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  مقدمه 
ها را    طيف وسيعي از بيماري    يياهاي ليشماني  بيماري
عفونـت   نوعي از    ،در يك قطب آن   كه  دهند   تشكيل مي 
واقـع  بهبـود يابنـده     خـود   نت هـاي     و عفو  تمبدون علا 

ي يزابيمـاري ي بـا    ينت هـا  وعفو در قطب ديگر آن       است
ي مانند كالاآزار   ياحشاهاي   انتشار به بافت  قابل   و   شديد

د كه در صورت عدم درمان به مـرگ منتهـي            نقرار دار 
ها علاوه بر اينكـه گونـه و      در اين بيماري   ].1[گردد   مي

  چكيده
واكنش هاي پرحـساسيتي  كي از شاخص هاي مهم براي سنجش       يآزمون مونته نگرو     آزمون پوستي ليشمانين    :زمينه و هدف  

 .اسـت آنتـي ژن اسـتاندارد لازم    وجود زمون در اين آ. باشد يمي ييابي ايمني سلولي در عفونت هاي ليشمانيا شرزو ا ديررس  
 ـايمني زا با هدف تعيين    و  ي ژن ليشمانين در شرايط كاملا استاندارد تهيه         بچ هاي متعددي از آنت    مطالعه حاضر   در   ي، ويژگـي،   ي

  .حساسيت و قدرت واكنش دهي آنها ارزيابي شد
 محـيط هـاي   از در مخلوط برابـر   (MRHO/IR/75/ER)ليشمانيا ماژور استانداردسوش ، براي ساخت ليشمانين  :روش كار

ها در مرحله ايستاي رشد درو شـدند و   انگل. صورت انبوه كشت داده شدندبه  TC Medium 199  وD-MEM كشت مايع 
 ـ ايمنـي زا . به كار رفتند استاندارد كاملا شرايط براي تهيه معرف ليشمانين تحت    پس از شستشوهاي متعدد      ي ورده هـا آي فـر ي

و ورده هـا    آويژگـي فـر   . بررسـي شـد   بودنـد   يمن شده   كه از پيش ا     هاي هندي  آزمون پوستي در خوكچه   انجام  با  ليشمانين  
تبريز بررسـي   در تهران و سالكافراد سالم در مناطق غير بومي        از طريق آزمون پوستي در    يرعادي به آنها    غحساس شدگي   

 در افراد بهبود يافته از سالك در منـاطق بـومي سـالك            ها با انجام آزمون پوستي        معرف واكنش دهي قدرت  حساسيت و   . شد
   . ارزيابي شدي و شهرييروستا

ي يزا ايمني ي توليد شده  ليشمانين به صورت كاملا پاك، بي ضرر و باورده هاآفرداد كه نشان  نتايج به دست آمده  :يافته ها
 و معرف هاي تزريقي هيچ گونه حساس شدگي غير عادي ايجاد        ارزيابي شد %  99 سطح بالاتر از  در  ها  آنويژگي  . باشند ميبالا  

- 18با ميانگين واكنش دهي  % 96ي بالاتر از يدهي آن ها در مناطق آلوده به سالك روستاواكنش قدرت  حساسيت و .نكردند
  .  ميلي متر تعيين شد12-14با ميانگين واكنش دهي % 93  ميلي متر و در مناطق سالك شهري بالاتر از15

 ي، حـساسيت و واكـنش دهنـدگي بـالا         ي، ويژگ ي با ايمني زا   ي ضرر، پاك، ب ها  ورده  آفراين  داد كه   يافته ها نشان      :نتيجه گيري 
اين فرآورده ها به راحتي در داخل كشور در دسترس بوده و مـي تـوان            .ايجاد نمي كند   ر عادي يت غ يحساسبودهو همچنين   

  . از آنها براي انجام آزمون پوستي جهت رديابي پاسخ هاي پر حساسيتي دير رس در عفونت هاي ليشمانيايي استفاده كرد
   آنتي ژن ليشمانين، پرحساسيتي ديررسآزمون پوستي ليشمانين، ليشمانيا ماژور، :ه هاي كليديواژ
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 269  دكتر محمد حسين علي محمديان و همكاران                                                                                ...   ارزيابي معرف ليشمانين 

بـاليني متفـاوت     هـاي نژاد انگل در شـكل گيـري حالـت          
د، وضـعيت ايمنـي ميزبـان در نـوع          نبيماري دخالت  دار   

از . نمايـد  را ايفـا مـي    تظاهر باليني  بيمار نقـش قـاطعي         
ميان دو سيـستم ايمنـي مهـم بـدن  پاسـخ هـاي ايمنـي                 

 در كنتـرل ايـن بيمـاري بـه عهـده            يسلولي نقش بـارز   
 بنابراين آزمون هاي مربوط بـه سـنجش ايمنـي           .دارند
توانـد بـه عنـوان  وسـيله اي ارزشـمند در               مي 1سلولي

جهت شناخت وضعيت ايمني فـرد، مـصون بـودن او در            
ــشي       ــر بخ ــي اث ــز بررس ــدد و ني ــت مج ــر عفون براب

عفونت و كنترل    براي پيشگيري    معرفي شده هاي   واكسن
يكي از شاخص هاي مهـم و       .  ي به كار رود   يهاي ليشمانيا 

نش اك ـ، و معمول براي سنجش ايمني بـا واسـطه سـلولي         
يكـي از اشـكال      DTH2. باشـد  پرحساسيتي ديررس مـي   

آنتـي ژن    ختصاصيا T  سلول هاي  عمده ايمني با واسطه   
توان بـه طـور       را مي  DTH وجود يك واكنش     .]2[ است

رديـابي   آنتـي ژن     پوسـتي  داخل   تجربي از طريق تزريق   
 سـاعت   72 يـا    48پس از     آنتي ژن  در محل تلقيح  . نمود

شـود   مـي ايجاد  سفتي  ماس  آبه صورت    پوستي   واكنش
واكنش پوستي مثبـت نـشان      . استاندازه گيري   كه قابل   

 حـساس شـده     Th1سلول هاي   دهنده وجود جمعيتي از     
 واكــنش.  اســتتزريــق شــده در فــرد ويــژه آنتــي ژن 

 ـ        جايگـاه تزريـق در     ه  پوستي از ارتشاح وسيع سلول هـا ب
 80-90شـود و معمـولا       ايجاد مـي   DTHجريان واكنش   

دهنـد   ها را ماكروفاژ هـا تـشكيل مـي        درصد اين سلول    
]3[.     

ــاي در  ــاري ه ــشمابيم ــاي   يينيالي ــابي پاســخ ه ردي
آزمون هاي پوستي  ليشمانين يا      با  پرحساسيتي ديررس   

         كـه  تنهـا  آزمـون   انجـام پـذير اسـت      نگروه  تست مونت 
ايـن  .  بـراي سـنجش ايمنـي سـلولي اسـت         داخل بـدني    

 ـ  ارا  1926نگـرو در سـال      ه  آزمون توسط مونت   ه شـده   ي
ــشمانيوز پوســتي خــود شــفا   . ]4[اســت  ) ســالك(در لي

ــتي   ــون پوس ــشمانين آزم ــول در لي ــتط ، دوره عفون
در جريان بهبود زخم در اغلب افراد       نيز  زخم و   پيدايش  

در افـراد بهبـود     آزمـون   ايـن    علاوهه  ب. مثبت مي باشد  
و در  اسـت   موارد مثبـت    % 100 تقريبا در از سالك   يافته  

                                                           
1 Cell-mediated immunity 
2 Delayed-type Hypersensitivity 

هـاي    مـدت   بـراي  فراد براي تمام عمر و يـا      بسياري از ا  
عـدم پاسـخ دهـي در       .  ]6،5[ماند   مديد مثبت باقي مي   

برابر آنتي ژن پوسـتي ليـشمانين نـشان دهنـده حالـت             
آنرژي نسبت به آنتي ژن مربوطه است كه معمـولا در           
بيماران مبتلا به كالاآزار در مرحله حاد بيماري مشاهده         

كـالاآزار  درمان يا بهبود از     با اين حال به دنبال      . شود مي
ــاليني ، پاســخ آزمــون پوســتي يــو از بــين رفــتن علا م ب

اكثــر بهبــود يافتگــان از منفــي بــه مثبــت  ليــشمانين در
  . ]8،7[نمايد  برگشت مي

در ارزيـابي   . آزمون ليشمانين كاربرد هاي متعـدد دارد      
ي واكــسن، بــراي انتخــاب داوطلبــاني كــه قــبلا در يكــارا

 ـ      تـه انـد از ايـن       فشمانيا قـرار نگر   معرض آلـودگي بـه لي
آزمون وسيله ارزشمند و    اين   .شود آزمون استفاده مي  

 و ]9-11[ي يــي ايمنــي زايحــساس بــراي بررســي توانــا
-15[ليشمانيوز مي باشد    كانديداي  ي واكسن هاي    يكارآ

همچنــين از آزمــون پوســتي ليــشمانين بــراي     .  ]12
عيـين  مطالعات همه گيري شناسي ليشمانيوز ، از جملـه ت         

 مشخص كردن ميزان بـروز آلـودگي    وفراواني عفونت  
 ـ  .]16-18[در سطح وسيعي استفاده مي شود        عـلاوه  ه   ب

براي تشخيص بيمـاري هـاي      يك ابزار كمكي    اين آزمون   
ليشمانيوز پوستي مي باشـد، بـه ويـژه در مـواردي كـه              

بسيار كـم بـوده و      هاي آلوده بدن     در بافت تعداد انگل   
  . ]19[يابي آنها امكان پذير نباشدهاي رايج رد با روش

   
  روش كار

 براي تهيه ليـشمانين ابتـدا سـوش       در مطالعه حاضر    
در  MRHO/IR/75/ERليشمانيا ماژور از نژاد واكـسن       

ــيط   ــساوي از دو محـ ــوط مـ ــايعمخلـ          و D-MEM3 مـ
TC Medium 199)  ــر دو از ــانSigmaه ــ)  ، آلم ه ب

ــراه  ــا 10همـ ــاله 20 تـ ــين گوسـ ــرم جنـ ــد سـ   درصـ
(GIBCOBRL, Australia origin)    در شـرايط كـاملا

آنگاه . كشت داده شدبه صورت انبوه     GMP 4 استاندارد
پـس از    درو شـدند و     مرحله ايستاي رشـد      در     انگل ها 
متراكم تهيه   آنتي ژن ،  يروژنپآ PBS5با  شستشو  پنج بار   

                                                           
3 Dulbeco’s Modified Eagled Medium 
4 Good Manufacturing Practice  
5 Phosphate Baffered Saline 
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تايمروســال % 5/0 حــاوي PBS  حجــم برابــر از بــاشــده
در ده  ش ـو ثابـت     كاملا كـشته     يانگل ها  . شدندمخلوط  

رقـت  تايمروسـال   % 01/0 حـاوي    PBS حجم مناسـبي از   
ورده آهـا در فـر     تعداد انگـل   به طوري كه     ،ندشدداده  

 پـس از    . در ميلـي ليتـر ميـزان شـد         6× 106 رويي  ينها
ــت  ــش   درياف ــذيرش از بخ ــدارك پ ــي  م ــرل كيف كنت

واحد توليـد انـستيتو   BS.QC) (هاي بيولوژيك  وردهآفر
شرايط زير  ورده ها در زير هود و       آ، فر  كرج پاستور در 

 ميلـي ليتـري عـاري از        10كاملا اسـتريل در ويـال هـاي         
كليـه  از   . ميلي ليتر تقـسيم شـدند      2/2پيروژن در حجم    

در نمونه برداري شـده و      مراحل كشت و تهيه آنتي ژن       
بررسـي   ) بودن استريل (يپاك از نظر بخش كنترل كيفي    

هاي  ي از نظر آزمون   ياورده هاي نه  آهمچنين فر . شدند
ســنجش  توكسيــستي غيــر معمــول، بــي ضــرري ماننــد

 LA)(Limulus   سـتفاده از آزمـون  ااندوتوكـسين بـا   

amoebocyte lysate)  آزمون هاي زنده بودن انگـل و ،
 ،  pHي ماننـد ميـزان قنـد تـام ،           يارزيابي هاي بيوشـيميا   

و   Lowery)روش ( پـــروتئين توتـــال انـــدازه گيـــري
 روي  ورده هاي ليشمانين  آي از فر  يهامونه  الكتروفورز ن 

قـرار  و كنتـرل كيفـي       بررسـي  مورد   SDS-PAGEژل  
 .گرفتند

  : شاملليشمانين براي ارزيابي روش هاي استفاده شده 
  :ي در خوكچه هنديي بررسي ايمني زا-الف

خوكچـه   سـه    ورده هـاي تهيـه شـده در       آي فر يايمني زا 
انـات بـا   ابتـدا حيو براي ايـن منظـور   . هندي بررسي شد 

ــق  ــل   25 ×106تزري ــتيگوتپ(انگ ــده  )روماس ــشته ش  ك
عيـار  از سـنجش    پـس    ايمونيزه شـدند و    ليشمانيا ماژور 

 ـ    روش اليـزا ،  آزمـون پوسـتي در ناحيـه             هآنتي بادي ب
 ميلــي ليتــر از 1/0همزمــان تراشــيده شــكم بــا تزريــق 

به صورت داخل پوستي    هاي مختلف ليشمانين    ورده  آفر
 48 و   24پـس از    . قبلي انجـام شـد    در مقايسه با بچ هاي      

ــه صــورت ســفتي كــه ســاعت واكــنش هــاي پوســتي   ب
كـش ميلـي متـري        با خـط    ايجاد شده بود   )اندوراسيون(

  .اندازه گيري و ثبت شدند
  : ارزيابي ويژگي فرآورده-ب

ويژگي آنتي ژن هاي تهيه شده در افراد طبيعـي ، سـالم            

ي كـه  و بدون سابقه بيماري هاي ليشمانيوز و در منـاطق       
بيماري ليشمانيوز به صورت بومي وجود ندارد ارزيـابي         

 در دبيرسـتاني در جنـوب تهـران روي           يك بررسي  .شد
سال  بـا     12-17  دانش آموخته سالم در گروه سني      168
 مجوز اولياي دبيرسـتان و رضـايت دانـش آمـوزان            ذاخ

در شهرسـتان تبريـز كـه يـك          ديگـر     بررسي . انجام شد 
 اسـت در روي همراهـان       يوزليـشمان منطقه غير بـومي     

سالم مراجعين به درمانگاه پوست بيمارستان هفـت تيـر          
  دو سـوكور بـا شـاهد    ي تـصادفي يبه صـورت كارآزمـا  

PBS    109 مـذكر و   123( نفر فـرد سـالم       232 در روي 
 بدون سابقه بيماري هاي ليـشمانيوز و بـا سـابقه      ) مونث

 درتبريـز   بـومي    غيـر     مداوم در منطقه   تسال اقام پنج  
يـا  داوطلبـان    از سال با اخذ رضـايت        9 - 60وه سني   گر

  .انجام شد والدين آنها
ورده هـاي ليـشمانين،     آدر كنار بررسي ويژگـي فـر      
ــادي    ــر ع ــدگي غي ــساس ش ــراد ح ــواد  اف ــر م در براب

ــده ــه طــور معمــول در ســاخت   نگهدارن ــه ب ــرفك  مع
 ايـن بررسـي نيـز     . ارزيابي شد روند   به كار مي   ليشمانين

 نفـر   232روي  ،   تـصادفي  و سوكور ي د يكارآزماطي  در  
ليــشمانين هــاي تهيــه شــده بــا  اســتفاده ازبــا تبريــز در 

 PBSهاي كنتـرل آنهـا كـه بـا           فنل و محلول  ،  تايمروسال
 انجام  فنله    PBS  تايمرساله و     PBS يعني   ،تهيه شده بود  

 در اين بررسي هـر گونـه واكـنش ايجـاد شـده در               .شد
بررسـي و   معرف ها به دقت ثبـت شـده و مـورد            برابر

   .ارزيابي قرار گرفتند
) پتانـسي ( واكـنش دهـي      ميـزان  ارزيابي حساسيت و     -ج

  :ليشمانين
حساسيت هر كدام از بچ هاي توليـدي در افـراد بهبـود             

از . يافته از سالك در مناطق بـومي سـالك بررسـي شـد            
اي مختلــف انگــل گونــه هــكــه آنتــي ژن هــاي  ييآنجــا

د بزرگـسال و    هـاي متمـادي در افـرا       ليشمانيا براي سال  
كودكــان بــدون ايجــاد عــوارض نــاگوار و جــدي مــورد 

در ايــن بنــابراين ، ]19[ اســتفاده قــرار گرفتــه انــد    
 -18هاي پوستي روي دانش آموزان      آزمون  ها،   بررسي

 دانش آمـوزان  و   اولياي مدرسه رضايت   اخذ    ساله با     8
 ميـزان حساسيت و   . افراد ساكن روستا انجام گرفت    و يا   
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 ـ    سـالك  بـومي  منطقـه    چهـار شمانين در   واكنش دهي لي
ي در شـمال    يروسـتا سـالك    كـانون    -الـف :  شـد  بررسي

 ســالك كــانون - ب ،) ليــشمانياماژورعامــل آن(اصــفهان 
پونـك، حـصارك و جنـت       (شهري در شمال غرب تهران      

 سالك كانون جديد    - ج ،) ليشمانيا تروپيكا  عامل آن ) (آباد
ف روسـتاهاي اطـرا   (ي در جنوب شـرقي كاشـان        يروستا

ــدآباد ــالك   - و د)ابوزي ــر س ــانون اخي ــتا ك در ي يروس
ــان  ــتاهاي اطــراف دامغ ــين .روس  بررســي دودر  همچن

حــساسيت و واكــنش دهــي بــچ هــاي مختلــف جداگانــه 
مقايسه ورده هاي قبلي و قديمي مورد       آليشمانين، با فر  

 بـا تزريـق هـم زمـان دو          بررسـي هـا   اين  . قرار گرفتند 
ي فـرد بهبـود     بـازو در دو قـسمت از پوسـت        ليشمانين  

   .شديافته انجام 
ابتـدا آنتـي ژن     ليشمانين  براي انجام آزمون پوستي     

ين نمودن ويال به    يهم زدن چرخشي و بالا پا     ه  باز طريق   
 سـوزن   وبا سرنگ مـانتو     سپس   ،طور كامل مخلوط شد   

اينتـرا  بـه صـورت     تـي ژن     ميلي ليتر از آن    1/0 مقدار 26
 بدون مو تزريق    در ناحيه ساعد يا بازو در جايگاه      درمال  

به دور ناحيه متورم واكنش      ساعت   72 يا   48بعد از   . شد
) اندوراسيون( قطر سفتي    ه شد و  كشيدبا خودكار خطي    

با خط كش ميلي متري در دو جهت عمود برهم انـدازه            
 بـه عنـوان پاسـخ       سـفتي گيري شد و متوسـط دو قطـر         

پاسخ هاي برابـر يـا بيـشتر از         . ]20[آزمون ثبت گرديد    
تجزيه  .ي متر به عنوان واكنش مثبت تلقي شدند        ميل پنج

و تحليل آماري با استفاده آزمـون تـي و بـا اسـتفاده از               
                   از شـــــركت  SigmaStatنـــــرم افـــــزار آمـــــاري 

Jandle Scientific انجام شد .  
  

  يافته ها
ورده هاي ليشمانين توليد شده به صـورت        آكليه فر 

 عـادي  اندوتوكسين غير  ، غير سمي، بدون   )استريل(پاك  
ر ضركاملا بي   بنابراين  ،  شدند انگل زنده گزارش     و فاقد 

بـه   ورده ها آفراين  . و قابل استفاده در انسان مي باشند      
 بـين    ، پروتئين تـام    1/7 الي   pH 9/6داراي  معمول  طور  

 فاقد كربوهيدرات يا در حد نـاچيز        ويكروگرم   م 65-50
  . )1شكل (باشند مي

مده از بررسي آزمون پوسـتي      يافته هاي به دست آ    
در خوكچه هاي ايمن شده نشان داد كه كليـه بـچ هـاي              

ي نه چندان زياد واكنش پوسـتي     يتوليد شده با تفاوت ها    
ميـانگين قطـر سـفتي آزمـون        . مثبت ايجاد نمـوده انـد     

 10در حـدود  ) 109لات (پوستي در اولـين بـچ توليـدي         
-2و   123-1لات  ( توليدي    هاي ميليمتر و در آخرين بچ    

  . متر بود  ميلي12-14بين ) 123
در مورد تعيين ويژگي معرف ليشمانين، در بررسـي    

% 100انجام شده در تهران ويژگي هر دو نوع ليشمانين          
  ). 1جدول (تعيين شد % 99و در تبريز بالاتر از 

افراد سـالم در برابـر       % 90حدود  در مطالعه حاضر    
و دادند  ان ن گونه واكنشي نش   له هيچ اسو  ليشمانين تايمر 

.  ميلي متر نـشان دادنـد      5 تا   1واكنش هاي    % 10حدود  
 تايمرسـوله نيـز     PBSاين يافته در مورد محلول كنترل       

ليـشمانين فنلـه در حـدود       اما در مورد    .  نمود پيدا كرد  
از % 64گونه واكنشي نشان ندادنـد و        از افراد هيچ   % 36

 . ميليمتـر نـشان دادنـد      5 تـا    1افراد سالم واكـنش هـاي       
در برابر محلـول كنتـرل      افراد   % 30ود  ددر ح  همچنين
(PBS)          70 فنله هيچگونه واكنشي نمـودار نـساختند و % 

  )2جدول ( ميليمتر نشان دادند 5تا 1از آنها واكنش هاي 
بـا بررسـي    واكـنش دهـي ليـشمانين    قدرتحساسيت و   

اوت ف ـبچ از ليـشمانين در دو منطقـه بـومي مت    سه  روي  
ي ي روستا سالكن كه كانون مهم     سالك يعني شمال اصفها   

 شهري مـي باشـد      سالكو شمال غربي تهران كه كانون       
فــرآورده هــا در حــساسيت ). 4، 3جــدول (تعيــين شــد 

 انگيني با م  و% 97ي در حدود    يمناطق بومي سالك روستا   
در منـاطق بـومي   و متـر     ميلي 15-18بين  واكنش دهي   
يانگين واكنش دهي   با م درصد   93-97بين  سالك شهري   

  . )5جدول  (به دست آمدمتر   ميلي14-12
 مقايـسه بـا بـچ       در  ورده هاي جديـد ليـشمانين       آفر

يكسان نشان دادنـد و بـا اسـتفاده از    حساسيت هاي قبلي  
از نظر  . بين آنها ديده نشد   تفاوت معني داري     Zآزمون  
واكنش دهي نيز بين لات هاي مختلف كه فاصـله       وسعت  

 122-1لات  يعني  ل بود   ساپنج  زماني توليد آنها كمتر از      
 بـا لات    123-1 و نيـز لات      123-2 و   123-1 لات هـاي     با

  .تفاوت معني داري مشاهده نشد 124
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الكتروفورز % 10  ميكرو ليتر از هر فرآورده روي ژل آكريل آميد SDS-PAGE .50 الگوي تجزيه الكتروفورزي فرآورده هاي مختلف ليشمانين با روش . 1شكل 
از سمت چپ به ترتيب رديف هاي يكم الي چهارم و ششم الي هشتم فرآورده هاي مختلف ليشمانين و . استشده و سپس با تركيبات نقره رنگ آميزي شده 

  باشد مي) ماركر(رديف پنجم شاخص 
  

  
  
  ) در منطقه غير بومي ليشمانيوز ( pbsبررسي ويژگي ليشمانين تايمروساله و فنله در يك كارآزمايي دوسوكور تصادفي با شاهد . 1جدول   

  نوع فراورده  تعداد افراد تحت آزمون  *تعداد افراد تست مثبت  تعداد افراد تست منفي  اختصاصيتدر صد 
  ليشمانين تايمروساله  232  1  231  57/99
  ليشمانين فنله  232  2  230  14/99

   ميلي متر 5اندوراسيون برابر يا بالاتر از  *    
  

ك بررسي دو سو كور با شاهد در ي فنله و محلول هاي كنترل آنها در ، هلاسويشمانين تايمرمقايسه حساس شدگي غير عادي در برابر معرف هاي ل. 2جدول
   و بيماري هاي مهم ديگر فرد سالم بدون سابقه ليشمانيوز232 تبريز روي بوميمنطقه غير

 واكنش عدم %   نوع معرف  متر بر حسب ميلي ميليمتر 1-5در محدوده در صد واكنش 
(LST=0)  

99/1- 1  99/2- 2  3,99- 3  99/4- 4  

واكنش مثبت % 
)5>LST ( 

شمانين لي
  هلاسوتايمر

65/89  45/6  58/2  86/0  -0-  43/0  

 PBSمحلول 
  هلاسوتايمر

08/90  17/5  87/3  43/0  43/0  0  

   ليشمانين
  فنله

20/36  41/22  01/28  32/7  17/5  86/0  

  43/0  72/1  93/12  87/28  29/26  73/29    فنلهPBSمحلول 
  

وستائي ر روستائي در  منطقه بومي سالك الك از ليشمانين در افراد بهبود يافته از سوردهآفرحساسيت و قدرت واكنش دهي سه ررسي ب. 3جدول 
  )شمال اصفهانمناطق روستائي (

  ميانگين اندوراسيون به ميلي متر
در صد 
  حساسيت

تعداد افراد تست 
  *مثبت 

  گروه سني افراد
تعداد كل افراد 
  بررسي شده

ه بچ شمار
  ليشمانين

  109لات   136  سال 7 – 13  132  05/97  04/18 ± 22/5
  110لات   72  سال 7 – 13  69  83/96  13/16 ± 79/4
  111لات   64  سال 7 – 13  62  87/96  18/15 ± 93/3

   ميلي متر5 اندوراسيون برابر يا بالاتر از *  
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   بحث
ايمنــي بــا واســطه ســلولي در كنتــرل عفونــت هــاي 

بـه  مجدد   مصونيت در برابر آلودگي      يليشمانيوز و القا  
 دنبـال بـه    . از نقش قاطعي برخـوردار اسـت        ها انگلاين  

ورده ليشمانين، بچ هاي متعـدد ديگـري        آتوليد اولين فر  
 GMP از ليشمانين به صـورت نيمـه صـنعتي در شـرايط         

  . دقيق قرار گرفتارزيابي هاي مورد توليد شد و 
بررسي هاي انجام شده روي ويژگي اين فـرآورده         

بالا بسيار   داراي ويژگي    ورده ها آاين فر ها نشان داد كه     
ليـشمانين ويژگـي    هـاي    معـرف ي  در يك بررس   .هستند

در بررسي ديگر نيز كه به صورت       . ددادنرا نشان   % 100
 انجـام شـد، ويژگـي       PBSدو سو كور تصادفي با شاهد       

 %99دو نوع مختلف از فرآورده هاي ليشمانين  بالاتر از           
نتايج اين بررسي هـا حـاكي از آن         . )1جدول   (تعيين شد 

طبيعـي موجـب    بود كه اين معرف ها در افـراد سـالم و            
ها   واكنش هاي متقاطع نمي شوند و يا اينكه واكنش         يالقا

ــا     ــاچيزي الق ــسيار ن ــد ب ــم و در ح ــسيار ك          در درصــد ب
  .مي شوند

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

در مـورد ويژگـي      1ل ويگ ـ  اين نتـايج بـا يافتـه هـاي        
 L.braziliensis ليــشمانين  توليــدي آنهــا از گونــه   

panamensis    لم در كلمبيا كاملا همخـواني        در افراد سا
 ورده هاي ليـشمانين   آدهد و ويژگي بالاي  فر      نشان مي 

  .]21[ سازد نمودار ميرا از گونه هاي مختلف 
بررسي حساس شدگي غير طبيعـي در برابـر آنتـي           

 مواد نگهدارنده آنها نشان داد كه       و نيز ژنهاي ليشمانين   
حساس شدگي غير طبيعي نسبت به آنتي ژن هاي تهيـه           

حـال   بـا ايـن   . ده بـا تايمروسـال و فنـل وجـود نـدارد           ش
بررسي دقيق تر روي واكـنش دهـي افـراد سـالمي كـه              

) متـر   ميلـي  پـنج كمتر از   (آزمون ليشمانين آن ها منفي      
ي از نظر قطر واكنش ايجـاد     يبود نشان داد كه تفاوت ها     

نسبت به تايمروسال و    ) در محدوده واكنش منفي   (شده  
 و واكنش هاي ايجاد شده در       )2جدول  (فنل وجود دارد    

افراد سالم در برابر ليشمانين فنله بـه مراتـب بيـشتر از             
اين يافته هـا بـه وضـوح        .  باشد ليشمانين تايمرسوله مي  

                                                           
1 Weigle 

    مختلف از ليشمانين در افراد بهبود يافته از سالك شهري در منطقه بومي سالك شهريوردهآفره حساسيت و قدرت واكنش دهي  سبررسي . 4جدول  
  ) شمال غربي تهران (

ميانگين اندوراسيون به 
  ميلي متر

در صد 
  حساسيت

تعداد افراد تست مثبت 
*  

تعداد كل افراد بررسي   گروه سني افراد
  شده

  شماره لات ليشمانين

  109لات   460   سال18-9  428  04/93  21/14 ± 00/5
  110لات   119   سال18-9  112  12/94  85/11 ± 78/3
  111لات   32  سال 25-6  31  87/96  29/12 ± 94/4

   ميلي متر5اندوراسيون برابر يا بالاتر از  *
  

 سالك روستائي در  بوميدر منطقهاي مختلف از ليشمانين روي افراد بهبود يافته از سالك فرا ورده ه واكنش دهي ميزانمقايسه حساسيت و . 5جدول
   بررسي مقايسه اي با تزريق همزمان دو ليشمانين در يك بازوي داوطلبسهدر و دامغان اطراف كاشان 

  قطر اندوراسيونيانگين آ  حساسيت ليشمانين
در صد   )به ميلي متر(

  حساسيت
تستتعداد افراد
  مثبت

تعداد افراد تست 
  شده

شماره لات 
  ليشمانين

  نام منطقه اندميك

59/4  ±63/16  
78/4 ± 41/16  

100  
100  

55  
55  

55  
55  

  122 -1لات
  123-1لات 

  روستاهاي كاشان

68/5 ± 36/15  
71/5 ± 20/16  

2/98  
2/98  

55  
55  

56  
56  

  122-1لات 
  123-2لات 

  روستاهاي كاشان

95/4 ± 49/15  
96/5 ± 56/15  

97,6  
100  

41  
42  

42  
42  

  123-1لات 
  124لات 

  غانروستاهاي دام
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ترين ماده نگهدارنده بـراي توليـد        نشان دادند كه سالم   
شـود   گونه واكنشي نمي    هيچ يليشمانين كه موجب القا   

 واكـنش هـاي بـسيار       يا در درصد ناچيزي از افراد سـالم       
 مــاده نگهدارنــده تايمروســال كنــد، ايجــاد مــيخفيــف 

باشد و بنابراين كليه بچ هاي ليشمانين بـا اسـتفاده از             مي
  .اين ماده نگهدارنده تهيه شده اند

 در بررسـي هـاي      ي ليشمانين ورده ها آحساسيت فر 
ي در  يمتعدد انجام شده در مناطق بومي سـالك روسـتا         

 در صـد    95 -100محـدوده    در   مختلـف مورد بچ هاي    
در كلمبيـا در    و همكـاران     ل ويگ ـ تعيين شد كه با بررسي    

گـزارش شـده تـا    % 5/98 آنها كهI مورد آنتي ژن لات  
حدودي همخواني دارد، اما حساسيت بـچ هـاي مختلـف           

 III و   IIليشمانين ايران در مقايسه با آنتي ژن هاي لات            
ش  گـزار 81-96كه حـساسيت آنهـا در محـدوده    ( آنها

  . ]21[باشد به مراتب بالاتر مي) شده است
ــين حــساسيت فــر ــشمانين در آهمچن ورده هــاي لي

مناطق بومي سالك شـهري، كـه عامـل بيمـاري در ايـن              
مناطق ليشمانيا تروپيكا بوده و با انگـل بـه كـار رفتـه در               
توليد ليـشمانين كـه ليـشمانيا مـاژور اسـت از دو گونـه             

پاسـخ هـاي    . عيين شـد  ت% 93متفاوت مي باشند، بالاتر از      
حساسيت و پتانسي بالاي ليشمانين در افراد بهبود يافتـه          

بين دو گونه ليشمانيا    دهد كه    مياز سالك شهري نشان     
ــا  ــشمانيا تروپيك ــاژور و لي ــاطع   م ــدگي متق واكــنش دهن

وجـود واكـنش هـاي متقـاطع        . سـت نيرومندي موجود ا  
ن ليـشماني ليشمانيا ماژور موجـود در معـرف         گونه   ميان

در بررسي هاي محققان    ليشمانيا   هاي ديگر  ران با گونه  اي
 بـه عنـوان مثـال وجـود         ،ديگر نيز يادآوري شده اسـت     

ليـشمانيا مـاژور موجـود در       واكنش هـاي متقـاطع بـين        
انجـام  ليشمانين ايران با ليشمانيا دونـوواني در بررسـي          

و بــا ليــشمانيا برازيلينــسيس در  ]22[ســودان شــده در 
فتگان از ليشمانيوز در نيكاراگوئـه و تـا         بيماران و بهبود يا   

بيمـاران مبـتلا بـه      %  50حدودي با ليـشمانيا اتيوپيكـا در        
  .به اثبات رسيده است ]23[ليشمانيوز پوستي در اتيوپي 

ــرف    ــتفاده از مع ــا اس ــز ب ــسه اي ني ــاي مقاي بررســي ه
يــك طــي در از جملــه . ليـشمانين ايــران بــه عمــل آمــد 
انين هـاي تهيـه شـده       بررسي ليشمانين ايـران بـا ليـشم       

ليـشمانين سـاخته شـده      توسط شركت ولكام انگلستان و      
كه تعدادي از معـرف هـاي       (ايتاليا  در  شركت  توسط يك   

بـراي مقايـسه در اختيـار    TDR توليدي آنهـا از طريـق    
روي افـراد بهبـود يافتـه در منطقـه          ) گذاشته شده بود  

 مــورد مقايــسه وارزيــابي قــرار بــومي ســالك شــهري ،
افته ها نـشان دادنـد كـه حـساسيت ليـشمانين            ي . گرفت

ايران با ليشمانين ولكام برابـر اسـت ولـي بـه مراتـب از               
بررسـي بـه عمـل      . ]24[ ليشمانين ايتاليا بالاتر مي باشـد     

ديگر نيز حساسيت    كشور هاي    آمده توسط پژوهشگران  
بالاي ليشمانين ايـران را نـسبت بـه ليـشمانين ايتاليـا در              

  . ]22[نشان داد منطقه بومي كالاآزار 
ليـشمانين در منطقـه     ) پتانـسي ( واكنش دهي    قدرت

و )  ميلـي متـر    15-18با ميـانگين    (ي  يبومي سالك روستا  
 12-14با ميانگين تقريبي    (در منطقه بومي سالك شهري      

تعيــين شــد كــه مــشخص كننــده واكــنش  ) ميلــي متــر
در بررسـي   . معرف مـي باشـد    اين  دهندگي بسيار بالاي    

ف هاي ولكام و ايتاليا نيز چـه در ايـران           مقايسه اي با معر   
 ]22[ديگـر   كـشور هـاي     و چه توسط پژوهشگران      ]24[

ليشمانين ايران واكنش دهنـدگي بـالاتري را نـسبت بـه            
پتانسي ليشمانين ايران در    . آنتي ژن هاي ديگر نشان داد     

مقايسه با بررسـي كلمبيـا نيـز بـسيار بـالاتر از هـر سـه                 
 دلايــل ايــن برتــري در .]21[باشــد  ژن آنهــا مــي آنتــي

حساسيت و قدرت واكنش دهي چندان روشن نيـست و          
. رد عوامل متعددي در آن تاثير داشـته باشـند       ااحتمال د 

توان به تفاوت هاي آنتـي ژنـي موجـود در            از جمله مي  
هاي ليـشمانيا اشـاره نمـود و يـا           گونه هاي مختلف انگل   

ســت روش هــاي بــه كــار رفتــه از جملــه حفــظ  اممكـن 
ويرولانس انگل، نوع ماده محافظ به كار رفتـه و فراينـد            

 ديگـر ساخت آنتي ژن علـت اصـلي آن باشـد و احتمـال              
اينكه به نظر مي رسد ايمني سـلولي و مـصونيت ايجـاد             

ي معمولا  يشده در عفونت هاي ليشمانيوز پوستي روستا      
بـوده و شـايد پاسـخ    داراي استحكام و پايداري بيـشتري      

هاي القا شده توسـط ايـن گونـه از شـدت بيـشتري بـر                
  .باشند خوردار مي

در بررســي مقايــسه اي كــه روي بــچ هــاي مختلــف 
ليشمانين انجام شـد، بـچ هـاي مختلـف ليـشمانين حتـي              
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) 109لات  ( سال پيش  ساخته شده بودنـد         12ي كه   يآنها
ــاي    ــت ه ــابي ســابقه عفون ــراي ردي ــافي ب ــساسيت ك ح

ي را نشان دادند، با اين حـال بـچ هـاي قـديمي              يياليشمان
نسبت به بـچ هـاي جديـد تـر          ) 121-1 و لات    109لات  (
به طـور معنـي دار واكـنش        ) 122-2 و لات    122-1لات  (

ي كـه تـاريخ  سـاخت        ياما در بچ ها   . كمتري نشان دادند  
آنها با همـديگر فاصـله زمـاني كمتـري داشـتند تفـاوت              

  .ه نشدمعني دار در واكنش دهي مشاهد
بررسي هاي به عمل آمده در اين بخـش و نيـز در             

مطالعات نشان داده كه به مـوازات پيـدايش زخـم           ساير  
ن در  ي در انسان، آزمون پوسـتي ليـشماني       يهاي ليشمانيا 

با اين حال در جريان     . ]7[ ودش اكثر افراد مبتلا مثبت مي    
ي، يبهبود و نيز پس از بهبود كامل ضايعه هـاي ليـشمانيا            

ــولا ــشمانين   معم ــون لي ــاي آزم ــخ ه ــه داراي پاس  دامن
وجـود يـك واكـنش      . ]24[ دباشن ميدهي بيشتر    واكنش

مثبت نشان دهنده شكل گيري پاسـخ ايمنـي بـا واسـطه             
سلولي به صورت اختـصاصي بـر عليـه آنتـي ژن تزريـق       

  خـاطره اي   Tو نشانه حضور جمعيتي از سلول هاي        شده  
 بـا ايجـاد     اما رابطـه آن   باشد   در فرد مورد بررسي مي    

ي هنـوز در پـرده      يمصونيت در برابر عفونـت ليـشمانيا      
توسـط يكـي از     شـايد همـان گونـه كـه         . ابهام قرار دارد  

 ايـن امكـان وجـود دارد كـه          شده است  پيشنهادمحققان  
 از وجـود   يبتوان پاسخ مثبت را به عنوان علامت مطلـوب        

چـرا كـه در      ]22[ يك ايمني با واسطه سلولي تلقي كـرد       
 آزمـون   ييهـاي ليـشمانيوز احـشا      عفونـت مراحل حـاد    

ليشمانين معمولا منفي است اما پس از بهبود از عفونـت           
 مـوارد بـه حالـت مثبـت برگـشت مـي           % 80  بيش از  در
  . دنماي

ــون از  ــا كن ــشمانينت ــراورده هــاي لي ــابي ف  در ارزي
 ي واكسن كشته شده ليشمانيا در ايران      يي و كارا  يزا ايمني

ــودان  ]13 ،12، 10 ، 9[ ــده  ]25 ، 11[و  س ــتفاده ش  اس
ــت ــين. اسـ ــط  همچنـ ــشي توسـ ــات پژوهـ  در مطالعـ

 ، ســودان و  ]26[ ، برزيــل ]23[ســوئد پژوهــشگران 
ــستان  ــارك،    و ]27[انگل ــد دانم ــر مانن ــشورهاي ديگ ك
 به  از اين معرف  ، يونان و غيره     ااتيوپي، كني هند،  ،  گواتماله

 ـ ارز ومنظور مطالعات همه گيري شناسي       ابي وضـعيت   ي

  .است استفاده شدهان ايمني بيمار
  
  نتيجه گيري 

دلالـت   بررسـي     از ايـن   ي بـه دسـت آمـده      يافته ها 
ي هـستند   يليشمانين معرف هـا   رده هاي   آوفركه  دارند  
كـه هـيچ گونـه عـوارض         ضرر بي    ، پاك استاندارد،كاملا  

ناگوار جدي و حساسيت غير عادي در بدن انسان ايجـاد           
در منـاطق   ورده هـا    آاين فر  ارزيابي همچنين   .كنند ينم

 كـه   ه اسـت    نـشان داد  مختلف غير بومي و بومي سالك       
 ويژگي، حساسيت و قدرت واكنش دهنـدگي بـالا          آنها از 

نـد بـه راحتـي در       نتوا  مـي  برخوردار هستند و بنـابراين    
 ارزيـابي  ،بررسي هاي همه گيري شناسي، ايمني شناسـي      

  بيماري هـاي ليـشمانيوز      اي كنترل واكسن هاي نامزد بر   
وارد براي تشخيص بيماري ليـشمانيوز بـه        و در برخي م   

ويژه در مواردي كه تعداد انگل كم بـوده و بيمـاري بـا               
  . دنبه كار روروش هاي معمولي قابل تشخيص نيست 

  
  تشكر و قدرداني

 روسـتاهاي شـمال     سـاكن مولفان از كليه داوطلبـان      
، شهرك هاي شمال غربـي      و دامغان  ابوزيدآباداصفهان،  

يز كه صميمانه در ايـن طـرح هـا          تهران و شهرستان تبر   
از مـسئولان   . نماينـد  ميهمكاري نموده اند سپاسگزاري     

همكـاران مراكـز بهداشـتي      و  دانشگاه هاي علوم پزشكي     
 و نيـز از     و سـمنان   ، آران بيـدگل    كاشـان  ،اصفهان، تبريز 

 آمـوزش و پـرورش اسـتان        11 و   5اولياي امور مناطق    
ا همكـاري   تهران كه در جهت تسهيل اجراي اين طرح ه ـ        

ــا   ــي نم ــدرداني م ــشكر و ق ــتند ت ــميمانه اي داش . يميص
ي هاي بي شائبه استاد ارجمنـد  يراهنمابه خاطر  همچنين  

از ايشان در مراحل مختلف  طرح     آقاي دكتر فرخ مدبر     
از همكـاران ارجمنـد بخـش       . يميصميمانه تشكر مـي نمـا     

ورده هاي بيولـوژيكي مجتمـع توليـدي        آكنترل كيفي فر  
ر ايران بـه ويـژه خـانم دكتـر ديزجـي بـه              انستيتو پاستو 

خاطر همكاري هاي صـميمانه در كنتـرل كيفـي مراحـل            
. مختلف توليد ليـشمانين صـميمانه سپاسـگزاري ميكنـيم         

 لازم است از همكاران ارجمند انـستيتو و بخـش           همچنين
آقاي فرهـاد    خانم دكتر شيرين ملك زاده ،     ايمونولوژي  
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قاي داود ايروانـي     آ ومليحه زمان وزيري    خانم  رياضي ،   
نهايت تشكر و سپاسگزاري    به خاطر همكاري هاي تكنيكي      

تحقيقاتي اين بررسي ها در طي چند گرانت      . يميرا به نما  

ــالي   ــشتيباني مـ  ,UNDP/World Bank/WHOاز پـ
Special Program for Research and Training in 
Tropical Diseases .  استبوده  برخوردار   
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