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 پژوهشي–دوماهنامه علمي 

  دانشگاه شاهد
 ٧٦شماره  –دهم پانزسال 

 ١٣٨٧شهريور  

 بـا   ي استنـشاق  BCG اثر واكسيناسيون    مقايسه

 در   بر توليد نيتريك اكسايد    يپوستتزريق زير 

 ـ ميـزان نهفتگـي انگـل در        و ماكروفاژها  دنب

  آلوده به ليشمانيا ماژورBALB/cموش 
 

دكتـر  ،  ۳سيما رافتـي  دكتر  ،  ۲*حسيني احمد زواران دكتر  ،  ١سارا صعودي : نويسندگان
  ۱هاشمي  سيدمحمود و۵نيا کسري اسماعيل دكتر ،۴فشارکي رضا هاشمي

  

 دانشگاه تربيت مدرسي، دانشکده پزشکشناسي، يمني، گروه اي دکتريدانشجو .۱
 دانشگاه تربيت مدرسي، دانشکده پزشکشناسي، يمنياستاد، گروه ا .۲
  ، انستيتو پاستور ايرانقات واکسني و تحقيمولکولشناسي  يمنيشگاه ايآزما استاد، .۳

   رازيسازي  موسسه واكسن و سرمشناسي، ياخته گروه تكاستاد،  .۴

   رازيسازي  موسسه واكسن و سرمشناسي، ياخته گروه تك، ارياستاد .۵
  

 Email: zavarana@ modares.ac.ir                                                            :ولئنويسنده مس  *
  

  چكيده
توليد نيتريك بر  زيرپوستي  وي استنشاقBCG اثر واكسيناسيون در اين بررسي :سابقه و هدف

 آلـوده بـه     BALB/c مـوش    و طحـال    كبـد  دراكسايد توسط ماكروفاژهاي صفاقي و نهفتگي انگـل         

 . شدمقايسه يا ماژورليشمان
 BCGرا بـا واكـسن      اي     هفته BALB/c ۶‐۸ي حساس   ها  موش تايي از    ٢٠ي  ها  هگرو :روش بررسي 

ي هـا   هگـرو  يك مـاه بعـد بـه         .گرديد واكسينه   زيرپوستي و   ر استنشاقي در دزهاي مناسب از مسي    

 پوسـتي زير بـه شـكل      (ALM+alum)لوم   اتوکلاو شده به همراه آ     ا ماژور يشمانيل زمايش واكسن آ

 انگـل ليـشمانيا مـاژور در        ١٠٥تزريـق     بـا  ها  موش)  روز بعد  ٢١(ور  آپس از تزريق ياد   . شدتزريق  

ادامه كـارايي    در .گرديد بررسي ها  آندر و پيشروي زخم به طور هفتگي        شدندلوده  آناحيه كف پا    

 سايد ميزان توليد نيتريك اك    .ي سنجيده شد  تأخير با بررسي پاسخ ازدياد حساسيت       BCGواكسن  

با سنجش  ي آلوده ها موشز در طحال و كبد يميزان نهفتگي انگل ن . شدگيري  اندازهسي به روش گردر محلول رويي كشت ماكروفاژ

   .تعيين گرديد سازي  پس از آلودهمختلف ي ها ههفتدر  انگل ينهفتگ

سه .  شد يبررسي  تأخير ازدياد حساسيت    گروه به شكل افزايش پاسخ     در هر دو   BCGي پس از واكسن     نتحريك سيتم ايم   :ها  هيافت

 ـامـا تول   . تحريك توليد نيتريك اكـسايد صـورت گرفـت         ،BCGهر دو گروه واكسن       ليشمانيا در  انگل  با سازي  لودهآهفته پس از     د ي

ج ينتا .دي در هر دو گروه گرد     يماريبه غلبه ب   دار نبود و منجر   ي داشت و پا   يادي نوسان ز  BCG واکسن   يها  هگرود در   يک اکسا يترين

 ـتواند باعـث فعال     مي يرپوستي و ز  ير استنشاق يدهد که گرچه هر دو مس      ي انگل نشان م   يزان نهفتگ يمده از م  آبه دست     ـت س ي ستم ي

 ـ) ≥۰۵/۰p(معنـاداري  لازم بـه ذکـر اسـت تفـاوت      .شود  نميزبانيجاد مقاومت در ميت باعث اي در نها ي گردد ول  يمنيا ن دو روش يب

  . وجود ندارديوسترپي و زيون استنشاقيناسيواکس

نيتريـك اكـسايد توسـط ماكروفاژهـاي     توليـد    در ميـزان     ت معناداري  تفاو زيرپوستي استنشاقي و    BCGواكسيناسيون   :گيري  نتيجه

 فعـال   Tي  هـا   سـلول تري از حيث نوع و جمعيت         هاي بيش   شود بررسي   مي  لذا پيشنهاد  .داشتدصفاقي، نهفتگي انگل و مقاومت ميزبان ن      

 حـال روش استنـشاقي   بـه هـر  . يـد آفي مختلف انجام شود تا مقايسه بهتري از دو مـسير واكـسيناسيون بـه عمـل     شده در اعضاي لن  

چنانچه کارايي اين   .   کمک کند   HIV شيوع بيمارهاي خطرناكي چون   تواند به پيشگيري از      مي وداراي مزيت خاصي است     واكسيناسيون  

  . هاي مرسوم شوند وشتوانند به سهولت جايگزين ر  ميبهبود يابدها  واکسن
  

 نهفتگي انگل ، نيتريك اكسايدي،ون استنشاقيناسيواکس ،BCG ، ماژورليشمانيا :كلمات كليدي 

 ١٤/١١/٨٥:     وصول
  ٢٧/٣/٨٦: ارسال اصلاحات
  ١٤/٦/٨٦: دريافت اصلاحات

 ٧/٨/٨٦:    پذيرش
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 ... موش بدنميزان نهفتگي انگل در  و در ماكروفاژها بر توليد نيتريك اكسايدپوستياستنشاقي با تزريق زير BCGثر واكسيناسيون  امقايسه
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  مقدمه

شکل بيماري ليـشمانيوزيس    ترين    ليشمانيوز جلدي عمده  

 گونه تـك ياختـه از جـنس         ۱۲است که توسط حداقل     

 ۸۰ اگر چه ليـشمانيا در بـيش از          .شود  مي ليشمانيا ايجاد 

 درصد موارد آن در     ۹۰ ،شور جهان گزارش شده است    ک

 ،ايـران، پـرو    ، برزيـل  ، افغانـستان  ، کشور جهـان   ۶تنها  

 شـواهد   ]۱[عربستان سعودي و سوريه قرار گرفته است        

هـاي    که افرادي که مبتلا به زخم      داده است موجود نشان   

شوند پس از بهبود از زخم براي بـار           مي جلدي ليشمانيا 

به اين ترتيب   . دنشو  نمي مازيس جلدي ديگر مبتلا به ليش   

رسد که بتوان با استفاده از ليـشمانيا عليـه آن             مي به نظر 

 ،]٤و٣[کـشته شـده   هـاي     واکـسن  ]٢[ايمني ايجاد نمـود   

سـنتزي  هاي  ، واکسن]٥و٢[شده   زنده ضعيف هاي    واکسن

 انـواع   ،غيرپروتئينـي هـاي     و واکسن  ]١٠‐٦[و نوترکيب   

 باشـند   مي ر حال بررسي  يي هستند كه امروزه د    ها  واكسن

 تاکنون هيچ واکسن عمومي عليه عفونت ليـشمانيا در          و

   .امده استيبه وجود نجهان 

 ، بـه تنهـايي    واکسن ليشمانياي کشته شده   استفاده از   

 پديـد   متفـاوتي خود نتوانست نتايج    هاي    در کار آزمايي  

 ه است  در جامعه برزيلي باعث حفاظت شد      اگرچه. آورد

 ،ه اسـت   اثر حفاظتي خـوبي نداشـت      ولي در آسياي ميانه   

ــ ــاوتيچن ــا ن تف ــا  ييه ــت ت ــر آن داش ــين را ب  محقق

کشته شده ارائه   هاي    جديدي از واکسن  هاي    فرمولاسيون

 (Nacy)  ناسي ،۱۹۸۷سال   نخستين بار در   .]۱۲و۱۱[دهند  

 را  BCGمثبـت واکـسيناسيون       اثر هايد ]۱۳[همکارانش و

  كانويـت  .ليشمانيوز جلدي مطرح کردند    در پيشگيري از  

(J.Convit)ــارانش در و ــال  همک ــش ۱۹۸۷ س ــؤثر نق  م

 را بر درمان دارويي با آنتيموان مطرح        BCGايمونوتراپي  

تهيـه   واکـسن    اندرمو نقش پيشگيري و      ]۱۵و۱۴[كردند

 يـا   L.mexicanaة  شـد  کـشته هـاي     از پروماستيگوت شده  

L.braziliensisــراه   را ــه همـ عليـــه  M.bovis BCG بـ

  .]۱۶[اي جنوبي نشان دادندليشمانيازيس آمريک

سسه رازي توسط دكتـر فـشاركي و        ؤدر ايران در م   

 ،مربوط به توليد واكسن كشته شده     هاي    همكاران بررسي 

ا مـاژور  يشماني لبهينه گرديد و در نهايت به توليد واكسن     

 ۱۹۹۶در سـال   .]۱۷[ منجر گرديـد ALM يا اتوکلاو شده

نيـسيته  خطـري و ايمونوژ     بـي  ،دکتر دولتي و همکارانش   

 ALMه   را به همراه ليـشمانياي کـشته شـد         BCGواکسن  

 در  .]۱۸ [دندكررا گزارش     نآ يخطر يب و    کردند بررسي

 طي يک بررسي    ]۱۹[ دکتر مدبر و همکارانش    ۱۹۹۸سال  

 BCG در برابر    ALM + BCGبه مقايسه اثر تزريق واکسن      

انتقال از  (به تنهايي عليه ليشمانياي جلدي انتروپونوتيک       

 کاهش ابتلا به ليـشمانيازيس       و پرداختند)  به انسان  انسان

ي كنترل نـشان    ها  هگرو نسبت به    ALM+BCGرا در گروه    

  .دادند

 يبخـش  يي که در زميـنه حفاظـت     ها  بررسيدر ادامه   

پـور و     دکتـر خامـسي    ، انجـام شـد    BCG+ALMواکسن  

همکارانش داوطلبان ناحيه شمال شرقي اصفهان را با دز         

 LST) Leishmaninسپس . کردند واکسينه BCG+ALMکم 

Skin Test(،  ــد ــري و تولي ــخ تکثي را  IL-4 و IFN-γ پاس

نتايج نشان دادنـد کـه داوطلبـان بـا          . کردند گيري  اندازه

 مثبـت   LST يا افرادي کـه      )CL (يوز جلد يشمانيلسابقه  

ي نـسبت بـه سـاير       تـر   بـيش  LSTهستند پاسخ تکثيري    

 يـا بـا تـست       CLافراد با سابقه    . دهند  مي داوطلبان نشان 

شـاخص   و تـر   بـيش  توليد اينترفرون گامـاي      LSTمثبت  

  .]۲۰[ي دارندتر بيش (SI)تحريكي 

همگي استفاده  ]۲۴تا۲۱[ي انجام شده    ها  بررسيگرچه  

را  نآاما كارايي  ،دانند  مي را مفيدALM+BCGاز واكسن 

 امـروزه   .كننـد   نمي تأييددر ايجاد يك پاسخ ايمني قوي       

 و  BCGه بر کاهش اثـر حفـاظتي         غلب ،يكي از راهكارها  

خطرات احتمالي آن از يـک سـو و افـزايش کـارايي و              

 يكـي از ايـن      .مزاياي واکسيناسيون از سوي ديگر است     

  استفاده از مسيرهاي مخـاطي بـراي واكـسيناسيون         ها  هرا

BCG ــت ــدت .]۳۲‐۲۵[ اس ــتفاده از   از م ــيش اس ــا پ ه

ن هاي متفـاوت مايکوباکتريـايي در واکـسيناسيو        ژن آنتي

 توانسته بود پاسخ ايمني موضعي و سيستميک        ياستنشاق

استفاده از واکـسن    . ها ايجاد کند   ژن بالايي عليه اين آنتي   

BCG   را  يمـؤثر  ايمنـي هاي     مکانيسم ي از مسير استنشاق 

 از آن   اندازد کـه    مي هاي درون سلولي به راه     عليه پاتوژن 

فعـال شـدن     و در مجاري مخاطي     IgAترشح زياد   جمله  
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سـبب  است كه   ي سيستم ايمني در ريه و طحال        ها سلول

ــالاي    ــادير ب ــد مق ــيIFN-γ و IL-12تولي ــود  م در . ش

 ي در مقايسه با تزريـق زيرپوسـت       يواکسيناسيون استنشاق 

ي هـا   سـلول  بـيش از   CD4+Th1دهنـده    پاسخي  ها  سلول

CD8+T عليـه    مناسـبي   و ايمني حفـاظتي    شوند  مي فعال 

كـه   طـوري  بـه  فتد،ا  مي هاي درون سلولي به راه     پاتوژن

 يدر اعضاي لنفي نسبت به تزريق زيرپوست      ميزان پاتوژن   

 در ايـن تحقيـق اثـر        .]۳۱‐۲۹[يابـد   مي به شدت کاهش  

 بر واكسيناسيون ليشمانيا و     ي استنشاق BCGواكسيناسيون  

شـده   بررسـي    BALB/cپيامد ليشمانيوز جلدي در موش      

  .است

  

  ها مواد و روش

  برنامه واکسيناسيون

 از مـسيرهاي    BCGبررسي اثر تجويز واکـسن      به منظور   

 برنامه واکسيناسيون به شرح     ،واکسن ليشمانيا  مختلف بر 

 ٥ هفته بـه     ٦‐٨ ، BALB/cي نر   ها  موش. زير طراحي شد  

 . تايي به شرح زير تقسيم شده و واکسينه شدند         ٢٠گروه  

ــسيناسيون  ــفر در روز BCGواكـ ــسيناسيون ،صـ  واكـ

ALM+alum    با انگـل    سازي  لوده و آ  ۴۹ و ۲۸ در روزهاي 

يي که واکـسن    ها  موش ،گروه اول  . انجام شد  ۶۰در روز   

BCG          را به صورت استنشاقي و واکـسنALM+alum  را 

 بــه منظــور . دريافــت کردنــديبــه صــورت زيرپوســت

تايي در   را به صورت سه    ها  موشواکسيناسيون استنشاقي   

 ليتر سوسپانسيون   ميلي١٠. دهيم  مي نبولايزر قرارهمحفظ

BCG  واجدcfuرا درپيمانه نبولايزر ريخته و دسـتگاه        ١٠٧ 

. کنـيم   مـي  ليتر در دقيقه تنظـيم     را روي سرعت يک ميلي    

. کنـيم   مـي  را از محفظه خارج    ها  موش دقيقه   ٣٠پس از   

 و واکــسن BCGيي کــه واکــسن هــا مــوش ،گــروه دوم

ALM+alum     دريافـت کردنـد    ي را به صورت زيرپوسـت  .

 بـه   ALM+alumواکـسن   يي که فقط    ها  موش ،گروه سوم 

کنتـرل واکـسن    ( دريافـت کردنـد      يصورت زيرپوسـت  

يي کـه فقـط بـا انگـل         ها  موش ،گروه چهارم ). ليشمانيا

  انگـل  ١٠٥ برابرانگل،   مقدار. ليشمانيا ماژور آلوده شدند   

L.major               فاز ايستا و محـل تزريـق آن کـف پـاي چـپ 

فسفات يي که تنها بافر ها  موش ،گروه پنجم  .است ها  موش

شده به    واکسن ليشمانياي اتوکلاو   .ن دريافت کردند  يسال

رازي تهيـه     انستيتو  از (ALM+alum)لوم  آهمراه ادجوانت   

 ٤٥٦ليتـر برابـر     ميلي ١/٠موش   مقدار تزريقي به هر   . شد

و اسـت     ميکروگرم ادجوانـت   ٣٧٦ميکروگرم پروتئين و    

ــده دم  ــق آن قاع ــل ترزي ــوشمح ــت م ــسن.  اس  واک
(pasture strain 1173-P2) BCG، گرم در  ميلي٦٠ در غلظت 

 در  ٢٠×١٠٦ cfu که حـاوي     sautonليتر محيط کشت     ميلي

 .  از انستيتوپاستور ايران تهيه شد،است گرم  ميليهر
  

ي بـه   تـأخير انجام تست واکنش ازدياد حـساسيت       
PPD  

 ـبه منظور بررسي پاسـخ ازد       در  يتـأخير ت  ياد حـساس  ي

 روز پس   ٢٨ ، واکسينه شده بودند   BCGکه با   يي  ها  موش

 به کف پـاي راسـت       PPD ميکروگرم   ٥از واکسيناسيون   

ليتـر بـافر      ميلـي  ١/٠در حجم   (از هر گروه     ها  موش هيکل

ن بـه   يو هم حجم آن بافر فـسفات سـال        ) نيفسفات سال 

قطـر  .  تزريق گرديـد   در هر گروه   ها  موشکف پاي چپ    

 ساعت  ٧٢ و   ٤٨ ،٢٤كف پا با استفاده از کوليس پس از         

 شـد و درصـد افـزايش ضـخامت آن طبـق           گيري  اندازه

 گزارش گرديـد   ،يي كه ديگران انجام داده بودند     ها  روش

]١٢.[ 
  

  گيري کف پا و اندازه ها موشسازي  آلوده

  انگل ليشمانيا ماژورفاز ايـستا را     ١٠٥به اين منظور ميزان     

گروه ي  ها  موش به کف پاي چپ      تريکرولي م ٥٠در حجم   

وي زخـم حاصـل از       و ايجاد و پيشر     شد آزمايش ترزيق 

  . ديگرد هر هفته با استفاده از کوليس بررسي ،تکثير انگل

  

  گيري ميزان نيتريك اكسايد با روش گريس اندازه

 شش و نه هفته پس      ،در فواصل زماني  سه     به اين منظور  

دو مـوش از هـر       از L.majorبـا    هـا   موش سازي  لودهآاز  

 سسـپ  . ماكروفاژ صفاقي تهيه شد    يگروه به طور تصادف   

به  .ديگردموردنظر به کشت ماکروفاژ اضافه      هاي    محرک

ــور  ــن منظ ــياي ــاژور ،PPDژن  از آنت ــشمانيا م    F/T  لي

(Freezed-Thawed)    به ميزان µg/mlبـه عنـوان محـرک       ١٠ 
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ــانوي و از ــوپليل ث ــاکاريپ ــراه  ) µg/ml١(د ي س ــه هم ب

به عنوان محرک مثبت اسـتفاده      ) µg/ml٢(اينترفرون گاما   

آوري  جمعها    سلولت محلول رويي     ساع ٤٨پس از   . شد

 و   شـد   هم حجم محلول رويي معرف گريس اضافه       ،شد

 با ايجاد رنـگ توسـط ايـن         )NO( ديک اکسا يتري ن توليد

 حاصـل از اثـر      .O.Dجـذب   .  گرديد گيري  معرف اندازه 

و براساس   شد گيري   نانومتر اندازه  ٥٤٠معرف گريس در    

رومـول  منحني استاندارد ميزان نيتريـک اکـسايد بـه ميک         

 ]. ٤و٣[گرديدمحاسبه 
  

  سنجش نهفتگي انگل

به منظـور سـنجش ميـزان تکثيـر و پيـشروي انگـل در               

 ، در فواصل زماني سه    ،ي گروه واکسينه و کنترل    ها  موش

 بـا انگـل     هـا   مـوش  سـازي   شش و نه هفته پس از آلوده      

 يدو موش از هر گروه به طـور تـصادف          ،ليشمانيا ماژور 

 ـ نآ کبـد    وطحال  انتخاب شد و     در شـرايط اسـتريل     ا  ه

قـسمتي از    ن اعـضا،  ين وزن ا  ييپس از تع  . ديگردخارج  

ليتـر محـيط کـشت        ميلـي  ٢ها توسط هموژنـايزر در       آن

 سريال نآشد و از  هموژن FCS درصد ١٠ر واجد داشناي

 ميکروليتر به هر    ٢٠٠هر رقت ميزان     از .ديگردرقت تهيه   

دور . شـد تايي به صورت دوبار تکرار اضافه       ٩٦چاهک  

 تـا از تبخيـر در مـدت         بـسته شـد   با پـارافيلم    ها    پليت

 ٧‐١٥به مدت   ها    آنگاه پليت . انکوباسيون جلوگيري شود  

در ايـن مــدت  . گرفــت قـرار  ٢٦‐٢٨° cروز در دمـاي  

 تا در هر    شدندبا ميکروسکوپ معکوس بررسي     ها    پليت

ين رقت واجـد انگـل ليـشمانيا        تر  بيشعضو   گروه و هر  

از فرمول زير   با استفاده   ي انگل    ميزان نهفتگ  .ديآ دست هب

  ]:٣٤و٣٣[شدمحاسبه 

  log -     بار انگل=  وزن عضو / رقت

  

  آناليز آماري

 . انجام شد  SPSSافزار   آناليز آماري نتايج با استفاده از نرم      

 Excel و   SPSSافزارهـاي    براي رسم نمـودار نيـز از نـرم        

هـاي   زمـون آ در kruskal walisزمـون  آ از ،اسـتفاده شـد  

.  استفاده شدstudent t testارامتري و در ساير موارد از ناپ

  . در نظر گرفته شد>۰۵/۰pي در همه موارد معنادارسطح 

 
  ها هيافت

  PPDي نسبت به  تأخيرپاسخ ازدياد حساسيت

 در PPDي نــسبت بــه تــأخيرپاســخ ازديــاد حــساسيت 

 ـ روز   ۲۸ پس از    BCGي واکسينه شده با     ها  هگرو  يبررس

در  BCGحريک حاصل از واکسيناسيون     تا ميزان ت  د  يگرد

  .  مختلف مقايسه گردديها هگرو

 و بـا در نظـر   General Linear Modelبراساس آزمون 

واکـسن  ي  هـا   هگرو بين   ،>۰۵/۰pي  معنادارگرفتن سطح   

BCG    ساعت پس از    ۷۲ و   ۴۸ ،۲۴هاي    با کنترل در زمان 

.  وجـود دارد   معنـادار  اختلاف   PPDتزريق داخل جلدي    

شود در ايـن فاصـله        ديده مي  ۱ که در جدول  طور   همان

بـه  نسبت  ي واکسينه   ها  هگرو در   جاد شده ي ا زماني پاسخ 

  . )۱ جدول( ش داردي افزاکنترلي ها موش

  

  مقايسه روند ايجاد زخم و پيشروي آن

بـراي   (Repeated measureبا استفاده از روش آمـاري  

و مقايـسه   ) ۷‐۱۲براي هفتـه     (Friedmanو  ) ۷ تا   ۱هفته  

   ميـانگين انـدازه زخـم   ،)multiple comparison(چندگانه 
  

  

 ـ   ،انـد  واكـسينه شـده    BCGيي كه با    ها  موش در   را PPDبه  نسبت  خيري  أپاسخ ازدياد حساسيت ت    .۱جدول    .دهـد  ينـشان م

  ).>۰۵/۰p(  گزارش شده استمتر  بر حسب ميليكف پا  درصد افزايش قطرانحراف معيار ±ميانگين 
 زمان 

  کسن ي واها هگرو
   ساعت۷۲   ساعت۴۸   ساعت۲۴

  ۳/۴ ± ۸/۱  ۸/۲ ± ۸۶/۰  ۲/۳ ± ۰ نيبافر فسفات سال

 BCG۱۴/۱۱ ± ۸/۱  ۳/۲۲ ± ۸/۱  ۳/۲۱ ± ۰/۴  ياستنشاق  

 BCG۷/۶ ± ۹/۱  ۹/۱۳ ± ۹/۲  ۴/۲۴ ± ۹/۴  يرجلديز  
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 هفته  ۱۲ي مختلف واکسيناسيون طي     ها  هگرودر  ها    موش

رديـد و سـطح      با يکديگر مقايـسه گ     سازي  پس از آلوده  

 افزايش تـورم  .  در نظر گرفته شد    >۰۵/۰pي برابر   معنادار

 از  BCGبدون زخم در کف پا درهر دو گروه واکسينه با           

اين تورم در گروه    . آغاز شد  سازي  هفته اول پس از آلوده    

 به زخم ناگهاني و شديد در سـه هفتـه آخـر             اول و دوم  

در . ند کاملاً از بين رفت    ها  موشتبديل شد و در هفته نهم       

 شروع تورم با شروع زخم همراه  سوم و چهارميها  هگرو

بر اين  . غاز شد آ سازي  لودهآاز هفته سوم پس از      بود که   

 پـنجم  و   چهارمي  ها  هگرومقايسه اندازه زخم      در ،اساس

در .  مشاهده شد  >۰۵/۰p معنادار اختلاف   ها  هگروبا ساير   

 معنـادار  اخـتلاف  دوم اول وي  هـا   هگـرو که بـين     يحال

  .)۱شکل( جود نداشتو
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  کـف افـزايش ضـخامت  ميانگين درصد   نمودار خطي    .١شکل  

 با انگل ليشمانيا    سازي  هفته پس از آلوده    ١٠ تا    را ها  پاي موش 

 BCGگـروه اول بـا      .دهد  نشان مي  ي مختلف ها  ه در گرو  ماژور

گروه  و ALM+زيرپوستي BCGگروه دوم با     ،ALM+استنشاقي  

پـنجم    و به گروه چهـارم   . اند ده واکسينه ش  ALM+alumسوم با   

 .تزريق شـده اسـت     به ترتيب انگل زنده و بافر فسفات سالين       

غاز شده و در    آافزايش تورم در گروه اول و دوم از هفته اول           

هاي مورد بررسي نسبت به گروه چهارم و پنجم افـزايش            زمان

  . ار داردادمعن

  

  توليد نيتريك اكسايد

 مختلفي  ها  هگرود در   سنجش ميزان توليد نيتريك اكساي    

 +IFN-γو   PPD, F/Tثانوي شامل هاي  در حضور محرك

LPS به كمك آزمون آماري ناپارامتري .   صورت گرفت

Kruskal-Wallis   مقايسه آماري بين تيمارهاي مختلـف در 

سـطح  .  انجام شد   شش و نه   ،سهي  ها  ههفتدر  هر گروه و    

 ـ    >۰۵/۰pي در همه موارد     معنادار بـر   .ددر نظر گرفته ش

 )يرپوستي زBCG(ن گروه دوم يدر هفته سوم باين اساس 

 معنـاداري اختلاف   PPD نسبت به محرک     ها  هگروهمه  با  

 معنـاداري در هفته ششم اختلاف      .)>۰۵/۰p( وجود دارد 

 ـم شـود و    نمي  مشاهده ها  هگرون  يب  ـزان تول ي  ـتريد ن ي ک ي

 اول تا چهارم نسبت به هفتـه سـوم          يها  هگرود در   ياکسا

د يک اکـسا  يتريد ن يزان تول يدر هفته نهم م    .ابدي  مي کاهش

 شي افـزا  F/T و PPDدر گروه اول در پاسخ بـه محـرک          

در گـروه دوم  . ستي نمعنادارن اختلاف يابد، گرچه ا ي مي

 ـ PPDد نسبت بـه     يک اکسا يتريد ن يز تول ين  شي افـزا  يکم

 ـ     .ابدي مي  ـن تول يدر هفته نهـم ب  ـتريد ن ي د در  يک اکـسا  ي

 .شـود   نمـي   مشاهده معناداري  مختلف اختلاف  يها  هگرو

ي هـا   هگـرو  در   NOابتـدا توليـد      رسد كـه در     مي به نظر 

يابـد ولـي بـا        مـي   تحريك شده و افزايش    BCG واكسن

گذشت زمان به دليل غلبه ليشمانيا ماژور تحريك توليـد          

NO۲ شکل(ابد ي  مي كاهش.(  

  

 سنجش ميزان نهفتگي تك ياخته

 ـميزان نهفتگي تك ياختـه در    در  و نـه  شـش ي هـا  ههفت

 هـا   بررسيكه اين    جا از آن . ي آزمايش انجام شد   ها  هگرو

 تايي انجام شده بـود  ۹۶هاي  به صورت دوتايي در پليت 

 خطاي استاندارد ميـانگين     ،برابر بود ها    و نتايج در تكرار   

 ۳ شکل. يا انحراف معيار در همه موارد صفر خواهد بود        

 ـ           و  دميانگين نهفتگي تك ياخته را در اعـضاي لنفـي كب

ياختـه ليـشمانيا     بر اين اساس تـك     .دهد طحال نشان مي  

 هـا   هگرو در همه    سازي  ماژور از هفته ششم پس از آلوده      

در هفته  . شود  مي در هر دو عضو لنفي مورد بررسي ديده       

ي آزمايش  ها  هگرونهم تعداد تك ياخته در اعضاي لنفي        

هـا   آن افزايش يافته و در نهايت منجـر بـه مـرگ اكثـر            

لوده شده بودنـد    آ که ثنها با ليشمانيا      يدر گروه . شود مي

  .شود  ميتر انگل در اعضاي لنفي ديده ازدياد سريع
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ماكروفاهـاي صـفاقي      نيتريك اكسايد در    توليد ميزان :۲شکل  

ــا هگــرو ــايش راي ه ــاوت پــس از هــاي محــرک در ازم  متف

در هفته سوم   . دهد  نشان مي  با انگل ليشمانيا ماژور      سازي آلوده

ميزان توليد نيتريک اکسايد در گروه دوم در حـضور محـرک            

PPD    ۰۵/۰( افزايش معنـاداري   ها  ه نسبت به ساير گروp< ( دارد

در هفته ششم ميزان توليـد نيتريـک اکـسايد در همـه         ). الف(

در هفته نهم در گـروه      ). ب(يابد    ي آزمايش کاهش مي   ها  هگرو

نيتريک اکسايد نسبت به هفتـه شـشم در         اول دوم ميزان توليد     

 انگـل ليـشمانيا مـاژور افـزايش         F/T و   PPDهاي    برابر محرک 

 گـروه اول بـا      ).ج(يابد که به لحاظ آماري معنادار نيست          مي

BCG   استنشاقي+ALM     گروه دوم با ،BCG    زيرپوسـتي +ALM 

 و  به گروه چهارم  . اند   واکسينه شده  ALM+alumو گروه سوم با     

تزريـق   تيب انگـل زنـده و بـافر فـسفات سـالين           تر پنجم به 

  .است شده

  

  

  

 ـ  انگل ليشمانيا مـاژور را    ميزان نهفتگي    :۳شکل    يهـا   ه در هفت

 نـشان  در كبد و طحال  با انگلسازي پس از آلودهششم و نهم  

 )ب( نهفتگـي انگـل در کبـد و شـکل            )الف(شکل   .دهد مي

تگـي  بـين ميـزان نهف    . دهد نهفتگي انگل در طحال را نشان مي      

در هـر   . داري وجود ندارد  اانگل در کبد و طحال اختلاف معن      

 در گــروه چهــارم افــزايش  ميــزان نهفتگــي انگــلدو عــضو

گروه اول بـا    . )>٠٥/٠p(  دارد ها  هداري نسبت به ساير گرو    امعن

BCG   استنشاقي+ALM،     گروه دوم باBCG  زيرپوسـتي + ALM 

  و ه چهارم به گرو . اند  واکسينه شده  ALM+alumگروه سوم با     و

تزريـق   پنجم به ترتيب انگـل زنـده و بـافر فـسفات سـالين             

  .است شده

  

 گيري  و نتيجهبحث

BCG هـاي درون سـلولي      ليشمانيا، هـر دو از پـاتوژن        و

تواند همـراه بـا واكـسن ليـشمانيا بـه        ميBCG . هستند

صورت ادجوانت يا به عنوان واكـسن آغـازگر يـا دارو            

 BCGهاي زير استفاده از      ويژگي. مورد استفاده قرار گيرد   

را در تحريك سيستم ايمني به منظور مقابله بـا ليـشمانيا            

هـا   ميزبـان هـر دو آن     كـه    نآاول   . سـاخته اسـت    مؤثر

كه گرچه ايـن دو ارگانيـسم در         نآدوم  . ماكروفاژ است 

مسير شبكه اندوزومي پس از فاگوسيتوز توسط ماكروفاژ        

انـدوزومي   اما هر يـك در سيـستم         ،با هم تفاوت دارند   
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ورند كه  آ  مي فرار خاص خود را به اجرا در      هاي    مكانيسم

هـاي خطـر در ماكروفـاژ و         به هر حال به بروز سـيگنال      

بهتـرين  كه  نآ سوم   .]۳۵[شود  مي تحريك ماكروفاژ منجر  

روش حذف و مقابله با ايـن دو ارگانيـسم فعـال شـدن              

فعال اكسيژن  هاي    ماكروفاژ به ويژه از راه توليد متابوليت      

و نيتروژن است كه در اين ميان اثـر كـشندگي نيتريـك             

بنـابراين اگـر بتـوانيم از        .اكسايد در هر دو غالب است     

 در جهت تحريـك ماكروفـاژ و        BCGزا   سويه غيربيماري 

 توانسته ايـم سـطح فعاليـت        ،سيستم ايمني استفاده كنيم   

. سيستم ايمني را نسبت به ليـشمانيا هـم افـزايش دهـيم            

 يدهـد کـه اسـتفاده از مـسيرها       ين م تحقيقات اخير نشا  

 داشـته و    ي برتـر  زيرپوسـتي روش   تواند بـر    مي يمخاط

 درصـد   ٨٠.  را افزايش دهـد    BCGكارايي واكسيناسيون   

ي ايمني در سيستم ايمني مخاطي قرار دارنـد و          ها  سلول

  مخـاطي  سـازي   به كمك ايمن  . پيوسته در حال گردشند   

از محـل    توانيم اعضاي لنفي و سطوح مخاطي دورتر       مي

مـسيرهاي    از سـوي ديگـر     .مسازي  ژن را ايمن   نتيآورود  

 ،هـا هـستند    كه محـل ورود پـاتوژن      نآمخاطي به دليل    

 بـه نظـر     .پيوسته از يك سيستم دفاعي فعال برخوردارند      

تـر در     از مسير مخاطي سريع    BCG رسد واكسيناسيون  مي

ي هـا   سـلول  ،ماكروفاژهـا (ي ايمنـي    هـا   سلولدسترس  

 شـانس انتخـاب      و گيـرد  قرار) ها سيتدندريتيك و لنفو  

  ].۳۸تا۳۶[يابد ليشمانيا افزايش عليه پاسخ بهتر

سـال    در)Lihao Chen(هائو چن يمطالعات جداگانه ل

 نشان داد ٢٠٠٠سال   در)Falero Diaz(از ي و فالرود۲۰۰۴

 ي اثـر حفـاظت    ي استنـشاق  BCGکه اسـتفاده از واکـسن       

 .کنـد   مي جادي ا سيه توبرکلوز ي عل يتر يدارتر و طولان  يپا

 را ي استنـشاق  BCGون  يناسي اثر واکس  ن اساس يبر ا ]. ٣٠[

سه پاسخ  يابتدا به مقا  . مي کرد يبرسا  يشمانيه عفونت ل  يعل

 در PPD نــسبت بــه يتــأخيرت ياد حــساسيــپاســخ ازد

ج بـه   يبـر اسـاس نتـا      .مي پرداخت BCG واکسن   يها  هگرو

ي ها  هگرودر   ي ساعت پاسخ برابر   ۲۴مده پس از    آدست  

  و ٤٨ يهـا  در زمان  . مشاهده شد  يرپوستيز و   يشاقاستن

 امـا در روش     .افـث ين پاسخ کـاهش     ي ساعت بعد ا   ٧٢

 ـ پا ياستنشاق  . بـود  يرپوسـت يارتر و دو برابـر روش ز      دي

 پاسـخ   يتوان گفـت کـه در روش استنـشاق          مي نيبنابرا

  .جاد شده بودي ايتر ي قوي سلوليمنيا

بــروز زخــم حاصــل از ليــشمانيا در محــل تزريــق 

 ناشي از تکثير بيش از حد انگل و آسيب          ،مانيا ماژور ليش

 سـازي   نتيجه آلوده . اطراف است هاي    و بافت ها    سلولبه  

با انگل ليشمانيا ماژور در نهايت       BALB/cموش حساس   

انگـل و مـرگ حيـوان       ) احشايي شدن (سيستميک شدن   

 واکسني است BALB/cي ها موشواکسن موفق در . است

 ايجاد شده منتهي شود يـا طـول         که بتواند به بهبود زخم    

در .  را تا حد امکان افزايش دهد      BALB/cي  ها  موشعمر  

 ليـشمانيا   سـازي   تحقيق حاضر از هفته اول پس از آلوده       

ي آزمـايش   هـا   هگـرو روند ايجاد زخم و پيشروي آن در        

 ـتزرتورم در ناحيـه     . بررسي گرديد   ـق انگـل ل   ي ا يشماني

ي آزمـايش بـه     اه  هگرو از هفته اول در تمام       ماژور زنده 

 مـشاهده   ، گرفته بودنـد   BCGيي که واکسن    ها  هگروويژه  

 و ياستنــشاقي هــا هگــرو امــا تــشکيل زخــم در ،شــد

در .  افتـاد  تأخير پنجم به    ‐چهارمي  ها  ههفت تا   .يرپوستيز

 ها  هگرواين مدت تورم و ارتشاح سلولي شديدي در اين          

شد ولي ظاهراً بروز زخـم بـه          مي در ناحيه کف پا ديده    

از .  افتـاده بـود  تـأخير ي ايمني به   ها  سلولل درگيري   دلي

هفته چهارم به بعد زخم تشکيل شد و با شـدت زيـادي             

لوده تـا   آي  ها  موشي نامبرده گسترش يافته و    ها  هگرودر  

سـوم و  ي گـروه  هـا  مـوش زخم در   . هفته يازدهم مردند  

 گرفتـه   BCGيي کـه واکـسن      هـا   هگـرو  زودتر از    چهارم

بـه هـر حـال       . سوم آغاز شد   ‐يعني در هفته دوم   . بودند

افت کرده بودنـد رونـد      يدر BCG که واکسن    ييها  هگرو

   .زخم متغيري داشتند يشرويپ

يک مولکول بيولوژيـک مهـم      ) NO(نيتريک اکسايد   

ــر   ــتاتيک ب ــسيک و سايتواس ــر سايتوتوک ــه اث اســت ک

منبـع  . هاي درون سلولي از جملـه ليـشمانيا دارد         پاتوژن

کسايد ماکروفاژهـاي آلـوده     اصلي و مهم توليد نيتريک ا     

تواننـد سـبب      مـي  به ليشمانيا هستند که اگر موفق شوند      

  . حذف و از بين بردن انگل شوند
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بنابراين بديهي است واكسني که بتواند توليد نيتريک        

رو   واکسن موفقي خواهد بود از اين      ،اکسايد را القا سازد   

از جمله پارامترهاي ايمونولوژيک که بـا هـدف کـشتن           

نيا در ماکروفاژ در ارزيابي واکسيناسيون خـود بـه          ليشما

 سنجش توليد نيتريک اکسايد از ماکروفاژهاي   ،کار برديم 

 ٢ شکلبراساس نتايج به دست آمده که در        . صفاقي بود 

 سوم،ي  ها  ههفت توليد نيتريک اکسايد در      ،ارائه شده است  

نـسبت   ماژور با ليشمانيا    سازي   پس از آلوده   ششم و نهم  

 بـا يکـديگر     F/T  مـاژور   و ليـشمانيا   PPDهاي   نژ به آنتي 

 ي، زيرپوسـت   و ي استنـشاق  BCGگروه  . مقايسه شده است  

ين نيتريـک اکـسايد را در هفتـه سـوم پـس از              تـر   بيش

هاي مايکوبـاکتريوم توليـد      ژن  نسبت به آنتي   ،سازي  آلوده

د در  يک اکسا يتريد ن ين زمان سطح تول   يدر ا  .کرده بودند 

ش از  يب) >٠٥/٠p( معناداري  با اختلاف  يروش زيرپوست 

 ‐بعد با رونـد کـاهش     ي  ها  ههفتدر  .  بود ي استنشاق روش

افزايش در توليد نيتريک اکسايد روبرو بوديم که سـطح          

  . ديد دردو گروه همسان گرديک اکسايتريد نيتول

دو عامل نقش مهمي در ايفاي اثر کشندگي نيتريـک          

تـوان    مي اکسايد توسط ماکروفاژها دارند که به شرط آن       

 ميـزان توليـد نيتريـک       ‐١. بر عفونت ليشمانيا غلبه کرد    

 زمان حضور نيتريـک اکـسايد در محـيط          ‐٢ اکسايد و 

 هداخل سـلولي ماکروفـاژ و پايـداري آن در طـول درو            

که ميـزان توليـد نيتريـک اکـسايد در           جا نآ از   .عفونت

 زمـان    تفـاوت  ، تفاوت نداشـت   BCG واکسن   يها  هگرو

 محيط داخل سلولي ماکروفاژ     حضور نيتريک اکسايد در   

تــوان از   مــي عفونــت راهو پايــداري آن در طــول درو

پيامد بررسي ميـزان     . کرد ينيب شي انگل پ  ي نهفتگ يبررس

 طحال و کبد در     ‐نهفتگي انگل در اعضاي مختلف لنفي     

 بـا   سـازي   هاي مختلف نشان دادند که پس از آلوده        زمان

 تـر   بيشند   قادر BCG ليشمانيا هر دو روش واکسيناسيون    

مـانع گـسترش و تکثيـر        يي به تنها  ALM+alumاز روش   

 ـ معناداريکه تفاوت    نآضمن   .انگل ليشمانيا شوند   ن ي ب

 و همچنين بين دو عـضو مـورد         BCG واکسن   يها  هگرو

  . مشاهده نشد)كبد و طحال(مطالعه 

حاصل از سنجش نهفتگي انگل     ي  ها  هيافتبه هر حال    

 و ميزان توليد نيتريـک       زخم هاندازي  ها  هيافتبه خوبي با    

در ايـن    .ي واکسن هماهنگي داشـت    ها  هگرواکسايد در   

ــر   ــورد اث ــان در م ــشتر محقق ــه پي ــايجي ك  بررســي نت

 عليـه توبركلـوزيس     ي از راه استنشاق   BCGواكسيناسيون  

شايد نياز باشـد    . ديده بودند در مورد ليشمانيا ديده نشد      

 يـا دفعـات     BCGكه در تحقيقي ديگر دز واكـسيناسيون        

ن حال حتي اگر تفـاوتي      يبا ا . را افزايش دهيم   نآتجويز  

 نسبت بـه    يدر اثر حفاظتي واكسيناسيون از راه استنشاق      

 مشاهده نكنيم، بـه دليـل اسـتفاده نكـردن از            يزيرپوست

ــشاق ــوزن در روش استن ــسيناسيونيس ــيوع ، واك  از ش

  .ايم  جلوگيري كردهHIV هاي خطرناكي چون يبيمار
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