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  ارزيابي مايع كيست هيداتيك بعنوان جانشين سرم جنين گاو 
 ربراي كشت ليشمانيا ماژو

  

 *، محمدحسين معتضديان* پروانه حبيبي،*مهدي فخار
 

   انگل و قارچ شناسي گروه،پزشكي دانشكده ،شيرازدانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني  * 
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  

  مقدمه 
لهاي ليشمانيا در مناطق مختلف دنيا ايجاد سه نوع بيماري انگ

در سير . كنند  مخاطي و احشايي مي-ليشمانيوز جلدي، جلدي
 در  داخل سلول ميزبان و ،تكاملي اين انگل دو فرم آماستيگوت

فرم متحرك پروماستيگوت،در روده پشه خاكي مشاهده 
 سلول فرم پروماستيگوت انگل در محيط كشت بدون. شوند مي

محيط هاي مورد استفاده براي كشت اين انگل . نمايد نيز رشد مي
  ايع مي باشندكه  محيط ــ و محيط م1محيطهاي دو فازي: املــش

                                           
1 -  NNN 

  
  
  

آگار، نمك و خون خرگوش و : امدجكشت دو فازي شامل فاز 
 طي نود سال )1(.باشد فاز مايع آن معمولا سرم فيزيولوژي مي

. ز جامد و فاز مايع اعمال شده استاخير تغييرات مختلفي در فا
در فاز جامد از محيط هاي غني باكتريولوژي حاوي عصاره 

مقادير مواد معدني فاز مايع نيز . گردد  قلبي استفاده مي-مغزي
 با اضافه كردن پرولين و اسـيد تغييراتي يافته است بطور مثال

سازي  انبوه )2(.رشد انگل ليشمانيا افزايش يافته استيك فول
انگل با استفاده از محيط هاي دو فازي و محيط هاي غني مانند 

 2/12/84 : مقاله تاريخ دريافت

  16/7/85: تاريخ پذيرش مقاله 

  چكيده 
فرم پروماستيگوت انگل را در . جدا كردن و تعيين هويت انگل ليشمانيا مرحله بنيادي براي كنترل بيماري ليشمانيوز مي باشد :زمينه و هدف

بهترين ماده .  غني حاوي مواد بيولوژيك براي  كشت مناسب هستندمحيط هاي  كشت بدون سلول مي توان كشت داد كه  محيط هاي مايع
.  بوده و تهيه آن در كشور ما مشكل است بيولوژيك كه همراه با محيط هاي مايع بكار مي رود سرم جنين گاو مي باشد اما  اين ماده بسيارگران

 .راي سرم جنين گاو مورد ارزيابي قرار گرفته استدر اين مطالعه  استفاده از مايع كيست هيداتيك گوسفندي بعنوان جانشيني ب

تعداد هشتصد هزار .  با روش واكنش زنجيره اي پلي مراز  تعيين گونه گرديده انگل ليشمانيا از زخم موش آلوده جدا شد: روش كارمواد و 
 ميلي ليتر از محيط هاي 1يب به هر لوله به ترتاضافه گرديدكه )  لوله18( لوله استريل بصورت سه تايي6پروماستيگوت انگل ليشمانيا ماژور به 

سرم جنين % 10 قلبي مايع به همراه -سرم جنين گاو، عصاره مغزي% 5 قلبي مايع به همراه - مايع كيست هيداتيك  به تنهايي ، عصاره مغزيحاوي
مايع كيست هيداتيك و عصاره مغزي % 10همراه  قلبي مايع به -مايع كيست هيداتيك،  عصاره مغزي% 5 قلبي مايع به همراه -گاو، عصاره مغزي

  . ساعت تعداد انگل شمارش گرديد وميانگين آنها با يكديگر مقايسه شدند192 و 144، 72، 24پس از . قلبي مايع به تنهايي اضافه گرديد
 قلبي مايع تا -يط كشت عصاره مغزياز حجم نها يي  در مح% 10نتايج اين مطالعه نشان مي دهدكه  مايع كيست هيداتيك به ميزان  :يافته ها

  . ساعت مي تواند جانشين مناسبي براي سرم جنين گاو باشد72
مجله طبيب ( . شده استمعرفي در اين مطالعه، مايع كيست هيداتيك گوسفندي بعنوان جانشين مناسبي براي سرم جنين گاو :نتيجه گيري 

    )52 تا 47 ، ص 85 بهار ، 1 سال هشتم، شماره  شرق،
  مايع كيست هيداتيك گوسفندي ، سرم جنين گاو، كشت ليشمانيا ماژور، ايران :واژه ها گل
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حاوي (، 4، محيط تغيير يافته ان اي اچ3، محيط پانميد2ال آي تي
 كشت صورت 5و محيط كشت هومنز) خون خرگوش ليز شده

همچنين از محيط هاي مايع كه براي كشت سلول   )4،3 (.مي گيرد
و اشنايدر و دالبوكو همراه با  6 ماي- پي-بكار مي رود، مانند ار

سرم حيواني، نيز براي كشت انبوه پروماستيگوت هاي انگل 
غلظت . ليشمانياهاي دنياي جديد و قديم استفاده مي شود

 درصد 10-30سرمهاي حيواني كه معمولا  بكار رفته  بين 
باشد و زمان لازم براي رشد پروماستيگوتها در محيطهاي مايع   مي

 يك تا  دو ماه بوده و بايد هر سه تا پنج ،حيوانيحاوي سرمهاي  
  مقدار زيادي از  محيط كشت همراه با سرم حيواني، ،روز يكبار

معمولا براي انبوه سازي پروماستيگوتهاي . به آن  اضافه نمود
بدست آوردن . انگل ليشمانيا، از سرم جنين  گاو استفاده مي شود

 با تغيير شماره سريال هر سرم جنين گاو پر هزينه و گران بوده و
 )5( .بسته ممكن است، مشكلاتي مانند عدم رشد انگل بوجود آيد

از آنجا كه كشت انبوه انگلهاي  ليشمانيا جهت مطالعات 
بيوشيميايي، فيزيولوژي و ايمني شناسي يك ضرورت است و از 

چون غلظت هاي بالاي سرم جنين گاو در  ،طرف ديگر
لذا  در اين مطالعه  ) 6(مي استمحيطهاي  كشت براي انگل س

بعنوان جانشيني براي  استفاده از مايع كيست هيداتيك گوسفند
 براي رشد 7سرم جنين گاو در محيط مايع عصاره مغزي، قلبي

  .ليشمانيا ماژور مورد ارزيابي قرار گرفته است

  روش كار
در اين پژوهش كارآزمايي تجربي انگل ليشمانيا از زخم 

 NNNجدا و بر روي محيط دو فازي Balb/C  ناحيه دم  موش
پس از رشد انگل .درجه سانتي گراد كشت داده شد24دردماي 

مقدار يك ميلي ليتر از آنرا  برداشت نموده   و  در ،در فاز مايع

                                           
2  -  LIT (liver infusion tryptose) 
3  -  Panmide 
4  -  NIH 
5  -  Homsn’s 
6  -  RPMI 1640 
7 -Brain Heart Infusion (BHI broth)   

 دقيقه سانتريفيوژ و با روش 5 در دقيقه بمدت 3000دور 
 )7(. انگل  استخراج گرديدDNA) 1996(معتضديان و همكاران 

آزمايش واكنش زنجيره  س بر اساس روش نويز و همكارانسپ
 مربوط به  قسمت متغير  اختصاصي  با پرايمرهاي8 اي  پلي مراز
 انگل انجام 10  كينتوپلاستDNA بر روي 9ميني سيركلها

  )8( .گرفت
  :آماده سازي مايع كيست هيداتيك

پس انتقال كبد و يا ريه گوسفندآلوده به كيست هيداتيك از 
اه به آزمايشگاه انگل شناسي دانشكده پزشكي، سطح كشتارگ

خارجي آنرا با الكل اتانول ضد عفوني نموده و با استفاده ازيك 
 ميلي ليتري، از مايع برداشت كرده و پس از انتقال به 20سرنگ 

 دقيقه 15  دور در دقيقه بمدت 3000 در دور ،لوله هاي آزمايش
 مايع كيست هيداتيك سانتريفيوژ شده و مايع رويي را بعنوان

 ،درجه سانتي گراد تا موقع استفاده20منهاي  برداشته و در فريزر
نگهداري گرديد و  قبل  استفاده در محيط كشت، بوسيله 

  . ميكرون استريل شد0/.22فيلتر
  :انبوه سازي انگل ليشمانيا ماژور

پس از گذشت يك ماه، پروماستيگوت ليشمانيا ماژور بر 
زي، قلبي همراه با ده درصد سرم جنين روي محيط عصاره مغ

گاو به مرحله انبوه سازي رسيد و در اين محيط عادت به زندگي 
)  لوله18در مجموع (صورت سه تاييه  لوله استريل ب6در . نمود

 شد و ختهري  ميلي ليتر از  محيط هاي زير1در هر كدام به ترتيب 
يا ماژور   پروماستيگوت فاز لگاريتمي لشمان800000به هر كدام 

  : عبارت بودند ازهاي ذكر شده  شد محيطاضافه 
   قلبي- محيط مايع عصاره مغزي-1
   مايع كيست هيداتيك گوسفندي استريل-2
 درصد سرم 5 قلبي به همراه - محيط مايع عصاره مغزي-3

  جنين گاو

                                           
8-Poly merase  Chain Reaction (PCR)     
9 -Minicircles         
10 -Kinetoplast DNA (KDNA)               
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 درصد مايع 5 قلبي به همراه - محيط مايع عصاره مغزي-4
  كيست هيداتيك گوسفندي استريل

 قلبي به همراه ده درصد سرم -ع عصاره مغزي محيط ماي-5
  جنين گاو

 درصد مايع 10 قلبي به همراه - محيط مايع عصاره مغزي-6
  كيست هيداتيك گوسفندي استريل

ر يك  ساعت، تعداد انگل در ه192 و 144، 72، 24پس از 
از محيط ها به طور جداگانه با استفاده از لام هموسيتومتر 
شمارش شد و ميانگين نتايج بدست آمده با يكديگر مقايسه 

  .شدند

  يافته ها
 DNA بر روي  واكنش زنجيره اي  پليمرازبا انجام آزمايش

تعداد . انگل ليشمانيا ماژور شناسايي گرديداستخراج شده، گونه 
 پروماستيگوت فاز لگاريتمي انگل ليشمانيا ماژور در 800000

 درصد سرم 10 و 5 قلبي، به همراه -محيط هاي عصاره مغزي
 درصد مايع 10 و 5 قلبي به همراه -جنين گوساله، عصاره مغزي

كيست هيداتيك گوسفندي و محيط شامل مايع كيست 
 بطور  ميانگين به  تعداد ، ساعت24وسفندي بعد از هيداتيك گ

 ساعت تعداد پروماستيگوت 72بعد از .  افزايش يافت3200000
 - ، در محيط مايع مغزي9600000 قلبي -در محيط عصاره مغزي

، در محيط 22600000 درصد سرم جنين گاو 5قلبي به همراه 
 درصد سرم جنين گاو 10 قلبي به همراه -مايع مغزي
 درصد مايع 5 قلبي به همراه -، در محيط مايع مغزي48000000

 - ، در محيط مايع مغزي22400000كيست هيداتيك گوسفندي 
 درصد مايع كيست هيداتيك گوسفندي 10قلبي به همراه 

 9600000   و در محيط مايع كيست هيداتيك51200000
 ساعت تعداد پروماستيگوت در محيط 144بعد از . شمارش شد
 قلبي به -، در محيط مايع مغزي8000000 قلبي -يعصاره مغز

، در محيط مايع 28800000 درصد سرم جنين گاو 5همراه 
، در 44800000 درصد سرم جنين گاو 10 قلبي به همراه -مغزي

 درصد مايع كيست هيداتيك 5 قلبي به همراه -محيط مايع مغزي
 10 قلبي به همراه -، در محيط مايع مغزي19200000گوسفندي 

 و در محيط 10240000درصد مايع كيست هيداتيك گوسفندي 
 192پس از .  شمارش شد8000000مايع كيست هيداتيك 

، در 4800000 قلبي -ساعت تعداد انگل در محيط عصاره مغزي
 درصد سرم جنين گاو 5 قلبي به همراه -محيط مايع مغزي

 قلبي به همراه ده درصد سرم -، در محيط مايع مغزي23040000
 5 قلبي به همراه -، در محيط مايع مغزي41200000ين گاو جن

، در محيط 7680000درصد مايع كيست هيداتيك گوسفندي 
 قلبي به همراه ده درصد مايع كيست هيداتيك -مايع مغزي
 شمارش 8000000، در محيط مايع كيست هيداتيك 4800000

  )1جدول ( .گرديد
نگل ليشمانيا نتايج بدست آمده از رشد ا: جدول شماره يك 

 ماژور در محيط هاي مختلف بر اساس زمان

  = FBS ، سرم جنين گاو=BHI  قلبي-، عصاره مغزي= HCF مايع كيست هيداتيك
  

  بحث
مايع هيداتيك گوسفندي، مايع زلالي با وزن مخصوص 

املاح موجود در  اين .  است7/ 2-4/7 و اسيديته 1007-1015
 .باشد و فسفر ميمنيزيم، كلسيم ،مايع شامل سديم، كلر

 .دهند هاي اصلي آن را  آلبومين و گلبولين تشكيل مي نئيپروت
تشابه تركيبات مايع هيداتيك وسرم ميزبان نيز گزارش شده 

بر اساس نتايج بدست آمده روند رشد انگل در مدت  )9و10(.است
 قلبي و محيط حاوي - ساعت در محيط حاوي عصاره مغزي192

  ساعت
 محيط كشت

24 72 144 192 

BHI 105 ×  32 105 × 96 105 × 80 105 × 48 

BHI+FBS 5% 105 ×  32 105 × 226 105 × 288 104 × 2304 

BHI+FBS 10% 105 ×  32 105 × 480 105×448 105 × 412 

HCF 105 ×  32 105 × 96 105 × 80 105 × 80 

BHI+HCF 5% 105 ×  32 105 × 224 105 × 192 104 × 768 

HI+HCF 10% 105 ×  32 105×512 104×1024 105×48 
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دي تقريبا يكسان است لذا پروتئين مايع كيست هيداتيك گوسفن
و مواد موجود در مايع كيست هيداتيك براي رشد انگل كافي 

وقتي مايع كيست هيداتيك به ميزان ده درصد به همراه . است
 قلبي براي رشد پروماستيگوت ليشمانيا -محيط عصاره مغزي

 51200000 ساعت تعداد انگل 72ماژور استفاده گرديد، بعد از 
 تعداد شمارش شده انگل تقريبا برابر با تعداد .شمارش شد

 قلبي به همراه ده درصد -شمارش انگل در محيط مايع مغزي
 بنابراين  مايع كيست هيداتيك گوسفندي .سرم جنين گاو است

ميزان مصرف . جانشين مناسبي براي سرم جنين گاو مي باشد
ار مقد. مايع كيست هيداتيك نيز در روند رشد انگل اهميت دارد

ده درصد از مايع كيست هيداتيك در محيط مايع باعث رشد 
بنابراين براي رشد بهتر انگل بايستي از . بيشتر انگل مي شود

محيط كشت مايع به همراه ده درصد مايع كيست هيداتيك 
  .استفاده شود

ست يع كي با استفاده از ما2004اسلامي و همكاران در سال 
مطلوبي جهت رشد ج يط دو فازي نتايك در محيداتيه

ن يدر ا. وردندآا ماژور بدست يشمانيگوت انگل ليپروماست
ست يع كين نكته اشاره شده است كه مايمطالعه فقط به ا

ط كشت خواهد يش رشد انگل در محيك باعث افزايداتيه
هاي  گوتي پروماستش رشديافزالعه حاضر،   اما در مطا)11(شد

گاو ن ي سرم جنبار است و يشمگچار ي  ساعت بس72 انگل تا
 انگل هاي كشت انبوه در مطالعاتي كه بر روي . برابري مي كند

ط هاي غني حاوي سرم هاي يا انجام گرفته است از محيشمانيل
 سرم ،ن سرم مصرفيي كه متداولترشده استواني استفاده يح
ن سرم يم كه استفاده از ايشو ادآور ميي )4-6( .باشد  ميگاون يجن

 خواهد داشت كه از جمله مي توان به فراهم مشكلاتي به همراه
ار ينه بسيه سرم، هزيع جهت تهيزات وسينمودن امكانات و تجه

كي يك و ژنتيولوژيرات بيير محتوي سرم در اثر تغيياد، تغيز
وان براي بدست ين بردن حين از بيگاوهاي مورد استفاده و همچن

 سال ص درين نقاي لذا براي جبران ا.آوردن سرم اشاره نمود
ه يي تهيايميط كاملا شيك محيواني ي جهت حذف مواد ح1957
انگل (ا تارنتولا يشمانيگوت انگل ليد ولي فقط فرم پروماستيگرد

هوارد و  )12(در آن كشت داده شد ) اي مارمولكيشمانيل
ن ير پستانداران به همراه سرم جني از ادرار انسان و ساهمكاران،

ا ماژور يشمانيگوت انگل ليك رشد پروماستي براي تحراوگ
 تعداد شمارش شده انگل حاضردر مطالعه  )13(.نمودنداستفاده 
 درصد 10 و 5 ساعت در محيط مايع حاوي 192 و 144بعد از 

دهد در  مايع كيست هيداتيك كاهش شديدي را نشان مي
 درصد سرم جنين گاو 10 و 5هاي مايع حاوي  حاليكه در محيط

 از اين رو براي ادامه كشت انگل .باشد روند كاهش جزيي مي
 ساعت يكبار  محيط مايع همراه با مايع كيست 72بايستي هر 

شود در  پيشنهاد مي. هيداتيك گوسفندي به آن اضافه نمود
كشورهايي كه دسترسي به سرم جنين گاو  وجود ندارد يا تهيه 

توان از مايع كيست هيداتيك  آن مشكل وپر هزينه است، مي
در  . نوان جايگزين سرم جنين گاو استفاده نمودگوسفندي به ع

براي اولين بار در  اين مطالعه، مايع كيست هيداتيك گوسفندي
معرفي شده  عنوان جانشين مناسبي براي سرم جنين گاوه ايران ب
كنيم جهت دست يابي به نتايج  در پايان توصيه مي. است
اي كشور، اين تر در اين مورد و استفاده بهينه از سرمايه ه ارزنده

مطالعه را  با طيف وسيعتري ادامه داده و بتوانيم با ايجاد تغييرات 
اساسي در آن و آناليزكمي و كيفي، آن را در اختيار محققين 

  .كشور و حتي ساير كشورهاي منطقه قرار دهيم

  سپاسگزاري 
از همكاري آقايان حسن عبيدي و دكتر رفيعي در بدينوسيله 

تيك و سركار خانم ميكائيلي بخاطر تايپ تهيه مايع كيست هيدا
  .گردد ميمقاله تقدير و تشكر 
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Evaluation of hydatid cyst fluid as a substitute for fetal bovine 
serum (FBS) in culture of Leishmania major 

 
Fakhar M., MS *; Habibi P., MS*; Motazedian MH., MS * 

 
 
Background: Isolation and characterization of Leishmania parasites is a necessary strategy for 

control of Leishmaniasis. Free-cell culture media, rich with biologic fluids such as Fetal Bovine 
Serum (FBS) are among the best media for culturing of the parasite. In our country, FBS is very 
expensive and is not available everywhere. In this study, we evaluated Ovine Hydatid Cyst Fluid 
(HCF) as a substitute for   FBS in   liquid culture media of Leishmania major. 

Materials & Methods: Leishmania parasites were isolated from Balb/C mouse ulcer and 
characterized by PCR. Of six tubes by triplicate (totally 18 tubes) add to each tube 800,000 
promastigotes of Leishmania major and then add 1 cc of media including, once BHI (Brain Heart 
Infusion broth), BHI plus 5% FBS, BHI plus 10% FBS, once Hydatid Cyst Fluid (HCF) , BHI plus 
5% HCF and BHI plus 10%HCF , respectively. After 24h, 72h, 144h, 192 hours the number of 
parasites in each tube counted and the means of them compared together. 

Results: The result of this study showed that BHI plus HCF 10% medium could be use as a 
suitable substitute till 72 hours for Fetal Bovine Serum (FBS) in liquid Culture of Leishmania major 
parasites. 

Conclusion: In this study, we have introduced the Ovine Hydatid Cyst Fluid (HCF) as 
replacement for FBS in liquid Culture media. 

 
KEY WORDS: Ovine Hydatid Cyst Fluid, Fetal Bovine Serum (FBS), Leishmania Culture, 

Iran. 
 
 
 
*Parasitology and mycology dept, Faculty of medicine, Shiraz University of Medical Sciences and health services, 
Shiraz, Iran. 
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