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 چكيده

  و يشاق استن BCG اثر واآسيناسيون    در اين بررسي   :سابقه و هدف  
توليد نيتريك اآسايد توسط ماآروفاژهـاي صـفاقي و         بر   زيرپوستي

 آلـوده بـه ليـشمانيا       BALB/c مـوش    و طحال   آبد درفتگي انگل   
 . شدمقايسه ماژور

 BALB/c 6-8ي حـساس    هـا   مـوش  تـايي از     20ي  هـا   گـروه  :روش بررسي 
 و   استنـشاقي   در دزهاي مناسب از مسير     BCGرا با واآسن    اي    هفته

زمـايش  آي  هـا   گـروه  يك ماه بعـد بـه        .گرديد واآسينه   تيزيرپوس
 به  (ALM+alum)لوم   اتوکلاو شده به همراه آ     ا ماژور يشمانيل واآسن
)  روز بعـد   21(ور  آپـس از تزريـق يـاد      . شد تزريق   زيرپوستيشكل  
 انگل ليشمانيا مـاژور در ناحيـه آـف پـا            105تزريق    با ها  موش
 بررسـي   هـا   آن در و پيشروي زخـم بـه طـور هفتگـي            شدندلوده  آ

 با بررسي پاسـخ ازديـاد       BCGادامه آارايي واآسن      در .گرديد
 در محلول    ميزان توليد نيتريك اآسايد    .ي سنجيده شد  تأخيرحساسيت  

ز در طحـال و     يميزان فتگي انگل ن   .  شد گيري   اندازه سي به روش گر   رويي آشت ماآروفاژ  
تعـيين   سازي   پس از آلوده   مختلف  اي  ه  هفتهدر   انگل   يبا سنجش فتگ   ي آلوده   ها  موشآبد  
  .گرديد
گروه بـه شـكل افـزايش پاسـخ          در هر دو   BCG پس از واآسن     نيتحريك سيتم ايم   :ها  يافته

  ليـشمانيا در   انگـل   با سازي  لودهآسه هفته پس از     .  شد يبررسي  تأخيرازدياد حساسيت   
ک ي ـتريد ن ي ـتولامـا    . تحريك توليد نيتريك اآسايد صورت گرفت      ،BCGهر دو گروه واآسن     

بـه غلبـه     دار نبود و منجر   ي داشت و پا   يادي نوسان ز  BCG واکسن   هاي  گروهد در   ياکسا
 انگـل نـشان     يزان فتگ ـ ي ـمـده از م   آج به دست    ينتا .دي در هر دو گروه گرد     يماريب
 نييم ـستم ا ي ـت س ي ـتواند باعث فعال    مي رپوستيي و ز  ي استنشاق يردهد که گرچه هر دو مس      يم

لازم بـه ذکـر اسـت تفـاوت          .شـود   نمي زبانياد مقاومت در م   يج باعث ا  تي در ا  گردد ولي 
 . وجود نداردرپوستيي و زيون استنشاقيناسي دو روش واکسينب) ≥05/0p(معناداري 

توليـد   در ميـزان     ت معناداري  استنشاقي و زيرپوستي تفاو    BCGواآسيناسيون   :گيري  نتيجه
 لـذا  .داشـتد انگل و مقاومت ميزبان ن  نيتريك اآسايد توسط ماآروفاژهاي صفاقي، فتگي       

 فعال شـده در اعـضاي     Tهاي    تري از حيث نوع و جمعيت سلول        هاي بيش   شود بررسي   پيشنهاد مي 
به هر حـال  . لنفي مختلف انجام شود تا مقايسه بهتري از دو مسير واآسيناسيون به عمل آيد          

شـيوع  يـشگيري از  توانـد بـه پ    مـي وداراي مزيت خاصي است  واآسيناسيون  روش استنشاقي 
هـا بهبـود يابـد        چنانچـه کـارايي ايـن واکـسن       .   کمک کند   HIV بيمارهاي خطرناآي چون  

 . هاي مرسوم شوند توانند به سهولت جايگزين روش مي
 

 ، نيتريـك اآـسايد    ي،ون استنـشاق  يناسيواکـس  ،BCG ، ماژور ليشمانيا :آلمات آليدي   
 فتگي انگل

 

:     وصول
14/11/85 

: ارسال اصلاحات
27/3/86 

: دريافت اصلاحات
14/6/86 
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 مقدمه
ل شـک تـرين     ليشمانيوز جلدي عمده  

بيمــاري ليــشمانيوزيس اســت کــه 
 گونه تـك ياختـه      12توسط حداقل   

 .شـود   مـي  از جنس ليشمانيا ايجاد   
 80اگر چه ليشمانيا در بـيش از        
 90 ،کشور جهان گزارش شـده اسـت      

 کـشور   6درصد موارد آن در تنها      
 ، برزيـــل، افغانـــستان،جهـــان

 عربـستان سـعودي و      ،ايران، پرو 
ــت   ــه اس ــرار گرفت ــوريه ق  ]1[س

 کـه   داده است وجود نشان   شواهد م 
هاي جلدي   افرادي که مبتلا به زخم    

شوند پس از بهبود از       مي ليشمانيا
زخم براي بـار ديگـر مبـتلا بـه          

به ايـن   . دنشو  نمي ليشمازيس جلدي 
رسد کـه بتـوان       مي ترتيب به نظر  

با استفاده از ليـشمانيا عليـه       
هـاي    واکـسن  ]2[آن ايمني ايجاد نمود   

زنـده  اي  ه   واکسن ،]4و3[کشته شده 
سنتزي هاي    ، واکسن ]5و2[شده   ضعيف

هــاي  و واکــسن ]10-6[و نوترکيــب 
يي هـا   واآـسن  انـواع    ،غيرپروتئيني

 هستند آه امروزه در حال بررسـي      
 تـاکنون هـيچ واکـسن        و باشند مي

عمومي عليه عفونت ليـشمانيا در      
  .امده استيبه وجود نجهان 

واکسن ليـشمانياي   استفاده از   
 در کـار    ، بـه تنـهايي    کشته شده 

خود نتوانـست نتـايج     هاي    آزمايي
 در  اگرچـه .  پديـد آورد   متفاوتي

ه جامعه برزيلي باعث حفاظـت شـد      
 ولي در آســياي ميانــه اثــر اســت

 ينچـن  ،ه اسـت  حفاظتي خوبي نداشـت   
 محققين را بر آن داشـت       ييها تفاوت

ــيون ــا فرمولاس ــاي  ت ــدي از ه جدي
کشته شده ارائه دهنـد     هاي    واکسن

 ،1987سال   ار در نخستين ب  .]12و11[
ه ايـد  ]13[همکـارانش   و (Nacy) ناسي

 را  BCGاثر مثبـت واکـسيناسيون      
ليـشمانيوز جلـدي     در پيشگيري از  
  و(J.Convit)  آانويــت.مطــرح کردنــد

 مـؤثر  نقـش    1987 سال همکارانش در 
ــوتراپي  ــان BCGايمون ــر درم  را ب

ــرح    ــوان مط ــا آنتيم ــي ب داروي
و نقــش پيــشگيري و  ]15و14[آردنــد
از تهيــه شــده  کــسن  وااندرمــ

 L.mexicanaة  شد هاي کشته   پروماستيگوت
 M.bovis BCG به همراه  راL.braziliensisيا 

ــاي    ــشمانيازيس آمريک ــه لي علي
 .]16[جنوبي نشان دادند
سسه رازي توسط   ؤدر ايران در م   

هـاي    دآتر فشارآي و همكاران بررسي    
مربوط بـه توليـد واآـسن آـشته         

ه  بهينه گرديد و در ايت ب ـ      ،شده
ا مـاژور   يشماني ـ ل توليد واآـسن  

 منجــر ALM يــا اتــوکلاو شــده 
 دکتر دولتي 1996در سال  .]17[گرديد

ــارانش ــي،و همکــ ــري و   بــ خطــ
 را بـه    BCGايمونوژنيسيته واکسن   

 ALMه  همراه ليشمانياي کـشته شـد     
را   نآ يخطـر  يب ـ و    کردنـد  بررسي

 1998 در سـال     .]18 [دندآرگزارش  
ک  طي ي ـ  ]19[دکتر مدبر و همکارانش   

بررسي بـه مقايـسه اثـر تزريـق         
ــسن  ــر ALM + BCGواک  BCG در براب

به تنهايي عليه ليشمانياي جلدي     
انتقال از انـسان    (انتروپونوتيک  
 کــاهش  وپرداختنــد) بــه انــسان

ــشمانيازيس را در   ــه لي ــتلا ب اب
ي هـا   گـروه  نسبت به    ALM+BCGگروه  

 .آنترل نشان دادند
يي کـه در    هـا   بررسـي در ادامه   
 BCG+ALM واکـسن    يبخش زميـنه حفاظت 

ــد ــام ش ــسي،انج ــتر خام ــور و   دک پ
همکارانش داوطلبـان ناحيـه شمـال       
ــم    ــا دز ک ــفهان را ب ــرقي اص ش

BCG+ALM  سـپس   .  واکسينه کردندLST 
)Leishmanin Skin Test(،   پاسـخ تکـثيري و 

 گـيري   انـدازه را   IL-4 و IFN-γتوليد  
نتايج نـشان دادنـد کـه       . کردند

ز ويشماني ـلداوطلبان با سـابقه     
 LST يــا افــرادي کــه )CL (يجلــد

ــثيري   ــخ تک ــستند پاس ــت ه  LSTمثب
ي نسبت به ساير داوطلبـان      تر  بيش
افراد بـا سـابقه     . دهند  مي نشان

CL        يا با تـست مثبـت LST   توليـد 
شـاخص   و تـر   بيشاينترفرون گاماي   

 .]20[ي دارندتر بيش (SI)تحريكي 
ي انجــام شــده هــا بررســيگرچــه 

سن همگي اسـتفاده از واآ ـ    ]24تا21[
ALM+BCGامـا   ،داننـد   مـي  را مفيد

را در ايجاد يك پاسـخ       نآآارايي  
 امـروزه   .آنند تأييد نمي ايمني قوي   

 غلبه بر کاهش    ،يكي از راهكارها  
 و خطرات احتمـالي     BCGاثر حفاظتي   

آن از يک سو و افزايش کارايي و        
ــوي   ــسيناسيون از س ــاي واک مزاي

 هـا   ه يكـي از ايـن را      .ديگر است 
هاي مخـاطي بـراي     استفاده از مسير  
ــسيناسيون ــت BCG واآ  .]32-25[ اس

ــدت ــتفاده از   از م ــيش اس ــا پ ه
هاي متفاوت مايکوباکتريايي    ژن آنتي

ــشاق  يدر واکــــسيناسيون استنــ
توانسته بود پاسخ ايمني موضـعي و       
سيــستميک بــالايي عليــه ايــن    

اسـتفاده از   . ها ايجاد کند   ژن آنتي
ــسن  ــشاق BCGواک ــسير استن  ي از م
 را عليـه    يمؤثر نيايمهاي    مکانيسم



  و همكارانسارا صعودي 

 هـاي درون سـلولي بـه راه        پاتوژن
ترشـح   از آن جملـه      اندازد کـه   مي

فعـال   و در مجاري مخـاطي      IgAزياد  
ي سيستم ايمني در ريـه      ها  سلولشدن  

ــال  ــه و طح ــت آ ــد اس ــبب تولي س
. شـود   مي IFN-γ و   IL-12مقادير بالاي   

ــشاق  ــسيناسيون استن  در يدر واک
ــتي   ــق زيرپوس ــا تزري ــسه ب  مقاي

بـيش   CD4+Th1دهنـده    پاسخي  اه  سلول
 و  شوند  مي فعال CD8+Tي  ها  سلول از

ــاظتي ــني حفـ ــبيايمـ ــه  مناسـ  عليـ
 هـاي درون سـلولي بـه راه        پاتوژن

آــه ميــزان  طــوري بــه فتــد،ا مــي
در اعضاي لنفي نسبت بـه      پاتوژن  

  بـه شـدت کـاهش      تزريق زيرپوسـتي  
 در اين تحقيق اثر     .]31-29[يابد مي

 بـر   ي استنـشاق  BCGواآسيناسيون  
واآسيناسيون ليشمانيا و پيامـد     

 BALB/cليــشمانيوز جلــدي در مــوش 
 .شده استبررسي 

 
 ها مواد و روش

 برنامه واکسيناسيون
به منظور بررسي اثر تجويز واکسن      

BCG     واکـسن    از مسيرهاي مختلف بـر
 برنامه واکـسيناسيون    ،ليشمانيا

ي هـا   مـوش . به شرح زير طراحي شد    
  گـروه  5 هفته به    BALB/c ، 8-6نر  

 تايي به شرح زير تقسيم شـده        20
واآـسيناسيون   .و واکسينه شـدند   

BCG ــفر در روز ــسيناسيون ،ص  واآ
ALM+alum و 49 و 28 در روزهـــــاي 
 60 بـا انگـل در روز        سازي  آلوده

يي که  ها  موش ،گروه اول  .انجام شد 
را به صورت استنشاقي      BCGواکسن  

ــسن  ــورت  ALM+alumو واک ــه ص  را ب
ــتي ــدزيرپوس ــت کردن ــه . درياف  ب

منظــور واکــسيناسيون استنــشاقي 
تـايي در    را به صـورت سـه     ها    موش
 10. دهـيم   مي  نبولايزر قرار  همحفظ
واجـد  BCG لـيتر سوسپانـسيون    ميلي

cfu107     را درپيمانه نبولايزر ريخته 
و دســـتگاه را روي ســـرعت يـــک 

 لــيتر در دقيقــه تنظــيم   ميلــي
هـا    موش دقيقه   30پس از   . کنيم مي

گـروه  . کنيم  مي را از محفظه خارج   
 و  BCGيي کـه واکـسن      ها  موش ،دوم

 را بـــه صـــورت ALM+alumواکـــسن 
گـروه  .  دريافـت کردنـد    زيرپوستي

يي کـه فقـط واکـسن       هـا   موش ،سوم
ALM+alum   دريافت   به صورت زيرپوستي 
). کنترل واکسن ليـشمانيا   (کردند  

يي که فقط با    ها  موش ،گروه چهارم 
انگــل ليــشمانيا مــاژور آلــوده 

 105 برابـر گـل،   ان مقـدار . شدند

ــل ــل  L.major انگ ــستا و مح ــاز اي  ف
 .استها    موشتزريق آن کف پاي چپ      

هـايي کـه تنـها        موش ،گروه پنجم 
 . دريافت کردنـد   ينفسفات سال بافر

شده به   واکسن ليشمانياي اتوکلاو  
  از (ALM+alum)لـوم   آهمراه ادجوانت   

مقـدار  . رازي تهيـه شـد     انستيتو
لـيتر    ميلي 1/0موش   تزريقي به هر  

 ميکروگــرم پــروتئين و 456رابــر ب
و محـل  است    ميکروگرم ادجوانت  376

.  اسـت   مـوش  ترزيق آن قاعـده دم    
ــسن  واکـــــــــــــــــــــــ

(pasture strain 1173-P2) BCG، ــت  60 در غلظ
لـيتر محـيط کـشت        ميلي گرم در  ميلي

sauton کــه حــاوي cfu 106×20در هــر  
 از انستيتوپاستور   ،است گرم ميلي

 . ايران تهيه شد
 

کـنش ازديـاد حـساسيت      انجام تـست وا   
 PPDتأخيري به 

اد ي ـبه منظور بررسـي پاسـخ ازد      
که با  هايي    موش در   تأخيريت  يحساس

BCG    روز  28 ، واکسينه شده بودنـد 
 ميکروگـرم   5پس از واکسيناسيون    

PPD      هـا   موش هيکل به کف پاي راست 
ــروه   ــر گـ ــم (از هـ  1/0در حجـ

و هم  ) ينليتر بافر فسفات سال    ميلي
 به کـف    ينالحجم آن بافر فسفات س    

 تزريق  در هر گروه   ها  موشپاي چپ   
قطر آف پا بـا اسـتفاده       . گرديد

ــس از   72 و 48 ،24از کـــوليس پـ
 شــد و درصــد گــيري ســاعت انــدازه

يي هـا   روشافزايش ضخامت آن طبـق      
 ،آه ديگـران انجـام داده بودنـد       

 ].12[ گزارش گرديد
 

گـيري کـف      و اندازه  ها  موشسازي    آلوده
 پا

 انگـل   105 به اين منظـور ميـزان     
 در  ليشمانيا ماژورفاز ايستا را   

 به کف پاي چـپ      تريکرولي م 50حجم  
 و   شد گروه آزمايش ترزيق  هاي    موش

ايجــاد و پيــشروي زخــم حاصــل از 
 هر هفته با استفاده     ،تکثير انگل 

 . ديگرداز کوليس بررسي 
 

گيري ميزان نيتريك اآسايد بـا        اندازه
 روش گريس

در فواصـل زمـاني       به اين منظور  
ــه ــس از   ،س ــه پ ــه هفت ــش و ن  ش

دو  از L.majorبا   ها  موش سازي  لودهآ
 موش از هر گروه به طـور تـصادفي        

 سـپس  .ماآروفاژ صفاقي تهيـه شـد     
ــرک ــاي  مح ــشت   ه ــه ک ــوردنظر ب م

به ايـن    .ديگردماکروفاژ اضافه   



  و همكارانسارا صعودي 

 ليــشمانيا ،PPDژن  از آنــتيمنظــور
ــاژور    F/T مــــــــــــــــــــ

(Freezed-Thawed)     به ميـزان µg/ml10   بـه 
 يپـوپل يل  ثانوي و از   عنوان محرک 
ــاکار ــراه  ) µg/ml1(د يسـ ــه همـ بـ

به عنوان  ) µg/ml2(اينترفرون گاما   
 48پس از   . محرک مثبت استفاده شد   

آوري  جمـع ها    سلولساعت محلول رويي    
 هم حجـم محلـول رويـي معـرف          ،شد

ک ي ـتري ن  و توليـد    شد گريس اضافه 
 با ايجاد رنگ توسـط      )NO( دياکسا

 جذب  . گرديد گيري  اين معرف اندازه  
O.D.         حاصل از اثر معـرف گـريس در 
و  شــد گــيري  نــانومتر انــدازه540

براساس منحني اسـتاندارد ميـزان      
ــول   ــه ميکروم ــسايد ب ــک اک نيتري

 ]. 4و3[گرديدمحاسبه 
 

 سنجش فتگي انگل
به منظور سـنجش ميـزان تکـثير و         

ي گـروه   هـا   مـوش پيشروي انگل در    
ــنترل  ــسينه و ک ــل ،واک  در فواص

 هفته پـس از      شش و نه   ،زماني سه 
 بــا انگــل هــا مــوش ســازي آلــوده

دو موش از هـر      ،ليشمانيا ماژور 
 انتخاب شد و    گروه به طور تصادفي   

ــال  ــد وطح ــا  نآ کب ــرايط ه در ش
 يينپس از تع ـ  . ديگرداستريل خارج   

هـا   قـسمتي از آن    ن اعـضا،  يوزن ا 
لـيتر    ميلـي  2توسط هموژنـايزر در     

 درصـد   10ر واجد   دمحيط کشت اشناي  
FCS   سريال رقـت    نآ و از    شد هموژن 

 200هر رقت ميزان    از .ديگردتهيه  
تايي به  96ميکروليتر به هر چاهک     

. شـد صورت دوبار تکـرار اضـافه       
بـسته  با پـارافيلم    ها    دور پليت 

ــد ــدت  شـ ــبخير در مـ ــا از تـ  تـ
آنگـاه  . انکوباسيون جلوگيري شود  

 روز در دماي 7-15به مدت  ها    پليت
c °28-26   در اين مدت   . گرفت قرار

بـا ميکروسـکوپ معکـوس      هـا     تپلي
  تا در هر گروه و هر      شدندبررسي  
ين رقـت واجـد انگـل       تـر   بيشعضو  

 ميـزان   .دآي ـ دسـت  هليشمانيا ب ـ 

ــل  ــي انگ ــتفاده فتگ ــا اس از ب
 ]:34و33[شدفرمول زير محاسبه 

 log -     بار انگل=  وزن عضو / رقت
 

 آناليز آماري
آناليز آماري نتايج با استفاده     

براي  . انجام شد  SPSSافزار   از نرم 
افزارهـاي   رسم نمودار نيز از نرم    

SPSS و Excel از ، اســـتفاده شـــد 
ــون آ ــونآ در kruskal walisزم ــاي  زم ه

ناپارامتري و در ساير مـوارد از       
student t test ســطح .  اســتفاده شــد
 در  >05/0pي در همه موارد     معنادار

 .نظر گرفته شد
 

 ها يافته
ت به  ي نسب  تأخير پاسخ ازدياد حساسيت  

PPD 
ي نسبت  تأخيرپاسخ ازدياد حساسيت    

ي واکسينه شـده    ها  گروه در   PPDبه  
ــا  ــس از BCGب ــ روز 28 پ  يبررس
تا ميزان تحريـک حاصـل از       د  يگرد

ــسيناسيون  ــروهدر  BCGواک ــاي گ  ه
 . مختلف مقايسه گردد
 و General Linear Modelبراساس آزمـون  

ي معنـادار با در نظر گرفتن سـطح       
05/0p<،   واکسن  ي  ها گروه بينBCG  با 

 72 و 48 ،24هــاي  کــنترل در زمــان
 PPDساعت پس از تزريق داخل جلدي       

ــتلاف  ــاداراخ ــود داردمعن .  وج
 ديــده 1 طــور کــه در جــدول همــان

 شود در اين فاصله زماني پاسخ      مي
ي واکـسينه   هـا   گروه در   اد شده يجا

ش ي افـزا  کـنترل هـاي     موشبه  نسبت  
 . )1 جدول( دارد
 

 زخم و پيشروي آنمقايسه روند ايجاد 
ــاري   ــتفاده از روش آم ــا اس ب

Repeated measure)  7 تـا  1براي هفته (
و ) 7-12بـــراي هفتـــه  (Friedmanو 

 ،)multiple comparison(مقايسه چندگانـه  
  ميـــــانگين انـــــدازه زخـــــم

 

 
يي آـه بـا   ها موش در   را PPDبه  نسبت  خيري  أپاسخ ازدياد حساسيت ت    .1جدول  

BCG  درصـد   انحـراف معيـار    ±ميـانگين    .دهـد  يان م ـ نش ،اند واآسينه شده 
 ).>05/0p(  گزارش شده استمتر  بر حسب ميليآف پا افزايش قطر

زمان
  ساعت72  ساعت48  ساعت24 ي واکسن ها گروه

 3/4 ± 8/1 8/2 ± 86/0 2/3 ± 0 ينبافر فسفات سال
 BCG14/11 ± 8/1 3/22 ± 8/1 3/21 ± 0/4 ياستنشاق 

 BCG7/6 ± 9/1 9/13 ± 9/2 4/24 ± 9/4 يرجلديز 
 
 

ــوش ــا  م ــروهدر ه ــا گ ــف ه  هفته پـس از     12واکسيناسيون طي   ي مختل



  و همكارانسارا صعودي 

 بـا يکـديگر مقايـسه       سازي  آلوده
ي برابـر   معنـادار گرديد و سـطح     

05/0p<    افزايش .  در نظر گرفته شد
بدون زخم در کف پـا درهـر         تورم

ــا   ــسينه ب ــروه واک  از BCGدو گ
 آغاز  سازي  هفته اول پس از آلوده    

 اول و دوم  اين تورم در گروه     .دش
به زخم ناگهاني و شـديد در سـه         
هفته آخر تبديل شـد و در هفتـه         

در .  کاملا از بين رفتند    ها  موشم  
 شروع تورم    سوم و چهارم   يها  گروه

از با شروع زخم همـراه بـود کـه          
غاز آ سازي  لودهآهفته سوم پس از     

مقايـسه    در ،بر ايـن اسـاس    . شد
 و  چهـارم  هـاي   گـروه اندازه زخم   

 اخـتلاف   هـا   گـروه  با سـاير     پنجم
در .  مـشاهده شـد    >05/0p معنادار

 دوم اول و هـاي     گـروه که بين    حالي
ــتلاف  ــاداراخ ــتمعن ــود نداش   وج

 .)1شکل(
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ميــانگين درصــد نمــودار خطــي  .1شــکل 
 تـا    را ها   پاي موش   کف افزايش ضخامت 

 با انگـل    سازي  هفته پس از آلوده    10
 ي مختلـف  اه ـ  ه در گرو  ليشمانيا ماژور 

ــي ــشان م ــد ن ــا .ده ــروه اول ب  BCGگ
 BCGگــروه دوم بــا  ،ALM+استنــشاقي 

 ALM+alumگروه سوم با     و ALM+زيرپوستي
  و به گروه چهـارم   . اند واکسينه شده 

پنجم به ترتيب انگل زنـده و بـافر         
افزايش  .تزريق شده است   فسفات سالين 

تورم در گـروه اول و دوم از هفتـه          
هـاي مـورد     غاز شده و در زمان    آاول  

بررسي نسبت به گروه چهارم و پـنجم        
 . ار داردادافزايش معن

 
 توليد نيتريك اآسايد

سنجش ميزان توليد نيتريك اآسايد     
ــروهدر  ــا گ ــفي ه ــضور مختل  در ح
-IFNو   PPD, F/Tثانوي شـامل  هاي  محرك

γ+ LPS به آمك آزمون .   صورت گرفت
ــارامتري  ــاري ناپـ   Kruskal-Wallisآمـ

بين تيمارهاي مختلف   مقايسه آماري   
 ،سـه هـاي     هفتهدر  در هر گروه و     

ي معنادارسطح  .  انجام شد  شش و نه  
در نظــر  >05/0pدر همــه مــوارد  

در هفته  بر اين اساس     .گرفته شد 

 )رپوسـتي ي ز BCG( گروه دوم    ينسوم ب 
 PPD نسبت بـه محـرک       ها  گروههمه  با  

ــتلاف  ــادارياخ ــود داردمعن   وج
)05/0p<(.  در هفتــه شــشم اخــتلاف
  مـشاهده  هـا   گـروه   ين ب ـ عناداريم
ک ي ـتريد ن ي ـزان تول ي ـم شـود و   نمي

ــسا ــروهد در ياک ــاي گ ــا ه  اول ت
 چهارم نسبت به هفته سـوم کـاهش       

زان يــدر هفتــه ــم م .ابــدي مــي
د در گـروه    يک اکـسا  ي ـتريد ن يتول

 F/T و PPDاول در پاســخ بــه محــرک 
ن اختلاف  يابد، گرچه ا  ي   مي شيافزا

 زيدر گروه دوم ن   . ستي ن معنادار
 PPDد نسبت به    يک اکسا يتريد ن يتول
در هفته م    .ابدي   مي شي افزا يکم
ــ ــ تولينب ــتريد ني ــساي د در يک اک

 معنـاداري  مختلف اخـتلاف     هاي  گروه
رسد آه    مي به نظر  .شود  نمي مشاهده

ي هـا   گروه در   NOابتدا توليد    در
  تحريك شـده و افـزايش      BCG واآسن

يابد ولي بـا گذشـت زمـان بـه           مي
مانيا ماژور تحريك   دليل غلبه ليش  

 ).2 شکل(ابد ي  مي آاهشNOتوليد 
 

 سنجش ميزان فتگي تك ياخته
ــه در    ــك ياخت ــي ت ــزان فتگ مي

ي هـا   گـروه در  شش و نـه     هاي    هفته
آـه   جـا  از آن . آزمايش انجام شـد   

 به صورت دوتايي در     ها  بررسياين  
 تايي انجام شده بـود      96هاي    پليت

 ،برابر بود ها    و نتايج در تكرار   
ــا ــا  خط ــانگين ي ــتاندارد مي ي اس

انحراف معيار در همه مـوارد صـفر        
 ميانگين فتگي   3 شکل. خواهد بود 

 تك ياخته را در اعضاي لنفي آبد      
بـر ايـن     .دهـد  و طحال نشان مـي    

ياخته ليـشمانيا مـاژور      اساس تك 
 سـازي   از هفته ششم پس از آلـوده      

 در هـر دو عـضو       هـا   گـروه در همه   
 .شـود   مـي  لنفي مورد بررسي ديده   

در هفته م تعداد تك ياختـه در        
ي آزمـايش   هـا   گـروه اعضاي لنفـي    

افزايش يافته و در ايـت منجـر        
در . شـود  هـا مـي    آن به مرگ اآثر  

 کـه ثنـها بـا ليـشمانيا         يگروه
تر  لوده شده بودند ازدياد سريع    آ

ــده   ــي دي ــضاي لنف ــل در اع  انگ
 .شود مي
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 نيتريـك اآـسايد      توليد ميزان :2شکل  
ــرو در ــفاقي گ ــاي ص ــا هماآروفاه ي ه

 متفاوت پس از    هاي  محرک در   ازمايش را 
 با انگل ليشمانيا ماژور     سازي آلوده

در هفتـه سـوم ميـزان       . دهد  نشان مي 
توليد نيتريک اکـسايد در گـروه دوم        

 نـسبت بـه سـاير       PPDدر حضور محـرک     
) >05/0p( افـزايش معنـاداري    هـا   هگرو

ه شـشم ميـزان     در هفت ـ ). الف(دارد  
ي ها  هتوليد نيتريک اکسايد در همه گرو     

در هفتـه   ). ب(يابد    آزمايش کاهش مي  
م در گروه اول دوم ميـزان توليـد         
نيتريک اکسايد نسبت به هفته ششم در       

ــرک  ــر مح ــاي  براب ــل F/T و PPDه  انگ
يابد کـه     ليشمانيا ماژور افزايش مي   

 ).ج(به لحاظ آماري معنـادار نيـست        
، ALM+استنــشاقي  BCGگــروه اول بــا 
 و ALM+ زيرپوســتي BCGگــروه دوم بــا 

ــا   ــوم ب ــروه س ــسينه ALM+alumگ  واک
  و پنجم بـه    به گروه چهارم  . اند  شده

ترتيب انگـل زنـده و بـافر فـسفات          
 .است تزريق شده سالين

 
 
 

انگل ليـشمانيا   ميزان فتگي    :3شکل  

پـس   ششم و م     يها  ه در هفت  ماژور را 
در آبـد و      بـا انگـل    سازي از آلوده 

 فتگي  )الف(شکل   .دهد  نشان مي  طحال
 فتگي انگل   )ب(انگل در کبد و شکل      
بين ميـزان   . دهد در طحال را نشان مي    

فتگي انگل در کبد و طحـال اخـتلاف         
در هـر دو    . داري وجـود نـدارد    امعن
 در گـروه     ميـزان فتگـي انگـل      عضو

داري نـسبت بـه     اچهارم افزايش معن ـ  
گـروه  . )>05/0p(  دارد هـا   هساير گرو 
گــروه  ،ALM+استنــشاقي  BCGاول بــا 
گـروه   و ALM + زيرپوسـتي  BCGدوم با   
به . اند  واکسينه شده  ALM+alumسوم با   

پنجم به ترتيب انگـل       و گروه چهارم 
تزريـق   زنده و بـافر فـسفات سـالين       

 .است شده
 
 گيري  و نتيجهبحث

BCGليـــشمانيا، هـــر دو از    و
 . هاي درون سـلولي هـستند   پاتوژن

BCG توانـد همـراه بـا واآـسن          مي
ليشمانيا به صورت ادجوانـت يـا       
به عنوان واآسن آغازگر يا دارو      

. مــورد اســتفاده قــرار گــيرد   
 BCGهاي زيـر اسـتفاده از        ويژگي

را در تحريك سيستم ايمني به منظور       
 ساخته  مؤثرمقابله با ليشمانيا    

ميزبـان هـر دو     آه   نآاول   .است
آـه   نآدوم  . ها ماآروفاژ است   آن

گرچه اين دو ارگانيـسم در مـسير        
شبكه اندوزومي پس از فاگوسيتوز     
توسط ماآروفـاژ بـا هـم تفـاوت         

 امـا هـر يـك در سيـستم          ،دارند
فرار خـاص   هاي    اندوزومي مكانيسم 

ورند آـه   آ  مي خود را به اجرا در    
هـاي   به هر حال به بروز سـيگنال      
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ــك   ــاژ و تحريـ ــر در ماآروفـ خطـ
م  سـو  .]35[شود  مي ماآروفاژ منجر 

بهترين روش حـذف و مقابلـه       آه   نآ
با اين دو ارگانيسم فعـال شـدن        
ماآروفاژ به ويژه از راه توليد      

فعــال اآــسيژن و هــاي  متابوليــت
نيتروژن است آه در اين ميان اثر       
آشندگي نيتريك اآسايد در هـر دو       

بنــابراين اگــر   .غالــب اســت 
زا  بتــوانيم از ســويه غيربيمــاري

BCG ــاژ ــك ماآروف ــت تحري و  در جه
ــيم   ــتفاده آن ــني اس ــستم ايم  ،سي

توانسته ايم سطح فعاليـت سيـستم       
ايمني را نسبت بـه ليـشمانيا هـم         

تحقيقات اخير نـشان    . افزايش دهيم 
 يدهد کـه اسـتفاده از مـسيرها        يم

 زيرپوسـتي روش   تواند بـر   ي مي مخاط
 داشــــته و آــــارايي يبرتــــر

ــسيناسيون  ــزايش BCGواآـ  را افـ
ي ايمـني در    هـا   سلول درصد   80. دهد
يستم ايمني مخاطي قـرار دارنـد و        س

به آمـك   . پيوسته در حال گردشند   
تـوانيم اعـضاي      مي  مخاطي سازي  ايمن

از محـل    لنفي و سطوح مخاطي دورتر    
 از سوي   .سازيم  ژن را ايمن   نتيآورود  
 نآمسيرهاي مخاطي بـه دليـل        ديگر

 ،هـا هـستند    آه محل ورود پـاتوژن    
پيوسته از يك سيستم دفاعي فعال      

رســد   بــه نظــر مــي.برخوردارنــد
 از مـسير مخـاطي      BCG واآسيناسيون

ي ايمـني   هـا   سـلول تر در دسترس     سريع
ي دندريتيك  ها  سلول ،ماآروفاژها(

 شـانس    و گيرد قرار) ها و لنفوسيت 
 ليـشمانيا   عليه انتخاب پاسخ بهتر  

 ].38تا36[يابدافزايش 
هـائو چـن    يمطالعات جداگانه ل  

)Lihao Chen(ــال   در  و 2004ســـــ
 2000سال   در)Falero Diaz(از يفالرود

نشان داد که استفاده از واکـسن       
BCGــشاق ــاظتي ي استنـ ــر حفـ   اثـ
ــپا ــولاني ــر يدارتر و ط ــ عليت ه ي

]. 30 [.کنـد   مي اديجس ا يتوبرکلوز
ون يناسي اثـر واکـس    ن اساس يبر ا 

BCGــشاق ــ علرا ي استن ــت ي ه عفون
ابتدا بـه   . يم کرد يبرسا  يشمانيل

ــمقا ــخ ازد ي ــخ پاس ــسه پاس اد ي
 در  PPD نـسبت بـه      يتـأخير ت  يحساس
 .مي پـرداخت  BCG واکـسن    هاي  گروه

مده پـس   آج به دست    يبر اساس نتا  
ــر 24از  ــخ براب ــاعت پاس در  ي س
 رپوسـتي يز و   ياستنـشاق ي  هـا   گروه

 72  و 48 يهـا  در زمان  .مشاهده شد 
 .افـث ين پاسخ کاهش    يساعت بعد ا  

ارتر دي ـ پا ياما در روش استنشاق   
 . بـود  رپوسـتي يو دو برابر روش ز    

توان گفت که در روش       مي نيبنابرا
 يتر ي قو  سلولي نييم پاسخ ا  ياستنشاق

 .اد شده بوديجا
بروز زخم حاصـل از ليـشمانيا       

 ،در محل تزريق ليـشمانيا مـاژور      
ناشي از تکثير بيش از حد انگل و        

هـاي    و بافـت  هـا     سـلول آسيب بـه    
 سـازي   نتيجـه آلـوده   . اطراف است 

بـــا انگـــل  BALB/cمـــوش حـــساس 
ــاژور در   ــشمانيا مـ ــت ليـ ايـ

انگل ) احشايي شدن (سيستميک شدن   
واکـسن موفـق    . و مرگ حيوان است   

 واکسني اسـت کـه      BALB/cي  ها  موشدر  
بتواند به بهبود زخم ايجـاد شـده        

ي هـا   مـوش منتهي شود يا طول عمر      
BALB/c         را تا حـد امکـان افـزايش 
در تحقيق حاضر از هفته اول      . دهد

 ليشمانيا روند   سازي  پس از آلوده  
و پيـــشروي آن در ايجـــاد زخـــم 

. ي آزمايش بررسـي گرديـد     ها  گروه
ــه  ــورم در ناحي ــتزرت ــل ي ق انگ

 از هفتـه    ا ماژور زنـده   يشمانيل
ي آزمايش بـه    ها  گروهاول در تمام    

 BCGيي کـه واکـسن      هـا   گروهويژه  
 امـا   ، مشاهده شـد   ،گرفته بودند 

 ياستنشاقي  ها  گروهتشکيل زخم در    
 -چهـارم هـاي     هفته تا   .رپوستييزو  

در ايـن   .  افتـاد  خيرتـأ پنجم به   
مدت تورم و ارتشاح سلولي شـديدي       

 در ناحيه کف پـا      ها  گروهدر اين   
شد ولي ظاهرا بـروز زخـم         مي ديده

ي ايمني بـه    ها  سلولبه دليل درگيري    
ــأخير ــودت ــاده ب ــه .  افت از هفت

چهارم به بعد زخم تـشکيل شـد و         
ــادي در  ــدت زي ــا ش ــروهب ــا گ ي ه

ي هـا   مـوش نامبرده گـسترش يافتـه و     
. تا هفته يـازدهم مردنـد     لوده  آ

ســوم و ي گــروه هــا مــوشزخــم در 
يي کـه   هـا   گـروه  زودتر از    چهارم

يعني در  .  گرفته بودند  BCGواکسن  
به هـر    . سوم آغاز شد   -هفته دوم 

 BCG کـه واکـسن      هـايي   گـروه حال  
 يشرويافت کرده بودند روند پ    يدر

  .زخم متغيري داشتند
يک مولکول  ) NO(نيتريک اکسايد   

ــم ا ــک مه ــر بيولوژي ــه اث ــت ک س
سايتوتوکسيک و سايتواستاتيک بر    

هـاي درون سـلولي از جملـه         پاتوژن
منبــع اصــلي و . ليــشمانيا دارد

مهــم توليــد نيتريــک اکــسايد    
ماکروفاژهاي آلوده به ليشمانيا    
ــوند   ــق ش ــر موف ــه اگ ــستند ک  ه
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توانند سبب حذف و از بين بردن        مي
 . انگل شوند

بنابراين بديهي است واآسني که     
ليد نيتريک اکـسايد را     بتواند تو 
 واکسن موفقي خواهـد     ،القا سازد 

رو از جمله پارامترهاي     بود از اين  
ايمونولوژيــک کــه بــا هــدف کــشتن 
ــاژ در  ليــــشمانيا در ماکروفــ
ارزيابي واکـسيناسيون خـود بـه       

 سـنجش توليـد نيتريـک       ،کار برديم 
اکسايد از ماکروفاژهـاي صـفاقي      

براساس نتايج به دست آمده     . بود
 ،ارائـه شـده اسـت      2 لشککه در   

هاي   هفتهتوليد نيتريک اکسايد در     
 سازي   پس از آلوده   ششم و م   سوم،

نـسبت بـه     مـاژور با ليـشمانيا    
  مـاژور   و ليشمانيا  PPDهاي   ژن آنتي

F/T      با يکديگر مقايسه شده اسـت  .
 ، زيرپوسـتي   و ي استنشاق BCGگروه  

ين نيتريـک اکـسايد را در       تـر   بيش
 ،سـازي   هفته سـوم پـس از آلـوده       

هاي مايکوباکتريوم   ژن نسبت به آنتي  
ن زمان  يدر ا  .توليد کرده بودند  

د در روش   يک اکسا يتريد ن يسطح تول 
 معنــاداري بــا اخــتلاف زيرپوســتي

)05/0p< (ــ ــشاقش از روشيب  ي استن
بعد بـا رونـد     هاي    هفتهدر  . بود
 افزايش در توليـد نيتريـک       -کاهش

اکــسايد روبــرو بــوديم کــه ســطح 
د دردو گـروه    يک اکسا يتريد ن يتول

 . ديهمسان گرد
دو عامل نقش مهمـي در ايفـاي        
اثر کشندگي نيتريک اکسايد توسـط      
 ماکروفاژها دارند که به شرط آن     

توان بر عفونت ليشمانيا غلبه      مي
 ميــزان توليــد نيتريــک -1. کــرد

 زمان حـضور نيتريـک      -2 اکسايد و 
ــلولي    ــل س ــيط داخ ــسايد در مح اک
ماکروفاژ و پايداري آن در طـول       

که ميـزان    جا نآ از   . عفونت هودر
 هاي  گروهتوليد نيتريک اکسايد در     

  تفـاوت  ، تفاوت نداشت  BCGواکسن  
زمان حضور نيتريک اکسايد در محيط      
داخل سلولي ماکروفاژ و پايـداري      

ــت راهآن در طــــول درو   عفونــ
 انگـل   ي فتگ ـ يتوان از بررس ـ   مي
پيامد بررسي ميزان    . کرد نييب شيپ

ــضاي  ــل در اع ــي انگ ــف فتگ  مختل
هـاي    طحال و کبد در زمـان      -لنفي

مختلــف نــشان دادنــد کــه پــس از 
 با ليـشمانيا هـر دو       سازي  آلوده

 قادرنــد BCG روش واکــسيناسيون
 يي به تنها  ALM+alum از روش    تر  بيش

مـــانع گـــسترش و تکـــثير انگـــل 
ــوند ــشمانيا ش ــمن  .لي ــه  نآض ک

 هـاي   گـروه   ين ب ـ معنـاداري تفاوت  
و  و همچـنين بـين دو عـض        BCGواکسن  

ــه  ــورد مطالع ــال(م ــد و طح  )آب
 .مشاهده نشد

حاصـل از   هاي    يافتهبه هر حال    
سنجش فتگي انگل بـه خـوبي بـا         

 زخـم و ميـزان      هاندازهاي    يافته
ي ها  گروهاکسايد در   توليد نيتريک   

در ايــن  .واکــسن همــاهنگي داشــت
بررسي نتايجي آه پيشتر محققـان در       

 از  BCGواآـسيناسيون    مورد اثـر  
عليه توبرآلـوزيس    يراه استنشاق 

ديده بودند در مـورد ليـشمانيا       
شايد نياز باشـد آـه      . ديده نشد 

در تحقيقي ديگر دز واآـسيناسيون      
BCG ــويز ــات تجـ ــا دفعـ را  نآ يـ

ن حـال حـتي     ي ـبا ا . افزايش دهيم 
ــاظتي    ــر حف ــاوتي در اث ــر تف اگ
ــشاق  يواآــسيناسيون از راه استن

 مشاهده نكنيم،   نسبت به زيرپوستي  
كردن از سوزن   به دليل استفاده ن   

 ، واآـسيناسيون  يدر روش استنشاق  
 هاي خطرناآي چون   ياز شيوع بيمار  

HIVايم  جلوگيري آرده. 
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