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 ١  تست هاي ليشمانين و الايزا با استفاده از آنتي بادي منوكلونال در تشخيص انواع ليشمانيازيس جلدي  

 

 تست ليشمانين و الايزا با استفاده از آنتي بادي منو كلونال در 
 تشخيص انواع ليشمانيازيس جلدي

 

، دكتر ٣، دكتر محمود رضا جعفري٢، دكتر عبدالحسين دليمي اصل١دكتر عبدالمجيد فتي
 ٦، محسن ولي زاده٥، دكتر علي خامسي پور٤مسعود مهاجري

 مشهد) ع( گروه انگل شناسي بيمارستان امام رضا –كارشناس ارشد  ٦  استاديار،٥و٤ دانشيار،٣استاد،  ٢و١
 

 خلاصه
اين بيماري كه قبلاً به نام خشك و        . بيماري ليشمانيازيس جلدي يا سالك داراي دو نوع آنتروپونوتيك و زئونوتيك در ايران است             : مقدمه  

در گذشـته تشـخيص     .  ليشمانيا تروپيكا و ليشمانيا ماژور  ايجاد مـي شـود           مرطوب ناميده مي شد، به ترتيب توسط دو گونه مختلف انگل به نامهاي            

در حـال حاضـر اسـتفاده از    . نوع  ليشمانيازيس به روشهايي نظير شواهد اپيدميولوژيك و علائم باليني با ضريب اطمينـان پـايين انجـام مـي گرفـت              

اين تحقيق به منظور يافتن ارتباط بين نماي باليني زخم با . شخص مي سازدتستهاي پيشرفته آزمايشگاهي، تشخيص گونه ليشمانيا و نوع بيماري را م  

 .تست ليشمانين و الايزا با استفاده از آنتي بادي منوكلونال اختصاصي اجرا گرديد

حقيقـات  مشـهد و مركـز ت  ) ع( در بخش انگل شناسـي بيمارسـتان امـام رضـا     ١٣٨٢ لغايت اسفند ١٣٨١اين مطالعه توصيفي از پاييز     : روش كار 

جمعيت مورد مطالعه از بين بيمـاران داوطلـب كـه داراي زخـم مشـكوك بـه سـالك بودنـد و بـه                         . پوست دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام گرديد      

  بيمار داراي زخم مشكوك به ليشمانيازيس١٥٣ابتدا براي . كلينيكهاي پوست مشهد مراجعه و سپس به آزمايشگاه معرفي شده بودند، انتخاب گرديد

جلدي آزمايش مستقيم، كشت و تست جلدي انجام گرديد وسپس به روش الايزا با استفاده از منوكلونال آنتي بادي اختصاصـي انگـل هـاي كشـت                           

 . نتايج بدست آمده با استفاده ازآزمونهاي آماري تجزيه و تحليل گرديد. داده شده تعيين گونه شدند

 ٧٢در بين . را افراد  مذكر شامل مي شدند% ١/٣٦را افراد مونث و % ٩/٦٣ سال بودكه ٩٧اه تا   طيف سني بيماران بين يك سال و هفت م         :نتايج  

در ميـان بيمـاراني كـه از نظـر بـاليني زخـم              . داراي زخم مرطوب بودنـد    %  ٤/٨داراي زخم خشك و     % ٦/٩١بيمار آزمايش شده از نظر علائم باليني،        

همچنين بـين كسـاني كـه از    . موارد مشاهده شد% ٢/٤و % ٨/٢٨، % ٦/٦٦ هاي ناشناخته به ترتيب در     ماژور و گونه  .تروپيكا، ل .خشك داشتند، انواع ل   

حساسـيت تسـت    . موارد ديده شـد   % ٤/١و  % ٤/١،  % ٦/٥ماژور وگونه هاي ناشناخته به ترتيب در      .تروپيكا، ل .نظر باليني زخم مرطوب داشتند، انواع ل      

 .اتب بيشتر از مبتلايان به گونه هاي ديگر بودجلدي در مبتلايان به ليشمانيا ماژور به مر

 تست الايزا بـا اسـتفاده از آنتـي بـادي منوكلونـال اختصاصـي يـك تسـت حسـاس و مطلـوب در تشـخيص افتراقـي نـوع هـاي               :نتيجه گيري   

شــيوع ســالك . ود داردهــر دو نــوع ليشــمانيازيس آنتروپونوتيــك و زئونوتيــك در مشــهد وجــ. ليشــمانيازيس مــي توانــد مــورد اســتفاده قــرار گيــرد

حساسـيت تسـت جلـدي در    . نماي باليني نمي تواند بيانگر گونـه ايجادكننـده سـالك باشـد           . آنتروپونوتيك سه برابر بيشتر از سالك زئونوتيك است       

 . براي تعيين گونه انواع ناشناخته بررسي بيشتر لازم است. سالك زئونوتيك به مراتب بيشتر از سالك آنتروپونوتيك است

 منوكلونال آنتي بادي، ليشمانيازيس جلدي، ليشمانيا تروپيكا،  ليشمانيا ماژور، تست جلدي: ه هاي كليدي واژ

 

 مقاله اصلي �
 

 مقدمه 
ــين انســان و    ــه بيماريهــاي مشــترك ب ليشــمانيازيس از جمل

عامل . حيوان است كه عامل آن تك ياخته اي از جنس ليشمانيا است       

منتقـل  ) فلبوتوموس و لوتزوميـا   (بيماري توسط گونه هاي پشه خاكي       

بيش از صد گونه از حيوانات مهره دار  نيز به عنوان مخزن             . مي گردد 

بيماري عمل نموده و چرخه زندگي انگل را در طبيعـت حفـظ   مـي                 

طبــق تحقيقــات انجــام شــده براســاس شــواهد بــاليني و ). ١،٢(نماينــد 

 جلـدي  اپيدميولوژيك در سالهاي گذشته، هـر دو نـوع ليشـمانيازيس      

در اسـتان خراسـان     ) مرطـوب (و زئونوتيك   ) خشك(آنتروپونوتيك  

نوع آنتروپونوتيك در شهرهاي مشـهد، نيشـابور،        . گزارش شده است  

 
                          

 مجله دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهد
شماره هشتاد و سه، سال چهل و هفتم

 ١٩‐٢٧، صفحه  ١٣٨٣بهار 
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 ٨٣بهار/مجله دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهد   ٢٠

و نــوع زئونوتيــك در شــهرهاي ســرخس، لطــف آبــاد و ... ســبزوار و

  ). ٨، ٥،٦،٧ ،٣،٤(اسفراين ديده شده است 

ليشـمانيا  در سالهاي اخير تنها در يك تحقيق از وجود گونه       

ماژور در يك كانون در حاشـيه شـهر مشـهد بـا اسـتفاده از آزمـايش                  

 ).٩(ايزوآنزيم گزارش شده است 

از آنجا كه تاكنون مطالعات دقيقـي دربـاره وضـعيت گونـه         

هاي ايجادكننده ليشمانيازيس در مشـهد صـورت نگرفتـه و همچنـين             

ذا بـه   شناخت نوع بيماري تنها بر مبناي شـواهد بـاليني بـوده اسـت، ل ـ              

منظور يافتن ارتباط بـين نمـاي بـاليني بـا تسـت ليشـمانين و  الايـزا بـا                   

استفاده از آنتي بادي منوكلونال اختصاصي در طي مـدت يـك سـال              

، )ع(در آزمايشگاه انگل شناسي ـ قارچ شناسي بيمارسـتان امـام رضـا     

دانشگاه علوم پزشكي مشهد و مركـز تحقيقـات بيماريهـاي پوسـت و         

 . علوم پزشكي تهران گرديدجذام دانشگاه 

 
 روش كار

 بيمار داراي زخـم مشـكوك بـه ليشـمانيازيس           ١٥٣ابتدا از   

جلدي پس از گرفتن رضايتنامه و تكميل پرسشـنامه شـامل اطلاعـات             

دموگرافيك و باليني، آزمايش مسـتقيم، از نظـر ليشـمانيازيس انجـام             

 كشـت    نفر از نظر آزمـايش مسـتقيم و        ٩٣در ادامه كار تعداد     . گرديد

از اين تعـداد، نمونـه   . اوليه و تست جلدي نتيجه مثبت دريافت داشتند       

 نفركه به مرحله انبوه رسـيد، جهـت ادامـه مطالعـات مـورد               ٧٢كشت  

سپس در شرايط استريل، يـك قسـمت از نمونـه،          . استفاده قرارگرفت 

محـيط مـذكور را در   .  كشـت داده شـد   NNNدر محـيط كشـت   

 سـاعت رشـد     ٤٨‐٧٢ داده و پـس از        درجه سـانتيگراد قـرار     ٢٥دماي  

همچنـين بـراي انجـام تسـت جلـدي از محلـول             . انگل بررسي گرديد  

 ساعت در   ٤٨‐٧٢استفاده شد و بعد     ) فرآورده انستيتو پاستور  (جلدي  

 ميلي متر از نظـر اندوراسـيون و قرمـزي بـه     ٥صورت پيدايش بيش از     

منظـور  براي آمـاده سـازي انگـل بـه          .  عنوان مثبت مورد تلقي گرديد    

انجام تست الايزا، ابتدا انگل را در محـيط كشـت بـدون سـرم جنـين                 

گوساله پاساژ داده و بعد از رشد انبوه انگل، نمونـه بـه محـيط كشـت                 

 درصد سرم جنين گوسـاله غيـر   ١٠‐٢٠  و RPMI 1640حاوي 

 ١٠ ٧با حداقل تعداد (بعد از شمارش انگل     . فعال شده، انتقال داده شد    

، محتويات فلاسك كشت در شـرايط       )حلول كشت در هر ميلي ليتر م    

 ميلـي ليتـر محلـول       ١٠استريل به لوله هاي سانتريفوژ انتقال داده و در          

 دقيقـه سـه بـار       ٧ بـه مـدت      ٣٥٠٠بافر فسفات سـالين اسـتريل در دور         

 PBSسپس يك ميلـي ليتـر محلـول         . سانتريفوژ و شستشو داده  شد     

مام آنها را به لوله هاي استريل به رسوب مرحله سوم اضافه گرديد و ت

در اين تحقيـق از آنتـي ژن محلـول بـراي الايـزا              . اپندورف اضافه شد  

ــا كــد  . اســتفاده شــد ــه هــاي اســتاندارد ليشــمانيوز تروپيكــا ب از ايزول

MHOM/IR/NADIM3   ليشـــمانيوز مــــاژور بـــا كــــد ،

MRHO/IR/76/ER  ــد ــا كـــ ــانتوم بـــ ــمانيوز اينفـــ ، ليشـــ

MHOM/In/80/DD8هــــاي  و همچنــــين آنتــــي بــــادي 

تروپيكـا  .، ل  )T1  ،T9(مـاژور   .منوكلونال اختصاصي گونه هـاي ل     

)A11، T10(دنـوواني  . ، ل)D2 ( وT7 تروپيكـا و ل  . راي ل .

ايـن رفرانسـها از مركـز آمـوزش و پـژوهش            . ماژور اسـتفاده گرديـد    

 W.H.O/TDRبيماريهاي پوست و جذام تهران كه مورد تاييد         

الايزا نتايج توسط دستگاه الايـزا    پس از انجام تست     . بود، تهيه گرديد  

 . نانومتر اندازه گيري و ثبت گرديد٤٩٠با طول موج 

پــروتئين محلــول رويــي    : روش انجــام آزمــايش الايــزا   

سپس هـر   . سوسپانسيون شده توسط روش براد فورد اندازه گيري شد        

 ٥ ميكروگرم در ميلي ليتر با آلبومين سرم گـاوي           ١٠٠نمونه با غلظت    

 ميكروليتر از سوسپانسـيون آمـاده   ٥٠در مرحله اول   . ددرصد تنظيم ش  

 درجـه سـانتيگراد     ٤شده در هر چاله ريخته و به مدت يـك شـب در              

در مرحلـه دوم بـا بـافر شستشـو دهنـده، بـافر فسـفات                . نگهداري شـد  

 BSA بار شستشو داده و سپس بافر مسدودكننده ٤‐٥تويين / سالين
 چاله  اضافه شده  و بـه مـدت      ميكروليتر به هر   ١٠٠ درصد به ميزان     ٥ 

مرحله سوم .  درجه سانتيگراد قرارگرفت   ٣٧يك ساعت در انكوباتور     

 ميكروليتر از آنتـي بـادي       ٥٠ بار شسته و   ٣‐٤چاله ها را با بافر شستشو       

 رقيـق شـده بـا       ١٠٠٠/١ماژور و اينفـانتوم     . تروپيكا، ل   . مونوكلونال ل 

BSA ٣٧اعت در  درصد در هر چاله ريختـه و بـه مـدت يـك س ـ              ٥ 

  بار بـا  ٤‐٥مرحله چهارم ميكروپليت را . گراد قرار گرفت درجه سانتي 

بــافر شستشــو داده و آنتــي ايمنوگلوبــولين موشــي كونژوگــه شــده بــا 

 را ٢٠٠٠٠ در ١ درصـد بـه نسـبت    ٥  BSAپراكسيداز رقيق شده با 

 ميكروليتر از آن در هر چاله ميكروپليت ريخته و بـه            ٥٠آماده كرده و  

مرحله پـنجم   .  درجه سانتيگراد قرار داده شد     ٣٧ساعت در   مدت يك   

 بـار ميكروپليـت شسـته و در شـرايط           ٤‐٥با اسـتفاده از بـافر شستشـو         

كروموژن تترا متيل  ‐ ميكروليتر از محلول آماده سوبسترا ٥٠تاريكي 

 دقيقـه در درجـه      ١٥‐٢٠بنزدين در هر چالـه ريختـه شـد و بـه مـدت               

 ميكروليتـر   ٥٠حله آخر به هـر چالـه        در مر . حرارت اطاق قرار گرفت   

اضـافه شـد و     ) محلـول متوقـف كننـده     (اسيد سولفوريك يك مولار     

 ٤٩٠سپس دانسيته نوري با كمك دستگاه الايزا ريدر در طـول مـوج              

 .نانومتر اندازه گيري گرديد

 
 نتايج

بـر  .  سال بود  ٩٧طيف سني بيماران از يكسال و هفت ماه تا          

تسـت جلـدي بـر طبـق تشخيصـهاي           ميزان حساسيت    ١اساس جدول   

و در مـوارد    % ٢/٤٧باليني در موارد مثبت زخم با نماي باليني خشـك           

همچنـين در   . بوده اسـت  % ٢/٤منفي زخم با نماي باليني مرطوب برابر      

موارد منفي، ميزان حساسيت تست جلدي زخم با نماي باليني خشك           
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 ٢١  تست هاي ليشمانين و الايزا با استفاده از آنتي بادي منوكلونال در تشخيص انواع ليشمانيازيس جلدي  

. يـد مشـاهده گرد  % ٢/٤و براي زخم با نمـاي بـاليني مرطـوب           % ٤/٤٤

بــدين ) ٢جــدول (ميــزان مطابقــت تســت الايــزا و تشخيصــهاي اوليــه 

مـوارد  % ٦/٦٦صورت بود كه در موارد زخم با نماي بـاليني خشـك،        

موارد از انـواع ناشـناخته      % ٨/٢ماژور و   . موارد ل %  ٨/٢٠تروپيكا،  . ل

. مـوارد ل  % ٦/٥در موارد زخم بـا نمـاي بـاليني مرطـوب،            . بوده است 

از مــوارد از % ٤/١نــوع مرطــوب و % ٤/١مــاژور، . ل% ٨/٢٠تروپيكــا، 

 .انواع ناشناخته بوده است

و خانمهـا   % ٢٥آلودگي در گونه ليشمانيا تروپيكا در مردها        

ــاژور  %٢/٤٧ ــه ليشــمانيا م ــا و % ٣/٨، گون ــا % ٩/١٣در مرده در خانمه

ميــزان مطابقــت تســت الايــزا و تشخيصــهاي اوليــه  . مشــاهده گرديــد

شاهده گرديد كه در موارد زخم بـا نمـاي          بدين صورت م  ) ٢جدول  (

مـاژور و   . مـوارد ل  % ٨/٢٠تروپيكـا،   . موارد ل % ٦/٦٦باليني خشك،     

در موارد زخم با نماي باليني . موارد از انواع ناشناخته بوده است    % ٢/٤

از موارد % ٤/١نوع مرطوب و % ٤/١تروپيكا، . موارد ل% ٦/٥مرطوب، 

 ميـزان حساسـيت تسـت    ٣بق جدول بر ط. از انواع ناشناخته بوده است   

مثبـت و   % ٢/٤٦جلدي در افراد آلوده به گونه هاي ليشمانيا تروپيكـا،           

منفي و همچنين   % ٢/٣١مثبت و   % ٨/٦٨منفي و ليشمانيا ماژور،     % ٨/٥٣

در موارد گونه ناشناخته با توجه به تعداد كم مـوارد در هـر دو مـورد                 

 ميــزان ٤ جــدول براســاس. و برابــر مشــاهده شــد% ٥٠منفــي و مثبــت 

حساسيت تست جلدي بـر طبـق تشخيصـهاي بـاليني در مـوارد مثبـت              

و در موارد منفـي زخـم بـا نمـاي           %  ٢/٤٧زخم با نماي باليني خشك      

همچنين  در موارد منفي، ميـزان       . بوده است % ٢/٤باليني مرطوب برابر  

و بـراي   % ٤/٤٤حساسيت تست جلدي زخم بـا نمـاي بـاليني خشـك             

 .  مشاهده گرديد%  ٢/٤ي مرطوب زخم با نماي بالين
 

 
 

 ١٣٨٢ توزيع فراواني نسبي و مطلق گونه هاي ليشمانيا در افراد مبتلا به ليشمانيازيس جلدي برحسب جنس در شهرستان مشهد در سال ‐١جدول

 گونه هاي ليشمانيا جمع كل ليشمانيا ناشناخته ليشمانيا ماژور ليشمانيا تروپيكا
 درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  د تعدا درصد  تعداد  جنس

 ١/٣٦ ٢٦ ٨/٢ ٢ ٣/٨ ٦ ٢٥ ١٨ مرد

 ٩/٦٣ ٤٦ ٨/٢ ٢ ٩/١٣ ١٠ ٢/٤٧ ٣٤ زن

 ١٠٠ ٧٢ ٦/٥ ٤ ٢/٢٢ ١٦ ٢/٧٢ ٥٢ جمع كل

 
 

 ١٣٨٢هرستان مشهد در سال  ارتباط نماي باليني زخم با گونه هاي ليشمانيا در افراد مبتلا به ليشمانيازيس جلدي در                           ش‐٢جدول

 گونه هاي ليشمانيا جمع كل ليشمانيا ناشناخته ليشمانيا ماژور ليشمانيا تروپيكا
 درصد تعداد درصد  تعداد  درصد تعداد درصد تعداد  نماي باليني

 ٦/٩١ ٦٦ ٢/٤ ٣ ٨/٢٠ ١٥ ٦/٦٦ ٤٨ زخم با نماي باليني خشك 

 ٤/٨ ٦ ٤/١ ١ ٤/١ ١ ٦/٥ ٤ زخم با نماي باليني مرطوب

 ١٠٠ ٧٢ ٦/٥ ٤ ٢/٢٢ ١٦ ٢/٧٢ ٥٢ جمع كل

 
 

 ١٣٨٢ ارتباط تست جلدي با گونه هاي ليشمانيا در افراد مبتلا به ليشمانيازيس جلدي در                                 شهرستان مشهد در سال ‐٣جدول

 گونه هاي ليشمانيا انيا ناشناختهليشم ليشمانيا ماژور ليشمانيا تروپيكا
 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد تست جلدي

 ٥٠ ٢ ٨/٦٨ ١١ ٢/٤٦ ٢٤ موارد مثبت 

 ٥٠ ٢ ٢/٣١ ٥ ٨/٥٣ ٢٨ موارد منفي

 ١٠٠ ٤ ١٠٠ ١٦ ١٠٠ ٥٢ جمع كل

 
 

 ١٣٨٢     شهرستان مشهد در سال  رابطه نماي باليني زخم با تست جلدي در افراد مبتلا به ليشمانيازيس جلدي در                                ‐٤جدول
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 ٨٣بهار/مجله دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهد   ٢٢

 تست جلدي جمع كل موارد منفي موارد مثبت
 درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد نماي باليني

 ٦/٩١ ٦٦ ٤/٤٤ ٣٢ ٢/٤٧ ٣٤ زخم با نماي باليني خشك 

 ٤/٨ ٦ ٢/٤ ٣ ٢/٤ ٣ زخم با نماي باليني مرطوب

 ١٠٠ ٧٢ ٦/٤٨ ٣٥ ٤/٥١ ٣٧ جمع كل

 
 ري بحث و نتيجه گي

و ليشمانيازيس  ) سالك(فقط دو شكل ليشمانيازيس جلدي      

به صورت آندميك در ايران گزارش شده اسـت         ) كالاآزار(احشايي  

بر اساس شواهد باليني و اپيدميولوژيك در استان خراسـان          ). ٣،٧،١٠(

ــك    ــمانيازيس آنتروپونوتي ــوع ليش ــر دو ن ــك ) خشــك(ه و زئونوتي

نوتيـك در شـهرهاي مشـهد،       نوع آنتروپو . ديده شده است  ) مرطوب(

و نوع زئونوتيـك در شـهرهاي سـرخس، لطـف           ... نيشابور، سبزوار و  

در مطالعـات انجـام شـده توسـط         ). ٣‐٨(آباد و اسفراين وجـود دارد       

 درصد مـوارد در زنـان و        ٨/٤٦در مشهد،   ) ١٣٧٤( الهي، فتي و برنجي   

در مطالعاتي كه توسـط  .  درصد موارد در مردان مشاهده گرديد      ٢/٥٣

در دانــش آمــوزان مــدارس  ) ١٣٨٠(هــاجري، بلورســاز و شمســيان م

راهنمائي مشهد انجام شد، تفاوت معني داري بين دو جـنس مشـاهده             

 درصد ٥٥ درصد در زنان و ٤٥بيماري را ) ١٣٧٨(نصري فر ). ٤(نشد  

 بيمـاري كـه     ٧٢در اين مطالعه از مجموع      . مردان گزارش كرده است   

 ٩/٦٣ درصـد مـرد و       ١/٣٦ده اسـت،    تست الايزا براي آنهـا انجـام ش ـ       

دليـل  ). ١١(درصد زن بودند كه با مطالعات ديگـران مطابقـت نـدارد             

اين امر مي تواند تعداد كم بيماران و نيز نسبت داوطلبان باشد كـه در               

 .  اين مورد خانم ها همكاري بيشتري داشته اند

حـداقل سـه مـاه بعـد از شـروع           ) مونته نگـرو  (تست جلدي   

نيازيس جلدي، مثبت مي گردد و حتي پـس از بهبـودي            بيماري ليشما 

نيز مثبت باقي مي ماند و اين امر دلالت بر شـركت ايمنـي سـلولي در                 

ايـن آزمـون بـه تنهـايي ارزش تشخيصـي در بيمـاري              . بيمار مي كنـد   

ليشمانيازيس احشايي ندارد زيرا پـس از بهبـودي كامـل بيمـار تسـت               

  ليشـمانيازيس جلـدي      در نـوع  " تست جلدي معمـولا   . مثبت مي شود  

 درصد ٩٣اورمزدي ارزش تست جلدي را در ). ١٠(منتشر منفي است 

حساسـيت ايـن تسـت      ). ١٢(افراد مبتلا به سالك گزارش كرده است        

در مطالعه حاضر نيز با تحقيقي كه توسـط الهـي و همكـاران در سـال             

 ). ٤( انجام گرفت مطابقت داشت ١٣٧٤

 روش الايـزا بـا اسـتفاده از         براي تعيين گونه هاي ليشمانيا از     

. آنتي بادي منوكلونال اختصاصي در شهرستان مشهد استفاده گرديـد         

در مطالعه حاضر، از آنتي بادي هاي منوكلونال اختصاصي كه توسط           

مركز آموزش و تحقيق بيماريهـاي پوسـت وجـذام مربـوط بـه طـرح                

د، مصوب سازمان بهداشت جهاني در اختيار اين مطالعه قرار گرفته بو          

آنتي بادي هاي استفاده شده براي گونه هاي ليشـمانيا          . استفاده گرديد 

ليشـــمانيا ) T10 ،T11(، ليشـــمانيا تروپيكـــا )T1 ،T9(مـــاژور 

بكـار  ) T7(، براي كنترل ليشمانيا تروپيكـا و مـاژور          )D2(دونواني  

استفاده از ايزولـه هـاي اسـتاندارد ليشـمانيا مـاژور، ليشـمانيا              . برده شد 

و مجاورت آنها با    ) به عنوان كنترل مثبت   (تروپيكا و ليشمانيا دونواني     

آنتي بادي هاي منوكلونال اختصاصي به طور متقاطع نشان داد كه هـر   

مـي  يك از آنتي بادي ها تنها با ايزوله اختصاصي خـود پاسـخ مثبـت                

دهد و با توجه به اينكه در هيچ يك از موارد كنتـرل منفـي و بلانـك        

نيز نتيجه مثبتي بدست نيامد، پاسخهاي مثبـت حاصـل از ايـن مطالعـه               

 . نتايج واقعي و قابل اطمينان محسوب گرديدند

كــاربرد آنتــي بــادي هــاي منوكلونــال جهــت تعيــين گونــه  

رفته است، از آن جمله ليشمانيا در مناطق ديگري از كشور نيز انجام گ

را مي توان نام برد كه با استفاده از       ) ١٣٧٦(مطالعه شريفي و همكاران     

، )T1(آنتي بادي هاي منوكلونال اختصاصـي بـراي ليشـمانيا مـاژور             

 ١١٠و آزمـون الايـزا، در       ) T11  ،T14  ،T15(ليشمانيا تروپيكـا    

 ٩٦ر بيمار در شهر رفسنجان و كرمان تعيين كردند كه گونـه غالـب د       

 درصد آنهـا ليشـمانيا تروپيكـا    ٤درصد از بيماران ليشمانيا ماژور و در     

بود و به اين ترتيب ليشمانيازيس جلدي در اين دو شهر از نوع شهري            

 ). ١٣(مي باشد 

، با اسـتفاده از آنتـي       )١٣٧٦(در مطالعه اردهالي و همكاران      

شـده از بيمـاران      نمونه انگل ليشـمانياي جـدا        ١٥٥باديهاي منوكلونال   

مبتلا به ليشمانيازيس جلدي را با روشـهاي ايمونوفلورسـانس و الايـزا         

 ٣٠از مجمـوع ايزولـه هـاي بررسـي شـده،       . مورد بررسي قـرار دادنـد     

 نمونـه جـدا شـده در تهـران     ٩٨ نمونه از كرمـان و     ٢٨نمونه از شيراز،    

مربوط به بيماراني بود كه از نقاط مختلـف ايـران جهـت تشـخيص و                

 نمونه بـا آنتـي بـادي        ٦٣مان مراجعه نموده بودند، كه از اين تعداد         در

 نمونه با آنتي بـادي اختصاصـي        ٧٢،  (A11)تروپيكا  . اختصاصي ل 

 (D2) نمونه با آنتي بادي اختصاصي دونـواني         ٣ و   (T1)ماژور  .ل

 مورد با آنتي بادي اختصاصـي  ٦ نمونه باقيمانده،   ١٧از  . واكنش دادند 

تروپيكـا  .  مورد با دو آنتي بادي اختصاصي ل٥كا،  تروپي.ماژور و ل  .ل

. مـاژور و ل . اينفانتوم يك مورد با دو آنتـي بـادي اختصاصـي ل      . و ل 

 سـويه نيـز بـا هيچكـدام از آنتـي باديهـاي              ٥اينفانتوم واكنش دادند و     

 ).١٤(مورد آزمايش واكنش نشان ندادند 

ــاران   ــواهري و همك ــه اي روي ) ١٣٨٠(ج ــار ٧٧مطالع  بيم
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 ٢٣  تست هاي ليشمانين و الايزا با استفاده از آنتي بادي منوكلونال در تشخيص انواع ليشمانيازيس جلدي  

ي زخم پوستي مشكوك كه همگي ساكنين منطقـه كـوي آب و             دارا

 مورد به كشت انبوه ١٨از اين تعداد فقط  . برق مشهد بودند، انجام داد    

تروپيكـا و بـا     . ماژور و ل  . رسيدند كه در كنار نمونه هاي استاندارد ل       

 سيستم آنزيمي و الكتروفورز مورد مقايسه و ارزيابي قرار ٦استفاده از 

 نمونـه   ١٨ سيسـتم آنزيمـي مـورد مطالعـه، هـر            ٦وجـه بـه     با ت . گرفتند

ماژور شـناخته شـدند و تنهـا يكـي از نمونـه هـا كـه داراي                  .مجهول ل 

 ).١٥(ماژور بود، شناسايي گرديد . زايمودم متفاوتي از ل

جهـت  ) ١٣٧٥(در مطالعه انجام شده توسط حاتم در شيراز         

 اختصاصـي بـراي     تعيين گونه ليشمانيا كه از آنتي باديهاي منوكلونـال        

 (D2)اينفــــانتوم .  و ل(A11)تروپيكــــا . ، ل(T1)مــــاژور .ل

 ٣٦ انگـل جـدا شـده از بيمـاران اصـفهاني،             ٣٨از  . استفاده نموده بـود   

تروپيكـا و    . ل)  درصد ٦/٢(ماژور، يك مورد    .ل)  درصد ٧/٩٤(مورد  

روش آزمايشگاهي . اينفانتوم شناسايي شد. ل)  درصد٦/٢(يك مورد 

 ).١٦( در اين تحقيق نيز الايزا بود مورد استفاده

استفاده از آنتي باديهاي منوكلونـال جهـت شناسـايي گونـه            

در اكـوادور،    . هاي ليشمانيا در كشورهاي ديگر نيز انجام گرفته است        

از آنتــي باديهــاي منوكلونــال و روش )  ١٩٨٩(ميمــوري و همكــاران 

در هـر دو  . دايزوآنزيم جهت تعيين گونه هاي ليشمانيا اسـتفاده كردن ـ      

 نمونه جدا شده از حيوانات وحشي و انسان، سه نمونه جدا            ٦روش از   

 و سـه نمونـه جـدا        L.amazonensisشده از حيوانات وحشي       

 تشخيص داده شد    L.panamensisشده از ضايعه جلدي انسان      

 بيمار مشـكوك    ٨٣٩از  ) ١٩٩٠(همچنين آناماريا و همكارانش     ). ١٧(

 ٣٠٠پانامـا موفـق بـه جداسـازي انگـل در            به ليشمانيازيس جلـدي در      

 مورد از آنها با استفاده از آنتي باديهاي منوكلونـال  ٢٠مورد شدند كه    

بـراي هـر مـورد، نتـايج ايـن          . و ايزوآنزيم مورد شناسايي قرار گرفتند     

بررسي با سوشهاي مرجع تهيه شده از سازمان جهاني بهداشت مقايسه         

ز نمونـــه هـــا بقيـــه و مشـــاهده گرديـــد كـــه بـــه جـــز ســـه مـــورد ا 

L.panamensis          بودند و ادامه تحقيقات نشان داد كه سه مورد 

 ).١٨( هستند L.mexicana و L.amazonensisمزبور 

ــاران   ــگ و همكـ ــطح   ) ١٩٩٣(ايلـ ــه در سـ ــان داد كـ نشـ

 وجـود   LPGپروماستيگوت ها بـه ميـزان فـراوان ليپوفسـفوگيلكان           

لونـال آنتـي بـادي      دارد كه از اين پديده جهت انجام آزمايشات منوك        

در تحقيقي نشـان    ) ١٩٩٩(حاتم و همكاران    . اختصاصي استفاده نمود  

دادند كه استفاده از سيستم هاي آنزيمـي بـراي تعيـين سـوش هـا نيـز                  

در . مفيدند ولي در سيستم منوكلونال فقط مي توان تعيـين نـوع نمـود             

 ٢٣ژور،  مورد ليشمانيا ما  ٤٥ ايزوله ليشمانيا به ترتيب      ٧٢اين مطالعه از    

 ٢ مـورد ليشـمانيا اينفـانتوم مشـخص شـد و             ٢مورد ليشمانيا تروپيكـا،     

بـا  ) ٢٠٠١(زيلسـترا و همكـاران      ). ١٩(مورد نيـز ناشـناخته بـاقي مانـد          

استفاده از منوكلونال آنتي بادي اختصاصي در مقابل ليشمانيا دونواني          

 تعـداد ). ٢٠(موارد نوع ليشـمانيا را تشـخيص دهنـد        % ٨٨توانستند  در    

زيادي از محققين نيز بـه روش الايـزا بـا اسـتفاده از منوكلونـال آنتـي                  

بادي اختصاصي از جمله سيرا ـ رومرو انواع گونه هـاي ليشـمانيا زبـر     

 ). ٢١(جنس ويانيا را در ناحيه مانائوس برزيل تعيين كردند 

ــه از   ــن مطالع ــر    ٧٢در اي ــا از نظ ــالك آنه ــه س ــاري ك  بيم

 نفـر   ٢٦مونـث و    %) ٩/٦٣( نفـر    ٤٦اد  آزمايشگاهي تاييد گرديد، تعـد    

بـا توجـه بـه اينكـه بيمـاري          ). ١جدول شـماره    (مذكر بودند   %) ١/٣٦(

سالك هميشه در جنس مذكر شيوع بيشتري داشته است اين نتيجه را             

از نظـر تطـابق تشخيصـهاي       . تصـادفي ارزيـابي نمـود     " مي توان كاملا  

كه فقط در   باليني با گونه عامل ليشمانيازيس جلدي  مشخص گرديد          

موارد ليشمانيا تروپيكا، عامل زخمهاي با نماي بـاليني خشـك           % ٦/٦٦

. علي رغم نماي باليني خشك از زخمهاي بيمـاران  ل            % ٨/٢٠بوده و   

بقيه هيچكدام از انواع گونه هاي ماژور       % ٢/٤ماژور جدا گرديد و در      

بــه همــين ترتيــب در بــين ). ٢جــدول شــماره (و تروپيكــا جــدا نشــد 

ي كه داراي تابلوي باليني زخم مرطـوب بودنـد فقـط از زخـم               بيماران

 ٤مــاژور جــدا گرديــد در حــالي كــه از زخــم  . ل %) ٤/١(يــك نفــر 

آنها ليشمانيا تروپيكا جدا گرديد و عامـل زخـم يـك نفـر              %) ٦/٥(نفر

در نتيجه مي توان بيان نمود كه نماي باليني زخـم           . ناشناخته باقي ماند  

. وع زئونوتيك يا نـوع آنتروپونوتيـك باشـد     هميشه نمي تواند بيانگر ن    

احتمال دارد وضعيت ايمني افـراد يـا عـواملي نظيـر خـود درمـاني يـا                  

عفونت هاي باكتريال و يا مصـرف داروي اختصاصـي، نمـاي بـاليني              

 مورد ٤ نشان     مي دهد كه سويه          ٢جدول شماره   . زخم را تغيير دهد   

 ٣يـن صـورت كـه در        بـه ا  .  نمونه مورد بررسي ناشـناخته اسـت       ٧٢از  

. تروپيكـا و ل   . مورد سويه مجهول با هر دو آنتي بـادي اختصاصـي ل           

اينفانتوم واكنش نشان داد كه از نظر ظـاهري بـه نـوع آنتروپونوتيـك               

شبيه بود و در يك مورد سويه مجهول با هر دو آنتي بادي اختصاصي      

رديد اينفانتوم پاسخ يكسان و غير قابل تمايز مشاهده گ        . ماژور و ل  . ل

در مـورد   . كه زخم آن از نظر ظاهري به نوع مرطوب شباهت داشـت           

چنين سويه هايي كه در مقابل دو آنتي بادي يا سه آنتـي بـادي پاسـخ            

داده اند مي توان چنين اظهار نظر كرد كه با توجه به اينكه آنتي بادي               

هاي منوكلونال استفاده شده مورد تاييد سازمان جهاني بهداشت بوده          

نتي بادي تنها براي يك گونه اختصاصي است و با گونـه هـاي     و هر آ  

هر دو يا سـه شـاخص       " ديگر واكنش متقاطع ايجاد نمي كند، احتمالا      

آنتي ژنيك ويژه آنتي باديهاي منوكلونـال ، در يـك ايزولـه حضـور                

داشته باشد كه در اين صورت با گونه هاي جديدي برخورد شد و يـا        

ا تعيين گونه مطرح مي شود كه ايـن         ميزان حساسيت تست در رابطه ب     

مسئله در مورد تمام تستها صادق است و هر تستي يك حساسـيت در              

 .تشخيص دارد

( از نظر رابطـه تسـت جلـدي بـا گونـه ايجادكننـده سـالك         

مشخص گرديد كه در آلودگي به ليشمانيا تروپيكـا         ) ٣جدول شماره   
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 ٨٣بهار/مجله دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهد   ٢٤

حاليكـه در  از بيمـاران تسـت مثبـت داشـتند در    %) ٢/٤٦(كمتر از نيمي  

%) ٨/٦٨(عفونت به ليشمانيا ماژور بيش از دو سوم بيمـاران آن گـروه              

با توجه آزمـون آمـاري مشـخص گرديـد          . تست جلدي مثبت داشتند   

ماژور بهتـر جـواب مـي دهـد و در     . كه تست جلدي در عفونت به ل        

به عبـارت ديگـر حساسـيت تسـت         .  موارد كمتري منفي كاذب دارد    

ماژور به مراتب بالاتر از، مواردي اسـت كـه          . جلدي در عفونت به ل      

از نظـر رابطـه وضـع       . تروپيكا مبتلا اسـت   . بيمار به عفونت ناشي از ل       

مشخص گرديـد  ) ٤جدول شماره  (ظاهري زخم با نتايج تست جلدي       

كه هر چند بين جمعيت داراي زخمهاي با نماي باليني خشك و زخم 

داشت ولي تفـاوت    با نماي باليني مرطوب تفاوت چشم گيري وجود         

ــدارد         ــين آنهــا وجــود ن ــين جــواب تســت جلــدي در ب معنــي داري ب

)٠١/٠ p< .( 

روشن است چون نماي باليني زخـم       " دليل اين مطلب كاملا   

 . نشاندهنده گونه ليشمانيا نمي تواند باشد

نتايج اين مطالعه نشان مي دهد كه تست الايزا با اسـتفاده از             

ختصاصي يك تست حساس و مطلـوب در  آنتي باديهاي منو كلونال ا    

تشخيص افتراقي نوع هاي ليشمانيازيس مي تواند مورد اسـتفاده قـرار            

هر دو نوع ليشمانيازيس آنتروپونوتيك و زئونوتيك در مشـهد          . گيرد

شيوع سالك آنتروپونوتيـك سـه برابـر بيشـتر از سـالك              . وجود دارد 

 ايجـاد كننـده     نماي باليني نمـي توانـد بيـانگر گونـه         . زئونوتيك است 

حساسيت تست جلدي در سالك زئونوتيك بـه مراتـب          . سالك باشد 

براي تعيين گونه انواع ناشـناخته      . بيشتر از سالك آنتروپونوتيك است    

بررسي بيشتر در مورد روش كار و استفاده از روش هاي ديگـر نظيـر               

PCRتوصيه مي شود  . 
 
 

 تشكر و قدرداني
ت جهاني و امكانـات     اين تحقيق با مساعدت سازمان بهداش     

دانشگاه علوم پزشكي مشهد، مركز آمـوزش و تحقيقـات بيماريهـاي            

پوست و جذام دانشگاه علوم پزشكي تهران و دانشكده علوم پزشكي           

نويسـندگان از مراكـز فـوق       . دانشگاه تربيـت مـدرس، انجـام گرفـت        

الذكر و همچنين  آقايان محمد مهـدي اكبـري، مجيـد گـنج بخـش،                

ــاني ، ابــراهيم اســكندري و اكــرم محمــدي بــه خــاطر  علــي اكبــر قرب

همكاريهاي آزمايشگاهي و نيز خانم قاسـميان بـه خـاطر تايـپ مقالـه               

 .كمال تشكر و سپاس را دارند
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