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  در فرايند انجماد  مختلف ي دارنده هاي نگه  محلولتأثير
 در مدل موشي ليشمانياماژورزايي  بر عفونت

  
    

  مقدمه

 جلـدي  داخل تلقيح از است عبارت ليشمانيزاسيون
 در ليــشمانيا مــاژور فعــال و زنــده هــاي پروماســتيگوت

بــازو كــه باعــث بــروز  بــدن مثــل از پوشــيده اي نقطــه
بهبـودي   شـود و متعاقـب     اي شـبيه سـالك مـي       ضايعه

ــرد ــشمانيزه ضــايعه، ف ــل  درلي ــدي و  مقاب ــت بع عفون

 ليـشمانيزاسيون . شود ضايعات متعدد سالك مصون مي    
 سالك به ضايعات فرد مبتلا   ترشحات از استفاده با ابتدا
از كـشف    بعـد  اخيـر  سـال  70 در ولـي  شـد  مـي  انجام

ــيط ــتيگوت  مح ــشت، پروماس ــاي ك ــاي ه ــشمانيا ه  لي
 در سيوناليـشمانيز  بـراي  كشت محيط از شده برداشت

. 1تاســ شــده اســتفاده آســيا مختلــف كــشورهاي
 گيـري   پـيش  بـراي  اي برنامـه  عنـوان  ليشمانيزاسيون به 
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 استانداردسـازي  .باشـد  گيري از سـالك مـي    ثر در پيـش   ؤليشمانيزاسيون روشي م   :زمينه و هدف  
 تـأثير در ايـن مطالعـه   . باشـد  هـاي ايـن روش مـي    از دشواري داري انگل ط نگهي و شرا  ليشمانيا

  .بررسي شده است انگل زايي عفونت بر ميزان مختلفي  دارنده نگه استفاده از مواد
 

ستا و انتهـاي   در مراحل رشـد لگـاريتمي، شـروع اي ـ   Leishmania major انگل :روش اجرا
ي مختلف با تركيبات     دارنده  ايستا، قبل از انجماد و بعد از انجماد با استفاده از مواد نگه             ي  مرحله
بـه  ) dimethyl sulfoxide [DMSO] و سوربيتول گلوكز، ترهالوز، گليسرول، ساكارز،(متنوع 
 ـIFAاز آزمـون   . زايي بررسي شد    تلقيح و ميزان عفونت    BALB/c هاي موش ظـور تعيـين   من ه ب

  .هاي متاسيكليك استفاده شد ميزان انگل
  
 تـا   %89 مختلـف رشـد از     مراحـل  در ي  دارنـده  نگهي  ها ماده در زنده هاي انگل درصد :ها  يافته

+ سـاكارز ي   دارنـده  نگـه  مـواد  ي رشـد لگـاريتمي در      در گروهي كه انگـل مرحلـه      .  بود 2/98%
ي  ي سـوم شـروع و در هفتـه          هفتـه  دريافت كرده بودند بروز ضـايعات از       DMSO و گليسرول
 مواد در ايستا ي انتهاي مرحله  ايستا و ي   مرحله  درگروهي كه انگل شروع    .رسيد% 100پنجم به   

دريافـت كـرده    % 15 گليسرول و گليسرول + گلوكز، ساكارز +  ، ساكارز DMSO يها دارنده نگه
 ميـزان . ديرس ـ مـي % 100  بـه  8ي   شـروع و در هفتـه      5 تـا    4 ي هـا   هفته بين ضايعه بودند بروز 

ي ايـستا   ي ايستا و خاتمه هاي متاسيكليك در مراحل مختلف رشد لگاريتمي، شروع مرحله      انگل
   .يافتبه ترتيب افزايش 

  
 .گرديـد  ضايعه مشاهده  بروز ميزان و انگل بودن زنده درصد بين مستقيمي   رابطه :گيري  نتيجه
مناسـب   زايـي انگـل    براي حفظ عفونت  % 5/22 گليسرول% + 5/22 ساكارزي   دارنده نگهي   ماده
زا و ميـزان بـروز       عفونت متاسيكليك هاي پروماستيگوت ي مستقيمي بين ميزان    رابطه .باشد مي

  . وجود داردBALB/cضايعه در مراحل مختلف رشد در موش 
  

  BALB/c زايي، موش  ، عفونتليشمانيا ماژور ،ليشمانيا :ها كليدواژه
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 تـا  1965 سـال  از روستايي سالك نوع  برابر در عمومي
 جنـــوب در بـــالا ندميـــسيتيا بـــا منـــاطق در 1967

 فلـسطين  تجـارب  نتـايج  .2-4گرفـت  انجام تركمنستان
 از وسـيعي  طـور  بـه  كـه  ليشمانيزاسيون در نيز اشغالي
 اين. است توجه قابل گرفت انجام 1980 تا 1968 سال

 پايـدار  زخم معدودي بسيار تعداد ايجاد دليل به برنامه
 دكتـر  1984 تا 1977 سال در ايران در. 5و6شد متوقف
 كودكـان  روي بـر  را  ليـشمانيزاسيون  همكـاران و   نديم

 در .نـد گرفت كـار  بـه  اصفهان اطراف روستاهاي از كيي
 بـروز زخـم بعـد از تلقـيح         ميزان 1984 سال ي  مطالعه
 بـالاتر  علـت . بود بالاتر 1977 سال ي مطالعه به نسبت
 در كــه اســت بــوده ايــن دليــل بــه ميــزان ايــن بــودن

ي  مرحلــه در هــا پروماســتيگوت تلقــيح دوم ي مطالعــه
 تلقـيح  اولي   مطالعـه  در كه حالي در است، بوده ايستا

  .7و8است بوده رشدي  مرحله در ها پروماستيگوت
 حـدود  در عـراق  و ايـران  تحميلـي  جنگ دوران در

ميـزان بـروز   . ليشمانيزه شـدند   رزمنده نفر ميليون 5/1
 بـه  ك ي ـ شـاهد  گـروه  به نسبت ليشمانيزه سالك افراد 

ــود شــــش ــارانش و Greenblatt. 9بــ ــراي همكــ  بــ
 در Leishmania majorزنـده   انگل از ليشمانيزايسيون

و مشاهده كردنـد كـه       كردند مي استفاده مختلف پاساژ
 يابـد و   مي كاهش انگل (virulence) زايي بيماري قدرت
 شـده  منجمـد  ي  زنده هاي انگل از معضل اين حل براي

 بـروز  ميزان هم باز روش اين اعمال با. 9كردند استفاده
 از اسـتفاده  دليـل  به رسد مي نظر هب كه بود پايين زخم

 كـه  ايـستا  فاز امروزه .باشد رشد فاز يها پروماستيگوت
. 8و9شود مي استفاده دارد متاسيكليك انگل زيادي تعداد

 عليـه  شـده  تهيـه  هاي واكسن مختلف هاي نسل ميان از
ــشمانيوز، ــا لي ــسن تنه ــاي واك ــسل ه ــا اول ن ــاز ت  3 ف

 ارزيـابي  انـسان  روي بـر  و رفتـه  پيش باليني ييكارآزما
 انگـل  ي  تهيـه  مـورد  در عمـده  محدوديت ولي. اند شده
 نـسل  هـاي  واكـسن  و ليشمانيزاسيون در استفاده براي

 هـايي  شاخص يا شاخص فقدان ليشمانين ي تهيه و لاو
هـاي   فـرآورده  استانداردكردن و تهيه در بتوان كه است

  .كرد استفاده ليشمانياانگل 
 اين فقدان ليشمانيزاسيون توقف مهم دلايل از يكي
 اخـتلاف  دلايل ترين مهم از يكي شايد و هاست شاخص
 فقـدان  بـاليني  هاي كارآزمايي تكرارپذيري عدم و نتايج

 اطمينـان   بتـوان  آن از اسـتفاده  بـا  كـه  اسـت  شاخصي
 ي  مطالعه هر در مشابهي كاملاً هاي انگل كه كرد حاصل

 تنهــا. اســت شــده اســتفاده ارزيــابي ميــزان اثربخــشي
 اسـت  گرفتـه  قـرار  اسـتفاده  مورد تاكنون كه شاخصي
 از استفاده و كشت محيط از انگل برداشت زمان كنترل
 كـه  اسـت   بـوده  ليـشمانيا  گلان متاسيكليك هاي شكل

 صـورتي  در. است كارآيي لازم را نداشته    عملاً سفانهأمت
 ارتبـاط  انگـل  زايـي  بيمـاري  بـا  كـه  شاخصي بتوان كه

 در آن از تـوان  مـي  كرد شناسايي ،باشد داشته مستقيم
انگـل بـراي ليـشمانيزاسيون،       ي  تهيـه  مطالعات ي  كليه
 و ليــشمانين ي تهيــه اول، نــسل هــاي  واكــسني تهيــه
 ايمونولـوژي  مطالعات در استفاده جهت ژن آنتي ي  تهيه

 احيـا  را ليشمانيزاسيون از استفاده نهايتاً و كرد استفاده
  .8و10و11كرد

 ي زمينــه در كــه زيــادي مطالعــات رغــم علــي
 در جهـان  در ليـشمانيوز  هاي واكسن و ليشمانيزاسيون

 ـ اسـت  گرفتـه  انجـام  گذشته ي  دهه چند طي  علـل ه  ب
 استانداردسـازي  بـراي  روشـي  نداشتن هجمل از مختلف

 دشـوار  يكـديگر  بـا  مطالعات اين انطباق ليشمانيا، انگل
 ي  دارنـده  نگـه  مـواد  بـين  ي رابطه مطالعه اين در. است

 در مـاژور  ليـشمانيا  انگـل  زايـي  عفونت ميزان و مختلف
    .گيرد مي قرار ارزيابي مورد BALB/c هاي موش

  اجراروش 
  انگل كشت

 از (MRHO/IR/75/ER) سويه اژورليشمانيا م  انگل
ــوش ــوده زخمــي م ــه و برداشــت آل ــشت محــيط ب  ك
ــه ــد نيم ــال Novey-MacNeal-Nicolle جام  داده انتق

 انتقـال  RPMI 1640 محـيط  به رشد، انگل از بعد. شد
 آزمايش انجام براي انگل mL/109×2 حدود و شد داده
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 انگـل  ي  روزانـه  شـمارش  مدت اين در. بود شده برآورد
 مورد تعداد به انگل تعداد رسيدن از بعد و رفتگ انجام
رشـد   ي  مرحلـه  از انگل روزانه، شمارش به توجه با نياز

  .شد برداشت انتهاي ايستا و شروع ايستا لگاريتمي،
  مختلفي  دارنده نگه موادي  تهيه

 بـه  رسـيدن  منظـور  بـه  مختلـف  ي دارنـده  نگه مواد
 phosphate buffer sulfate (PBS) بـا  دلخـواه  غلظـت 
  .شد اتوكلاو و شد رقيق

ــواد ــده نگــه م ــد دارن ــسرول  :از عبارتن %+ 5/22 گلي
 سـاكارز  %+5/22 گلوكز ،%15 گليسرول ،%5/22 ساكارز

ــوربيتول ،5/22% ــالوز ،%15 سـ  DMSOو% 15 ترهـ

(dimethyl sulfoxide) + FBS (fetal bovine serum) 
ي  مـاده  ،mL/107×5/7 تعـداد  بـه  انگل شمارش از بعد
 سـي  سـي  2/1 حجـم  به PBS با نظر مورد ي رندهدا نگه

ــانده ــد رس ــراي. ش ــه ب ــداد ،DMSO+FBSي  تهي    تع
ml/107×5/7 ــل ــا انگ ــر  م900 ب  100 و FCSيكروليت

 .شد مخلوط خنك DMSO (10%)ميكروليتر 
  

  شـمارش انگـل   / L. major كلـي انگـل   شمارش
L. major زنده  

شـروع   رشـد لگـاريتمي،    ي  در مرحله  انگل شمارش
 و فريـز  از قبـل   ايستا ي  انتهاي مرحله  و  ايستا ي  مرحله

. گرفـت  انجـام  مختلفي   دارنده نگه مواد در از ذوب  بعد
 در انگـل  ي شـده  رقيـق  سوسپانسيون از ميكروليتر   10

برداشت شـد و بـه منظـور     RPMI 1640 كشت محيط
  ميكروليتـر  90 بـا ) مـرده و زنـده    (شمارش كلي انگـل     

 ـ   و شـد  مخلـوط % 10 فرمالين  لام ا اسـتفاده از   انگـل ب
بـه منظـور شـمارش انگـل         .شد شمارش هموسايتومتر

 انگـل ي  شـده  رقيق سوسپانسيون از ميكروليتر  10زنده  
 90برداشــت و بــا  RPMI 1640 كــشت محــيط در

 لام شـــد و زيـــر مخلـــوط بلـــو  تريپـــانميكروليتـــر
 كه  اينبا توجه به     .شد زنده شمارش  انگل هموسايتومتر

شـود   رنگ مي  گيرد و بي    نمي انگل زنده رنگ را به خود     
ولي انگـل مـرده بـا جـذب رنـگ بـه رنـگ آبـي تيـره                   

  . انگل زنده از مرده تشخيص داده شد،آيد درمي

  L. major انگل  ذوب/يزفر
و انتهـاي    شـروع ايـستا    رشدلگاريتمي، ي  در مرحله 

 مختلـف ي  دارنـده  نگـه  مـواد  در L. major انگل ايستا،
 مـدت  بـه  و سـپس   -OC20 در ساعت دو مدت به ابتدا
 بـه  آن از بعد و شد داري نگه -OC80 در در ساعت 24
  منظـور ذوب،     بـه  .شـد  داده  انتقـال  -OC196مايع   ازت
 ازت از مختلـف ي  دارنـده  نگـه  مـواد  در L. major انگل
  .شد منتقل OC37آب  به و  خارج-OC196مايع 
  
 BALB/c انگل به موش تزريق

ــق ــدي تزري ــل زيرجل ــه L. major انگ ــدا ب  دتع
mL/106×2 مـوش  چـپ  پـاي  كف به BALB/c  مـاده 

 شروع ايستا  رشد لگاريتمي،  ي  مرحله اي در  هشت هفته 
 از انجمـاد انجـام     بعـد  انجمـاد و   از قبل انتهاي ايستا  و

 ضـخامت  افـزايش  بروز ضـايعه و سـير      هفته هر. گرفت
 گرفت قرار بررسي مورد زخم در موش   تشكيل و پا كف

  .افتي ادامه هفته 7 تا پايش اين و
  

  (IFA) مستقيم غير آزمون ايمونوفلورسانس
 كـشت  محيط از L. Major انگل mL/107×1 تعداد

RPMI 1640 مجـاور  انگـل  حجـم  هم ،%10 فرمالين با 
  بـا  اطـاق،  هـواي  در انكوبـه  سـاعت  نـيم  از بعـد  و شد

 PBSحاوي Tween20 شـد  داده شـو و  شـست  بـار  سه. 
 نمـايي   بزرگ با فيلد هر در شد گذاشته لام روي ها انگل
   .وجود داشت پروماستيگوت 100 تا80 حدود در 40

 به PBS   باRabbit Anti Leishman (RAL)سرم 
 . ـــــ، ـــــ، ــــــ و ــــــ رسـانــده شـد           هاي تـرق

fluorescent anti rabbit globuline (F-anti-R glob)  
. شد داري  نگه -C80° در و شد رقيق دستورالعمل طبق
 روي بـر  F-anti-R glob بـا  RAL مختلـف  هـاي  رقـت 
 ميـزان . شـد  اضـافه  لام روي شـده  فـيكس  هاي ژن آنتي

 زير در انگل زاي عفونت متاسيكليك هاي پروماستيگوت
ي   بــا مــشاهده.شــد بررســي فلورســانس ميكروســكوپ

، حدود بيـست انگـل در       +1حدود ده انگل در هر فيلد       
دود ح ـ و+ 3 ، حدود سي انگل در هر فيلـد       +2هر فيلد   

  .در نظر گرفته شد+ 4بيش از چهل انگل 
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  ها يافته
 L. major انگل فريز از قبل زخمي هاي موش تعداد

 رشد لگـاريتمي،   در مرحله  (MRHO/IR/75/ER) سويه
مراحـل   در L. major انگل :انتهاي ايستا و شروع ايستا

 شد برداشت انتهاي ايستا و شروع ايستا رشد لگاريتمي،
ــه و ــد تلقــيح BALB/c مــوش ســر 7 ب  ســپس. گردي

. شـدند  بررسـي   هفتـه  8 تـا  ضايعه بروز نظر از ها موش
را نـشان    زخمـي  هـاي  مـوش  شـمارش   نتايج 1جدول  

  .دهد مي
در  انگل انجماد از بعد زندهL. major  هاي انگل درصد
 L. major انگل  :ي مختلف و ذوب انگل دارنده مواد نگه

 انتهــاي و شــروع ايــستا  رشــد لگــاريتمي،ي در مرحلــه
 ي  دارنده نگه مواد در انجماد از بعد و شد برداشت ايستا

 توســط زنــده هــاي انگــل درصــد مختلــف و ذوب،
   .)2 جدول (آمد دست به بلو تريپان آميزي رنگ

 .L از تلقـيح انگـل   بعـد  زخمـي  هـاي  مـوش  تعداد

major سويه (MRHO/IR/75/ER) س از انجمـاد و     پ ـ
 مراحل رشد لگـاريتمي،  در L. Major انگل :ذوب انگل

 از بعــد و شــد برداشــت ايــستا انتهــاي و شــروع ايــستا
 و شد ذوب سپس و انجماد دارنده، نگه مواد در داري نگه
 هفته 8 مدت به BALB/c موش سر 5 به تلقيح از پس

  در زخمـي  هـاي  مـوش  شـمارش  نتـايج  كـه  شد پايش

  .استائه شده ار 5 تا 3جداول 
از  :زا عفونـت  متاسـيكليك  هـاي  انگـل  ميزان تعيين

 انتهاي ايستا انگل و شروع ايستا مراحل رشد لگاريتمي،  
L. major آزمون  و شد برداشتIFA نتـايج . شد انجام 
ــشاهدات ــل م ــاي انگ ــيكليك ه ــت متاس ــر زا عفون  زي

  .است 6 جدول شرح به فلوئورسنت ميكروسكوپ

  بحث
اي طولاني دارد و تاكنون تنها  ليشمانيزاسيون سابقه

ثر در كنترل سالك در مناطق مختلف خاورميانـه    ؤراه م 
ن دليل توقف استفاده از ايـن روش،        تري  مهم .بوده است 

فقــدان شاخــصي بــراي استانداردســازي روش تهيــه و 
كـه بـه دليـل       ييجـا  از آن . باشـد   مي ليشمانياداري   نگه

ها تـا    استفاده از انگل زنده و تكثير سريع پروماستيگوت       
هـاي    تعـداد پروماسـتيگوت    زمان انجام تحقيق، معمولاً   

 ابـت و كـاملاً    تلقيح شده از يـك فـرد بـه فـرد ديگـر ث             
استاندارد نيست و هنگـام ليـشمانيزاسيون مقـداري از          

هاي محيط كشت نيز به همراه انگـل بـه بـدن             ژن آنتي
شوند كه ممكن اسـت در تلقـيح مجـدد           فرد تزريق مي  

لـذا فقـدان تركيبـات       12باعث حساسيت و شوك شـود     
دارنده در مراحـل انجمـاد انگـل و          مناسب به عنوان نگه   

پــس از تلقــيح انگــلبــروز هفتگــي ضــايعه : 1 جــدول
 L. major رشد مختلف مراحل و  

  رشدي مرحله      
 انگل                   

 هفته 

 رشد ي مرحله
 لگاريتمي

شروع 
 ي مرحله
 ايستا

انتهاي 
 ي مرحله
 ايستا

  0  0  0  اول  
  0  0  0  دوم 
  0  0  0  سوم 
  0  0  0  چهارم 
 7/7 7/5 0 پنجم 
 7/7 7/5 7/3 ششم 
  7/7 7/5 7/5 هفتم 
 7/7 7/5  7/5 هشتم 

ــده هــاي انگــل درصــد: 2جــدول  ــواد درL. major  زن م
  رشد پس از ذوب مختلف مراحل و مختلفي  دارنده نگه

  رشدي  مرحله            
  انگل                         

 دارنده ي نگه ماده

ي  مرحله
 رشد

 لگاريتمي

شروع 
ي  مرحله

 ستايا

انتهاي 
 ي مرحله

 ستايا
  % +5/22 ساكارز

 %5/22 سروليگل
5/92%  89% 92% 

   % +5/22 ساكارز
 %5/22 گلوكز

66% 2/98% 98% 

 %96 %92  %2/86 %15 سروليگل
 %83 %2/75 %84 %15 ترهالوز

DMSO 4/97%  97% 95% 
 %82 %80 %82 %15 توليسورب
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رم مزيـد بـر علـت اسـت و عـدم            محيط كشت بدون س   
كـردن انگـل نيـز بـر مـشكلات فـوق             امكان ليـوفيليزه  

هاي تهيه شده در مراحل مختلف رشـد         انگل. افزايد مي
انگل در مناطق مختلف جهان، حاكي از تفـاوت ميـزان           

 %100بروز ضايعه بعد از تلقيح انگل زنـده از صـفر تـا               
ت زايي انگل بـه عل ـ     چنين كاهش عفونت    هم .بوده است 

مـدت   درپي انگل و بروز ضايعات طـولاني       هاي پي  كشت
دادند باعث توقف استفاده      پاسخ نمي  ه درمان  ب كه بعضاً 

  .1و8از ليشمانيزاسيون شد
هاي عميق در راستاي استانداردكردن روش       پژوهش

هـاي مـشابه      انگـل  ي   لازم است تا تهيه    ليشمانياكشت  
نين و  براي استفاده در تلقيح بـه ميزبـان، تهيـه ليـشما           

كـه   ييجـا  از آن . هاي خام استفاده شود    ژن  آنتي ي  تهيه
ي مناسـب در طـول زمـان         دارنده ي نگه  استفاده از ماده  

زايـي   انجماد انگل باعث حفظ بيشترين حالـت عفونـت        
انگل و موفقيـت ليـشمانيزاسيون را تـا حـدود زيـادي             

 هـاي كـاملاً    كه بتوان انگـل     درصورتي .كند تضمين مي 

كــردن در مــواد   از انجمــاد و ذوبمــشابهي را بعــد  
دارنـده   ي مناسب به كار برد و اين مـواد نگـه           دارنده نگه

تـوان از ايـن      زايي انگل باشند مـي     قادر به حفظ عفونت   
دارنـده بـراي انجمـاد انگـل زنـده بـه منظـور               مواد نگه 

ي   بنـابراين شـناخت مـاده      .كار بـرد  ه  ليشمانيزاسيون ب 
  .اي برخوردار است هي مناسب از اهميت ويژ دارنده نگه

 مــوش در زخــم بــروز ي حاضــر ميــزان در مطالعــه
BALB/c ي  شروع مرحلـه    رشد لگاريتمي،  ي  مرحله  در 

 افزايش ترتيب  ايستا به  ي  انتهاي مرحله  و ايستاي رشد 
 ـ موضـوع  ايـن . ابدي مي دليـل وجـود نـسبت بيـشتر        ه  ب

 ايــستا ي در مرحلــه زا عفونــت متاســيكليك هــاي انگــل
  .  لگاريتمي استي نسبت به مرحله

 در زنده هاي انگل درصد رشد لگاريتميي  مرحله در
ــده نگــهي  مــاده ي  مــاده گليــسرول و + ســاكارزي  دارن
 دارنـده  نگـه  مـواد  سـاير  از بيشتر DMSOي   دارنده نگه

 مواد در موجود هاي انگل با ها موشي   مواجهه در. است
ي  دارنـده  نگـه ي   ماده و گليسرول +  ساكارز ي دارنده نگه

  رشد لگاريتمي ي  مرحله در L. major  انگلمتعاقب تلقيح زخمي هاي موش تعداد: 3 جدول
     هفته                      

 دارنده نگهي  ماده
1 2 3 4 5 6 7 8  

 5/5 5/5 5/3 5/3 0 0 0 0 %5/22 گليسرول % +5/22 ساكارز
 5/4 0 0 0 0 0 0 0 %5/22 گلوكز % +5/22 ساكارز

 0 0 0 0 0 0 0 0 %15 گليسرول
 5/3 0 0 0 0 0 0 0 %15 ترهالوز

DMSO 0 0 0 5/1 5/3 5/4 5/5 5/5 
 0 0 0 0 0 0 0 0 %15 سوربيتول

  ايستا ي  مرحله شروع در L. major متعاقب تلقيح انگل زخمي هاي موش تعداد: 4 جدول
  هفته                             

 دارنده نگهي  ماده
1 2 3 4 5 6 7 8  

 5/5 5/4 5/1 5/1 0 0 0 0 %5/22 گليسرول % +5/22 ساكارز
 5/5 5/5 5/3 5/1 5/1 0 0 0 %5/22 گلوكز % +5/22 ساكارز

 5/5 5/4 5/2 5/2 0 0 0 0 %15 گليسرول
 5/3 5/3 0 0 0 0 0 0 %15 ترهالوز

DMSO 0 0 0 5/3 5/5 5/5 5/5 5/5 
 5/4 5/1 0 0 0 0 0 0 %15 سوربيتول
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DMSO، اتفـاق  تـر  ها سريع  موش ضايعه در  بروز زانمي 
 هـاي  انگـل  درصد ايستا شروع ي مرحله در. است افتاده
+   ساكارز گليسرول و   +ساكارزي   دارنده نگه مواد در زنده

 در. باشـد  مـي  بالاتر DMSO  و %15 گليسرول گلوكز و 
ــا هــا مــوشي  مواجهــه  مــواد در موجــود هــاي انگــل ب

 گلـوكز و   + سـاكارز  رول و گليـس  +  ساكارز ي دارنده نگه
 ضــايعه در  بــروز  ميــزان  DMSO  و%15 گليــسرول

 انتهـاي ي   مرحله در. است افتاده اتفاق تر ها سريع  موش
ي  دارنـده  نگـه  مـواد  در شـده  داري نگـه  هاي انگل ايستا

% 15 گليسرول گلوكز و  + ساكارز گليسرول و  + ساكارز
بـه   نـسبت  بـالايي ي   زنده انگل درصد داراي DMSO و
 بـروز  ميـزان  چنـين  هـم . هـستند  سـوربيتول  و رهالوزت

 مــواد ايــن در موجــود هــاي انگــل بــا مــوش در ضــايعه
و  گلـوكز  + سـاكارز  و گليـسرول  + ساكارز ي  دارنده نگه

. اسـت  افتـاده  اتفاق تر سريع DMSO و% 15 گليسرول
ي  زنـده  هـاي  انگـل  درصـد  سوربيتول با  در كه درحالي
 خيلـي  زماني روند با شمو در ضايعه بروز ميزان پايين،

 تـوان  مـي  هـا  افتـه  ي ايـن  به توجه با. افتد كند اتفاق مي  

 انگـل  ميـزان  بـين  مستقيمي ي رابطه كه گرفت نتيجه
 موش ضايعه در  بروز ميزان با دارنده نگهي   ماده در زنده
  .دارد وجود

بعد  رشد لگاريتمي، ي   مرحله ي حاضر در   در مطالعه 
+   ساكارزي   دارنده نگه مواد در موجود هاي انگل از تلقيح 
ــوكز، ــالوز  گل ــسرول ،% 15تره ــوربيتول  و%15 گلي  س

 در ضـايعه  ايجـاد  بـه  قادر هشتمي   هفته در تنها ،15%
 بـراي  كرشـده ذ مـواد  لذا هستند موش معدودي تعداد
. نيست قبول قابل مرحله اين در انگل زايي عفونت حفظ

ي  دارنـده  نگـه  مواد در موجود هاي انگل اما بعد از تلقيح   
 3پـنجم در    ي   هفتـه  در DMSO و گليسرول + ساكارز

 موش ضايعه ايجاد شـد كـه شـرايط          سر 5از   سر موش 
در . كند مي ايجاد انگل زايي عفونت حفظ براي را خوبي
 مـواد  هـا در   انگل داري نگه از بعد ايستاي   رحلهم شروع
ــه ــده نگ ــاكارزDMSO ي دارن ــاكارز + ، س ــوكز، س  + گل

 بروز ميزان و تلقيح به موش% 15 گليسرول و گليسرول
 رود مـي  بـالا  چهارم يا پنجم  ي   هفته از موش در ضايعه

 مناسـبي  محيط دارنده، نگه مواد اين رسد مي نظر به كه
 ايجـاد  ذوب از بعـد  انگـل  يـي زا عفونـت  حفـظ  براي را

ي  دارنــده نگــه مــواد در موجــود هــاي انگــل. انــد كــرده
 هفتم بعـد از تلقـيح     ي   هفته از هم ترهالوز و سوربيتول

 بخـش  رضـايت  كـه  كرد موش در ضايعه ايجاد به شروع
 ي انتهـاي مرحلـه    در موش در زخم بروز ميزان. نيست
ي  دارنــده نگــه مــواد در انگــل داري نگــه از بعــد ايــستا

DMSOگليــسرول و + ســاكارز گلــوكز، + ، ســاكارز 

  تاايسي  مرحله انتهاي در L. major متعاقب تلقيح انگل زخمي هاي موش تعداد: 5 جدول
  هفته                          

 *دارنده نگهي  ماده
1 2 3 4 5 6 7 8  

 5/5 5/4 5/2 5/1 0 0 0 0 %5/22 گليسرول % +5/22 ساكارز
  5/5 5/4 5/4 5/3 5/2 0 0 0 %5/22 گلوكز % +5/22 ساكارز

 5/5 5/3 5/2 5/2 0 0 0 0 %15 گليسرول
DMSO 0 0 0 5/4 5/5 5/5 5/5 5/5 
 5/4 0 0 0 0 0 0 0 %15 سوربيتول

  .رفتند بين از مرحله اين در فقط% 15 ترهالوز با شده تلقيح هاي موش* 

زا در   هاي متاسـيكليك عفونـت      پروماستيگوت :6 جدول
  آزمـون از استفاده باL. major  نگلمختلف رشد امراحل 

IFA 
  زا هاي متاسيكليك عفونت انگل  مراحل مختلف رشد

  1+  رشد لگاريتمي
  2+  وع ايستاشر

  4+  يستااانتهاي 
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چهـارم يـا    ي   هفتـه  و پـس از تلقـيح از      % 15 گليسرول
 مــواد ايــن رســد مــي نظــر بــه كــه رود مــي پــنجم بــالا

 زايـي  عفونـت  حفـظ  براي را مناسبي محيط دارنده، نگه
 مـواد  در موجـود  انگل. اند كرده ايجاد از ذوب  بعد انگل
بعد از   هفتمي   هفته هالوز از تر و  سوربيتول ي دارنده نگه

ــيح ــروع تلق ــه ش ــاد ب ــم ايج ــوش در زخ ــرد م ــه ك  ك
 تـوان  مـي  هـا  افته ي  اين به توجه با. نيست بخش رضايت
  گليـسرول  % +5/22 سـاكارز    ي دارنـده  نگهي   ماده گفت

 ايجاد و انگل زايي عفونت براي را مناسبي  محيط5/22%
رشــد  مراحــل در انجمـاد  شــرايط در مــوش ضـايعه در 

 و كنـد  مـي  ايجاد ايستا انتهاي و ايستا ريتمي، شروع لگا
 خـوبي  شـرايط  كه هرچند DMSO ي دارنده نگهي   ماده

ــراي را رشــد  در مراحــل انگــل زايــي عفونــت حفــظ ب
 بـه  ولـي  داراست ايستا انتهاي و ايستا لگاريتمي، شروع 

 .نيست استفاده در انسان قابل سميت علت
 زخمي هاي موش تعداد هفتگي به تغييرات  توجه با

 رشـد ي   در مرحلهL. majorپس از تلقيح انگل  كل به
 پنجمي   هفته در موش در بروز ضايعه  ميزان ،لگاريتمي

  در و اي ايجـاد نـشد   شده هيچ ضايعه   تلقيح موش 7 در
  انتهاي توجه  در و موش سر 5در   ايستاي   مرحله شروع
  بـا . ضـايعه ايجـاد شـد      مـوش  سر 7 ايستا در ي   مرحله

  

رشــد  مراحــل ترتيــب در ، بــهIFAمــون مــشاهدات آز
 ي انتهـاي مرحلـه    و ي ايـستا   لگاريتمي، شـروع مرحلـه    

 افـزايش  زا عفونت متاسيكليك هاي پروماستيگوت ايستا
ي مـستقيمي    توان نتيجه گرفت رابطـه     پس مي . يابد مي

زا و   عفونـت  متاسـيكليك  هاي پروماستيگوت بين ميزان 
ر مـوش   ميزان بروز ضايعه در مراحـل مختلـف رشـد د          

BALB/cوجود دارد .    
  انيدتشكر و قدر

اين مقاله حاصـل طـرح تحقيقـاتي مـصوب مركـز             
هاي عفوني و گرمسيري دانشگاه علوم       تحقيقات بيماري 

شات مربوطه در مركز پوست     يپزشكي تبريز بوده و آزما    
 .تهران انجام گرفته اسـت  علوم پزشكي   و جذام دانشگاه    

هـاي رياسـت    ييهـا و راهنمـا   وسـيله از مـساعدت     بدين
هاي عفوني و گرمسيري     محترم مركز تحقيقات بيماري   

دانشگاه علوم پزشكي تبريز جنـاب آقـاي دكتـر بهـروز            
هـا و    نقيلي و همكـاران شـوراي پژوهـشي و مـساعدت          

 آمـوزش و پـژوهش      هاي رياست محترم مركز    ييراهنما
 تهران   علوم پزشكي   پوست و جذام دانشگاه    هاي  بيماري

كمـال تـشكر و      لتـي و همكـاران    جناب آقاي دكتـر دو    
   .آيد مي عمل بهقدرداني 
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Effect of different preservatives during freezing process 
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Background and Aim: Leishmanization (LZ) is an effective 
tool to prevent cutaneous leishmaniasis. Standardization of 
Leishmania is the main drawback of LZ. The aim of this study 
was to assess the effect of various preservatives on the 
infectivity of Leishmania. 

Methods: L .major harvested at different stages of growth; 
logarithmic, early and late stationary phases were frozen using 
various preservatives of saccharose, glycerol, trehalose, 
glucose, sorbitol, and dimethyl sulfoxide (DMSO). The 
harvested parasites were inoculated into BALB/c mice before 
and after freezing. The infectivity of the parasites was 
checked. IFA test was used to assess the rate of metacyclic 
parasite.   

Results: The ratio of live Leishmania in different growth 
stages and various preservatives were 89.0% to 98.2%. The 
lesion development in groups of mice which received 
Leishmania in sacarose + glycerol or DMSO was started from 
3rd week and at 5th week all the mice showed lesion. The 
group of mice which were inoculated with early or late 
stationary phases in saccharose + glucose, saccharose + 
glycerol, glycerol 15% or DMSO showed lesion from 4th to 5th 
week and in 100% showed lesions at 8th week. The rate of 
metacyclic parasites increases from log phase to early and late 
stationary phases. 

Conclusion: There was a correlation between percent of live 
parasite and the rate of lesion development in BALB/c mice. 
Saccharose 22.5% + Glyserol 22.5% were the most 
appropriate preservative to freeze L. major. IFA test is used to 
detect metacyclic Leishmania. A correlation was seen 
between the rate of lesion development in BALB/c mice and 
IFA positivity. 

Keywords: Leashmania, Leishmania major, virulence, 
BALB/c mouse 
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