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Аннотация
Обоснование. Лейшманиоз – трансмиссивное заболевание, вызываемое про-

стейшими рода Leishmania, которые являются облигатными внутриклеточными 
паразитами и поражают макрофаги. Заболевание эндемично для многих тропиче-
ских и субтропических стран, а также для стран Средиземноморского бассейна. 

Висцеральный и кожный лейшманиоз также считаются эндемичными для 
Азербайджана. Вакцину против лейшманиоза до сих пор не удалось разработать. 
Для разработки вакцин и новых лекарственных препаратов против этого заболе-
вания, а также для изучения биологии паразита важно получить культуру возбу-
дителя in vitro. Для этого в первую очередь необходимо выделить паразитов из 
крови пациента.

Цель. Целью исследования было определение оптимальных питательных сред 
для изоляции из крови и последующего культивирования паразитов Leishmania. 

Материалы и методы. В данном исследовании использовалась перифериче-
ская кровь 3 пациентов с висцеральным лейшманиозом, направленных из Геран-
бойского и Шамкирского районов Азербайджанской Республики. Образцы крови 
промывали, помещали в стерильные культуральные флаконы 25 см2 с питатель-
ными средами, инкубировали при температуре 27°C и исследовали под инверти-
рованным микроскопом. В процессе культивирования использовались различные 
питательные среды: 15% RPMI-1640, 20% DMEM-high glucose, NNN. 

Результаты. На 8-9-е дни культивирования в питательной среде NNN наблю-
далось 250 000 паразитов/мл, в средах RPMI-1640 и DMEM-high glucose – 450 
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000 и 600 000 паразитов/мл. В последующие дни развитие паразитов в среде NNN 
ослабевало (100 000 паразитов/мл), тогда как на других питательных средах, нао-
борот, усиливалось (1 100 000; 1 300 000 паразитов/мл). Питательная среда NNN 
может быть рекомендована для изоляции паразитов Leishmania из крови пациен-
тов, а RPMI-1640 и DMEM-high glucose – как для изоляции, так и для длительного 
культивирования паразитов in vitro.

Ключевые слова: висцеральный лейшманиоз; паразиты Leishmania; культи-
вирование; in vitro; питательные среды; RPMI-1640; DMEM-high glucose; NNN
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Abstract
Background. Leishmaniasis is a transmissible disease caused by protozoa of the 

genus Leishmania, which are obligate intracellular parasites that infect macrophages. 
The disease is endemic in many tropical and subtropical countries.

Visceral and cutaneous leishmaniasis are considered endemic to Azerbaijan. A vac-
cine against leishmaniasis has not yet been developed. To develop vaccines and new 
drugs against this disease, as well as to study the parasite’s biology, it is important to cul-
tivate the pathogen in vitro. This requires isolating the parasites from the patient’s blood. 

Purpose. The aim of investigation was to determine optimal nutrient medium for 
the isolation from blood and cultivation of Leishmania parasites.

Materials and methods. This study used peripheral blood from three patients with 
visceral leishmaniasis referred from the Goranboy and Shamkir districts of the Repub-
lic of Azerbaijan. Blood samples were washed by centrifuging, placed in sterile 25 cm2 
culture flasks with nutrient medium, incubated at 27°C, and examined with an inverted 
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microscope. Various nutrient medium was used: 15% RPMI-1640, 20% DMEM-high 
glucose, and NNN. 

Results. On days 8-9 of cultivation, 250,000 parasites/mL were observed in the 
NNN, while 450,000 and 600,000 parasites/mL were observed in the RPMI-1640 
and DMEM. In the following days, the development of parasites in the NNN weak-
ened (100,000 parasites/mL), while in other nutrient medium, it increased (1,100,000; 
1,300,000 parasites/mL). The NNN can be recommended for the isolation of Leishmania 
parasites from the blood of patients, the RPMI-1640 and DMEM-high glucose – for the 
isolation and long-term cultivation of parasites in vitro.

Keywords: visceral leishmaniasis; Leishmania parasites; cultivation; in vitro; nu-
trient medium; RPMI-1640; DMEM-high glucose; NNN
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Введение
Лейшманиоз – облигатно трансмиссивное паразитарное заболевание, 

вызываемое жгутиконосными простейшими рода Leishmania и распро-
странённое в тропических и субтропических странах. Лейшманиоз счи-
тается вторым по смертности паразитарным заболеванием после малярии, 
ежегодно вызывая около 0,7 – 1 миллиона случаев заболевания и 26 000 – 
65 000 смертей. Лейшманиозом инфицировано 12 миллионов человек во 
всем мире, а 350 миллионов находятся в зоне риска. Существует более 20 
видов возбудителя этой болезни, переносчиками которого являются более 
30 видов комаров [11; 15].

Лейшманиоз, считающийся эндемичным заболеванием в 98 странах 
мира, занимает важное место в тропической медицине. Изучение заболе-
вания и борьба с ним отражены в специальной программе ВОЗ. Лейшма-
ниоз включён в список «забытых» и плохо регистрируемых заболеваний 
в специальной стратегической программе ВОЗ по борьбе с лейшманиозом 
в Европейском регионе [19; 20].

Это заболевание, считающееся эндемичным в 98 странах мира, не обо-
шло стороной и территорию Азербайджана. Заболевание регистрирует-
ся на этих территориях с XIX века, распространилось на большинство 
регионов нашей страны и стало серьёзной проблемой. Впервые кожный 
лейшманиоз был выявлен в 1862 году, а висцеральный лейшманиоз –  
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в 1913 году в Гяндже, Барде, Агдаше и других районах Азербайджана. 
До 1960 года висцеральный лейшманиоз был широко распространен во 
многих районах республики. В 1960 году висцеральный лейшманиоз в 
Азербайджане был практически ликвидирован. Однако, начиная с 1987 
года, в некоторых регионах вновь регистрируются эпидемиологические 
вспышки висцерального лейшманиоза и наблюдается распространение 
заболевания [9; 16; 17].

В стране лейшманиоз официально регистрируется уже много лет. Не-
смотря на значительные усилия страны по борьбе с этим заболеванием, вы-
явление новых случаев остаётся серьёзной проблемой. В настоящее время 
кожный и висцеральный лейшманиоз регистрируется в 46 районах Азер-
байджана, преимущественно в Кура-Аракской низменности, на Большом 
и Малом Кавказе и в Ленкоранской зоне. Распространённость инфекции 
зависит от географического положения страны, разнообразия животного и 
растительного мира, природно-климатических условий и иммунного ста-
туса людей. В то же время, уровень знаний населения об этом заболевании 
и методах защиты от него крайне низок. Несмотря на развитие медицины, 
диагностика и лечение заболевания порой проводятся некорректно, что яв-
ляется актуальной проблемой для органов здравоохранения.

Как известно, для диагностики заболевания используются паразитоло-
гические, серологические, молекулярно-биологические и культуральные 
методы [5; 6; 10]. Культуральный метод используется, помимо диагности-
ки заболевания, для определения видового состава возбудителей и опре-
деления их чувствительности к этиологическим препаратам. Этот метод 
применяется in vivo и in vitro [1; 7; 14].

Метод культивирования in vivo проводится на экспериментальных жи-
вотных и результаты становятся известны через 2-3 недели или месяц. 
Следует отметить, что чувствительность экспериментальных животных 
к паразиту также различна. Поэтому в медицине предпочтение отдаётся 
методу культивирования in vitro. Для этого используют различные пита-
тельные среды. В условиях in vitro паразиты, находящиеся в макрофагах в 
форме амастигот трансформируются в подвижные жгутиконосцы в форме 
промастигот [3].

Цель исследования – стандартизация питательных сред, которые обе-
спечат в короткие сроки трансформацию паразитов из амастиготной фор-
мы в промастиготную, будут полезны для выделения паразитов из крови 
больного человека и минимизируют изменение биологических свойств 
паразитов в культуре.
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Материалы и методы
Паразиты рода Leishmania были выделены из крови людей, инфициро-

ванных висцеральным лейшманиозом. То есть источником паразита были 
амастиготы Leishmania. 

В практической медицине предпочтение отдаётся простым, экономиче-
ски выгодным и эффективным питательным средам [4; 8]. С учётом этого, 
для получения культур лейшманий нами были использованы классический 
метод культивирования и 3 питательные среды:

RPMİ-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
DMEM-high glucose (Dulbecco`s Modified Eagle Medium)
NNN (Novy, McNeal, Nicolle) 
В лабораторных условиях питательные среды были приготовлены по 

принятым стандартным протоколам и полностью пригодны к использова-
нию. При этом особое внимание уделялось составу питательных сред, а 
также соблюдению их стерильности. Жидкие питательные среды стери-
лизовали с использованием фильтров Millipore с размером пор 0,45 мкм и 
0,22 мкм. Стерилизацию проводили в автоклаве при температуре 121ºC в 
течение 15 минут и давлении 1,5 атмосферы.

Приготовление питательных сред
15% RPMİ-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
(Состав: RPMI-1640 (SigmaR), инактивированная фетальная бычья сы-

воротка (FBS) (SigmaR), 2 мМ NaHCO2 или 25 мМ HEPES (SigmaR), ан-
тибиотик. HEPES используется для регулирования pH питательной среды. 
4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазин этансульфоновая кислота (мол. масса 238).

10,4 г порошка RPMI-1640, обогащённого глутамином, и 5,94 г HEPES 
(C8H18N2O4S) растворяли в 1000 мл бидистиллированной воды и филь-
тровали через фильтр «Millipore» с размером пор 0,22 мкм. Затем добав-
ляли 15% FBS и 10% антибиотика (пенициллин-стрептомицин 5 000 000 
МЕ) для приготовления полноценной питательной среды и фиксировали 
значение pH на уровне 7,2.

20% DMEM-high glucose (среда Eagle в модификации Dulbecco)
(Состав: DMEM-high glucose, инактивированная фетальная бычья сы-

воротка (FBS), антибиотик (penicilin-streptomycin) 
Для приготовления полной питательной среды к DMEM с высоким со-

держанием глюкозы добавляли 20% FBS, 10% антибиотика и фиксировали 
значение pH на уровне 7,2.

NNN (Novy, McNeal, Nicolle) 
(Состав: Сухой агар для культивирования (Агар-агар), хлорид натрия, 

бидистиллированная вода, дефибринированная кровь кролика, антибиотик).
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Среда NNN готовится на основе кровяного агара Difco. Для приготов-
ления питательной среды 14 г Агар-агар (Merck) и 6 г NaCl растворяли в 
900 мл бидистиллированной воды и кипятили 2 минуты на электромаг-
нитной мешалке. Раствор фильтровали и стерилизовали в автоклаве при 
температуре 121°С и давлении 1,5 атм в течение 15 минут. Стерилизован-
ный раствор охлаждали до 45–50°С. К остывшему агару добавляли 15% 
дефибринированной крови кролика.

Приготовление крови кролика
Кровь, взятую из ушной вены кролика в стерильных условиях, пере-

ливали в стеклянную колбу объёмом 100 мл, содержащую стерильные 
стеклянные шарики, и постоянно перемешивали в течение 15–20 минут. 
Кровь фильтровали, добавляли к ранее приготовленному, охлаждённо-
му до 50°C агару и перемешивали до получения однородной окраски. 
К агару добавляли гентамицин 80 мкг/мл и снова перемешивали. Кро-
вяной агар переносили в стерильные конические пробирки, располо-
женные под углом 15°, по 2–2,5 мл и выдерживали 30–40 минут. После 
застывания агара его помещали в холодильник при температуре +4°C. 
Готовую питательную среду можно хранить в холодильнике в течение 
одного месяца.

Образцы крови были взяты у 3 пациентов, госпитализированных с ди-
агнозом лейшманиоз из Геранбойского (Кура-Аракская низменность) и 
Шамкирского (Малый Кавказ) районов республики, и посеяны на выше-
указанные питательные среды.

Забор венозной крови
При висцеральном лейшманиозе образцы берутся из селезенки, пече-

ни, костного мозга и крови. В данном исследовании 5 мл периферической 
венозной крови пациента с висцеральным лейшманиозом были собраны в 
полипропиленовые пробирки объёмом 10 мл, содержащие антикоагулянт 
ЭДТА. Кровь была перенесена в пробирку и произведено центрифугирова-
ние при 750 об/мин в течение 5 минут. Верхнюю часть центрифугирован-
ной крови – плазму и buffy coat (тонкую лейкоцитарно-тромбоцитарную 
массу, скапливающуюся на границе плазмы и эритроцитов) – собрали и 
перенесли в новую пробирку. Перенесённый в новую пробирку раствор 
центрифугировали повторно в течение 5 минут при 1350 об/мин. На этот 
раз осадок со дна пробирки был собран и высеян на питательные среды.

Для ускорения выделения паразитов из крови первоначально использо-
вали микропробирки Eppendorf объёмом 1,5 мл. Образцы крови больных 
висцеральным лейшманиозом, подготовленные по вышеуказанной мето-
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дике, помещали в пробирки Eppendorf. К ним добавляли полноценные 
питательные среды (15% RPMI-1640 и 20% DMEM с высоким содержа-
нием глюкозы) в соотношении 1:1 и выдерживали в термостате при тем-
пературе 27ºC. 

В зависимости от дальнейшего развития паразитов in vitro модифици-
ровали режим их культивирования. Отбирали по 5 мл полной питатель-
ной среды различного состава и переносили в стерильные культуральные 
флаконы объёмом 25 мл с крышками (Suspension Culture Flask). Раствор 
из микропробирок аккуратно добавляли во флаконы. Пассажи проводили 
в зависимости от состояния культуры. Промастиготы подсчитывали с по-
мощью счетной камеры Thoma. 

Образцы крови, выделенные у пациентов с висцеральным лейшманио-
зом и подготовленные по вышеуказанной методике, были добавлены также 
в пробирки с питательной средой NNN.

Статистическая обработка данных проводилась методами двухфак-
торного дисперсионного анализа (uANOVA – test) и непараметрического 
критерия Фридмана (Fr). В статистическом пакете SPSS-26 различия счи-
тались статистически значимыми при Р < 0,050 [2].

Результаты и обсуждение
В экспериментах, проведенных с питательной средой RPMI-1640, на-

блюдалась определенная активность развития паразитов Leishmania. По 
степени активности развития паразитов эта среда уступала среде DMEM 
с высоким содержанием глюкозы. Так, начиная с первых суток выделения 
паразитов из крови пациента (3-и сутки), количество паразитов в 1 мл до-
стигало в среднем 200 000, а в последующие сутки увеличивалось: на 9-е 
сутки – 450 000, на 15-е сутки – 670 000, на 24-е сутки – 1 100 000. Начиная 
с 20-х суток, в культуре возбудителей Leishmania стали отмечаться параз-
иты с несколько измененной морфологией (рисунок 1). 

Хотя уровень паразитемии оставался высоким, стабильно наблюдались 
малоподвижные паразиты. В дальнейшие недели в культуре преобладали 
атипичные паразиты, наблюдались локальные скопления промастигот и 
как результат - снижение паразитемии.

Паразиты, инокулированные в среду DMEM с высоким содержани-
ем глюкозы, демонстрировали более активный рост. Среднее количество 
паразитов в 1 мл на 3-й день культивирования составило 300 000, на 9-й 
день – 600 000, на 15-й день – 700 000 и на 24-й день – 1 300 000. Атипич-
ных паразитов в данной культуре обнаружено не было (рисунок 1).
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Рис. 1. Динамика развития паразитов Leishmania в питательных средах                
RPMI-1640 и DMEM-high glucose 

Fig. 1. Growth kinetics of Leishmania parasites in RPMI-1640 and DMEM-high                               
glucose culture media

По результатам двухфакторного дисперсионного анализа (uANOVA – 
test) обнаружено влияние факторов «сутки» (PF < 0,001), «питательные 
среды» (PF = 0,002), а также их обоюдное влияние на результат (PF < 0,001) 
(таблицы 1, 2).

Таблица 1.
Описательная статистика

Table 1. Descriptive Statistics
 Dependent Variable: Изолят 

Сутки Группы Mean Std. Deviation N
3 RPMİ-1640 200000,00 50000,000 3

DMEM 300000,00 52915,026 3
Total 250000,00 71554,175 6

6 RPMİ-1640 400000,00 25000,000 3
DMEM 450000,00 13228,757 3
Total 425000,00 32710,854 6

9 RPMİ-1640 433333,33 29297,326 3
DMEM 600000,00 29051,678 3
Total 516666,67 94943,492 6
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12 RPMİ-1640 500000,00 31224,990 3
DMEM 600000,00 30805,844 3
Total 550000,00 61397,068 6

15 RPMİ-1640 669666,67 31785,741 3
DMEM 700000,00 20000,000 3
Total 684833,33 28985,629 6

18 RPMİ-1640 600000,00 45825,757 3
DMEM 850000,00 22912,878 3
Total 725000,00 140712,473 6

21 RPMİ-1640 750000,00 17088,007 3
DMEM 1000000,00 20223,748 3
Total 875000,00 137950,716 6

24 RPMİ-1640 1100000,00 66143,783 3
DMEM 1300000,00 70000,000 3
Total 1200000,00 125339,539 6

Total RPMİ-1640 581625,00 260664,838 24
DMEM 725000,00 305884,605 24
Total 653312,50 290320,524 48

Таблица 2.
Оценочные предельные средние

Table 2. Estimated Marginal Means
1. Сутки

Dependent Variable: Изолят

Сутки Mean Std. Error
95% Confidence Interval

Lower Bound Upper Bound
3 250000,000 15724,737 217969,758 282030,242
6 425000,000 15724,737 392969,758 457030,242
9 516666,667 15724,737 484636,425 548696,908

12 550000,000 15724,737 517969,758 582030,242
15 684833,333 15724,737 652803,092 716863,575
18 725000,000 15724,737 692969,758 757030,242
21 875000,000 15724,737 842969,758 907030,242
24 1200000,000 15724,737 1167969,758 1232030,242

2. Группы
Dependent Variable: Изолят 

Группы Mean Std. Error
95% Confidence Interval

Lower Bound Upper Bound
RPMİ-1640 581625,000 7862,369 565609,879 597640,121

DMEM 725000,000 7862,369 708984,879 741015,121
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3. Сутки * Группы
Dependent Variable: Изолят 

Сутки Группы Mean Std. Error
95% Confidence Interval

Lower Bound Upper Bound

3 
RPMİ-1640 200000,000 22238,137 154702,398 245297,602

DMEM 300000,000 22238,137 254702,398 345297,602

6 
RPMİ-1640 400000,000 22238,137 354702,398 445297,602

DMEM 450000,000 22238,137 404702,398 495297,602

9 
RPMİ-1640 433333,333 22238,137 388035,731 478630,935

DMEM 600000,000 22238,137 554702,398 645297,602

12 
RPMİ-1640 500000,000 22238,137 454702,398 545297,602

DMEM 600000,000 22238,137 554702,398 645297,602

15 
RPMİ-1640 669666,667 22238,137 624369,065 714964,269

DMEM 700000,000 22238,137 654702,398 745297,602

18 
RPMİ-1640 600000,000 22238,137 554702,398 645297,602

DMEM 850000,000 22238,137 804702,398 895297,602

21 
RPMİ-1640 750000,000 22238,137 704702,398 795297,602

DMEM 1000000,000 22238,137 954702,398 1045297,602

24 
RPMİ-1640 1100000,000 22238,137 1054702,398 1145297,602

DMEM 1300000,000 22238,137 1254702,398 1345297,602

Рост паразитов Leishmania, инокулированных в среду NNN, был сла-
бее, чем на двух вышеупомянутых средах. Только на 4-й день количество 
паразитов в 1 мл культуры второго изолята достигло 80 000. На 8-й день 
наблюдался некоторый рост во всех 3 изолятах, при этом в культуре вто-
рого изолята было 250 000 паразитов/мл. В последующие дни рост параз-
итов был слабее (рисунок 2).

PFr = 0,019. 
Демонстрация промастигот путем их размножения в среде – это 

быстрый, простой и недорогой метод. Двухфазная среда NNN (Novy-
McNeal-Nicolle), созданная в 1904 году, долгое время использовалась для 
кратковременной культивации паразитов Leishmania. Развитие промасти-
гот на питательной среде NNN является золотым стандартом лаборатор-
ной диагностики [3; 12; 13; 18]. В работе некоторых авторов представлены 
экспериментальные данные о возможности использования дефибриниро-
ванной крови кур, быков, лошадей и овец в качестве замены дефибри-
нированной крови кроликов в качестве ингредиента для приготовления 
питательной среды NNN [18]. Ladopoulos, T. И другие в своих исследова-
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ниях использовали кровь разных животных (лошади, осла, козы и овцы). 
В ходе исследования козья кровь оказалась самой неудовлетворительной, а 
лошадиная кровь оправдала надежды. Этот результат может быть объяснен 
тем, что Leishmania является ауксотрофом по никотинамидадениндинукле-
отиду (НАД), а лошадиные эритроциты поддерживают НАД-зависимые 
микроорганизмы [12]. 

Рис. 2. Динамика роста 3 изолятов паразитов Leishmania                                                   
на питательной среде NNN 

Fig. 2. Growth dynamics of three Leishmania parasite isolates on NNN culture medium

Независимо от выбранного источника эритроцитов, питательная среда 
NNN подходит только для выделения лейшманий из крови пациентов, она 
не может обеспечить их дальнейшее беспрерывное развитие в культуре. 
Среду, использованную на начальном этапе, далее следует заменить на 
другую. Можно предположить, что среда NNN не может удовлетворить 
потребности лейшманий в питательных веществах в культуре.

Питательная среда DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) изна-
чально разработана для поддержания роста и размножения фибробластов 
и клеточных линий (HeLa, 293, Cos-7). Является модификацией среды 
Dulbecco - Eagle и отличается богатым составом. Содержание витами-
нов, аминокислот и минеральных солей в этой питательной среде в 4 раза 
выше, чем в среде Eagle.



514 Siberian Journal of Life Sciences and Agriculture, Vol. 18, №2, 2026

Питательная среда RPMI-1640 изначально была разработана для куль-
тивирования клеток крови, преимущественно лимфоцитов. Её состав также 
достаточно богат и включает витамины, аминокислоты, глюкозу, неоргани-
ческие соли. Главной особенностью этой среды является наличие биотина, 
глутатиона, витамина B12, холина и высокой концентрации инозитола.

Паразитам Leismania требуются определенные витамины для выжи-
вания и размножения, особенно витамины группы В, которые играют 
ключевую роль в метаболизме. Нужда в этих витаминах обусловлена ме-
таболическими потребностями в клетках хозяина и внутри переносчиков 
(москитов). Витамины, играющие важную роль в метаболизме паразитов 
следующие: 

Тиамин (метаболизм углеводов)
Рибофлавин (энергетические процессы)
Ниацин (синтез коферментов – НАД)
Пантотеновая кислота (синтез кофермента А)
Фолиевая кислота и кобаламин (синтез нуклеотидов)
Биотин является коферментом, необходим для метаболизма жиров, бел-

ков и углеводов.
Глюкоза является источником энергии для клеток. Аминокислоты (глу-

тамин, аргинин, аспарагин и др.) необходимы для синтеза белка. Неорга-
нические соли (хлорид натрия, бикарбонат натрия, хлорид калия и др.) 
регулируют солевой баланс. Бикарбонат натрия также контролирует pH. 
Функция глутатиона — защита клеток [13].

В нашем эксперименте паразиты Leismania развивались и адапти-
ровались к условиям культивирования in vitro на питательных средах 
RPMI-1640 и DMEM-high glucose. Эти среды подходят как для изоляции 
паразитов из крови пациента, так и для их культивирования. Более интен-
сивное развитие возбудителей на среде DMEM с высоким содержанием 
глюкозы и полное отсутствие атипичных паразитов дают основание отдать 
предпочтение этой питательной среде.

Заключение
1. Исследование выявило, что питательная среда NNN эффективна для 

выделения паразитов Leishmania из крови больного, но она не подходит 
для длительного культивирования возбудителей. 

2. Для изоляции паразитов Leishmania из крови пациентов и их даль-
нейшего культивирования можно рекомендовать питательную среду 
RPMI-1640. Однако начиная с 20-х суток, в культуре возбудителей стали 
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отмечаться паразиты с измененной морфологией. Эта питательная среда 
может обеспечить кратковременное культивирование паразитов. 

3. Для изоляции паразитов из крови пациентов с целью культивирова-
ния рекомендуем также питательную среду DMEM с высоким содержани-
ем глюкозы. В данной культуре проводились все требуемые манипуляции: 
замена питательной среды, пассирование, криоконсервирование. За период 
культивирования атипичных паразитов обнаружено не было. Питательная 
среда подходит для длительного культивирования паразитов Leishmania.
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