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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 13/6/90: تاريخ پذيرش        5/4/90: تاريخ دريافت  1390هفته دوم آذر ماه/158شماره/منهسال بيست و 
  

   انگل يرو بر رشد مكمل عنوان به Brain heart infusion broth اثر ي مطالعه
  ليشمانيا ماژور

  
   ،2فصول صاحبآل  فرشته، 3يكاووس افسانه دكتر ،2اين ميشها  جواد ديس ،1يطلوع دهيسپ

  5يحجاز نيحس ديسدكتر  ،4يمانينر ژهيمن
  
  

  خلاصه
 كيژن ي، خواص آنتييزا عفونت انگل، سميمتابول و يولوژيب يبررس يها نهيدر زم )Leishmania( ليشمانيا كشت انگل يها طيمح از استفاده :مقدمه

يا  Brain heart infusion broth( قلب و مغز ي عصاره مختلف يها غلظت ريثأت ،حاضر يبررسدر . باشد ي ميالزام يشگاهيآزما صيتشخ ها و گوتياست
BHIB (يها گوتيبر رشد پروماست L.major ينيگزيجا امكان و FCS  ي كننده تيتقو و مناسب مكمل كي عنوان به يفاز تك يها طيدر محبا آن 
 .گرفت قرار يبررس مورد يفاز دو طيمح در L.major يها گوتيپروماست انبوه كشت

 يها غلظت با يفاز دو طيمح انعنو به دار خون آگار و آگاره و يفاز تك طيمح عنوان به RPMI 1640كشت سلول  طيمطالعه از مح نيا در :ها روش
 كشت جهت يفاز دو يها طيدر مح عيبه عنوان فاز ما نيو نرمال سال درصد FCS 10 يحاو RPMI 1640شاهد  يها طيدر كنار مح BHIBمختلف 
 هر در شده ريتكث يها وتگيتعداد پروماست نيانگيانجام شد و م نيمع يها در فواصل زمان گوتيپروماست شمارش .شد استفاده انگل يها گوتيپروماست

 .دگردي سهيمقا شاهد طيمح با و محاسبه طيمح

 با سهيمقا در كه بود تريل يليم هر در 7/22 × 106 درصد BHIB 10 با همراه  1640RPMI طيمح در انگل يها گوتيپروماست تعداد نيانگيم :ها يافته
 آگار و آگاره يفاز دو طيمحدر  L.major يها گوتيپروماست تعداد نيانگيم ).P > 012/0( داشت يدار يمعن شيافزا) درصد FCS 10( شاهد طيمح

داشت  يدار يشاهد اختلاف معن طيبا مح سهيبود كه در مقا تريل يليدر هر م 367×  106 و 275×  106 بيترت به درصد BHIB 4با  همراه دار خون
)025/0 < P(. 

 يمناسب نيگزيجا تواند انگل شد و مي يها گوتيپروماست يسلول ميتقس كيتحر باعث تلفمخ يها در غلظت BHIBكه  ددانشان  جينتا :گيري نتيجه
  .باشد ليشمانياجهت كشت انبوه  يدو فاز يها طيدر مح يمكمل مناسب و عيما طيدر مح FCS يبرا

  .مغز و قلب ي عصارهكشت،  طيمح ،ليشمانيا :واژگان كليدي
 

  مقدمه
 كـه  شـود  لاق مـي هـا اط ـ  يماريب از يفيط به وزيشمانيل

داران و از  نتوپلاستيك ي راسته از يا اختهي تك توسط
انگل بر . گردد مي جاديا )Leishmania( ليشمانيا جنس

 گوتيخود به دو شكل پروماسـت  يزندگ طيحسب مح

و شــكل  يخــاك ي پشــه ي كشــت و روده طيدر محــ
 دهيــماكروفــاژ د يهــا در داخــل ســلول گوتيآماســت

  .)1( شود مي
كشور جهان گزارش شـده اسـت    88از  يماريب نيا
بـه   ري ـفق يكشورها جزء كشـورها  نيد از ادرص 82كه 
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 كي ـ عنوان به يماريب يجلد شكل. )2( نديآ حساب مي
 مـه ين و يريگرمس ـ منـاطق  از ياريبس در ياساس مشكل
 را نفـر  ونيليم 5/1 تا 1 سالانه و است مطرح يريگرمس

 عيسـر  صيتشـخ . )3( دهـد  مـي  قـرار  خطـر  معرض در
 و يپوسـت  ي عهيضا گسترش از يريجلوگ جهت يماريب

 ينظر درمان قاطع و به موقـع دارا  از مييدا اسكار بروز
ماننـد   يمولكـول  يهـا  كي ـتكن. باشـد  مي يا ژهيو تياهم

PCR ــه روش ــا از جملـ ــيتشخ يهـ ــاس و  يصـ حسـ
اسـت   دهيگرد يرابطه طراح نياست كه در ا ياختصاص

فقـدان امكانـات و پرسـنل     ،بـالا  ي نـه يهز لي ـبه دل. )4(
ها در مناطق  روش نيكارآزموده در مطالعات استفاده از ا

   .)5( باشد مين ريپذ امكان مددرا كم كيدمآن
به حساب  يصيتشخ يها روش گريد از انگل كشت

 از يگـر يد يايمزا آن بودن يكاربرد بر علاوه كه ديآ مي
 يهـا  تيحساس ـ يبررس ـ جهـت  انگـل  يجداسـاز  ليقب

 و ييايميوش ـيب مطالعـات  نيهمچن و نگيپيژنوتا ،ييدارو
 كـه  ني ـاتوجه به  با. )6( دارد همراه به را كيمونولوژيا

 بـات يموجود در ترك يها از مكمل يبرخ ي هيته و ديتول
 ييبـالا  يهـا  نـه يهز مسـتلزم  ييهـا  كشـت  طيمح ـ نيچن
 صيها را جهـت تشـخ   از آن معمول ي استفاده باشد، مي

 يكشـت مختلف ـ  يهـا  طيمحتاكنون . )1( كند محدود مي
- 8( اسـت  شـده  يمعرف انگل ريتكثو  يجهت جداساز

 يو دو فاز يتك فاز ي ها شامل دو دسته طيحم نيا. )7
 يجداسـاز  جهـت اغلـب   يفـاز  دو يهـا  طيمح. هستند

 يتك فـاز  يها طيمح و زبانيم عاتيضا از انگل ي هياول
 ردي ـگ انبوه انگل مورد اسـتفاده قـرار مـي    ديبه منظور تول

 NNN طيمح ـ آشـنا  يزفـا  دو يهـا  طيمحاز جمله  .)9(
)Novy-MacNeal-Nicolle( از يكــــي كــــه اســــت 
 يجداسـاز كشـت انگـل جهـت     يهـا  طيمح نيتر جيرا
  .)10( ديآ به حساب ميليشمانيا  ي هياول

 ي مـاده  ي هيته يتك فاز يها طيمح در ياصل مشكل

 ـ يــا  Fetal calf serum(گوســاله  نيسـرم جن ـ  يافزودن
FCS (ميتقس ـ كي ـمكمل جهت تحر عنوانه ب كه است 

 بـودن  گران. شود اضافه مي طيو رشد انگل به مح اختهي
ــا ــاده ني ــ از م ــرف كي ــال و ط ــودگ احتم ــا آن يآل  ب
 يقربـان  نيهـا و همچن ـ  وني ـپر اي ـ ،ها يباكتر ،ها روسيو

حاملـه   يگاوهـا  ي دهيرس يها نيجن ياديز تعداد كردن
نمـوده اسـت كـه در     جـاد يا نيرا در محقق ـ زهي ـانگ نيا

بـه  . )11( باشند FCS يبرا يمناسب نيگزيجا يجستجو
مختلـف   يحاضر اثر درصـدها  ي در مطالعه ليدل نيهم

يـا   Brain heart infusion broth( مغز و قلب ي عصاره
BHIB (نيجانش كيبه عنوان ليشمانيا  ريدر رشد و تكث 
و به عنوان مكمـل در   يتك فاز طيدر مح FCS ي بالقوه
   .گرفت قرار يبررس مورد يفاز دو يها طيمح

  
  ها روش
بـه همـراه    يفـاز  و دو يكشت تك فاز ياه طيحابتدا م

  : شد يطراح BHIBاز  يمتفاوت يدرصدها
ــ - 1 ــك طيمح ــاز ت ــراه RPMI 1640 يف ــا هم  ب

   BHIBاز  30 و 20، 10، 5 متفاوت يدرصدها
 يحــاو RPMI 1640 شــاهداســتاندارد  طيمحــ - 2

FCS 10  درصد 

ــال يحــاو RPMI 1640 طيمحــ - 3 ــال نيس  10نرم
 به عنوان شاهد درصد

همـــراه  بـــه NNNي فـــاز دو كشـــت طيمحـــ - 4
 عيبه عنـوان فـاز مـا    BHIB از 8و  4 ،2 يدرصدها

 ييرو

 يدرصدها همراه به آگاره يفاز دو كشت طيمح - 5
 ييرو عيبه عنوان فاز ما BHIB از 8 و 4 ،2

بـه همـراه    آگاره و NNN يفاز دو كشت طيمح - 6
شـاهد   ي كه به عنوان نمونه عينرمال در فاز ما نيسال

  . در نظر گرفته شد

www.mui.ac.ir



  و همكاران يطلوع دهيسپ  بر ليشمانيا ماژور Brain heart infusion brothثر ا

  1390هفته دوم آذر / 158شماره /  29سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  1600

 اســــتاندارد  ي هيســــو  از طالعــــه م نيــــا در
)MRHO/IR/75/ER (  ــاژور ــمانيا مـ  )L.major(ليشـ

بـه منظـور سـاخت     رانيدر ا هيسو نياز ا. استفاده شد
  .)12( استفاده شده است نيشمانيژن ل يواكسن و آنت

كشت داده شـد و تـا    NNN طيابتدا انگل در مح در
 ونيسوسپانس ـ. دي ـگرد ينگهـدار  سـتا يبه فـاز ا  دنيرس

 بـافر  از استفاده با ستايا فاز به مربوط يها گوتيپروماست
يـا   Phosphate buffered saline( لياستر نيسال فسفات

PBS( هـا بـا اسـتفاده از     گوتيپروماست تعداد. شد هيته
شد كـه   ميتنظ يو تعداد آن به نحو لام نئوبار شمارش

 وجود انگل 5 × 105تعداد  PBSاز بافر  يس يدر هر س
 بــه حيتلقــ جهـت  ونيسوسپانســ ني ـا از. باشــد داشـته 

 زانيم آوردن دسته ب و مطالعه مورد كشت يها طيمح
  .شد استفاده رشد يمنحن رسم و رشد

ــپس ــ س ــت حيتلق ــا گوتيپروماس ــه  L.major يه ب
 كي هر بهبراي اين كار  .نجام شدي افازتك  يها طيمح
 20، 10، 5 يها غلظت يحاو مطالعه مورد يها طيمح از
با حجم  شاهداستاندارد و  طيو مح BHIBدرصد  30و 
 شـده  هي ـته يانگل ـ ونيسوسپانس ـ ازسـي   سي 2/0، 8/1

 ـ  كشـت  ميتمـا . دگردي ـ اضافه  ييتـا  صـورت دو ه هـا ب
)Duplicate( در نظر گرفته شد .  

ــراي  ــب ــتپروم حيتلق ــا گوتياس ــه  L.major يه ب
 يانگل ونياز سوسپانسسي  سي 2/0 ي،فاز دو يها طيمح

 حجـم  بـا  آگاره و دار خون كشت يها طيمح عيبه فاز ما
 ميتمـا . شـد  اضـافه سـي   سـي  8/1در نظر گرفته شـده  

  . شد انجام Duplicateها به صورت  كشت
 و 240، 192، 144، 96، 48 يزمـان  فواصل درسپس 

 يهـا  طيمح ـ در موجـود  يها گوتيتپروماس ساعت 288
 فعـال  ري ـغ از پس يفاز دو يها طيمح عيما فاز اي و عيما

 شمارش نئوبار لام از استفاده با، درصد 1 نيفرمال با شدن
ها  گوتيپروماست تعداد رقت بيضر محاسبه از پس. شد

بـراي  . دي ـكشت محاسـبه گرد  طيمكعب مح متر يليمدر 
ــول  ــمارش از فرم ــام ش ــداد=  N × D × 104 انج  تع

 در كه شد استفاده مكعب متر يليم در ها گوتيپروماست
 خانه 16 مربع در ها گوتيپروماست تعداد نيانگيم N آن
   .)13(است  رقت بيضر D و

 L.major يها گوتيپروماست رشد زانيم نيتع يبرا
 يهـا  گوتيپروماسـت  تعـداد  مطالعه مورد يها طيدر مح
 پـس  شده ادي يزمان فواصل به طيمح هر در افتهي رشد
 نيانگي ـم اسـاس  بـر . دي ـگرد شمارش كشت شروع از

 رشـد  يمنحن ـ ،طيهر مح ـ يبرا) Duplicate( شمارش
ــت ــم گرد  گوتيپروماس ــا رس ــه ــاكز. دي ــداد  مميم تع
شـد   نييتع طيدر هر مح افتهيرشد  يها گوتيپروماست

حاصل از شمارش با استفاده از آزمون  جينتا نيانگيو م
   .ديگرد ليو تحل هيتجز Student-t يآمار

  
  ها افتهي
در  L.major يهــا گوتيپروماســت رشــد زانيــم -1
  يتك فاز طيمح

 يهـا  گوتيپروماسـت  رشـد  يمنحن ـ انگري ـنما 1 نمودار
L.major 1640 يهـا  طيدر مح PRMI  10، 5 يحـاو ،

 يهـا  آن بـا نمونـه   ي سهيو مقا BHIBدرصد  30و  20
 شيپس از شروع كشـت افـزا  . است شاهداستاندارد و 

در  5 × 105 ي هي ـهـا بـا تعـداد اول    گوتيروماستپتعداد 
 48كـه   يبـه طـور   ؛گرفت قرار يبررس مورديتر ل ميلي

هـا در   گوتيپروماست تعداد كشت شروع از پس ساعت
 و 35/3 × 106بـه   BHIBدرصـد   10و  5 يهـا  طيحم

تعـداد در   ني ـساعت ا 144پس از . ديرس 85/5 × 106
خـود  حـد   نيدرصد بـه بـالاتر   BHIB 5 يحاو طيمح
ــي ــ 9/10 × 106 يعنـ ــاعات در و ديرسـ ــد سـ  يبعـ

 تعـداد  نيهمچن ـ. نهـاد  كـاهش  بـه  روهـا   گوتيپروماست
درصـد تـا    BHIB 10 يحاو طيها در مح گوتيپروماست
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داشـت و   شيساعت پس از شروع كشت رو به افزا 192
 نيآخر در آن دنبال به و ديرس 7/22 × 106ها به  تعداد آن
تعداد ) كشت روعش از پس ساعت 288( شمارش ساعت

  . ديرسليتر  در ميلي 18 × 106آن رو به كاهش نهاد و به 
هـا در دو   گوتيپروماسـت  تعـداد  كـه  بود يحال در نيا
پــس از شــروع كشــت  BHIB درصــد 30و  20 طيمحــ
 طيبــا محــ ســهيقابــل ملاحظــه نداشــت و در مقا شيافــزا

 ني ـبـه ا  ).P > 007/0( اشتد يدار ياستاندارد كاهش معن
درصـد   5 يحـاو  كشت طيمح يها گوتيماستپرو بيترت

BHIB يدار ياسـتاندارد تفـاوت معن ـ   طيبا مح سهيدر مقا 
ها  گوتيكه تعداد پروماست يدر حال، )P = 484/0(نداشت 
 طيبـا مح ـ  سـه يدر مقا BHIBدرصد  10 يحاو طيدر مح

  ).P > 012/0(نشان داد  يدار يمعن شياستاندارد افزا
 طيدر مح L.major يها گوتيپروماست رشد زانيم - 2
  يفاز دو
 طيدر مح L.major يها گوتيپروماست رشد زانيم) الف
  :درصد 8و  BHIB 2 ،4 يحاو ي آگاره يفاز دو

 يهـا  گوتيپروماست رشد ي سهيمقا انگرينما 2 نمودار
L.major فـاز  در نرمـال  نيسال+ آگاره (شاهد  طيدر مح 

 BHIB 2 ،4 يحـاو  ي آگاره يفاز دو يها طيمح با) عيما
 از پـس  سـاعت  48شاهد  طيدر مح. باشد درصد مي 8و 

   ي هي ـهـا از تعـداد اول   گوتيپروماسـت  تعداد كشت شروع
 يو ساعات بعـد  ديرسليتر  در ميلي 6 × 105به  5 × 105

 بـود  يدر حال نيا. در تعداد آن مشاهده نشد يشيافزا زين
را  يريچشمگ شيافزا عيدر فاز ما BHIB يريكه به كارگ
 اخـتلاف  و داد نشـان  انگـل  يها گوتيوماستدر تعداد پر

 اوج كه يطور به ؛شد مشاهده شاهد طيمح با يدار يمعن
 يحـاو  طيشده در مح ـ ديتول يها گوتيپروماست يچگال

BHIB 2  ساعت پس از شروع كشت بود كه  144درصد
  ).P > 007/0( ديرسليتر  در ميلي 15/116 × 106 به حدود

 192عــداد ت نيــدرصــد ا BHIB 8 يحــاو طيمحــ در
يتر ل در ميلي 200 × 106ساعت پس از شروع كشت به 

ها  گوتيپروماستتعداد  مميماكز ).P > 007/0( ديرس
 پـس  سـاعت  192كه  بوددرصد  BHIB 4مربوط به 

. ديرس ـيتـر  ل در ميلـي  275 × 106از شروع كشت به 
 مختلف بـه كـار گرفتـه    يدرصدها نيدر ب اين مقدار

 بـود  هـا  گوتيپروماستتعداد  نيشتريب BHIBشده از 
)006/0 < P.( 

  
  

  
   BHIB درصد 30 و 20، 10 ،5 يحاو RPMI 1640 طيمح درL.major ي ها گوتيپروماست رشد يمنحن ي سهيمقا. 1 نمودار

)Brain heart infusion broth (عيما طيحمليتر در  ميلي در 5 × 105 ي هياز شروع كشت با تعداد اول نيمع يشاهد در فواصل زمان طيمح با  
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   BHIB درصد 8 و 4، 2 يحاو آگار طيمح درL.major يها گوتيپروماست رشد يمنحن ي سهيمقا. 2 نمودار

)Brain heart infusion broth (عيما طيمحليتر در ميلي در 5 × 105 هياز شروع كشت با تعداد اول نيمع يشاهد در فواصل زمان طيو مح  
  

  
   BHIB درصد 8 و 4، 2 يحاو) NNN( دار خون آگار طيمح درL.major يها گوتيپروماست درش يمنحن ي سهيمقا. 3 نمودار

)Brain heart infusion broth (عيما طيمحيتر در ل ميلي در 5 × 105ي  هياز شروع كشت با تعداد اول نيمع يشاهد در فواصل زمان طيو مح  
  

در  L.major يهـا  گوتيپروماسـت  رشد زبانيم) ب
  BHIBدرصد  8و  4، 2 يحاو NNN يفاز دو طيمح

تـ  رشـد  ي سـه يمقا انگري ـب 3 نمودار  يهـا  گوتيپروماس
L.major شــاهد طيمحــ در )NNN و) نرمــال نيســال و 

درصـد   8و  4، 2 يحـاو  دار خـون  يفـاز  دو يها طيمح
BHIB ــي ــد م ــ در. باش ــاهد طيمح ــداد ش ــاول تع  ي هي
 و افتـه ي شيافـزا  جيتدره ب 5 × 105 ها از گوتيپروماست

 تعـداد  مميمـاكز  بهساعت پس از شروع كشت  144در 
. ديرس ـ عيمـا  فـاز  درليتـر   در ميلي 30 × 106 يعني خود
 BHIB يحاو طيها در مح گوتيپروماست تعداد مميماكز

 سـاعت  144 كـه  بودليتر  در ميلي 8/76 × 106درصد  2

 را يدار يمعن اختلاف و شد حاصل كشت شروع از پس
  ).P > 014/0( داد نشان شاهد طيمح با

 انگلتعداد  مميكزدرصد ما BHIB 8 يحاو طيمح در
 از پس ساعت 96 حدودليتر  در ميلي 4/194 × 106 يعني

 تعـداد  حـداكثر ). P > 006/0( شد مشاهده كشت شروع
 BHIB 4 طيمح عيآمده از فاز ما دست به گوتيپروماست

 144 كـه  بـود ليتـر   در ميلـي  367 × 106درصد با تعـداد  
  ).P > 006/0( شد حاصل كشت شروع از پس ساعت
  
  بحث
 in vitroدر  ليشـمانيا  يها گونه ي شده استاندارد كشت
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انگل  ياديز ريدست آوردن مقاده ب يبرا يديروش مف
ــاگون پژوهشــ ــه خصــوص  يجهــت اهــداف گون و ب

 يكشـت انگـل در راسـتا   . باشـد  مـي  يماريب صيتشخ
ــ يآگــاه يارتقــا ــانيانگــل و م نياز ارتباطــات ب و  زب
 كيمونولوژيو ا يستيز اتيخصوص صيتشخ نيهمچن

 اهـداف  از يك ـي. )9(كمـك كننـده اسـت     اريانگل بس
 ريمقاد آوردن دسته ب ،انگل كشت از نيمحقق ي هياول
 مـدت  يطـولان  حفـظ  و يانگل مختلف يها گونه اديز
مختلـف از   يهـا  نهيزم در آن از بتوان كه باشد ها مي آن

مناسـب اسـتفاده كـرد     يمواد ضد انگل ـ يجمله طراح
كشت  طيكه به عنوان مكمل مح FCSاستفاده از . )14(
كشـت سـلول كـاربرد دارد و در     يهـا  طيمح ـ اكثر در

مـورد اسـتفاده قـرار     يسـلول  ميو تقس ـ كيتحرجهت 
 تيدچـار محـدود   يمختلـف گـاه   لي ـدلا به رد،يگ مي
آن در برودت  ينگهدار طيگران و شرا متيق. باشد مي
 جـود و احتمـال  نيهمچن ـو گـراد   ي سانتي درجه -80

 جملـه  از مـاده  ني ـا منـابع  بـه  مربوط يروسيو عوامل
 افتني ـ يبـرا  ييهـا  زهيانگ بروز باعث كه است يموارد
 نيهم ـ بـه . )15(آن شده است  يمناسب برا نيگزيجا
 نمـودن  نيگزيجـا  ي نـه يزم در يمختلف ـ مطالعات ليدل

انجـام   باشند، شده ادي بيمعا فاقد كه يگريد باتيترك
از  يبعض ـ رياز ش ـو همكـاران   Muniaraj. اسـت  شده
 نيجانش ـ افتني ـگاو، بز و بوفالو جهت  مانند واناتيح

  .)11(ند استفاده كرد FCS يمناسب برا
ــرف از ــريد طــ ــاران  و Iqbal گــ  و) 16(همكــ

Shamsuzzaman كه ادرار  ندنشان داد )17( و همكاران

 طيرا در محــ ليشــمانياو رشــد  كيــانســان قــدرت تحر
 Limoncuكه توسـط   زين يقاتيتحق نيهمچن. كشت دارد

 يباتيكردن ترك نيگزيبا هدف جا ،انجام شدو همكاران 
 جينتـا . )18( دگردي يكشت طراح طيتر در مح نهيكم هز

باعث  BHIB كه ددانشان  زيحاضر ن ي حاصل از مطالعه
 L.major يهـا  گوتيپروماسـت  يسلول ميو تقس كيتحر

ــده ــي ،ش ــد م ــا توان ــب نيگزيج ــرا يمناس  در FCS يب
 جهـت  رشـد  ي كننـده  كيتحر و عيما كشت يها طيمح

ليشـمانيا   يهـا  هو تمام گون L.major يها گوتيپروماست
كـه   ييهـا  طيمح ـ چند هر. باشد يفاز دو يها طيدر مح

 هشـد  يطراح ـ L.major يهـا  گوتيپروماست رشد يبرا
 يهـا  در كشت L.major يها گوتيجهت حفظ پروماست

رشد بـا بـه    ياما اصلاح در الگو ،ندهست مناسب يمتوال
. رسد مي نظر به يضرور FCS يبه جا BHIB يريكارگ
و  باشـد  مـي  FCSتـر از   به مراتب راحت BHIB ي هيته
 اي ـكه در نقاط مختلف دن ينيمحقق يبرا ژهيو تيمز نيا

 توانـد  مـي  ،مشغول مطالعه هسـتند  ليشمانيادر خصوص 
 مـاده  ني ـا توان كه مي نيبه خصوص ا. قابل توجه باشد

 و حمل و كرد ينگهدار اتاق يدما معمول طيشرا در را
 ـ ي رهيزنج به ازين آن انتقال و نقل  حـد  در سـرد  يحرارت

  .ستين دارا را نييپا انجماد
  
  و قدرداني تشكر

انگل گروه  در ييدانشجو ي نامه انيپا حاصل قيتحق نيا
. باشـد  اصـفهان مـي   يپزشك ي دانشكده يشناس و قارچ

و مسـاعدت دانشـگاه علـوم     يهمكـار  از لهيوس ـ نيبد
  .ميينما تشكر مي مانهياصفهان صم يپزشك
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Abstract 

Background: Culture media are often essential for diagnosis of metabolism and antigenic properties 
of leishmania promastigotes and laboratory studies. Fetal calf serum (FCS) has long been used as a 
supplement in leishmania culture media. There are many technical problems in FCS processing such 
as sterilization (especially viral contamination removal) and high cost. In this study growth stimulating 
effects of brain heart infusion broth (BHIB) on L.major promastigotes culture was assessed. The pos-
sibility of FCS replacement with BHIB as an appropriate supplement in single phase media and also as 
an enhancer for mass culture of L.major promastigotes in biphasic media was also evaluated.  

Methods: n this study, "RPMI 1640" and "agar and blood agar" were used as single-phase and biphas-
ic medium, respectively. They were supplemented with different concentrations of BHIB for leishma-
nia promastigotes culture. RPMI 1640 containing 10% FCS was used as control medium. Biphasic 
medium containing normal saline was used to culture parasite promastigotes. The numbers of prolife-
rated promastigotes were determined at definite time intervals and the average numbers of promasti-
gotes in each media were compared with the control medium. 

Findings: The average number of L.major promastigotes in presence of BHIB 10% in RPMI 1640 
was 22.7 × 106 /ml which was significantly higher compared to the controls (P = 0.012). The average 
numbers of L.major promastigotes in the presence of BHIB 4% in agar and blood agar media were  
275 × 106 /ml and 367 × 106 /ml, respectively. These numbers were also significantly higher compared 
to the control medium (P = 0.025).  
Conclusion: These results indicated that different concentrations of BHIB have a promoting effect on 
the proliferation of L.major promastigotes. Therefore, BHIB may be an appropriate substitute for FCS 
in single-phase media and biphasic media for mass culture. 

Keywords: Leishmania, Culture media, Brain heart infusion. 
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