پشه خاکی جنس ماده خونخوار است و با مکیدن خون، آماستیگوت را . دیده می شودیشگاهیزماآکشت هاي محیط برخی دردستگاه گوارش پشه خاکی و

18الی 4د از رد و بعیگیبا روش تقسیم غیر جنسی دوتایی انجام من آر یشود و تکثبه پروماستیگوت تبدیل می پشه آماستیگوت دردستگاه گوارش .می بلعد

ا یشمانیليبطورکلی انگل ها. شودیبه انسان سالم منتقل مگوتیپروماستپشه خاکی ماده آلوده، گزشطوري که با ه ابد بییش میآن افزایعفونت زائ،روز

:در گردش باشندمی توانند عی یبه طور طبآلوده به صورت سه چرخه زیرهمادبوسیله انواع پشه خاکی هاي

)3شکل شماره (نسانا- یپشه خاک- حیوان-3حیوان-یپشه خاک-نحیوا-2انسان-یپشه خاک-انسان-1

چرخه زندگی انگل هاي لیشمانیا: 3شکل 
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٧

يمارین بیات مختلف ایروند، لذا دراین قسمت، خصوصیشمار موزدرکشورما بهیشمانینکه اشکال پوستی واحشایی جزء شایعترین اشکال بالینی لیابا توجه به 

.شوندبه اختصار شرح داده میآن ها د برروشهاي تشخیص آزمایشگاهی یها با تاک

)سالک(یوز پوستیشمانیل-الف  

که مانیوز جلدي یا سالک گفته می شودلیشمانیا درپوست، لیشانگل ناشی ازنییتظاهرات بالبه: رانیدر ا) سالک(يوز جلدیشمانیلعامل بیماري

از لیشمانیا تروپیکا ، نوع شهري یا یناشیوز پوستیشمانیبه ل. شودیجاد میا لیشمانیا تروپیکا ایدلیل لیشمانیا مــاژوروه دنیاي قدیم ازجمله ایران عمدتاً بدر

؛ نوع روستائی یا نوع مرطوب اطلاق از لیشمانیا ماژوریناشیوزپوستیشمانیشود و به لین نام خوانده میعه به ایدلیل ظاهرضاه نوع خشک گفته می شود که ب

عه می باشد، البته تظاهرات بالینی همیشه با ابتلاء به نوع انگل مطابقت ندارد وتشخیص بیماري براساس شکل ضایعه یگردد که بدلیل وجود ترشح درضایم

.قابل اعتماد نیستو محل آن

یناشيماریبو)   (Zoonotic Cutaneous Leishmaniasisنوع زئونوتـیک مخزن جونده، بناملیشمانیا ماژور بدلیل داشتنازیناشيماریب

مبتلامی باشند به نام آنتروپــونوتیکانسان هاي زن آن مخچون عمدتاًـیکاتروپـیانازلیشما

(Anthroponotic Cutaneous Leishmaniasis)گفته میشود.

ز گزارش شده که شامل خاراندن زخم و انتقال ینيگریدیفرعيراه هایاست ولیشه خاکگزش پ،ن روش انتقال سالکیعمده تر: انتقال يروش ها

.ک می باشندیولوژیدمیت اپیکه فاقد اهمباشدیان میر بندپایتوسط سایکیمکان

،)یروستائ( مرطوب ،)يشهر( خشک ینیبه  اشکال بالیوز پوستیشمانیل،عفونت در انسانینیو علائم باليماریبا توجه به عامل ب:ینیاشکال بال

مشاهده می ) ...و شوندهمحو،یبادسرخ،یلیزگ،يتومور،یزردزخم،دیکوئیاسپوروتر( رمعمولیاشکال غمنتشر و،)Recidivansد  یلوپوئ( عودکننده 

.شوددیدها مزمن یممکن است به اشکال حاد و یوز پوستیشمانین لیهمچن. شود
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٨

: یشگاهیتشخیص آزما

ن یای، بررسی سابقۀ بیماري و اطلاع ازمحل سکونت و مسافرت به مناطق بومهاتشخیص انواع لیشمانیوزيازاستفاده ازروشهاي آزمایشگاهی براشیاصولاً پ

.کننده خواهد بودبسیارمهم و کمک، يات  بالینی بیماریدرکشورونیزتوجه به خصوصيماریب

عات  یبهتراست از بیمارانی که داراي چند ضایعه هستند، چند نمونه ازضا. ه می شودیجلدي ته) ها( ط مختلف ضایعه ازنقا)گسترش(شگاه سه نمونه یدر آزما

.مختلف گرفته شود

نمونه دوم و سپس نمونه سوم بررسی می شود ولی اگر یک نمونه،دراسرع وقت مورد بررسی قرارگیرند، درصورتی که یک نمونه منفی باشدیستینمونه ها با

. باشدیدوم و سوم نمهاي مثبت باشد نیاز به بررسی نمونه

:یکروسکپیمیعات مشکوك به سالک و بررسیروش نمونه برداري از ضا-

نکته مهم آنکه هر چه نمونه بیشتري از بافت . لبه هاي ملتهب ومتورم ضایعه مهم ترین قسمتی است که بیشترین تراکم آماستیگوت ها را دارند-

ازآنجایی که ضایعات پوستی ممکن است دچارعفونت هاي ثانویه باکتریایی و یا قارچی شده . انگل درنمونه بیشتر استمشاهده احتمال برداشت شود 

70اتانل (، کاملاً  تمیز نموده و اگر لازم باشد چندین مرتبه با پنبه الکل صد برداشت نمونه از آن وجود داردباشند، لازم است محلی از ضایعه را که ق

.)4شکل شماره (گرددیضد عفون) درصد

:ر استیبه شرح  زيزیو رنگ آميح  نمونه برداریروش صح

وغیرهدستکش استفاده از وسایل حفاظتی مانند ونیزرعایت اصول ایمنی در هنگام نمونه گیري -1

حذف کبره هاي روي ضایعه و هر گونه چرك روي آن -2

اري از محل هاي باز و و اجتناب از نمونه بردپوستیعهیقسمت متورم و ملتهب ضایشامل لبه خارجيرنمونه بردايانتخاب محل مناسب برا-3

.زخمی ضایعه

)ري باید صبر کرد که الکل خشک شودقبل ازنمونه بردا(درصد براي استریل کردن وشستشوي ضایعه 70استفاده ازاتانول -4
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٩

درصورت . )آنها شودزیرا ممکن است باعث تغییر شکل(ضایعهدر محل ) وهیبات جیترک(از موادي مانند مرکورکوروم توجه به عدم استفاده -5

.ازاین ماده پاك شودشته به الکل ،براي ضدعفونی ضایعه،  قبل ازنمونه برداري محل ضایعه بایستی به کمک پنبه آغاستفاده ازترکیبات ید دار

.و ثابت گرددشدهشود بایستی توسط دو انگشت شست و سبابه محکم گرفتهیته ممحلی از ضایعه که براي نمونه برداري در نظر گرف-6

،)کند شده(ل نوك باریک یو یا یک اسکالپل استر) ک شده باشدیده و بارین برآکه اطراف یلانستا ی(ل  یبا استفاده از واکسینواستیل استر-7

.د گرددبا انگشتان ایجاگرفته شده تر درمنطقه شکافی به عمق یک میلی م

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

.گرددشود و مشخصات بیمار با قلم الماس روي لام حک تهیهلام گسترش يروبرترشحات حاصله ازرا بیرون آورده ويریگله نمونهیوس-9

)ط کشت منتقل شودیبه کشت، در کنار شعله ابتدا نمونه به محازیدرصورت ن(

:مسایگيزیروش رنگ آم- 

د و یسفيبطور معمول اگر گلبول ها. ردیقرار گتیفیککنترلد مورد ین ماده قبل ازاستفاده بایا. رسدیظ به فروش میغلیمسا بصورت محلول تجارتیرنگ گ

. مناسب استنیزانگل رنگ پذیرييبراگیمسارنگ باشند،با کیفیت مطلوب رنگ پذیري داشته قرمز خون 

:يزیروش رنگ آم

. ده از شعله و در هواي اتاق خشک شوبدون استفادگسترش تهیه شدهباید-1

.ریخته شود گسترشرويقبل از رنگ آمیزي ثانیه60تا 30به مدت متانول، -2

.گسترش در مجاورت هوا خشک شود-3

)صاف شودکاغذ صافید با یاگر رنگ رسوب کندبا( شود ق یرق2/7م شده یتنظpHبا آب با 10به 1مسا آنرا به نسبت یوع گبا توجه به ن-4

با ظرف محتوي رنگ در لام راا یوریخته می شود ي رقیق شدهمسا یقه برروي آن محلول گیدق30لام  را روي پل رنگ آمیزي قرار داده و به مدت -5

دقیقه براي رنگ آمیزي لازم است و 30تا 20رقت محلول رنگ آمیزي و نوع آن، مدت در ارتباط باباید توجه داشت که ( می دهیمقرار مان همین مدت ز

)بدست آوردازقبل مورد استفاده،نیزجهت رنگمدت زمان مطلوب را در حین اجراي برنامه کنترل کیفیت هر آزمایشگاه بایستی 
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١٠

.فرو برده شده به سرعت خارج شود و در هوا خشک گردد2/7م شده یتنظpHدر آب با یتاهمدت کويلام برا-6

:گزارش نتایج 

، می گیردمورد مطالعه قرارنوريدرزیر میکروسکوپ)و روغن ایمرسیون و بدون استفاده از لامل100و عدسی شیئی 10با استفاده ازعدسی چشمی ( لام

شان مناسب که 30حداقل باید شمن یدرهرلام تا زمان مشاهده جسم ل. )5شکل شماره(باشدیا بطورواضح میشمانیلدن انگلیشامل د،ص مثبتیتشخ

رد، یقرارگیا سوم مورد بررسیلام دوم و ،بودن نمونهیدرصورت منفوبیشترشودانگل تا شانس مشاهده، بررسی گردد داراي سلول هاي ماکروفاژ باشد

و  حاوي از خونيد عارینبوده و نمونه جدیابین نمونه مناسب ارزیا،شمنیدن جسم لیرت مشاهده گلبول قرمز فراوان و نددرصوکهذکراستشایان

. ه شودیتهیستیباماکروفاژ

نحوه تھیھ نمونھ از ضایعات پوستی مشکوک بھ لیشمانیوز

لیشمانیانحوه تهیه نمونه از ضایعات پوستی : 4شکل 
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١١

ژ هاي  ضایعات پوستی آماستیگوت هاي مشاهده شده در  ماکروفا: 5شکل

جسم لیشمن
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١٢

:کشت نمونه 

عه، احتمال وجود بیماري را افزایش درصورتی که سه نمونه گرفته شده منفی باشند ولی شواهد اپیدمیولوژیک و یا وجود سابقه قبلی ابتلا درهمان محل ضای

.بیماري تشخیص داده خواهد شد،دهد، نمونه لازم براي کشت گرفته می شود و براساس نتایج آزمایشات تکمیلی

Novy-Mac Neal-Nicolleدوفازيط کشت یه محیروش ته (NNN):

:ییط آگار غذایمح

گرم14آگار    باکتو 

(NaCl ) گرم 6مک طعامن

تریلیلیم900آب مقطر 

ن محلول یسپس اآگار حل شود،يد تا دانه هایجوشانآنقدرمحلول را ب. دیو نمک و آگار به مقدار ذکر شده به آن اضافه کنحرارت دادهجوش يآب را تا دما

ل یاستر) دقیقه10درجه سانتی گراد به مدت 121دماي ( ن را بسته وبا اتوکلاوآ، درب )لوله ک سوم حجمیحدود (د یزیبرچ داریش درپیرا داخل لوله آزما

.  کرديخچال نگهداریتوان تا زمان استفاده در ین لوله ها را میا. دینمائ

%15طیک سوم حجم محیهر لوله حدود به. دیدرجه خنک کن50تا 40ع شود، سپس تا حرارت یط مایرا درآب جوش قرار داده تا محهنگام استفاده، لوله

مخلوط شود، پس ازآن در درجه حرارت محتویات آن د تا کاملایبچرخانین دو کف دست بخوبیو بدیندببرا درب لوله د،یخرگوش اضافه کننه یبریدفخون 

ه ها را در لیکی از لو؛جهت اطمینان از آلوده نبودند، یمنتقل نمائ) درجه8تا 4(خچال یبه آنگاه د تا سفت شود، ویقرار ده(Slant)لیاطاق بصورت ما

بدین ترتیب فاز .باشد و آماده انتقال نمونه استیهفته قابل استفاده م4ه شده تا یط تهیمح.ساعت قرار دهید24به مدت سانتی گراد درجه37انکوباتور 

تهیه می شودNNNجامد محیط 

.) 6شکل شماره (
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١٣

ه به فاز جامد اضافه می شودو براي ممانعت از رشد باکتریها از پنی سیلین و باشد کاستریل میRPMIیا نرمال سرم فیزیولوژي امل معمولا شفاز مایع 

فاز مایع در هنگام کار به فاز جامد اضافه می شود و سطح شیبدار را می پوشاند. اضافه می شوندg/ml100و IU/ml100استرپتومایسین با غلظتهاي 

ط ین محیتوان درایره شده ازبستر ندول را میمواد آسپیعات و حتیه ضایه شده ازحاشیا نمونه تهی، مغزاستخوان، یطیعات، خون محیضایوپسیبيه هانمون

درجه 25تا 18يدردماکشت را ط ید، پس ازانتقال نمونه، محنشویميب دار وارد آگار مغذیسطح شياز انتهايمتریلیم2نمونه ها به عمق . کشت داد

.کنندیرشد م،شیب دارمحیطع جمع شده در قسمت یانگل ها درما. دیکنينگهدار) انکوباتور( گرادیسانت

و درصورت عدم مشاهده انگل )  باشدیط کشت متفاوت میگونه انگل و شرادر ارتباط با( رند یگیقرار میک ماه مورد بررسیان تا یروز درم3-2لوله ها

با یدر صورت وجود آلودگ. از داردیرشد نيرا برايشتریزمان بکم  باشداما اگر تعداد انگل. دشویدرنظر گرفته میمنفکشت وسکوپ فازکنتراست، کریبا م

ط را نداردیرشد در محیقارچها،  انگل توانائوهايباکتر

.)7شکل شماره(

جهت آن ن یت پائیبه علت حساسيشات سرولوژیلذا استفاده از آزما،ز استیار ناچیبسیوز پوستیشمانیلجاد شده در یايبادینتآزان یکه میاز آنجائ: 1تذکر

.شودیه نمیبه جز در موارد خاص توصیوز پوستیشمانیص لیتشخ

که انگل يد در مواردیوز نوع لوپوئیشمانیدر ل) (DTH =Delayed- Type Hypersensitivityيریت تاخیش حساسیبه علت افزا: 2تذکر 

بمنظور PCRیش مولکولیکشت و در صورت امکان آزما،)تست مونته نگرو(نیشمانیلیتوان از تست پوستیمشودیده نمیدیعات پوستیا در ضایشمانیل

تا 48شتر پس از گذشت یبیالی متر ویم5اندازهنیانگیمبا جاد شده یا)یسفت(ونیندوراسیا.  استفاده نموديمارین شکل از بیایشگاهیص آزماید تشخییتا

. گرددیمیجه مثبت تلقین به عنوان نتیشمانیق لیساعت از تزر72

: ر است یمشروط به موارد ز) سالک(یوز پوستیشمانیلتشخیصمورد قطعی

.ه شده از ضایعه پوستییدیدن انگل در گسترش ته-1

. انجام شده باشد) رفرانس ( یکه در آزمایشگاههاي تخصص.... ) و PCRنند ما(دیگر یا نتیجه مثبت آزمایشات تخصصیکشت مثبت  انگل -2
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NNN  محیط کشت

NNNمحیط کشت: 6شکل 

پروماستیگوت ھای لیشمانیا در محیط کشت       
NNN)  400درشتنمائی  (

NNNپروماستیگوت هاي لیشمانیا در محیط کشت: 7شکل 
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١٥

):آزارکالا(لیشمانیوز احشائی: ب

و آمریکائی آفریقائی ؛ اي لیشمانیوز احشائی در اثر گونه هائی از مجموعه لیشمانیا دونووانی ایجاد می شود واز نظر اپیدمیولوژي به اشکال هندي، مدیترانه

یا اینفانتوم می باشد و توسط پشه خاکی لیشمانیوز احشایی ایران که نوع مدیترانه اي می باشد یک بیماري زئونوز است که عامل آن لیشمان. مشاهده می شود

بر اساس مطالعات اپیدمیولوژیک  که .کشور گزارش شده استهايتاکنون لیشمانیوز احشائی از تمامی  استان. از سگ و سگ سانان به انسان منتقل میشود

.رس و بوشهر به شکل آندمیک وجود دارداین بیماري درمناطقی از استان هاي اردبیل، آذربایجان شرقی، فاتا کنون انجام شده است ؛

:روش انتقال

تماس جنسی، از طریق جفت از مادر به جنین،مهمترین راه انتقال این بیماري از طریق گزش پشه خاکی هاي آلوده می باشد ولی مواردي از انتقال بیماري

.وسائل تزریقی آلوده و به طور نادر از طریق خون آلوده گزارش شده است

:بالینیعلائم

لیشمانیوز احشائی ممکن است به اشکال بدون علامت، تحت بالینی، علامت دار، سندرم پوستی پس از کالاآزار، اشکال احشائی تروپیکال و نیز اشکال بالینی 

.ایدز مشاهده شودبیماري آتیپیک در مبتلایان به 

:تشخیص آزمایشگاهی

شناسی است و  ارجح آن است که همۀ موارد لیشمانیوز توسط مشاهدة انگل نیوزها، استفاده از روشهاي انگلدر حال حاضر معتبرترین روش تشخیصی انواع لیشما

بودن روش متأسفانه تهاجمی. شودبراي ارزیابی دیگر روشهاي تشخیصی نیز استفاده می» استاندارد طلایی«عنوان شناسی بهاز روشهاي انگل. تأیید گردند

.رو ساخته استبا محدودیت روبهزیادي ، استفاده از این روشها را تا حدودماريیبشناسی در مورد اینعات انگلبرداري براي مطالنمونه

:وانجام آزمایش هاي انگل شناسیبرداري از ضایعات احشایینمونه-1

. برداري کردخوان، کبد و غدد لنفاوي فرد بیمار نمونهتوان از سیستم رتیکولوآندوتلیال خصوصاً از طحال، مغزاستبراي مشاهدة مستقیم اجسام لیشمن می

و غدد % 60حدود ، کبد%86تا 54، مغز استخوان %98تا 90براساس گزارش سازمان جهانی بهداشت میزان حساسیت طحال براي مشاهدة انگل لیشمانیا،
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١٦

علت خطرات و عوارض شده از طحال بیمار بسیار زیاد است ولی بههها در نمونۀ تهیعلیرغم آنکه احتمال مشاهدة آماستیگوت. است% 64حدودلنفاوي

حساسیت تشخیص . شودشده از مغزاستخوانهاي ایلیاك، استرنوم و تیبیا استفاده میهاي تهیهبرداري طحال، در حال حاضر در ایران، از نمونهاز نمونهناشی

با توجه به اینکه در برشهاي هیستوپاتولوژي اجسام . رداري و تجربۀ فرد آزمایش کننده بستگی داردبشده از مغزاستخوان به نحوة نمونههاي تهیهانگل درنمونه

خالصشده راابتدا با متانول گسترشهاي تهیه. لیشمن تغییر شکل می دهند، استفاده از این روش براي تشخیص قطعی بیماري با محدویتهایی همراه است

از شستشوي آنها با آب معمولی، با پس. نمایندآمیزي میدقیقه آنها را رنگ30مدت به%) 10(و سپس با رنگ گیمسا دقیقه ثابت نموده 1تا5/0مدت به

داده شرایط استانداردکشتها در پروماستیگوتاگر.پردازندبه جستجوي اجسام لیشمن می) X1000(استفاده از میکروسکوپ نوري و با بزرگترین درشتنمایی 

.انجام شودنیز NNNدارد، لذا توصیه می شود همراه با آزمایش مستقیم، کشت در محیط هاي اختصاصی خصوصا محیط زیاديحساسیتوششوند، این ر

توجه با. کنندنگهداري میدرجه سانتیگراد 18ـ24در دماي محیط کشت منتقل وا با رعایت کلیه شرایط آسپتیک بهشده رهاي تهیهکشت، مقداري از نمونهجهت

براي جلوگیري از تاثیر عوامل . کندرشد میدر محیطاز چند روز تا چند هفته شکل پروماستیگوت انگل به گونه لیشمانیا و خصوصیات محیط کشت مورد استفاده، پس

فته پروماستیگوت در محیط کشت مشاهده از دوهچنانچه پس. به محیط کشت منتقل شود)  یک یا دو قطره(بر رشد انگل بهتر است مقدار کمی از نمونههبازدارند

براي جلوگیري . شودنشد، نتیجه کشت منفی تلقی از دو هفتۀ دیگر، انگلی در محیط کشت دیدهشود مجدداً یک پاساژکور انجام شود و چنانچه پسنشد، توصیه می

.بیوتیکهاي مناسب توصیه می شودازآلودگیهاي باکتریایی و قارچی استفاده از آنتی

:روش هاي سرولوژي- 2

.استفاده می شودتشخیص آزمایشگاهی لیشمانیوز احشایی جهتبه شکل گسترده روشهاي سرولوژياز در حال حاضر 

روشهاي سرولوژي اختصاصی-الف 

له لانست از نوك انگشت و وسیتوان بهنیاز است که آن را می) میکرولیتر10حدود (در روشهاي سرولوژي اختصاصی به میزان کمی سرم یا پلاسماي خون 

هاي اختصاصی بر علیه لیشمانیا استفاده شده براي جستجوي پادتنسرولوژيروشهاي مختلف . هاي میکروهماتوکریت تهیه کردیا پاشنۀ پاي کودکان در لوله

روشهاي زیر پیشنهاد می ش و صرفۀ اقتصاديکه از بین آنها با توجه به حساسیت، ویژگی، ارزش اخباري مثبت و منفی، کارایی، سهولت انجام آزمایاست
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١٧

که در محیطهاي ، لیشمانیا اینفانتوم خصوصالیشمانیا دونووانیهاي کمپلکس معمولاً از پروماستیگوتسرولوژيلازم به یادآوري است درآزمایشهاي .شوند

.دشوعنوان آنتی ژن استفاده می ، بهاختصاصی به تولید انبوه رسیده اندکشت 

Indirect)ونوفلوئورسانس غیرمستقیمروش ایم-1 Fluorescent Antibody)=IFA

کاربرد

.و در شرادط آزمایشگاهی مناسب استباشدمی % 90حدودحساسیت و ویژگی این روش

اصول آزمایش

هایی به قطر یک سانتیمتر روي لام دایرهصورتشود و این پادتن با پادگن لیشمانیا که بهدر سرم فرد مبتلا به لیشمانیوز احشایی پادتن اختصاصی ایجاد می

در صورت افزودن پادتن ضدگلوبولین انسانی که با مادة فلوئورسین ایزوتیوسیانات . کندپادتن ایجاد میـاست، مجموعه پادگن میکروسکوپی قرارداده شده

.شودگ سبز درخشان مشاهده می، مجموعۀ حاصله در زیر نور میکروسکوپ فلوئورسنت به رن)کونژوگه(نشاندار شده است 

تفسیر آزمایش

کننده بستگی خواهد داشت و لذا نتایج حاصله در مراکز گوناگون ممکن روش انجام آزمایش و حتی فرد قرائت،شدهتعیین عیار مرزي به نوع آنتی ژن تهیه

و بالاتر همراه با 1:128اند که عیارهاي علوم پزشکی تهران نشان دادهشده دردانشکدة بهداشت دانشگاهمطالعات انجام. است با یکدیگر قابل مقایسه نباشند

.توانند نمایانگر بیماري لیشمانیوز احشائی باشندعلایم اختصاصی لیشمانیوز احشایی می

و وجود عامل روماتوئید در ، سل و حصبه واکنش متقاطع داشته باشدمامالاریا، تریپانوزوانگل ها ویا باکتري هایی مانندممکن است با IFAآزمایش 

. ممکن است باعث نتایج مثبت کاذب شوند) لوپوس اریتماتوس سیستمیک ( هاي ضد هسته سلولها خون و نیز پادتن
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می توان از کیت هاي تهیه شده داخلی ویا خارجی مورد تایید آزمایشگاه مرجع سلامت وزارت بهداشت  و IFAجهت انجام 

.بوطه استفاده نمودمطابق دستور العمل هاي مر

)ELISA =)Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assayیزاالاروش-2

کاربرد

. آنتی ژن مورد استفاده بستگی داردنوع فاکتور هاي زیادي از جملهاست ولی ویژگی آزمایش به% 100تا 80بین حساسیت این روش 

اصول آزمایش

و سوبستراهاي اختصاصی ) آلکالن فسفاتاز و یا پراکسیداز(یرمستقیم است، با این تفاوت که از یک سیستم آنزیمی اصول این روش مشابه ایمونوفلوئورسانس غ

.شوداستفاده می

به هر چاهک ) 1:200رقت (دهنده شده در بافر پوششمیکرولیتر از پادگن تهیه100صاف مخصوص الایزا استفاده می شود و هاي تهدر این روش از پلیت

از شستشو با بافر شستشو، هر پلیت را جداگانه در کاغذ کنیم و پسو در اتاقک مرطوب نگهداري میدرجه سانتیگراد 4دمايافزاییم و یک شب درمی

را معمولاً تا هاي مذکورپلیت. کنیمتا زمان مصرف نگهداري میدرجه سانتیگراد -70بندي در کیسۀ نایلونی در برودت از بستهپیچیم و پسآلومینیومی می

.توان مورد استفاده قرار دادماه می6مدت 

می توان از کیت هاي تهیه شده داخلی ویا خارجی مورد تایید آزمایشگاه مرجع سلامت وزارت بهداشت  و مطابق دستور العمل ELISAجهت انجام 

.می شوددر نظر گرفتهی  محاسبات آماري خاص و نیز برخعیار هاي مرزي بر اساس دستورالعمل هر کیت.هاي مربوطه استفاده نمود

)DAT =)Direct Agglutination Testآزمایش آگلوتیناسیون مستقیم-3

کاربرد
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و مطالعاتی که در مناطق بومی بیماري درایران و  جهان انجام گرفته آزمایش آگلوتیناسیون مستقیم روشی ساده براي تشخیص  لیشمانیوز احشایی می باشد

.تعیین گردیده است% 86-100و ویژگی آن % 95- 100روشسیت اینحسا

شاصول آزمای

در مجاورت رقتهاي گوناگون سرم یا پلاسماي فرد آنتی ژن   . شوداستفاده میبعنوان آنتی ژن  اینفانتوملیشمانیا در این روش از فرم تاژکدار انگلهاي 

.) 8شکل شماره (شودوجود پادتن اختصاصی پدیدة آگلوتیناسیون ایجاد میشوند که در صورت مشکوك به بیماري قرار داده می

تفسیر آزمایش

شناسی یاختهطبق مطالعات فراوانی که در واحد تک. شودعنوان عیار نهایی در نظر گرفته میباشد، بهاي که در آن حلقۀ آبی کامل تشکیل شدهآخرین حفره

عنوان ابتلاي فرد به کالاآزار و به بالا همراه با علایم بالینی اختصاصی به1:3200تهران انجام شده است، عیارهاي دانشکدة بهداشت دانشگاه علوم پزشکی

هفته 2ـ3بار دیگر به فاصلهشود که براي تأیید باید یکعنوان عیار مشکوك تلقی میبه1:1600و به پایین منفی و عیار 1:800عیارهاي . شودتلقی می

.شودعلایم بالینی اختصاصی، بیماري کالاآزار تأیید میداري انجام شود و چنانچه افزایش قابل توجه عیار پادتن ملاحظه شود و در صورت بروزبرنمونه

تهیه می به طور فعال در ازمایشگاه لیشمانیوز دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران) (DATآنتی ژن آگلوتیناسیون مستقیم1375از سال :تذکر

در مناطق اندمیک لیشمانیوز احشائی مورد استفاده جهت تشخیص آزمایشگاهی و مطالعات سرواپیدمیولوژي  مک مرکز مدیریت بیماري هاکهشود و ب

.گسترده قرار می گیرد
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سرم خون افراد مشکوك به کالاآزارنتایج آزمایش سرولوژي آگلوتیناسیون مستقیم بر روي:8شکل شماره   

.با استفاده از آنتی ژن تهیه شده در دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران

منفی= رسوب نقطه اي آنتی ژن در ته چاهک هاي  پلیت 

مثبت= باز شدن توري مانند آنتی ژن در چاهک هاي  پلیت

rK39ژن نوترکیب آنتیتهیه شده ازآزمایش سریع سرولوژي با استفاده از استریپ هاي-3

ژن نوترکیب هاي حاوي آنتیاستیکتوان به دیپبادي جهت تشخیص آزمایشگاهی لیشمانیوز احشائی میهاي سریع جستجوي آنتیاز روش

rK39یش مشخص دقیقه نتیجه آزما10تا 2ها سرعت انجام آزمایش است که معمولاً در مدت حدود از محاسن این روش. اشاره نمود

.گرددمی
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ساخته شده است که با یک قطره سرم یا خون کامل و یک توسط شرکت هاي مختلف rK39ژن نوترکیب مخصوصی از آنتیهاي اخیراً کیت 

.دنشوقطره بافر یا سرم فیزیولوژي آزمایش انجام می

بادي کند و در صورت وجود آنتیبه سمت بالا حرکت می1مخلوط حاصله با استفاده از خاصیت کروماتوگرافی پس از برخورد با کونژوگه رنگی

رغم نتیجه نمونه مورد نظر علی. شودکند که به شکل یک خط بنفش رنگ دیده میایجاد کمپلکس رنگی میrK39ژن اختصاصی با آنتی

ت برخورد نماید و ایجاد خط رنگی دیگري پوشانیده شده اسAاي که بوسیله ضد پروتئین دهد تا به ناحیهمثبت و یا منفی به سیر خود ادامه می

شکل (شود و وجود آن دلیل بر کافی بودن حجم نمونه وصحت انجام آزمایش استاین خط به عنوان خط شاهد در نظر گرفته می. نمایدمی

ی  علائم دار کاربرد سرعت بالا و سادگی آزمایش است و جهت غربالگري  لیشمانیوز احشائDipstick rK39از محاسن آزمایش ).9شماره 

.دارد

جھت تشخیص لیشمانیوز احشائیDipstick rK39کیت  
)مثبت   (بالا 

)منفی (پائین  

با نمونه هاي سرمی مثبت و منفیDipstick rK39نتایج روش  : 9شکل 

روشهاي  سرولوژي غیراختصاصی) ب
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یابد، نتایج حاصل از این روشها مثبت هاي سرم خون استوار است و به هر دلیلی که میزان پادتن در خون افزایشاین روشها بر پایۀ افزایش ایمونوگلوبولین

:ند ازروشها عبارتیکی از مهمترین این. شوندعنوان روشهاي غیراختصاصی تلقی میخواهند شد، لذا به

آزمایش فرمل ـ ژل یا ناپیرآلدئید

دقیقه سرم مورد نظرکدرشد و یا 20تا 3گذشت ازچنانچه پس. کنندمخلوط می%) 37(لیتر از سرم را با یک قطره فرمالین تجارتی در این روش یک میلی

هاي سرم این آزمایش غیراختصاصی است و به هر علت که پادتن. شودشکل لخته درآمد، نتیجۀ حاصله مثبت است و در غیر این صورت منفی تلقی میبه

.شودنتیجه این آزمون مثبت می) مالاریا، حصبه، تب مالت و غیره(افزایش یابند 

توان میشناسی امکانپذیر نباشد، از این آزمایش اختصاصیشناسی و سرمدورافتاده و بومی بیماري، در صورتی که آزمایشهاي اختصاصی انگلدر مناطق

ش نسبی لوکوپنی همراه با افزای. توان تحت درمان و مراقبت قرار داداستفاده کرد و در صورت وجود علایم بالینی و شواهد اپیدمیولوژیک، بیماررا می

.عنوان یک روش غیراختصاصی براي تشخیص کالاآزار مد نظر قرار دادتوان بههاي خون محیطی را نیز میها و لنفوسیتمونوسیت

روشهاي مولکولی) ج

، PCRدر سالهاي اخیر از روشهاي . شودبراي تعیین گونۀ انگلهاي لیشمانیا استفاده میPCRدر حال حاضر از روشهاي مولکولی خصوصاً 

PCR-ELISA وPCR Rapid fluorogenicهمراه براي تشخیص آزمایشگاهی لیشمانیوزها استفاده شده است که اکثراً نتایج مطلوبی به

. اندداشته

.روشهاي مولکولی براي تشخیص آزمایشگاهی لیشمانیوز بیشتر جنبه پژوهشی دارنددر حال حاضر 
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به ایدزتشخیص لیشمانیوز احشایی در مبتلایان 

تعداد سلولهاي دهندمطالعات اخیر نشان می. رودشمار میبهHIV-1طلب مهم در میان افراد آلوده به عنوان یک عفونت فرصتلیشمانیوز احشایی به

CD4 خصوص اگر نباشد، بهپادتن ضد لیشمانیا ممکن است در این بیماران، قابل ردیابی. عدد در هر میکرولیتر خون است200مبتلایان کمتر از % 90در

.از ابتلاي فرد به لیشمانیوز ایجاد شده باشدپیشابتلا به بیماري ایدز

تري روشهاي سرولوژي اختصاصی در بیماران با عفونت همزمان لیشمانیوز و ایدز، نسبت به بیماران با سیستم ایمنی سالم حساسیت پایین

بیش از د،مبتلا نیستنHIVدر بیمارانی که به عفونت این روش هاحساسیتصورتی که می باشد در% 50حدود حساسیت این روش ها در این بیماران (.دارد

.)می باشد90%

. بادي است تر از جستجوي آنتیبسیار اختصاصیمبتلایان به ایدزژن جهت تشخیص لیشمانیوز احشائی خصوصا دراصولاً جستجوي آنتی

ژن هدف در این روش مولکول کربوهیدراتی آنتی. است )(KAtexلیشمانیا روش کاتکس ژن هاي سریع جهت جستجوي آنتییکی از روش

. که جزئی از ساختمان دیواره پروماستیگوت و آماستیگوت انگل است ) KDa20 -5(است 

ادرار جهت انجام آزمایش، نمونه.ساخته شده استKAtexبا نام UKKalon Biological,در حال حاضر کیت تجاري توسط شرکت 

دقیقه در آب جوش قرار داده و پس از 5شوند به مدت فرد مشکوك به لیشمانیوز احشائی را براي حذف موادي که باعث نتایج مثبت کاذب می

از آن را با یک قطره لاتکس مخلوط نموده که در صورت مثبت بودن نتیجه، واکنش آگلوتیناسیون پس از ) میکرولیتر50(سرد شدن یک قطره 

.شود که با چشم غیرمسلح قابل رؤیت استقیقه ایجاد میدو د

برداریهاي غیر تهاجمی مانند کمک نمونهشناسی بهتشخیص آزمایشگاهی لیشمانیوز احشایی در مبتلایان به ایدز از طریق انگل

هاي خون در سیتوپلاسم مونوسیتلا معموگونه بیمارانانگلهاي لیشمانیا در این. آزمایش خون محیطی بیماران، آسان تر و حساس تر است

تا 70کوت حدود شده بافیآمیزي شده و یا کشتهاي رنگو در نمونه% 50شده با گیمسا حدود در گسترش خون محیطی رنگ. شوندیافت می
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از در این قبیل افراد روشهاي تهاجمی تشخیص انگل از قبیل پونکسیون مغز استخوان. موارد ممکن است انگلهاي لیشمانیا مشاهده شوند% 75

.زیرا بار انگلی در این بیماران بسیار بالاست،استیت بسیار بالایی برخوردار حساس

: منابع

در کتاب انگل لیشمانیا و "روش هاي تشخیص آزمایشگاهی لیشمانیوز ها در انسان"دکتر مهدي محبعلی-1
ن؛ دکتر مهدي محبعلی ؛ دکتر علی ضامن لیشمانیوزها تالیف دکتر ابوالحسن ندیم؛ دکتر عزت الدین جوادیا

. 1387انتشارات مرکز نشر دانشگاهی؛ تحریر سوم؛ سال . مومنی 

تک یاخته شناسی پزشکی تالیف دکتر غلامحسین "در کتاب "تاژکداران خون و نسج"دکتر مهدي محبعلی-2
انتشارات . دي محبعلیادریسیان؛دکتر مصطفی رضائیان؛ دکتر مهدي قربانی؛ دکتر حسین کشاورز و دکتر مه

.1386دانشگاه علوم پزشکی تهران؛ چاپ اول؛ سال 

3- World Health Organization. Control of leishmaniasis, Technical report series 793 of WHO

Expert Committee, Geneva. 1990.

کمیته انگل شناسی آزمایشگاه مرجع سلامت

بهداشتیاداره مدیریت آزمایشگاههاي
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