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Title: Preparation and standardization of Leishmania suspension and its evaluation for leishmaniazation 
in a laboratory animal model . 
Authors: Mohebali M,(DVM, MPH, Ph.D); Mehrabi Tavana A,(PhD); Javadian E,(DVM, PhD); 
Esfahani A (MSc); Hajjaran H,(MSc); Akhoundi B,(MSc). 
Introduction: This study was designed for preparation and evaluation of standard  Leishmania 
suspersion against small-white mice(out-bred).  
Methods: Leishmania suspension was prepared from Leishmania major (MRHO/IR/75/ER). The 
Leishmania parasites were cultured in Schneider and RPMI1640 culture media. We then, subcultured them 
for each 72 hours interval. The promastigotes were harvested 120 hours post the fourth subculture and 
washed with isotonic normal saline. The parasite suspension was mixed with phosphate buffer saline (PBS, 
pH=7.2) or isotonic glucose- Nacl and glycerole 10% and counted by Neobar procedure (2X107 parasite 
/ml) and then were gradually freezed in liquid nitrogen. Viability test showed that from 5 to 25% of 
promastigotes were alive after this process. Two hundred and thirty seven mice (outbred-souri) were divided 
to two groups. Group 1 (135) were inoculated by 0.1 ml of Leishmania suspension subcutaneously in their 
base of tail. The mice of control group(102) were injected by isotonic normal saline with the same 
procedure.  
Results: Lesions were manifested from one  to 6 months post inoculation. Fifty eight (63%) of the rest mice 
from interventional group ,were infected versus none of the mice from control group showed any lesion. 
Leishmanin skin test (LST) conversion rate was significant higher in interventional group compare, to 
control group after 72 hours. (54.1% VS 4.3%, P>0.05).  
Conclusion: In conclusion, this study showed the standard Leismania suspension can produce lesion and 
provoke the CMI in the small-white mice. 
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 مجله پژوهشي حكيم 

 
 

 : چکیده
 اين مطالعه به منظور تهيه مايه ليشمن استاندارد و ارزشيابي آن جهت ليشمانيزاسيون در موش هاي سفيد کوچک                         :مقدمه

 . جام گرديدآزمايشگاهي ان
براي تهيه مايه   . مايه ليشمن استاندارد تهيه گرديد    ) (MRHO/IR/75/ER  با استفاده از ليشمانيا ماژور سوش اصفهان        :روش کار

پاساژ ،  ساعت   ٧٢ و پاساژ آنها به فواصل        RPMI1640 و   Schneiderليشمن استاندارد پس از کشت اين انگل در محيط هاي           
 ٩ذشته بود برداشت شده و پس از هاروست نمودن پروماستيگوت ها سه مرتبه با سرم فيزيولوژي                 ساعت از آن گ    ١٢٠چهارم که   

 درصد مخلوط   ١٠ نمکي با گليسرول به نسبت       - يا سرم قندي   PBSسوسپانسيون انگلي تهيه شده در      . در هزار شستشو گرديدند   
گرديدند و به طور تدريجي در نيتروژن مايع منجمد          شده و پس از شمارش در ويال هاي استريل به ميزان يک ميلي ليتر تقسيم                

 موش سفيد کوچک     ٢٣٧تعداد  .  درصد تعيين گرديد    ٢٥ تا    ٥ميزان زنده بودن پروماستيگوت ها پس از انجماد           . شدند
تقسيم شده و پس از بازيافت مايه ليشمن منجمد          )  عدد ١٠٢(و کنترل   )  عدد ١٣٥(به دو گروه واکسينه     ) سوري(آزمايشگاهي  

به موش هاي  .  ميلي ليتر از آن به شکل زير جلدي و در قاعده دم تلقيح گرديد               ١/٠ه به هريک از موش هاي تحت مداخله          شد
 .  در هزار تزريق شد٥/٨ ميلي ليتر سرم فيزيولوژي ١/٠گروه کنترل 

يعات ليشمانيوز جلدي ظاهر    ضا،  نتايج حاصله نشان دادند از يک ماه پس از تلقيح مايه ليشمن در گروه تحت مداخله                 :یافته ها
با . به ليشمانيوز جلدي مبتلا شده بودند     )  درصد ٦٣( عدد از موش هاي باقيمانده      ٥٨ ماه پس از تلقيح تعداد       ٦شدند به طوريکه    

با استفاده از ليشمانين تهيه شده در انستيتوپاستور        . استفاده از روش هاي پارازيتولوژي جسم ليشمن در تمامي ضايعات ديده شد          
 عدد از موش هاي    ٥٩نتايج حاكي از آن بود كه       . ايران تمامي موش هاي گروه هاي تحت مداخله و کنترل آزمايش پوستي شدند           

)  درصد ٣/٤( عدد   ٢ ساعت داراي نتيجه پوستي مثبت بودند در حاليکه تنها            ٧٢پس از گذشت    )  درصد ١/٦٤(تحت مداخله   
 . اشتندموش هاي گروه شاهد نتيجه مثبت جلدي به همراه د

 يافته هاي فوق نشان مي دهند كه مايه ليشمن استاندارد قادر به ايجاد زخم و نهايتاً باعث تحريک سيستم ايمني                        :نتیجه گیری
سلولي موش هاي تحت مداخله مي شود و لذا مي توان آن را جهت ليشمانيزاسيون افراد در معرض خطر خصوصاً در مناطق                        

 .ائي مورد ارزيابي قرار داد هيپراندميک ليشمانيوز جلدي روست
 

 . مدل حيواني، ارزشيابي،  مايه ليشمن استاندارد:واژگان گل
 
 

 :قدمهم
یکی از بیماری های بومی اکثر نقاط       ) سالک(لیشمانیوز جلدی   

تـلاش های مداوم جهت کنترل و       ). 1(کشـور بـه شـمار مـی رود          
هت ج). 2(پیشـگیری این بیماری تاکنون موفقیت آمیز نبوده است          

از بین بردن   ، کنترل لیشمانیوز جلدی از روش های مبارزه با ناقلین        
). 3(مخـازن و ایمـن سـازی افـراد سـالم مـی توان استفاده نمود                 

لیشمانیزاسیون به عنوان یک روش کارآمد جهت کنترل لیشمانیوز         
جلـدی خصوصا در مناطق اندمیک این بیماری در ایران و بعضی            

براساس ). 4-6(ده قرار گرفته است     ازکشورهای جهان مورد استفا   
مطالعـات انجـام شـده، لیشمانیزاسـیون مـیزان عفونت لیشمانیوز            

 تقلیل داده و از ابتلاء      8 به   1 تا   6 به   1پوسـتی را بـا نسـبت های         
 ). 7(افراد لیشمانیزه جلوگیری کرده است % 9/86طبیعی 

در بـرنامه لیشمانیزاسـیون از پروماسـیتگوت های زنده و فعال            
 استفاده  ، کشت داده شده بودند    NNNشـمانیا ماژور که در محیط     لی

گونه از انگل لیشمانیا با لیشمانیا تروپیکا ولیشمانیا    این. مـی گـردید   
  ).8( پاناماننسیس ایمنی متقاطع دارد

تغییر شرایط محیطی و گاهی تأخیر در       ، بـه علت حمل و نقل     
 زنده ماندن   نحوه فعالیت و  ، تعـداد پروماستیگوت ها   ، زمـان تلقـیح   

آنهـا دچـار تغییرات قابل ملاحظه ای می شدند و لذا علاوه بر آنکه               
مـیزان تلقـیح انگـل ها استاندارد نبود در عده ای از افراد لیشمانیزه               
ایمنی کامل در مقابل لیشمانیوز جلدی بوجود نمی آمد و این افراد            
در اثـر گـزش پشـه خاکـی هـای آلوده به لیشمانیوز جلدی مبتلا                

عـلاوه بـر آن در حال حاضر از لیشمانیزاسیون          ). 9(ردیدند  مـی گ ـ  
و10( های لیشمانیوز جلدی استفاده میگردد     جهـت ارزیابی واکسن   
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 لـذا هـدف اصـلی ایـن مطالعه تهیه مایه لیشمن استاندارد و               ).11
ارزشـیابی آن درموش های سفید کوچک آزمایشگاهی بوده است تا           

 . مورد ارزیابی قرارگیردپس از حصول نتیجه مطلوب در انسان نیز

 
 : روش کار

 

 : تهیه مایه لیشمن استاندارد -الف
) (MRHO/IR/75/ER   ابتدا انگل لیشمانیا ماژور سوش اصفهان       

 از یـک عـدد رومبومیس استان اصفهان جدا          1964کـه در سـال      
شـده بـود و قـبلاً نـیز مایـه لیشـمن در ایران از این سوش تهیه                   

 درصد سرم جنین    20 حـاوی    RPMI1640مـی گـردید در محـیط        
پس از انجام آزمایش لازم از نظر حضور و         . گوسـاله کشت گردید   

 ساعت یکبار بر حجم این      72هر  ، زنـده بـودن پروماسـتیگوت هـا       
 ساعت پس   120به طوریکه پس از گذشت      . محیط ها افزوده گردید   

 میلــی لیــتر محــیط کشــت حــاوی 300از پاســاژ چهــارم مــیزان 
جهت کشت از دمای    . ده و فعال تهیه گردید    پروماستیگوت های زن  

 oC26 و هم زن با دور rpm60استفاده گردید . 
بـه مـنظور تهـیه مایـه لیشمن استاندارد مراحل زیر به ترتیب              

 : انجام گردیدند
 rpm3000یکـبار شستشو با سانتریفوژ یخچالدار با دور          -1

 .oC4در دمای 
rpm  در هزار با   9سه مرتبه شستشو با سرم فیزیولوژی        -2

 . مطابق روش فوق2500
 نمکی با   –تهـیه سوسپانسـیون انگلـی در سـرم قـندی           -3

pH=7.2 درصد10 و گلیسرول . 
 تأیــید مــرحله فــاز ایســتای رشــد بــا اســتفاده از روش -4

peanut agglutination test) 12.( 
 میلیون در هر    20تنظـیم پروماسـتیگوت هـا بـه میزان           -5

 .نئوبارمیلی لیتر و شمارش آنها با لام توما و یا 
تقسـیم آنهـا در ویال های استریل به طوریکه هر ویال             -6

 .حاوی یک میلی لیتر مایه لیشمن باشد
کنـترل مایه لیشمن تهیه شده ازنظر وجود باکتری های           -7

هوازی و بی هوازی با استفاده از محیط های آگار خوندار           
 .و تیوگلِیکولات

کنــترل زنــده بــودن پروماســتیگوت هــا قــبل و پــس از  -8
 .نه کردنگلیسری

 میلی لیتر از مایه لیشمن تهیه شده به قاعده          1/0تلقـیح    -9
 بـه روش زیر جلدی جهت       Balb/Cدم ده عـدد مـوش       

 .مطالعه عفونت زائی آن در حیوان حساس

انجمـاد نمونـه ها به شکل تدریجی انجام می گردید به طوریکه             
هـر یـک از نمونه ها نیم ساعت در حرارت آزمایشگاه و یک هفته               

 نگهـداری شـده و سـپس بـه تانک های حاوی             oC85ت  در بـرود  
 . منتقل می گردیدند-oC196نیتروژن مایع با برودت 

نحوه بررسی مایه لیشمن استاندارد در حیوانات حساس : ب
 : آزمایشگاهی

 هفته ای ماده در قفس های       6-8 عدد موش سوری     250تعداد  
کی جداگانـه در حـیوانخانه دانشـکده بهداشـت دانشگاه علوم پزش     

 عدد از موش های     237پس از دو هفته     . بقیه اله نگهداری گردیدند   
 :باقیمانده به دو گروه به شرح زیر تقسیم شدند

 عـدد از موش های سوری       135تعـداد   :   گـروه تحـت مداخلـه      -1
 میلـی لیـتر مایـه لیشمن استاندارد مورد تلقیح قرار            1/0بـه وسـیله     

 حیوانات مذکور انجام    تزریقات زیر پوستی و در قاعده دم      . گرفتـند 
هـر یک از لوله های محتوی مایه لیمشن         ، قـبل از تلقـیح    . گـردید 

 oC37 ثانیه در داخل بن ماری       15منجمد شده به مدت دو دقیقه و        
 دقیقه پس از بازیافت مورد استفاده       20تـا 10قـرار داده شـدند و از        

در این مرحله هر سری مایه لیشمن  با میکروسکوپ          . قـرار گرفتند  
 مـورد بررسی قرار گرفتند و       400×یـنه سـیاه و بـا درشـتنمائی           زم 

بدینوسیله نمونه های فاقد پروماستیگوت های زنده از مطالعه خارج          
 .شدند

 عدد از موش های سوری به عنوان        102تعـداد   :  گـروه کنـترل    -2
 درصد  5/8 میلی لیتر سرم فیزیولوژی      1/0گـروه کنـترل به وسیله       

تمامی حیوانات تحت   . ار گرفتند بـه روش فـوق مـورد تـزریق قـر          
 مـاه از نظـر ظهور ضایعات        6مطالعـه هفـته ای یکـبار بـه مـدت            

 . مورد معاینه قرار گرفتند، لیشمانیوز جلدی در محل تلقیح
نحـوه بررسـی ایمنـی زائـی مایـه لیشـمن استاندارد در              : ج

 تمامی موش های تحت بررسی      :سفید آزمایشگاهی    موش های 
 میلی لیتر از 04/0بوسیله  ، ه از تزریقات   ما 6پـس از گذشـت حدود       

تست ) 2/112شماره  (لیشـمانین سـاخت انسـتیتو پاسـتور ایـران           
ترزیقات بوسیله سرنگ های انسولین در کف پای        . پوسـتی شـدند   

. راست حیوانات تحت بررسی و به صورت زیر جلدی انجام گردید          
  میلی لیتر  04/0بـه منظور مقایسه در کف پای چپ همان موش ها            

PBS          ضـخامت حاصله پس از     .  بـه عـنوان شـاهد تـزریق گـردید
 . ساعت بوسیله کولیس اندازه گیری و ثبت گردید72گذشت 

 

 : یافته ها
پوستی وایجاد ضایعات جلدی پس از      نـتایج حاصـل از تسـت        

های سفید    مـاه از تلقیح مایه لیشمن استاندارد در موش         6گذشـت   
 . شده است خلاصه1کوچک آزمایشگاهی در جدول شماره 
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 مجله پژوهشي حكيم 

 میلی متر   77/0میانگیـن ضخامت ایجاد شده در تست پوستی         
کمتریــن مــیزان ضــخامت یــک .  بــوده اســت98/0بــا واریــانس 

 .  میلی متر بوده است5/3میلی متر و بیشترین آن 
 ماه پس از    6همچنیـن میانگیـن قطـر زخـم های ایجاد شده            

. ه است  بود 88/3 میلـی متر با انحراف معیار        85/2لیشمانیزاسـیون   
 8/11بزرگتریـن انـدازه زخـم ایجـاد شـده پس از لیشمانیزاسیون              

 . میلی متر بوده است
 
 : و نتیجه گیریبحث

مهـم تریـن دسـتاورد ایـن مطالعه تهیه مایه لیشمن استاندارد             
فریز ، گلیسرینه نمودن ، اسـت کـه علـیرغم شستشـوهای مـتعدد         
ا زنده   درصد آنه  25 تا   5کـردن و بازیافـت پروماسـتیگوت ها بین          

باقـی ماندند و لذا می توان گفت در هر میلی لیتر مایه لیشمن تهیه               
 میلیون پروماستیگوت زنده و فعال وجود داشته        5شده بین یک تا     

بنابرایـن به هریک از موش های گروه های تحت مداخله و            . اسـت 
  میلـی لیـتر مایـه لیشـمن اسـتاندارد که حاوی            1/0شـاهد مـیزان     

روماستیگوت زنده و فعال لیشمانیا ماژور       پ 000/500 تـا    000/100
بـا توجـه بـه تجربیات انجام شده قبلی در           . تلقـیح گـردیده اسـت     

دانشـکده بهداشت و انستیتو تحقیقات بهداشتی و مؤسسه واکسن          
و سـرم سـازی رازی ایـن مقدار پروماستیگوت زنده و فعال جهت              

 99در تجربیات قبلی حدود     . لیشمانیزاسـیون لازم و ضروری است     
 درصد آنها   1درصـد پروماستیگوت ها پس از بازیافت مرده و فقط           

مذاکرات شخصی با دکتر خامسی پور و       (زنـده باقـی مـانده بودنـد         
، در حالیکه در این مطالعه پروماستیگوت های زنده         )دکـتر فشارکی  

 درصد افزایش یافته بودند که این موضوع بسیار مهم          25 تا   5بـه   
 . تلقی می گردد
 وماسـتیگوت هـای توصیه شده جهت لیشمانیزاسیون        تعـداد پر  

 000/000/1توسـط کارشناسان سازمان بهداشت جهانی به میزان         
و تجربیات  ) 13( میلـی لیتر مایه تلقیح شده تعیین شده بود           1/0در  

 پروماستیگوت 000/300انجـام شـده در ایـران نشـان داد تلقـیح          
  ماه بوده است    4تا   2لیشـمانیاماژور نیز قادر به ایجاد زخم پس از          

لـذا مایـه لیشـمن اسـتاندارد تهـیه شـده نیز از نظر میزان                ). 7و4(
 . پروماستیگوت های زنده تقریباً در این محدوده قرار دارد

 

 درصد  63 مشاهده می گردد     1همـانطور کـه در جدول شماره        
 ماه از لیشمانیزاسیون دچار زخم      6 تا   5مـوش هـا پـس از گذشت         

میزان ایجاد زخم   .  گفته می شود   Takeه آن   شـدند کـه اصطلاحاً ب     
 درمطالعات مختلف متفاوت بوده      انسان یـا نـدول در محـل تلقیح       

 کودک زیر یکسال لیشمانیزه     254در مطالعـه ای کـه روی        . اسـت 
این ). 4( درصد گزارش شده است      Take 46انجـام گرفـت میزان      

ت  درصد بوده اس   57مـیزان در بین نظامیان لیشمانیزه شده حدود         
علـت نـتایج متغیر در این بررسی ها احتمالاً مربوط به مرحله             ). 7(

کشـت انگـل بوده است به طوریکه برای تلقیح باید از انگل هائی              
دراین بررسی این   . اسـتفاده شود که در مرحله ایستای رشد باشند        

و لذا به این علت     ) 12( بدست آمد    Peanutمـرحله توسط آزمایش     
اری های زیاد بر روی پروماستیگوت ها        علیرغم دستک  Takeمیزان  

.  ماه از لیشمانیزاسیون تعیین گردید     6 درصـد پـس از گذشـت         63
جهـت بررسـی ایمنـی زائـی مایـه لیشـمن تمام موش های تحت                
بررسـی و شـاهد کـه قـبلاً تست پوستی لیشمانین آنها منفی بود               

مجدداً تست پوستی شدند    ،  ماه از لیشمانیزاسیون   6پس از گذشت    
نکته . دارای نتیجه مثبت شدند   )  درصـد  1/64( عـدد آنهـا      59کـه   

تست پوستی از   ، مهم آن که معمولاً پس از بهبودی کامل زخم ها         
منفـی بـه مثبـت تغییر می یابد و به مدت طولانی نیز مثبت باقی                
مـی مـاند به طوریکه دو سال پس از تلقیح مایه لیشمن در عده ای             

 درصد آنان   96پوستی در   از افـراد واقـع در اسـتان اصفهان تست           
البته باید توجه داشت که رقم بالای نتیجه        ). 14(مثبـت شـده بود      

 1/64در این مطالعه    . پس از بهبودی افراد بوجود آمده بود      ، مثبـت 
درصـد موش های لیشمانیزه تست پوستی مثبت را نشان دادند که            
 ایـن مـی توانـد بـه علـت حضور زخم های فعال بر روی بدن آنها                 

در پایان  .  باشد موش هـای سیسـتم ایمنـی بین انسان و         وتفـاوت 
ازایـن مطالعـه چنیـن نتـیجه گیری می شود که تهیه مایه لیشمن               

 Takeاین مایه قادر به     . اسـتاندارد در شـرایط فعلـی میسـر اسـت          
 کـردن تعداد قابل توجهی از موش های تحت بررسی شده و تست             

 

 ).سوری( شش ماه پس از تزریق در موش های سفید کوچک آزمایشگاهی (Take) نتایج تست پوستی و ایجاد زخم -1جدول   
 

  ماه پس از تزریق6ایجاد زخم   ماه پس از تزریق6نتیجه تست پوستی 
 منفی

 )درصد(تعداد
 مثبت

 )رصدد(تعداد
 منفی

 )درصد(تعداد
 مثبت

 )درصد(تعداد

 ایجاد زخم و نتایج  پوستی        
 

 )تعداد(گروهها

 )92(تحت مداخله )63(58 )37(34 )1/64(59 )9/35(33

 )47(شاهد )0(0 )100(47 )3/4(2 )7/95(45

 )139(جمع )7/41(58 )3/58(81 )9/43(61 )1/56(78
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 سوم  شماره ،ششمدوره ، ۸۲پائيز 

بهبودی از منفی به    پوستی را در موش های بهبود یافته یا در حال           
باتوجـه بـه نتایج مذکور برروی حیوانات        . مثبـت تغیـیر مـی دهـد       

لیشمانیزاسیون ، آزمایشگاهی توصیه می شود جهت مطالعه دقیق تر       
بـا مایـه لیشمن استاندارد درعده ای از داوطلبین مورد ارزیابی قرار             
گیرد تا پس از حصول اطمینان کامل از بی خطری آن در مناطقی             

ر راههــای کنترلــی مؤثــر نیســتند خصوصــاً در مــناطق کــه ســای
هیپراندمیک لیشمانیور پوستی از این حربه بتوان با اطمینان کامل          

 . استفاده نمود
 

 :تشکر و قدردانی
 بدینوسیله نویسندگان مقاله از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم        

 

پزشـکی بقیه االله اعظم که پشتیبانی مالی این طرح تحقیقاتی           
همچنین از  . ده داشته است کمال تشکر و قدردانی را دارند        را بعه ـ 

ریاسـت محـترم و معاونـت پژوهشی دانشکده بهداشت و انستیتو            
تحقیقات بهداشتی که شرایط تهیه مایه لیشمن را در آن دانشکده           

از آقایان عباس افشار و     . فـراهم نمودند تشکر و قدردانی می گردد       
 در اجــرای ایــن مطالعــه اصــغرخانی و خــانم ســرور چــاره دار کــه

 . همکاری نموده اند تشکر می گردد
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