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 مقدمه. 1

 در  كه   هستند  ای یاخته تك  های انگل  جزو  لیشمانیاها 

 آماستیگوت  صورت به  خوار بیگانه  های سلول  در  داران مهره 

می  سر  پشه   ناقل  گزش   طریق  از  بیماری  انتقال  برند. به 
معده انگل   .گیرد می  صورت  خاكی  در   به  خاكی  پشه  ها 

زندگی   نام  به  تاژكدار  شکل  كنند.  می  پروماستیگوت 
طیف  های بیماری    را  ها بیماری  از  وسیعی  لیشمانیایی، 
عفونت می  تشکیل   و  شدید   زایی بیماری  با  هایی دهند، 
به قابل  می انتشار  به وجود  آسیب   های بافت  آورند،  احشایی 
نشدن صورت   در  كه   رسانند می    منتهی  مرگ  به  درمان 
 . [ 2،1]   گردد می 

 ترین خطرناک  و  ترین مهم  از  یکى ،  ى ی احشا  لیشمانیوز 

 یك ،  اغلب  . است  حیوان  و  انسان  مشترک  هاى بیماری 

 خاكی  های پشه  وسیله ه ب  كه  است  كشنده  و  شدید  بیماری 

به    دیگر  سگ  به  سگی  از  فلبوتوموس  جنس  حیوان  از  و 
 اینفنتوم  لیشمانیا  اصلی  مخزن ،  سگ .  شود می  منتقل  انسان 

می   عامل  ترین مهم ،  اینفنتوم  لیشمانیا ] 2[شود  محسوب 

 اصلى  عامل  و  اى مدیترانه   نوع احشایى   لیشمانیوز 

،  اهلى  هاى سگ  و باشد  می   ایران  در  احشایى  لیشمانیوز 
  هستند  انگل  اصلى  ناقلین  خاكى  هاى پشه  و  اصلی   مخزن 

 سگ،  از  ایران  مختلف   مناطق  در  اینفنتوم  لیشمانیا   . [ 3] 

  به  مبتل  سگ است.    شده  جدا  گرگ  و  شغال  روباه، 
 نشان   مقاومت ی،  داروی  درمان  به  نسبت  ، ى ی احشا  لیشمانیوز 

 30/10/1398تاریخ دریافت:  

 26/12/1398تاریخ پذیرش: 

 ها:کلیدواژه
  های بادی یآنت  ژن،یآنت

پروماستیگوت،   مونوكلونال، 
 . ینفنتوم ا یشمانیال

 

 چکیده
 

ل از عفونت با انگل ل  هاییماریب زمینه و هدف  مانیاحاصـ ت یجاداز عوامل مهم ا  یشـ کلت بهداشـ  یاریدر بس ـ  یمشـ
ورها  یژهوبه یااز نقاط دن عه بهدرحال  یدر كشـ مار متوسـ باارزش   یعنوان ابزارمونوكلونال، به  هایبادیی. آنتروندیشـ

مطالعه،   یناند. هدف از اگرفته شــده  كارها بهانگل ژنییآنت یهاشــاخص  یژگیو  ییندرمان و تع  یص،تشــخ یبرا
 است. یرانیا یهسو ینفنتوما یشمانیال یهمونوكلونال عل هایبادییآنت یهته یكاربرد هاییكتکن یرسبر

و هاو روش مواد تاندارد ل هاییهسـ مانیااسـ دند و از آنت ینفنتوما  یشـ د. موش  ژنیكشـت داده شـ تفاده شـ   یها آنها اسـ
BALB/c  فاق یاوربه همراه مواد   ژنیدو بار توسـ  آنت لول یقتزر یفروند، داخل صـ دند. سـه روز قبل از ادغام سـ   ی،شـ

د. لنفوس ـ یقها تزربه موش  یدیور یقاز طر ژنیآنت دند و سـ س  SP2/0  یلوماها با مطحال موش  یهایتشـ ادغام شـ
 ها انجام گرفت.مونوكلون یجداسازlimiting dilutionبا روش  

 ODها دسـت آمد كه سـه مورد از آنپروماسـتیگوت لیشـمانیا اینفنتوم به هیعل  بادی،یشـانزده مونوكلونال آنت  هایافته
ــان داد و   یكبیش از  ــ س آنتی  یدهنام5D6FIVو  5D2FV ،4G5FVنانومتر را نش ــدند و س ــدانگل  بادیش های ض

  انگل، مؤثرند. یتمیها در فاز لگاربادیآنتی ینآمده، حاصل شد. ادستبه یبریدهایلیشمانیا اینفنتوم از ه
ــو  توانندیم  هابادییآنت ینكه ا آیدیبه نظر م  گیرینتیجه ــت یرانیا  یهدر برابر س ــمانیا اینفنتوم   یگوتپروماس لیش

 كالاآزار استفاده شوند. یماریب یصواكنش نشان دهند و در تشخ

http://jsums.medsab.ac.ir/
mailto:journal@medsab.ac.ir
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 براى   زمینه  ، انگل  به  سگ  نسبى  مقاومت  دلیل ه  ب  و  دهد مى 

 . [ 4]   گردد می  فراهم  محی   در  لیشمانیا  بیشتر  هرچه  انتشار 
  گیر تك  طور به  ایران  در  كه  احشایی  لیشمانیوز   

اما  داشته  وجود  ایران  نقاط  تمام  در  )اس ورادیك(   است 

)   مناطق   در  اهر  كلیبر،  مانند  نیز  مشخصی  آندمیك( بومی 

 نواحی  دارند. در  وجود  شرقی(  آذربایجان )   ایران  غرب شمال 

بیش   لیشمانیوز  بیماران  كل  از  درصد  50 از   آندمیك، 

زیر   را  احشایی   را  افراد  این  درصد  90و  سال   2كودكان 

  این   در   . [ 6،5] دهند  می   تشکیل  سال  12 زیر  كودكان 
  بیمار،   بالینی  تظاهر   نوع  در   میزبان   ایمنی   وضعیت   ها بیماری 
و    از .  دارد   قاطعی   نقش  سلولی  ایمنی  سیستم  دو  میان 

پاسخ  سلولی هومورال،  ایمنی  در    ، های  را  بارزتری  نقش 
  سرنوشت   لیشمانیوز،   در   . عهده دارند   كنترل این بیماری بر 

  وضعیت   عامل،   اولین   دارد:   بستگی   مهم   عامل   دو   به   عفونت 
  سرانجام   در   مؤثر   مهم و   عامل   و دومین   است   میزبان   ایمنی 
  در   اساسی   نقش   كه   است   انگل   خاص   سویه   و   گونه   بیماری، 
 . [ 7- 9] دارد    عفونت   سرنوشت 
وجود كالاآزار    ا ی بار دكتر پو ن ی نخست   ی برا   1328  سال   در 
ا  اعلم    ران ی در    بیماری   1340تا    1328سال    از   د. كر را 

تهران، تنکابن، آبادان،    ر ی كالاآزار از نقاط مختلف كشور نظ 
  1340سال  از .  گزارش شد   شابور ی و ن  ، اصفهان، اردبیل راز ی ش 

استان فارس  خصوص در ه ب   ی مار ی از ب  ی شتر ی موارد ب   ، به بعد 
ب  شد   ر ی عشا   ن ی و  سال   .[ 10،11]   مشاهده  اخیر،  در  های 

بیماری و پیشرفت آن را    ، سازمان بهداشت جهانی  وضعیت 
 (. 1ارائه كرده است )نمودار  

 

 ( WHO TDR 2013)   2012تا    2005های  . شیوع بیماری احشایی در ایران در سال 1نمودار  

 
 

ایران حدود   استان   % 90در  های  لیشمانیوز احشایی در 
 . [ 11] های بوشهر و فارس وجود دارد  غرب و استان شمال 

 میلادی   2016تا    2008  های در سال   در جهان   احشایی   لیشمانیوز   بیماری   . شیوع 1جدول  

 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015     2016 كشورها 

   33         54   34     11   9     13   31   21  37      كلمبیا

   1356 1083 1936 2032 2381 1732 2705 1990 1593    اتیوپی

 ND 85 258 406 457 181 880 894 692        كنیا

 ND 507 583 290 394 673 1043 1031 781     سومالی

 3310 4880 6957 7418 5153 2389 3415 2829 3810     سودان
 ND:No data        Reference:The World Health Organization (WHO), 2016 

لیشمانیوز احشایی، در كشورهای كلمبیا،    بیماری  شیوع 
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 2، شمارة 28، دورة 1400 یرخرداد و تدانشگاه علوم پزشکی سبزوار،    

  میلدی   2008  های اتیوپی، كنیا، سومالی و سودان در سال 
  كنترل   كنون   تا   (. 1در حال افزایش است )جدول    2016تا  
  نبوده   آمیز موفقیت   بهداشتی،   های روش   با   ها بیماری   این 

و    ها بیماری   این   پیشگیری   برای   نیز   مؤثری   واكسن   است 
  برای   كنونی   حل راه   بیماری،   درمان   بنابراین   ندارد؛   وجود 
  بیماری،   درمان   برای   قدم   اولین .  است   بیماری   این   با   مبارزه 
  دیگر   های بیماری   از   آن   افتراق   و   بیماری   موقع به   ص تشخی 
  تشخیص   برای   خوبی   عملی   های روش   اینکه   وجود   با .  است 
  برخی   و   است   متفاوت   ها روش   این   حساسیت   اما   دارد   وجود 
  اگرچه .  نیستند   برخوردار   بالایی   ویژگی   و   حساسیت   از   آنها   از 
  های روش   با   لیشمانیا   های گونه   شناسایی   اخیر   های سال   در 

  مراكز   از   برخی   در   انگل   های ژن   روی   غیره   و   مولکولی 
  پرهزینه   ها روش   این   اما   است   شده   گرفته   كار   به   پژوهشی 
  در   بهداشتی   مراكز   در   و   دارد   خاص   تجهیزات   به   نیاز   است، 
  وجود   علت   به   علوه به .  باشد نمی   انجام   قابل   محلی   شرای  
  لیشمانیا   مختلف   های گونه   در   شدید   ژنتیکی   مرفیسم پلی 
  عملا   و   ندارند   را   ها آزمایشگاه   در   كاربرد   قابلیت   ها روش   این 
  در   . اند نکرده   باز   معمولی   های آزمایشگاه   در   را   خود   جای 

كه    كاربرد   مانند   دیگر   های روش   از   استفاده   صورتی 
  تواند می   الایزا   كیت   یك   در   مونوكلنال   های بادی آنتی 
  لذا   باشد؛   انجام   قابل   معمولی   های آزمایشگاه   در   راحتی به 
  اشکال   علیه   مونوكلنال   بادی آنتی   تهیه   برای   تحقیق   این 

  لیشمانیا   یعنی   لیشمانیاها   خطرناک   گونه   پروماستیگوتی 
ارائه به   اینفنتوم  كالاآزار  تشخیص  زیرا  می   منظور  شود؛ 
ب بادی آنتی  مونوكلونال  باارزش  ه های  ابزاری    برای عنوان 

شاخص  ویژگی  تعیین  و  درمان  آنتی تشخیص،  ژنی  های 
مفید    بسیار  ها واكسن  تهیه   در  و  اند كار گرفته شده ه ها ب انگل 
سزایی  ه نقش ب ،  ثر ؤ م  های واكسن  تولید  تواند در می   و ستند  ه 

   داشته باشد. 

 ها  . مواد و روش 2 

 اینفنتومهای  لیشمانیا  . کشت سوش1.2

-MHOM/IR/04/IPI) سوش استاندارد لیشمانیا اینفنتوم    

UN10)  بیمار در ایران و نیز سوش رفرنس از یك  جداشده 
جهانی  بهداشت  این   (MHOM/TN/80/IPT1) سازمان  در 

پروماستیگوت   فرم  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  بررسی 
فازی  سوش  دو  محی   در  نخست  مذكور  -Novy) های 

MacNeal-Nicolle) NNN به   ان تری كشت شدند و س س 

 
1. Freeze thaw method 
2. Intravenous 

مایع  كشت  -FBS   (10% ) ، Lحاوی  RPMI 1640محی  

glutamine(3mg/ml)  آنتی سیلین  پنی   های بیوتیك و 
 (100u/ml و ) ( 100استرپتومایسینμg/ml )  منتقل شد و به

پروماستیگوت غلظت  س س  رسیدند.  نظر  مورد  های  های 
آنتی  تهیه  برای  فریز  كشت شده  روش  به  مورد    1او ت   – ژن 

س س   گرفتند.  قرار  علیه  آنتی استفاده  منوكلونال  بادی 
طبق  های  ژن آنتی  اینفنتوم  لیشمانیا  پروماستیگوت 

  ابتدا،   تهیه شد. برای این منظور، در   [ 12- 16] های  رفرنس 
 .L های ژن آنتی   و   شد   داده   كشت   استاندارد،   های سویه 

infantum  های  موش   س س، .  آمد   دست به BALB / c 

آنان آنتی   تیتر   اندازه   و   شدند   سازی ایمن    تعیین   بادی سرم 
  لنفوسیتی   های سلول   هیبریدوما،   سلول   تشکیل   برای .  شدند 
  های سلول   و   شده سازی ایمن   های موش   طحال   از   شده   جدا 

با هم    اتیلن پلی   حضور   در   1:  10  به نسبت   میلوما  گلیکول 
های اختصاصی  كلون تك   غربالگری   برای   س س   ادغام شدند. 
 استفاده شد.   limiting dilutionاز روش  

 هاسازی موشایمن .2.2  

داخل صفاقی  هفته   6تا    Balb/c  5 های  موش  تزریق  با  ای 
مقدار آنتی  )به  × 30  ژن  فروند    106 یاور  همراه  به  انگل( 

زایی اول، یاور فروند  ( در ایمنی ادجوانت كامل فروند كامل ) 
ی دوم و سوم هر كدام به فواصل دو هفته  زای ناقص در ایمنی 

ها  تحت ایمونیزاسیون قرار گرفتند. پس از بررسی سرم موش 
ژن بدون یاور  بادی با روش الایزا، آنتی از نظر تشکیل آنتی 

  2عنوان بوستر نهایی سه روز قبل از فیوژن داخل وریدی به 
های ایمن  بادی در سرم موش . عیار آنتی [ 23] تزریق گردید 

آنتی  تعیین شد و موشی كه عیار  با روش الایزا  بادی  شده 
سلولی  ادغام  برای  بود  بیشتر  همه  از  سرمش  انتخاب    3در 

 .شد 

 ادغام سلولی .3.2

فیوژن   Sp2/0-Ag14 (IBRC C10106) های از سلول  برای 
های لنفوسیتی جداسازی شده از طحال  استفاده شد. سلول 

در    1به    10نسبت    های میلوما، به موش ایمن شده و سلول 
پلی  گلیکول  مجاورت  و  (PEG) اتیلن  شدند  ادغام  هم  با 

حاوی  كامل  كشت  محی   در  )هی وگزانتین،   HAT س س 
مجاورت   در  تیمیدین(  و  در   2CO درصد   5آمینوپترین  و 

قرار گرفتند. پس  درجه سانتی   37دمای   انکوباتور  گراد در 
ایگزین  )هی وگزانتین و تیمیدین( ج HT از یك هفته، محی  

3. Fusion 
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 2، شمارة 28، دورة 1400 یرخرداد و تدانشگاه علوم پزشکی سبزوار،    

به  و  شد  قبلی  وجود سلول محی   و  تدریج  هیبریدوما  های 
های آنها در زیر میکروسکوپ معکوس ردیابی  تشکیل كلون 
سلول  آزمایش شدند.  در  استفاده  برای  حاصل  های  های 

 بعدی در تانك ازت مایع نگهداری شدند. 

های  کلونبرای ردیابی تک Limiting dilution . انجام4.2
 هیبریدوما

تك هیب  جداسازی  برای  تکثیر  از  پس  های  كلون ریدوماها 
آنتی  آماده تولیدكننده  های مثبت  سازی شدند. كلون بادی، 
آنتی  تولید  نظر  از  از  پس  و  شدند  انتخاب  اختصاصی  بادی 

روش  با  یکنواخت   Limiting dilution تهیه سوس انسیون 

طوری كه در هر چاهك، یك یا نیم كلون  رقت داده شدند؛ به 
 های حاوی محی  كشت كامل با بستر گرفت و در پلیت   قرار 

Feeder layer  هایی مانند فاكتور رشد یا مکمل OPI   كشت
تك  روش،  این  با  شدند.  تولیدكننده  كلون داده  های 

گردید آنتی  مجزا  مونوكلنال  و    .بادی  كلس  تعیین  س س 
آنتی زیركلس   انجام  بادی )ایزوتای ینگ(  مونوكلونال  های 
 SPSS آماری  افزار ها از نرم وتحلیل داده برای تجزیه   گرفت. 

 تست استفاده شد.   تی  و از آزمون 18 نسخه  با 

يایعزوتعایع عیعنع  .  5.2 زیعرکعزی  و  کعزی  (  تعیعیعیعن 
 نوکلونالوهای مبادیآنتی

  به   مایکرولیتر   100انگل در هر   1/ 5  ×   610میزان  به  ژن آنتی 
در    ساعت 24  مدت   به   و   الیزا اضافه گردید   پلیت   های چاهك 
شد.    آزمایشگاه   حرارت  داده    %   1محلول   با   ها چاهك قرار 

BSA    مدت مدت   بلک   ساعت   2به  این  از  بعد  و    شدند 
بافر    3پلیت،  با  رویی    PBST بار  مایع  شد.  شستشو 

  100  میزان   به   منوكلونال   بادی آنتی   حاوی   هیبریدوما 
 در    ساعت   1  مدت   اضافه شد. به   هر چاهك   به   مایکرولیتر 

˚C37  بعد انک شد.    با   پلیت   انکوباسیون،   ساعت   یك   از   وبه 
 شد.   شسته   بار   سه   شستشو   بافر 

آنتی م   10 از   IgG1 ,IgG2aمختلف   های سرم ایکرولیتر 

,IgG2b ,IgA)  به   كرده،  تهیه  1/ 2000رقت   سیگما،  ( كیت  
انکوبه شد.    C37˚ در    ساعت پلیت   1  اضافه شد،   هر چاهك 

شد.    بار   سه   شستشو، PBST بافر   با   پلیت    100شسته 
آنتی  از   (mouse anti goatحاوی    ثانویه بادی  مایکرولیتر 

HRP با چاهك   1/ 60000رقت    (    1پلیت    و   اضافه   ها به 
  شستشو،   PBSTبافر    با   پلیت   . شد   انکوبه   C37˚ ساعت در  

متوقف   100شد.    شسته   بار   سه  كننده  مایکرولیتربافر 
 (4SO2H  ) با  حاصله رنگ   و  بماند  ثابت  رنگ  تا  گردید  اضافه 

 نانومترخوانده شد.  450 طیف  در  ریدر  الیزا  دستگاه 

 ها. یافته3

  های پروماسععتی وت لیشععمعانیعا کشععت ان ع . نتعای   1،3
 اینفنتوم

اینفنتوم   پروماستیگوت  از    شده،   كرایو   های لیشمانیا  پس 
 (Novy-MacNeal-Nicolle)كشت    محی  انتقال به    ذوب و 

NNN   كامل  به     س س و   ان تری از محی   به    بعد  رسیدن 
  910 در حدود   .ند حجم دلخواه در مرحله ایستا شمارش شد 

آمده در محی  كشت  دست های به انگل حاصل شد. انگل   4  × 
 اختصاصی نگهداری شدند. 

 اینفنتوم ژن پروماستی وت لیشمانیا. تهیه آنتی2.3

ها حاصل شد  انگل از فرم پروماستیگوت   4  ×  910  در حدود   
از آنها،    - فریز   روش   و توس   س س  شد،    تهیه   آنتی ژن تاو 

 گردید. نگهداری    گراد درجه سانتی   - 80در  

 های هیبریدوماسلول  . نتای  کلنین 3.3

در مقایسه با    فیوژن   سه هیبرید حاصل از    های مثبت سلول 
یی داشتند انتخاب شدند به شرح  بالا OD   كه   هیبریدها سایر  

می  سوم از    : باشند زیر    1A4 F III   ; هیبریدهای  ، فیوژن 
 ،4B4 F III ،  4G1 F III   ،8E4 F III   ،چهارم فیوژن    از 

    ,5D6 FIV ;  3C9 FIV , 3C4 FIV , 7F6 FIV  هیبریدهای 
 4G5 FV , 8E6 FV, 5D2  هیبریدهای   ، فیوژن پنجم   از و  

FV , 2G8 FV;  كه یی بودند هیبریدها ها حاصل شدند. این 

OD  ی حاصل از خود  هیبریدها سایر  در مقایسه با   را  یی بالا
  را OD كه بالاترین  ها سه هیبرید  . در بین این ند د دا نشان  
) دا  تکثیر  5D2 FV    ،4G5 FV   ،5D6 FIVشتند  برای   ،)

خانه منتقل    24خانه به    96های  انتخاب شدند و از چاهك 
ای  های شش خانه و به پلیت   ند تدریج تکثیر یافت شدند و به 

فل   و  به  از  سك س س  تعدادی  شدند.  منتقل  كوچك  های 
حاصل ها سلول   Limiting dilutionآزمایش    برای   ی 

و  شدند  انجماد    برداشته  مخصوص  محی   در  مقداری 
هیبریدهای    و در ازت مایع نگهداری شدند. ند  سوس انسه شد 

جدول  بیشتری دارند در OD  كه فیوژن  سه حاصل از  مثبت  
 اند. بیان شده   2
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 دارند   را OD فیوژن که بالاترین    سه حاصل از  هیبریدهای مثبت  .  2جدول  

 
 
 
 
 
 

OD: optical density, FV: Fourth Fusion, FIV: Fifth Fusion, FVI: Sixth Fusion.  
(OD450) Absorbance of samples at 450 nm 
Fusion: Lymphocyte cells from spleen of immunized mice and myeloma cells were fused 

 

 Limiting  بعاروشهیبریعدومعا  هعای  . کلنینع  سععلول4.3

dilution های هیبریدوماکلونبرای ردیابی تک 

تك    جداسازی  برای  تکثیر  از  پس  های  كلون هیبریدوماها 
آنتی تو  آماده لیدكننده  این  بادی  برای  شدند.  سازی 

شامل كلون ، منظور  مثبت  پنجم   از   4G5 FV  های    فیوژن 
فیوژن    5D6 FIVو  تهیه    چهارم از  از  و پس  شدند  انتخاب 

روش   با  یکنواخت  رقت    Limiting dilutionسوس انسیون 
یك یا نیم كلون قرار   ، طوری كه در هر چاهك به  ؛ داده شدند 

 Feederهای حاوی محی  كشت با بستر  گرفت و در پلیت 

layer   كشت    ، ی مانند فاكتور رشد شبیه انسولین ی ها و مکمل
روش  این  با  شدند.  تولیدكننده  كلون تك   ، داده  های 

نتایج تکثیر هیبریدوماها    مجزا شدند.   ، بادی مونوكلنال آنتی 
بادی توس   نده آنتی های تولیدكن كلون جداسازی تك   برای 

Limiting dilution    نمایش داده شده است.   3  جدول در 

 های هیبریدوما کلون ردیابی تک   برای   Limiting dilutionنتایج    . 3جدول  
 

Hybrid (5D6 FIV) Hybrid( 4G5 FV) 

Monoclones OD Monoclones OD 

5D6 FIV3 1.531 4G5 FV6 0.889 

5D6 FIV4 0.810 4G5 FV1 0.659 

5D6 FIV7 1.280 4G5 FV7 0.770 

5D6 FIV5 0.869 4G5 FV3 1.002 

5D6 FIV2 0.917 4G5 FV5 1.699 

5D6 FIV8 0.799 4G5 FV9 0.999 
OD: optical density, FV:    فیوژن پنجم , FIV:  چهارم   فیوژن    

(OD450) Absorbance of samples at 450 nm 
Fusion: Lymphocyte cells from spleen of immunized mice and 
myeloma cells were fused. 

 
         
جدول    به  توجه   5D6 FIV3 ،5D6های  كلون تك ،  3با 

FIV7   ،4G5 FV3   4 وG5 FV5 میزان تیتر آنتی ( بادیOD  )
از بین این سلول   5D6های كلون تك   ها، بیشتر از یك دارند. 

FIV3    4وG5 FV5    با چهار دیگر    كلون تك كه در مقایسه 
آزمایش   ODبیشترین   انجام  برای  داشتند  و  را  بعدی  ها 

 ( انتخاب شدند. Isotype Determinationتعیین ایزوتایپ ) 

ایزوتعایع 5.3 و   5D6 FIV3هعای  يمنوکلنmAbs . نتعای  
4G5 FV5) 

ایزوتایپ     در    4G5 FV5و    5D6 FIV3های  كلون تك نتایج 

دو 4جدول  است.  داده شده  نشان    بالاتر   OD  با   كلون تك   ، 
 (5D6 FIV3    4وG5 FV5  ) زیركلس   و   كلس   تعیین   برای  

جدول    . شد   استفاده  به  توجه    5D6 FIV3ایزوتایپ    4با 
علیه    شده   تولید   mAbs  كه   داد   نشان   4G5 FV5و 

  به   متعلق   سلولی   فیوژن   در   L. infantumپروماستیگوت  
 هستند.   IgG2bزیركلس   و   IgG  كلس 

 

 ( FV) فیوژن پنجم ( FIV ) فیوژن چهارم (F III) فیوژن سوم

 450OD نام هیبرید  450OD نام هیبرید  450OD نام هیبرید 

1A4 F III 719/0 5D6 FIV 065 /1 4G5 FV 110/1 

4B4 F III 745/0 3C9 FIV 998/0 8E6 FV 801/0 

4G1 F III 748/0 3C4 FIV 769 /0 5D2 FV 660/1 

8E4 F III 692 /0 7F6 FIV 984/0 2G8 FV 858/0 
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 4G5 FV5و    5D6 FIV3های  کلون تک  . ایزوتایپ 4جدول  

: Blank (BSA); OD: optical density; mAbs: monoclonal antibodies; ): Absorbance of samples at 450 nm  B450(OD

Ig G, A: Immunoglobulin G, A; Ig G 2a, 2b: Immunoglobulin G 2a, 2b; FIV: Fifth Fusion; FVI: Sixth Fusion.

 گیری . بحث و نتیجه4

  با   لیشمانیا   های گونه   شناسایی   اخیر،   های سال   در   اگرچه 
  مراكز   برخی   در   PCR  مانند   مولکولی   های روش   از   استفاده 
  توانند نمی   ها روش   این   اما   شود می   انجام   تحقیقاتی 
  های برنامه   و   معمولی   های آزمایشگاه   نیاز   پاسخگوی 
  ویژه   تجهیزات   به   و   هستند   گران   زیرا   باشند؛   بهداشتی 
و   احتیاج    كاربرد   معمولی،   های آزمایشگاه   اكثر   در   دارند 
بادی  آنتی مونوكلونال    از   استفاده   كه   رسد می   نظر   به .  ندارند 
  خصوصیات   تشخیص   و   لیشمانیوز   تشخیص   برای 

 . است   تر مناسب   انگل،   ایمونوپاتولوژیك   و   بیوشیمیایی 
هیبرید موردقبول   16در زمینه انجام فیوژن در مجموع 

بیشتری داشتند. در     ODكلون   3ها  بودند كه در میان این 
مقایسه با كار برخی از محققان كه با انجام فیوژن در نهایت  
لیشمانیای   علیه  اختصاصی  كلون  چهار  از  كمتر  تنها 

كرده  پیدا  كلون  موردآزمایش  تعداد  نظر  از  ما  نتایج  اند 
می دست به  اختلف  دارای  را  آمده  اختلف  این  و  باشد 
مر می  طیف  بودن  گسترده  دلیل  به  انجام  توان  احل 

فاكتورهای  های ما و هم آزمایش  از  استفاده گسترده  چنین 
مطالعه   در  كه  دانست  سلول  رشد  این    آنان، مختلف  به 

است.   نگرفته  صورت  بیماری،  به گستردگی  كنترل  منظور 
اشکال   روی  بر  مطالعات  تا  است  این  پرو لازم  ماستیگوتی 

از  و  گیرند  صورت  زیادی   انگل  مقادیر  نیازمند  جهت    این 
  4× 910باشیم كه در این تحقیق در حدود ماستیگوت می پرو 

 استفاده شده است.   L.infantumسلول انگل  
فرم   كه  دیگری  مهم  لیشمانیا  ماستیگوت  پرو ازمزایای 

دا   برای   اینفنتوم  كه مطالعه  است  این  كشت    رد 
در  انجام به   In vitroپروماستیگوت  در    ؛ پذیراست آسانی  لذا 

داری كه روی  تحقیقات بسیار زیاد و دامنه   ، های گذشته سال 
از   استفاده  با  همگی  گرفته  انجام  لیشمانیوز 

در پروماستیگوت  شده  داده  است  Invitro   های كشت  بوده 
پروماستیگوت .  [ 17،18]  فرم  كه  آنجا  از  است  ،  ولی  فرمی 

خاكی  پشه  بدن  در  می   ، كه  تکثیر  و  فرم  رشد  و  یابد 
كه   ، آماستیگوت  است  انگل  از  بدن    شکلی  روی  زخم  در 
مهره  می میزبان  ایجاد  بیماری  و  شده  مستقر  كند،  دار 

 پروماستیگوت   مورد  در  تحقیقات  نتیجه  توان نمی  راحتی ه ب 

 یافتن  با  مسئله   این   . [ 18داد ]  تعمیم  آماستیگوت  فرم  به  را 

 خصوصیاتی  نظر   از  آماستیگوت  های تفاوت  و  ها شباهت 

 قابل  پروماستیگوت   فرم  با  سطحی  های پروتئین  مثل 

   است.   بوده  بررسی 

نظرمی  دانستن به   های شباهت   و  ها تفاوت  رسد 

 تهیه   در  ها پروماستیگوت  و  ها آماستیگوت   بین  ژنیکی آنتی 

 های واكسن   تولید  تواند در می   و است  مفید  بسیار  ها ن واكس 

ب  ثر ؤ م  باشد. ه نقش    كافی  شناخت   با  همچنین  سزایی داشته 
انگل گوناگون   مراحل   از  سلولی   به  توان می   چرخه 

  هر   متابولیکی   مختلف  مسیرهای   و  آنزیمی  های تفاوت 
  مرحله  كه  د كر   طراحی  داروهایی  و  برد  پی  انگل  از  مرحله 
  داروهای   از   مؤثرتر  و  داده  قرار  هدف  مورد  را   انگل  از  خاصی 
 ، ها بادی آنتی  نوكلونال مو  ساخت   برای كنند و نیز  عمل  قبل 
 شود.   شناسایی  تواند می  هدف  های ژن آنتی 

می  نشان  تحقیقات  پروماستیگوت نتایج  كه   ا، ه دهد 

كه  خاص  ملکولی  وزن  با   هایی پروتئین   این  برای  دارند 

  به   نیز  ها آماستیگوت  و  است  اختصاصی   انگل  از  مرحله 
  دارند و نیز  خود  برای   اختصاصی  ی ها پروتئین   صورت  ن همی 

از آماستیگوت  حاصل    های آماستیگوت  و  كشت  محی   های 
یکدیگر  بافتی    كه  باندهایی  ترتیب بدین  و   هستند   مشابه  با 
برای    خوبی  هدف  ، ه گردید  مشاهده  ها ماستیگوت پرو  فق  در 
 داروهای   واكسن،   طراحی   گوناگون، های  ش آزمای  انجام 

هستند   ضدانگل  بادی آنتی   نوكلونال و م  تولید  و  جدید 
 [20،19 ] . 

سال   همکارانش     1983Greenblattدر  مونوكلونال  و 
ماژور    بادی آنتی  لیشمانیا  گونه را  علیه  با  كه  های  ساختند 

ژافه    میلدی   1984داد. در سال  دیگر نیز واكنش نشان می 
شدند   موفق  همکاران  اختصاصی    بادی آنتی مونوكلونال  و 

mAbs 4G5 FV5 5D6 FIV3 

Class Anti mous IgG Ig Anti mous IgG Ig 

sub-class IgG1 IgG 2a IgG 2b IgA IgG 1 IgG 2a IgG 2b IgA 

OD 0.13 0.183 1.601 0.12 0.133 0.414 1.511 0.154 

B 0.011 0.014 0.083 0.031 0.096 0.099 0.039 0.033 
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  2004در سال    . [ 21] ند  كن تهیه    را   دونووانی   یشمانیا علیه ل 
همکارانش    Froes  میلدی  علیه  آنتی مونوكلونال  و  بادی 

در    . [ 22] تهیه كردند    را   های لیشمانیا شاگاسی آماستیگوت 
بادی مونوكلنال علیه  بررسی حاضر نیز ما موفق شدیم آنتی 

اینفنتوم پروماستیگوت   با    تهیه كنیم.   لیشمانیا  با این حال 
شبکه  در  موجود    بادی آنتی مونوكلونال  تاكنون    ، اطلعات 

تهیه  ی  های لیشمانیا اینفنتوم سویه ایران ماستیگوت رو پ علیه 
با توجه به موارد فوق، در این زمینه نتایج ما با    نشده است. 

مونوكلونال   تولید  كه  آنان  مطالعات  علیه  آنتی نتایج  بادی 
 لیشمانیا است مطابقت دارد.   های ماستیگوت پرو 

مونوكلونال   ایزوتایپ،  و  زیركلس  كلس،  تعیین  برای 
هایی كه بیشترین جذب را داشتند انتخاب شدند.  بادی آنتی 
در  گزارش   های داده   و   ما   نتایج   بین  محققان  از  برخی  های 

آنتی خصوص   مونوكلونال  وجود  بادی ایزوتایپ  اختلف  ها، 
عدم داشت.   ممکن این  تفاوت   است   تطابق  به    مربوط 
ها  ژن مورداستفاده در این بررسی آنان و نوع آنتی   های سویه 
های  بادی مونوكلونال علیه پروماستیگوت ساختن آنتی باشد.  

لیشمانیا اینفنتوم از اهمیت خاصی برخوردار است كه برخی  
از   كه  لیشمانیا  گونه  تعیین  یا  تای ینگ  از:  عبارتند  آنها  از 

می  برخوردار  بالایی  ارزش  از  اپیدمیولوژی  شد،  با نظر 
شناسایی   در  نیز  و  زخم  در  لیشمانیا  مستقیم  تشخیص 

به ژن آنتی  یا  واكسن  برای ساخت  كاندید  عنوان حامل  های 
سلول  به  می دارو  هدف  گیرد  های  قرار  مورداستفاده  تواند 

بادی برای درمان و ایمونوتراپی انگل  استفاده از آنتی   . [ 23] 
به دلیل یافت شدن مکانیسم اصلی  ایمنی    لیشمانیا امروزه 

و   است  گرفته  قرار  نظر  مد  سلولی(  )ایمنی  انگل  برابر  در 
بادی  اكثر مطالعات موجود، تنها مطالعه و بررسی تأثیر آنتی 

صورت بررسی میزان كاهش یا بلوک  و به    in vitroدر شرای  

 . [ 24] باشد  كردن ورود انگل به درون ماكروفاژها می 
آنتی   ، مجموع  در  تحقیق،  این  ونال  نوكل و م  بادی در 

های لیشمانیا اینفنتوم سویه  ماستیگوت پرو   اختصاصی علیه 
شد.  تولید  این می  نظر  به   ایرانی   ها، بادی آنتی  رسد 

لیشمانیا  ماستیگوت پرو  علیه  خوبی  گری واكنش  های 
 های آزمون  در  آن  از  توان و می باشند  اینفنتوم سویه ایرانی  

  فلوسایتومتری  و   ایمونوفلورسانس  و  الایزا  نظیر  مختلفی 
 د. كر   استفاده  تشخیصی  و  تحقیقاتی  كاربردهای برای  

 پیشنهادها

انگل     برابر  در  مقاومت  اصلی  مکانیسم  اینکه  به  باتوجه 
می  سلولی  ایمنی  می لیشمانیا،  پیشنهاد  از  باشد  شود 

ب و م   های بادی آنتی    لوص خ   برای آمده  دست ه نوكلونال 
از  ژن آنتی  مربوطه  اس ماستیگوت پرو های  و  آنها ها  از    تفاده 
م   برای  یك  واكسن  و یافتن  برای  كاندید  مناسب  لکول 

 استفاده شود. 

 قدردانی و تشکر

كد     با  پژوهشی  طرح  از  منتج  مقاله    حمایت   با   2454این 
اردبیلی انجام گرفت.    محقق   دانشگاه   مالی معاونت پژوهشی 

دانشگاه  فناوری  و  از معاونت محترم پژوهشی    بدین وسیله 
 اردبیلی س اسگزاریم.   محقق 

در ت    اخلقی  اصول  این    ه ار ب مامی  در  ق  حقی ت حیوانات 
است. ك طور  به  شده  اجرا    های توصیه   این،   بر   علوه   امل 

  در  (   IR.ECD.REC.1986.609) اروپا    شورای   دستورالعمل 
 گرفته است.   قرار   توجه   مورد   كاملا   آزمایشی   مراحل 
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Preparation of Monoclonal Antibodies against proamastigote Leishmania 
infantum strain in Iran 
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Abstract 

Introduction: Leishmania parasitic infections are the important causes 
of health problems in many parts of the world, especially in developing 
countries. Monoclonal antibodies have been used as valuable tools for 
the detection, treatment and characterization of the antigenic markers of 
parasites. This study through applicable techniques aims to produce 
mAbs against Iranian type of Leishmania( L). infantum. 
Materials and Methods: Standard strains were cultured and their 
antigens were used. BALB/c mice were injected with freeze-thawed 
promastigote twice together with Freund adjuvant. Three days before 
cell-fusion, the antigen through vein was injected into the mice. Then the 
mice were killed. After that their spleen lymphocytes were mingled with 
myeloma SP2/0. In the next step, the isolation of monoclones was 
performed by limiting dilution method. 
Results: 16 mAb against promastigote form of L.infantum parasite were 
obtained ,3 of which showed optical density (OD) more than 1nm, 
designated as 5D2 FV, 4G5 FV and 5D6 FIV. Then, anti-promastigotes 
L.infantum mAbs were obtained from these hybrids. These antibodies 
are effective in the logarithmic phase of the parasite. 
Conclusion: It seams these antibodies can demonstrate reaction against 
Iranian strain of promastigotes L. infantum and can be employed in the 
diagnosis of kalazar disease. 
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