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ABSTRACT  
Background and Aim: Acanthamoeba is an opportunistic pathogen that may cause fatal 

granulomatous encephalitis and ocular keratitis in humans and animals. Increasing number of 

contact lens wearers can lead to increased frequency of amoebic keratitis and due to lack of 

effective drugs treatment of this disease is difficult. This study aimed to investigate the effect 

of ethanolic extract of Chaerophyllum macropodum on Acanthamoeba genotype T4.  

Materials and Methods: In this experimental study, samples taken from the patients with 

keratitis were cultured on 1.5% non-nutrient agar medium. Different concentrations of the 

ethanolic extract (1.25, 2.5, 5, 10 mg/ml) were tested three times (24, 48, and 72 h) on 

trophozoites and cysts of Acanthamoeba in vitro. The number of live and dead parasites were 

counted by using trypan blue staining and neobar lam. Also, the percentage of cysts apoptosis 

was assessed by flow cytometry. 

Results: In the presence of 10 mg/ml ethanolic extract in the culture medium, the percentages 

of live trophozoites after 24, 48, and 72 h were 53.6, 15.11, and 0 percent, respectively. In the 

case of cysts, after 24, 48, and 72 h, 65.31, 43.31, and 0 percent of the cysts were alive, 

respectively. The results of flow cytometry showed that the apoptosis rate was 0.09% in the 

sample treated with extract after 72 h.  

Conclusion: Ethanolic extract of Chirophyllum macropodium can be a promising candidate 

for the development of anti-Acanthamoeba drugs due to its high toxic effects on the cysts. 

However, since the crude extract of Chaerophyllum macropodum was used in this study, 

further investigations are needed to find the effective fractions of the plant and determine their 

mechanisms of action. It can also be tested in vivo or even against other parasites. 
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 23-1400/33  اسفندو  بهمن/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 T4 ژنوتیپ روی (Chaerophyllum macropodumعصاره چایروفیلوم )ضد آمیبی فعالیت 

 برون تنی شرایط در آکانتاموبا
 6فرفاطمه غفاری، 5، محمد سعید دایر4اصل، عبدالحسین دلیمی3زبانفریبا خوش ،2، فرحناز بینشیان1توران نیری

ن. کد ری، ایرادانشجوی دکتری تخصصی انگل شناسی پزشکی، کمیته تحقیقات دانشجویی، گروه انگل شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، سا. 1

 0000-0001-5766-0120ارکید: 

 . کد ارکید:ایران سمنان، سمنان، پزشکی علوم دانشگاه پزشکی، دانشکده شناسی، قارچ و شناسی انگل . استادیار، گروه2

7470-5472-0002-0000 

 0000-0003-2738-0552 . کد ارکید:ایران تهران، شاهد، دانشگاه پزشکی، علوم دانشکده شناسی،انگل . استادیار، گروه3
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.ایران تهران، ،مدرس یتترب دانشگاه پزشکی، علوم دانشکده شناسی،انگل گروه استادیار، .5  

 X871-5189-0001-0000 :کد ارکید 

، پست الکترونیک: 021-82884553 تلفن: مسئول(، )مؤلف .ایران تهران، ،مدرس یتترب دانشگاه پزشکی، علوم دانشکده شناسی،انگل استاد، گروه .6

ghafarif@modares.ac.ir0000-0003-0891-8214 :ارکید ، کد 

 چکیده

 چشمی کراتیت و کشنده گرانولوماتوز باعث ایجاد آنسفالیت است ممکن که است یطلبفرصت پاتوژن آکانتاموبا زمینه و هدف:

 دلیل به که شودیم آمیبی کراتیت فراوانی باعث تماسی لنزهای از کنندگاناستفاده روزافزون شود. افزایش حیوانات و هاانسان در

 روی ماکروپودیوم چایروفیلوم گیاه اتانولی عصاره بررسی مطالعه این از هدف .است دشوار بیماری این درمان مؤثر، داروهای فقدان

  بود. آکانتاموبا  T4 ژنوتیپ

 مختلف هایغلظت. شد داده کشت مغذی غیر آگار محیط روی بیمار از گرفته شده نمونه تجربی، مطالعه این در :هاروش و مواد

 72 و 48 ،24) زمان سه در آکانتاموبا هایکیست و هاتروفوزوئیت براز عصاره اتانولی ( لیتریلیبر م گرممیلی 10 و 5 ،5/2 ،25/1)

 . همچنینندشد محاسبه لام نئوبار و بلو تریپان یزیآمرنگ با مرده و زنده یهاانگل . تعدادنداثر داده شد برون تنیدر شرایط ( ساعت

 . گردید بررسی فلوسایتومتری از استفاده با کیست ها آپوپتوز درصد

 72و  48، 24 از بعد زنده های تروفوزوئیت درصد کشت محیط در اتانولی عصاره لیتریلیم بر گرمیلیم 10 حضور در :هایافته

، 31/65 بیساعت به ترت 72و  48، 24بعد از  هایستک مورد در حالی که در. و صفر درصد رسید 11/15، 6/53 به ترتیب به ساعت

 میزان ساعت 72 از پس عصاره با درمان تحت نمونه در نشان داد که فلوسایتومتری نتایج زنده بودند. هایستکدرصد صفر  و 31/43

 بود.  درصد 09/0 آپوپتوز

کاندید  تواندیم دارد، هایستکبا توجه به سمیت بالایی که برای  ماکروپودیوم چایروفیلوم گیاه اتانولی عصاره :گیرییجهنت

 ماکروپودیوم چایروفیلوم گیاه خام عصاره از مطالعه این در کهیی آنجا از. باشدآکانتاموبا برای پیشرفت داروهای ضد  اییدوارکنندهام

 در را آن توانیم همچنین،. است ضروری آنو مکانیسم عمل  گیاه مؤثره وادم آوردن دست به جهت بیشتر تحقیقات شد، استفاده

 .کرد آزمایش هاانگلو یا حتی بر علیه سایر  درون تنیشرایط 

 برون تنی شرایط ،ماکروپودیوم چایروفیلوم اتانولی، عصاره کراتیت، ،آکانتاموبا :کلمات کلیدی

 27/11/99پذیرش: 6/11/99اصلاحیه نهایی: 13/11/98وصول مقاله:
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 25فاطمه غفاری فر   

1400  اسفندو  بهمن/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و   

 مقدمه

 مختلف هاییطمحدر  (Acanthamoeba) آکانتاموبا

. گسترش یافته استدر سراسر جهان )آب، خاک و هوا( 

دو شکل تروفوزوئیت و  خود بهدر چرخه زندگی انگل 

کیست دیده می شود. تروفوزوئیت متحرک است و در 

شرایط نامساعد محیطی از جمله کمبود مواد غذایی، 

و  هاسلولتراکم زیاد و  پایین بالا یا pHاسمولاریته، دما و 

که تحت عنوان  یاپروسه، شودیمداروها تبدیل به کیست 

آنکیسته شدن شناخته شده است. کیست فرم مقاوم تک یاخته 

 باعث . این انگل(1) و تقریباً غیرفعال است شودیممحسوب 

 سالم ایمنی سیستم میزبانان با در ییآکانتاموبا کراتیت ایجاد

 آمیبی آنسفالیت بنام مرکزی اعصاب سیستم کشنده عفونت و

, 2) شودیمدر افراد دچار نقص سیستم ایمنی  گرانولوماتوز

 مزمن نادر، عفونت ییآکانتاموبا گرانولوماتوز . آنسفالیت(3

 مرگ به منجر غالباً و بوده مرکزی اعصاب سیستم پیشرونده و

 به مبتلا افراد تعداد افزایش دلیل به مذکور عفونت. شودیم

 هایدوز با درمان تحت افراد افزایش ایمنی، سیستم نقص

 منجر به تواندیم که زمین کره شدن و گرم استروئیدها بالای

برخوردار  بالایی، از اهمیت گردد ها پاتوژن افزایش حضور

 آمیب این اب حساس میزبانان همواجه احتمال بنابراین ؛است

 مزمن عفونت ییآکانتاموبا کراتیت .(5, 4) یابدیم افزایش

 به شده وارد یهاضربهاز جمله  متعددی عوامل است که قرنیه

 ایجاد در تماسی لنزهای از استفاده و آلوده آب با تماس قرنیه،

 در فاکتور ریسک ترینیاصل تماسی لنزهای. نقش دارند آن

 درد شاملبیماری  علائم. (7, 6) هستند آمیبی کراتیت ایجاد

 است قرنیه شکل حلقوی التهاب و نور از ترس چشم، شدید

 منجر تشخیص صحیح و درمان مناسب،در صورت عدم  که

 ییآکانتاموبا یهاعفونت . پاتوژنز(8) گرددیم نابینایی به

 در میزبان و انگل اب رتبطم هایفاکتور و است پیچیده بسیار

 زایییماریب در مستقیماً که د. فاکتورهاییهستن دخیل آن

 اتصال،) تماس به وابسته فاکتورهای شامل دارند نقش انگل

( ها آنزیم ترشح) تماس به وابسته غیر و( آپوپتوز فاگوسیتوز و

 در مستقیم غیر صورت به که فاکتورهایی. باشندیم

 درجه تحمل مورفولوژی، شامل نقش دارند زایییماریب

 تبدیل مختلف، های pH در رشد بالا، اسمولاریته حرارت و

. (9) باشند می میزبان فاکتورهای و دارویی مقاومت فنوتایپی،

 یک هنوز ییآکانتاموبا های عفونت درمان و کموتراپی

 بیگوانیدها شامل رایج درمانی داروهای .است بزرگ مشکل

 پلی با ترکیبی درمان. باشند ها می آمیدین دی با همراه

 اثربخشی از ایزتیونات پروپامیدین و بیگوانید هگزامتیلن

 های ژنوتایپ از عضیاما ب؛ (10) است برخوردار بالایی

 نیمی تنها و دهند نمی مناسب پاسخ داروها این به آکانتاموبا

 پلی(. 11) یابند می بهبود داروها این از استفاده با بیماران از

( Polyhexamettylen biguanide) بیگوانید هگزامتیلن

 شدیدی توکسیسیته اثر کشی، کیست غلظت کمترین در

 اثر دارای این داروها. دارد انسان های کراتوسیت روی

 بر ضعیف اثر و چشم های سلول روی بر شدید توکسیسیته

 یافتن بنابراین؛ (13, 12) باشند می آکانتاموبا های کیست

 غیرسمی حال عین در و کشی کیست اثر با طبیعی ترکیب

 به مبتلا بیماران درمان جهت انسان های سلول برای بودن

در  (.14) است ای ویژه اهمیت دارای ییآکانتاموبا کراتیت

های گیاهی های اخیر گرایش عمومی به استفاده از داروسال

اثبات اثرات از یک سو افزایش یافته است که علت آن 

 دارویی، قاومتایجاد م های شیمیایی،مخرب و جانبی دارو

 علیه شیمیایی داروهای متغیر اثر و مدت طولانی درمان دوره

 بودن کمتراز سوی دیگر  و آکانتاموبا مختلف های سویه

 گذشته های نسل استفاده بیمار، بهتر پذیرش جانبی، عوارض

 چایروفیلوم. (16, 15) باشدیم دارویی گیاهان کمتر قیمت و

(Chaerophyllum macropodum ) گیاهی از خانواده

 تشکیل معطر درختچه ( از چندین گونهApiaceaeآپیاسه )

 و دارد وجود ایران در گونه هشت تعداد این از است، شده

 .کنندیم رشد شمالی معتدل مناطق در عمده طوربه

 در که است شده شناخته گونه یک ماکروپودیوم چایروفیلوم

 آن هوایی قسمت های و رویدیم جغرافیایی مناطق از بسیاری

 ترکیه و ایران در پنیر و غذا تهیه در و خوراکی سبزی عنوان به

آمده از  به دستدر روغن  .(17) گیردیم قرار استفاده مورد

یکی از این گیاهان  عنوانبه چایروفیلوم هوایی گیاه یهابخش

ترکیب شناسایی شده است  16، رویدیمدارویی که در ایران 
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 1400  اسفندو  بهمن/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 است( مربوط به مونوترپن ها درصد 4/97که بیشترین درصد )

 ضد هاییشآزما در گیاه این اساس مطالعات قبلی، بر. (18)

، پروماستیگوت (21-19) هایباکتر از برخی علیه باکتریایی

 واژینالیس تریکوموناس روی بر همچنین و (17) لیشمانیا های

 ییآکانتاموبا ضد خاصیت تاکنوناما ؛ است بوده مؤثر (22)

 T4 با توجه به اینکه ژنوتایپ. است نشده مطالعه گیاه این

 و ایران در ییآکانتاموبا کراتیت عفونت عامل ترینیعشا

 کراتیت موارد از درصد 90 از بیش و است جهان

 مطالعه (.24, 23) است ژنوتایپ این به متعلق ییآکانتاموبا

 ییآکانتاموباضد فعالیت ارزیابی برای اولین بار جهت حاضر

 ها تروفوزوئیت روی بر ماکروپودیوم چایروفیلوم گیاه

 تنی برون شرایط در( T4 )ژنوتیپ آکانتاموبا وکیست های

 . گردیدطراحی 

 

 هاروش و مواد

 کمیته جلسه در 52د/8635 شماره به یانامه طی مطالعه این

 2/12/1393 مورخ مدرس تربیت دانشگاه پزشکی اخلاق

 بودن محرمانه و آگاهانه رضایت اخذ شرط به و مطرح

 .است رسیده تأیید به اطلاعات

 :مولکولی شناسایی و نمونه یآورجمع

 و اشک قرنیه، خراش یهانمونه شامل) بیمار 35 های نمونه

 تهران-آفرین بینا چشم کلینیک به کننده مراجعه( تماسی لنز

 باکتری همراه به مغذی غیر آگار کشت محیط روی بر
 پس. شدند داده کشت( Escherichia. coli) اشرشیاکلی

 -'JDP1 (5 پرایمرهای از استفاده با DNA استخراج از

GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA-3') و 
JDP2 (5'- 

TCTCACAAGCTGCTAGGGGAGTCA -3') 
 بازی جفت 461 ژنی قطعه( ایران-زیست تکاپو شرکت)

18S rRNA روش از استفاده با سیکل 35 از پس PCR 

 محصولات روی بر الکتروفورز انجام از پس. یافت تکثیر

PCR استخراج کیت توسط شده مشاهده باندهای استخراج و 

 به توالی تعیین برای هانمونه ،(ایران-مد طبس شرکت) ژل از

 با توالی تعیین از پس. شد ارسال ایران-پیشگام شرکت

 هم یوجوجست ابزار و Sequencher افزار نرم از استفاده

 به یهاداده همولوژی ،NCBI سایت( BLAST) پایه ترازی

 گردید تعیین ژن بانک در شده ثبت موارد با آمده دست

(25.) 

 :و کیست ها آماده کردن تروفوزوئیت ها

پلیت  در ساعت بعد از کشت نمونه، تروفوزوئیت ها 72-96

 5 مدت به شدند و شسته دو بار استریل سالین محلول با ها

در مورد  .گردیدند سانتریفیوژ rpm1500 سرعت در دقیقه

 5 مدت به وشده  شسته هفته، پلیت ها سه از کیست ها بعد

 تعداد (.26) انجام شد سانتریفیوژ rpm2000 سرعت در دقیقه

 مستقیم شمارش و بلو تریپان با تروفوزوئیت ها و کیست ها

 15× 410نهایی تظغل. دیدرگ تعیین نئوبار لام روی

 . بود لیتر میلی در تروفوزوئیت یا کیست

 :آماده کردن عصاره

واقع  رودبارک از ماکروپودیوم چایروفیلومگیاه  یهابرگ

 یآورجمعسمنان  شهریمهد شرقی شمال کیلومتری 65 در

 جامع علمی دانشگاه باتجربه شناسیاهگ توسط شد. گیاه

 ساله، دو و پایا گیاهی گونـه، اینتأیید شد.  سمنان کاربردی

 منفـرد، سـاقه دارای سانتیمتر، 160-45 ارتفاع به سبز علفی

 دارای فوقانی بخش درو  یااستوانه، ایسـتاده بلنـد،

 کرکینه دراز، پهن یهابرگ. است دیهیمی یهاانشعاب

 منقسم و بریـده بسیار سفید، و خاکستری به متمایل پوش،

 و بزرگ خارجی یهاگلبرگ سـفید، آن یهاگل. دارد

 آذین گل در مجتمع شکل، قلبـی بـیش و کـم و شـعاعی

 پرتـو فاقد و چترک و بلند پرتوهـای شـامل مرکـب چتری

 یک مدت به و شسته آب با گیاه برگ های .هستند مرکـزی

 خرد کوچک قطعات به سپس و شدند خشک سایه در هفته

 هاییسهک در استفاده جهت گیاه یهابرگ شدند. پودر

 اتانولی برای تهیه عصاره .شدند نگهداری پلاستیکی

 استات، اتیل لیتر میلی 500 با پودر گرم 50 گیاه یهابرگ

به مدت یک شب در  (1: 3: 6نسبت ) با مقطر آب و متانول

در  ساعت 8 مدت به سپس دمای اتاق نگهداری شدند،

 سرعت در عصاره در نهایت. گرفتنددستگاه سوکسله قرار 

rpm3000 کاغذ با رویی مایع و سانتریفیوژ دقیقه 15 مدت به 
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 27فاطمه غفاری فر   

1400  اسفندو  بهمن/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و   

 همگن و شفاف محلول یک تا فیلتر شد 1 شماره واتمن صافی

 تبخیر اتاق دمای در حلال ها بعد مرحله در. شود حاصل

 شدند. 

 :عصاره از مختلف یهارقت تهیه

 شده حل مقطر آب در خشک عصاره از گرمیلیم 20مقدار

 20 ،10 ،5، 5/2 هایغلظت و رسید لیتر میلی 1 حجم به و

 تأثیر وقتی هنگام .شد تهیه عصاره از لیتر میلی بر گرمیلیم

 100 به ماکروپودیوم چایروفیلوم عصاره از تریل کرویم 100

اضافه  تروفوزوئیت یا کیستسوسپانسیون  تریل کرویم

 شودیم، غلظت نهایی عصاره تأثیر داده شده نصف گرددیم

 هایشآزما تمامی .(لیتریلیبر م گرممیلی 10 و 5 ،5/2 ،25/1)

 کیست یا تروفوزوئیت سوسپانسیون) منفی کنترل یک شامل

قطره پلی هگزاناید ) مثبت کنترل یک و( استریل مقطر آب و

 .بودند (02/0%

 :گیاهی تعیین فعالیت ضدآمیبی عصاره

 استفاده لیتری یلیم 1,5 میکروتیوپ های از مطالعه این در

ترفوزوئیت ها و کیست های آمیب در  تعدادزمانی که  .شد

 100 مقدار ، در کنار شعلهدیرسیم 15×410 هر میلی لیتر به

هر  به کیستیا  تروفوزوئیت سوسپانسیون تریل کرویم

 از تریل کرویم 100 مقدار سپس .دیگردیممیکروتیوپ اضافه 

 ،10 ،5، 5/2 هایغلظت در ماکروپودیوم چایروفیلوم عصاره

 میکروتیوپ های به جداگانه طوربه ،تریلیلیم بر گرمیلیم 20

درجه  26در دمای ها و میکروتیوب شده اضافه انگل حاوی

تعداد ساعت  72 و 48 ،24از  بعد .شدند نگهداری گرادیسانت

انگل زنده و مرده موجود در هر میکروتیوب به کمک لام 

 بار تکرار شدند. 3نئوبار شمارش گردید و تمامی این مراحل 

 :اثرات عصاره روی انگل

 تروفوزوئیتی سوسپانسیون یترلیکروم 20 انگل، شمارش برای

 حیاتی رنگ میکرولیتر 20 با را عصاره با شده همراه کیستی یا

 یمشاهده در تا نموده خلوطم (رصدد 4/0) تریپان بلو

. دنشو تفکیک یکدیگر از مرده و زنده انگل میکروسکوپی،

 ترتیب بدین و کرده نفوذ یاخته به رنگ مرده یهاانگل در

 یهاانگل که حالی در. شوندیم دیده آبیبه رنگ  هاانگل

 جذب خود به را بلو تریپان رنگ متحرک و زنده فعال،

شمارش  یلهوسبه محاسبه درصد حیات .(26) کنندینم

 با استفاده از فرمول زیر با لام نئوبارزنده و مرده  یهاانگل

 صورت گرفت.

درصد حیات =
تعداد انگل زنده

تعداد انگل زنده + تعداد انگل مرده
 

× 100 
 :فلوسایتومتری

 توسط نور سازیپراکنده یتبر خصوص فلوسایتومتری

 هاآن از فلورسانس نشر بر نیز و آزمایش تحت یهاسلول

 در اطلاعاتی مختلف جهات در نور انکسار .است استوار

 .(17) دهدیمرا ارائه  هاسلول ساختار و شکل اندازه، مورد

 سطح در سرین فسفاتیدیل ظهور و غشا چربی تقارن فقدان

 به متصل V نکسینا از استفاده با توانیم را سلول

 به که است پروتئینی V انکسین. داد تشخیص فلوئوروکروم

 از اما؛ شودیم متصل فسفولیپیدها به کلسیم به وابسته روشی

 نکروز طول در سرین فسفاتیدیل سطحی بیان که آنجایی

 پدیده دو این بین تمایز برای بنابراین؛ دهدیم رخ نیز سلول

 برای یداید پروپیدیوم زمانهم یزیآمرنگ نکروز، و آپوپتوز

به منظور تشخیص نوع مرگ  .شودیم انجام غشا پذیری نفوذ

عصاره  تحت درمان با هاییستکسلولی )آپوپتوز یا نکروز( 

 لیتریلیمبر  گرمیلیم 10در غلظت  ماکروپودیوم چایروفیلوم

یداید و پروپیدیوم V (Annexin V ) انکسینبا 

(Propidium iodide) دمای در ساعت 72 یافته وه همواج 

در  میکروتیوپ ها سپس. شدند انکوبه گرادیسانته درج 30

 شدند. محلول سانتریفیوژ دقیقه 5 مدت به rpm3000 سرعت

 Bio vision کیت دستورالعمل طبق و شده ریخته دور رویی

 Binding محلول از µL 500 آمده به دست رسوب به

buffer سپس. شد اضافهµl 5 و آنکسین µl5 پروپیدیوم 

 به هانمونه. گردید اضافه هانمونه به تاریکی شرایط در یداید

 شدت. شدند انکوبه تاریکی و اتاق دمای در دقیقه 5 مدت

 هاسلول به شده جذبپروپیدیوم یداید  و V انکسین رنگ

 BD FACSCanto II Flow cytometer دستگاه توسط

 .قرار گرفت ررسیبمورد 

 :آنالیز آماری
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 فعالیت ضد آمیبی عصاره...   28

 1400  اسفندو  بهمن/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 از استفاده با انگل بر عصاره تأثیر از حاصل هایداده آنالیز

 هاییریگاندازه) وابسته گروه چند یا سه مقایسه آزمون

 آنالیز آزمون همچنین و( repeated measuresیا تکراری

 درصد تا گرفت صورت( ANOVA) طرفه یک واریانس

 -کولموگوروف آزمون از. گردد مشخص دارییمعن

 بودن نرمال فرض بررسی برای اینمونهک ی اسمیرنوف

 تحلیل و تجزیه برای. شد استفاده بررسی مورد متغیرهای

 سطح و شد استفاده 18 ویراست SPSS افزار نرم از هاداده

 یهادادههمچنین  .شد گرفته نظر در 05/0 دارییمعن

 وتحلیلیهتجز FlowJo افزارنرم از استفاده با فلوسایتومتری

 .شدند

 نتایج

 از داشتند که پس مثبت کشت نمونه 8 نمونه، 35 مجموع از 

 در شده ثبت های ژنوتایپ با آمده دست به هاییتوال مقایسه

 که شد مشخص فیلوژنی درخت ترسیم همچنین و ژن بانک

 تریناز بیماری یعنی T4 ژنوتایپ به متعلق نمونه 8 هر

 8 از ی حاضر، یکیدر مطالعه تجرببنابراین ؛ ژنوتایپ هستند

 (BankIt1899920 seq5 KU877552) آکانتاموبا نمونه

 چایروفیلوم عصاره ییآکانتاموبا ضد اثرات جهت ارزیابی
 .مورد استفاده قرار گرفت ماکروپودیوم

 چایروفیلومارزیابی تأثیر عصاره اتانولی گیاه  برای
 آکانتاموبا تروفوزوئیت ها و کیست های بر ماکروپودیوم

 عصاره از لیترمیلی بر گرمیلیم 10 ،5 ،5/2 ،25/1 هایغلظت

 با عصاره تأثیر از ساعت 72 و 48 ،24 از بعد و شده تهیه

 و ها تروفوزوئیت تعداد بلو تریپان حیاتی رنگ از استفاده

گردید.  شمارش کنترل گروه با مقایسه در زنده هاییستک

در شرایط  ماکروپودیوم چایروفیلومتأثیر عصاره اتانولی گیاه 

عصاره مختلف  یهاغلظتبا آزمایشگاهی پس از مجاورت 

 بعد زنده تروفوزوئیت های درصد که دادنشان  1ر جدول د

 بر گرمیلیم 10 ییعن عصاره غلظت بالاترین در ساعت 24 از

 درصد11/15ه بساعت  48بعد از  و درصد 6/53ه ب لیتر میلی

هیچ تروفوزوئیت زنده ای وجود  ساعت 72 رسید و در

ساعت  24 از نداشت. در مورد کیست ها در همین غلظت بعد

 ؛زنده بودند درصد 31/43ت ساع 48بعد از و  درصد 31/65

در  .نداشت وجود یازنده کیست ساعت هیچ 72بعد از  اما

 تروفوزوئیت سوسپانسیون)ی صورتی که در گروه کنترل منف

درصد  100ساعت  72 از پس (استریل مقطر آب و یا کیست

زنده بودند.  هایستکو  تروفوزوئیت ها

 

مختلف عصاره اتانولی  یهاغلظتو  هگزاناید پلی قطره تأثیر از آکانتاموبا پس های کیست و ها تروفوزوئیت درصد حیات. 1جدول

 ماکروپودیوم چایروفیلوم

 

 زمان آزمایش

 

 72ساعت                                 48ساعت                               24

 ساعت 

 

 تأثیر روی

 
 

 

بر  گرممیلیدوز )

(لیترمیلی  

00/0  

00/0  

 

11/15 ± 22/4  

31/43 ± 15/1  

6/53 ± 1/2  

31/65 ± 2/2  

 تروفوزوئیت

 کیست

10 

00/0  

17/29 ± 68/1  

11/32 ± 02/2  

14/53 ± 04/6  

12/59 ± 6/3  

19/76 ± 04/2  

 

 تروفوزوئیت

 کیست

5  

38/32 ± 22/3  

10/48 ± 4/1  

12/39 ± 13/2  

35/70 ± 23/1  

25/71 ± 30/4  

67/78 ± 48/6  

 تروفوزوئیت

 کیست

2.5  

38/57 ± 22/3  

100±0 

40/79 ± 3/1  

100±0 

100±0 

100±0 

 تروفوزوئیت

 کیست

1.25  
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1400  اسفندو  بهمن/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و   

00/0  

71/23 ± 67/2  

67/35 ± 20/6  

37/52 ± 30/5  

04/69 ± 12/4  

52/79 ± 82/0  

 تروفوزوئیت

 کیست

 کنترل مثبت 

100±0 

100±0 

100±0 

100±0 

100±0 

100±0 

 تروفوزوئیت

 کیست

 کنترل منفی

ها و کیست  تروفوزوئیت کاهش بر غلظت اثردر این مطالعه، 

آنالیز واریانس داده ها نشان داد که . بود دار معنی زنده های

 ،ماکروپودیوم چایروفیلومغلظت عصاره اتانولی گیاه  4در هر 

مقایسه درصد حیات انگل با گروه شاهد دارای اختلاف 

 کاهش بر زمان همچنین، اثر ( است.P ≤0.05) داریمعن

نکته جالب  .بود معنی دار زنده های کیست و ها تروفوزوئیت

 غلظت بالاترین ها در حیات تروفوزوئیت آن که درصد

ساعت  72و  48در زمان  لیتریلیم بر گرمیلیم 10 یعنی عصاره

عصاره در طی زمان  آیدیمنداشت، به نظر  دارییمعنتفاوت 

. گذاردیمساعت، ماکزیمم تأثیر خود را بر تروفوزوئیت  48

 72 آکانتاموبا زنده های کیست و تروفوزوئیت ها درصد

بعنوان  درصد 02/0 هگزاناید پلی قطره تأثیر از بعد ساعت

 .رصد رسیدد 71/23 و صفر به ترتیب بهکنترل مثبت 

 :نتایج فلوسایتومتری

 از پس آپوپتوز دچار یهاسلول درصد منفی کنترل گروه در

 عصاره با درمان تحت نمونه در. بود درصد 21/3 ساعت 72

 میزان ساعت 72 از پس ماکروپودیوم چایروفیلوم اتانولی

 مثبت کنترل نمونه در و شد داده نشان درصد 09/0 آپوپتوز

 .بود درصد 63/75 آپوپتوز میزان درمان از پس ساعت 72

 اتانولی عصاره اثر بر هایستک درصد 9/99 همچنین

 درصد 04/0 و شدند نکروز دچار ماکروپودیوم چایروفیلوم

نتایج  لیوتحلهیتجز از حاصل یهاداده. بودند زنده هاسلول

 است. شده داده نشان 1شکل  در یتومتریافلوس

 

 
 

 

 

 

 

 

 

        

                    

ب:  ماکروپودیوم، چایروفیلومعصاره اتانولی  لیترمیلیبر  گرممیلی 10الف:  .آکانتاموبای هاستیک: آنالیز فلوسایتومتری 1 شکل

 دارو(.منفی )بدون  ، پ:کنترل(%02/0 هگزاناید پلی قطره) مثبت کنترل

 بحث

 بینایی یدکنندهتهد عوامل از یکی ییآکانتاموبا کراتیت

 داروهای از استفاده بیماری این رایج درمان. شودیم محسوب

 است، %02/0 کلرهگزیدین و ایزوتیونات پروپامیدین ترکیبی

 کراتیت بیماری در استفاده مورد داروهای دیگر از

. (1) است B میکسین پلی و نئومایسین ییآکانتاموبا

 هاییستک مقاومت شیوع بر مبنی زیادی یهاگزارش

 کلرهگزیدین، و ایزوتیونات پروپامیدین به آکانتاموبا

 جایگزین داروهای جستجوی به تا داشته آن بر را پژوهشگران

 گسترده صورت به گذشته از دارویی گیاهان. (11) بپردازند

 استفاده این. گرفتندیم قرار استفاده مورد هایماریب درمان در

 بهتر فرهنگی ارتباطمانند  مختلفی دلایل به تواندیم گسترده

 سازگاری بهتر، دسترسی و نسبی ارزانی طبیب، و بیمار میان

 داروی به نسبت کمتر حاد انسان، عوارض بدن با بیشتر

FITC
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بیشتر  سهولت با علمی تحقیقات فراهم کردن زمینه و میاییشی

 .(27) باشد

 یمتفاوت عصاره اتانول یهاغلظت ریحاضر تأث مطالعه در

مورد  یشگاهیآزما طیدر مح ماکروپودیوم چایروفیلوم

مختلف  یهاغلظت ریحاصل از تأث جیقرار گرفت. نتا یبررس

، ساعت 24 از بعد زنده تروفوزوئیتدرصد  6/53)عصاره 

 72 از بعد درصد و صفر ساعت 48 از بعد درصد 11/15

با که نشان داد ( تریلیلیم بر گرمیلیم 10 غلظت در ساعت

 یبر رو یدرصد کشندگ نیغلظت عصاره در زمان مع شیافزا

 با تحقیق این در همچنین. ابدییم شیافزا ها تیتروفوزوئ

 چایروفیلوم اتانولی عصاره مجاورت زمان افزایش
عصاره  کشندگی درصد هاغلظت از هریک در ماکروپودیوم

 معنی داری نحو به آکانتاموبای تروفوزوئیت ها بردن بین از در

 زمان در تریلیلیم بر گرم یلیم 10 غلظت در .می یابد افزایش

 تفاوتها  تروفوزوئیت حیات ، درصدساعت 72 و 48

ساعت نیز  48 زمان طی در عصاره یعنی نداشت یداریمعن

 .مؤثر واقع شودها  تروفوزوئیتروی  بر تواندیم

عصاره بر روی  مختلف یهاغلظت تأثیر از حاصل نتایج

 24 از بعدکیست زنده  درصد 31/65) آکانتاموبا یهاستیک

 از بعد درصد صفر و ساعت 48عد از درصد ب 31/43 ،ساعت

 داد که نشان (تریلیلیم بر گرمیلیم 10 غلظت در ساعت 72

و افزایش زمان تأثیر  معین زمان در عصاره غلظت افزایش اثر

آکانتاموبا  یهاستیک درصد حیات روی بردر غلظت معین 
 فلوسایتومتری نتایج مطالعه این همچنین در. استمعنی دار 

 بر ماکروپودیوم چایروفیلوم اتانولی عصاره که داد نشان

 معناداری تأثیر آزمایشگاهی شرایط در ها کیست آپوپتوز

 بر ماکروپودیوم چایروفیلوم اتانولی عصاره تأثیر با. ندارد

 نکروز دچار هاستیک درصد 9/99 آکانتاموبا های کیست

 .بود سمی بسیار ها کیست برای عصاره این بنابراین ؛شدند

نیز  لیشمانیابر روی انگل  ماکروپودیوم چایروفیلومگیاه 

توسط ابراهیمی صدر و  یامطالعهمطالعه شده است. در 

 چایروفیلوم گیاه عصاره سلولی سمیت همکاران، اثر
در  J774و رده سلولی  ورلیشمانیا ماژبر انگل  ماکروپودیوم

 چایروفیلوم عصاره IC50شرایط آزمایشگاهی ارزیابی شد. 

 لیتریلیم بر میکروگرم 62/80 ساعت، 24 از بعد ماکروپودیوم

 و ها پروماستیگوت سایتوتوکسیسیتی درصد. بود

 چایروفیلوم گیاه عصاره افزودن از پس J774 ماکروفاژهای
-MTT (3-[4,5-dimethylthiazolروش با ماکروپودیوم

2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) ترتیب به 

 و اولیه آپوپتوز) آپوپتوز درصد. بود درصد 45 و درصد 91

 100 و 50 با شده تحریک ماکروفاژهای در( تأخیری

 ماکروپودیوم چایروفیلوم گیاه عصاره لیتریلیم بر میکروگرم
درصد  1/0و  01/0 ،13/0 ،01/0ب ترتی به ساعت 24 از پس

 بر میکروگرم 200 غلظت ،MTT آزمون با مطابق. بود

 سمیت درصد 90 با ماکروپودیوم چایروفیلوم عصاره لیتریلیم

بود  مؤثر روماژ لیشمانیا های پروماستیگوت مقابل در سلولی

(14). 

 همکاران و Degerliترکیه،  در 2011 سال در یامطالعه در

 Inula گیاه آبی یی عصارهآکانتاموبا ضد اثر بررسی به

oculus-christi  2، 1 یهاغلظتپرداختند. در این مطالعه ،

، 8، 6، 3، 1 یهازماندر  تریلیلیمبر  گرمیلیم 32و  16 ،8، 4

. در حالی که در مطالعه ما چهار ارزیابی شد 72و  48، 24

 زمان سه در تریلیلیبر م گرممیلی 10 و 5 ،5/2 ،25/1غلظت 

نتایج نشان داد ساعت مورد بررسی قرار گرفتند.  72 و 48 ،24

 24 زمان در عصاره تریلیلیم بر گرمیلیم 32 حضور که در

 در این بر علاوه وجود نداشت، یازنده تروفوزوئیت ساعت

 تروفوزوئیت هیچ عصاره از تریلیلیم بر گرمیلیم 16 حضور

 روی بر این گیاه تأثیر. نشد دیده ساعت 72 در ای زنده

 تریلیلیم بر گرمیلیم 32 حضور در. بود متوسط هاستیک

 بودند. شده کشته هاستیک ازدرصد  3/25 فقط عصاره

نیز  Pastinaca armeneaهمچنین در این مطالعه عصاره 

 تریلیلیم بر گرمیلیم 32 حضور مورد ارزیابی قرار گرفت. در

 3/40 ترتیب به ساعت 72 در Pastinaca armenea عصاره

 شده کشته هاستیک و تروفوزوئیت ها از درصد 23 و درصد

مقایسه نتایج حاصل از تأثیر این دو عصاره با  (.28)بودند 

ماکروپودیوم نشان می دهد که  چایروفیلوم گیاه عصاره
تری را نشان داده  چایروفیلوم اثر ضد آمیبی قوی گیاه عصاره

ساعت هیچ  72پس از  تریلیلیممیلی گرم بر  10و در غلظت 
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مشاهده نشد. در مطالعه ما  یازندهتروفوزوئیت و کیست 

نتایج فلوسایتومتری نشان داد که عصاره دارای سمیت بالایی 

دچار نکروز شدند، در حالی  هاستیکدرصد  9/99است و 

آپوپتوز و نکروز بررسی  همکاران، و Degerliکه در مطالعه 

 نشده بود.
  Tepeضد ثیرأت ترکیه، در 2011 سال طی همکاران و 

 Teucrium) نخودی مریم الکلی عصاره ییآکانتاموبا

polium )نیز غلظت مطالعه این . دردادند قرار بررسی مورد را 

 یهازمان در تریلیلیم بر گرمیلیم 32 و 16 ،8 ،4 ،2 ،1 های

 مطالعه در که حالی در. شد ارزیابی 72 و 48 ،24 ،8 ،6 ،3 ،1

 سه در لیترمیلی بر گرممیلی 10و  5 ،5/2 ،25/1 یهاغلظت ما

 این .گرفتند قرار بررسی مورد ساعت 72 و 48 ،24 زمان

 در لیتر میلی بر میلی گرم 32 غلظت در که داد نشان بررسی

 در اما؛ نشد مشاهده زنده ای تروفوزوئیت هیچ بعد ساعت 48

 این ساعت، 72 زمان و لیتر میلی بر گرم میلی 32 غلظت

 ها درصد از کیست 3/19 رشد کاهش موجب تنها عصاره

 Teucrium عصاره مطالعه این در همچنینشد. 

chamaedrys عصاره. گرفت قرار ارزیابی مورد نیز 

Teucrium chamaedrys میلی بر گرم میلی 16 حضور در 

 تروفوزوئیت هیچ بعد ساعت 48 حدود در بالاتر غلظت یا لیتر

 لیتر میلی بر گرم میلی 32 غلظت در اما؛ نشد مشاهده ای زنده

 3/30رشد  کاهش موجب تنها عصاره این ساعت، 72 زمان و

 دو این تأثیر از حاصل نتایج .(29) شد ها درصد از کیست

 ماکروپودیوم چایروفیلوم گیاه عصاره در مقایسه با عصاره

نشان می دهد که این دو عصاره اثر ضعیفی بر کیست ها دارند 

این عصاره ها روی تروفوزوئیت ها و کیست ها و اثر سمیت 

 بررسی نشده بود. 

, 30) (Trigonella Foenum Graecum)شنبلیله  ایران در

گندواش  (،Ziziphus vulgaris( )32عناب ) ،(31

(Artemisia annua) (33) اسپند ،(Peganum 

harmala )(34 ,35)،  مورد(Myrtus communis )(36) 

گیاهانی  عنوان به (37) (Rumex obtusifolius) رومکسو 

یی هستند، مطالعه شده اند و آکانتاموباضد  که دارای خواص

 یی خوبی را نشان داده اند.نتاموباآکااثرات ضد 

 

 گیرییجهنت

 چایروفیلوم اتانولی عصاره داد نشان مطالعه این نتایج
 و هاتروفوزوئیت بر مختلف هایغلظت در ماکروپودیوم

 مدل گرددمی پیشنهاد لذا است؛ مؤثر آکانتاموبا هایکیست

 تکثیر و رشد روی بر گیاه این اثر تعیین جهت حیوانی

 همچنین. شود بررسی آکانتاموبا هایکیست و هاتروفوزوئیت

 گیاه مؤثره ماده زمینه در بیشتری هایبررسی و تحقیقات

 روی بر آن توکسیسیتی و اثرات ماکروپودیوم چایروفیلوم

 .گیرد صورت انسانی یهاسلول

 

 قدردانی و تشکر

 ارشد کارشناسی نامه پایان از بخشی عنوان به مقاله این

 دانشگاه پزشکی علوم دانشکده مصوب پزشکی یشناسانگل

 از ،وسیلهینبد. است 52د/8635به شماره  مدرس تربیت

 دانشکده و دانشگاه پژوهشی معاونت و یشناسانگل گروه

 از همکاریهمچنین  .آیدیم عمل به قدردانی و تشکر

 شناسییباکترخانم دکتر بیتا بخشی دانشیار  صمیمانه

مساعدت  به خاطردانشکده پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس 

 نویسندگان. نماییمیم قدردانی و در اجرای این طرح تشکر

 را اعلام نکردند دیگر موارد یا مالی منافع در تضادی هیچ

 .
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