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   (.Punica granatum L) مختلفي از عصاره ريشه گياه انارهاي  كشندگي غلظت تأثير يبررس
  آزمايشگاهيدر شرايط  كيداتيست هيهاي ك بر پروتواسكولكس

  
  

  8/7/1393 : پذيرش تاريخ؛    28/2/1393  :مقاله دريافت تاريخ

  
در حيوانـات  انسان و مشترك بين  مهمي ها آلودگياز  ايجاد و اكينوكوكوسهاي  گونهتوسط  كيست هيداتيدبيماري  :مقدمه

 انجـام يـك درمـان دارويـي    باشـد كـه همـراه     مـي  هيداتيد اساسا جراحـي كيست  درمان بيماري .رود مي كشور ما به شمار
 .ضـروري اسـت  بيماري، برگشت  احتمالبراي كاهش كش در حين عمل، -پروتواسكولكس مؤثراستفاده از عوامل .شود مي

با توجه به بومي  ،در شرايط آزمايشگاهي ريشه گياه انار متانليهدف اين مطالعه ارزيابي اثرات ضدپروتواسكولكسي عصاره 
   .هاي كيست هيداتيد بود بر روي پروتواسكولكس ،آناثرات ضد ميكروبي متنوع  واين گياه بودن 

اكينوكوكـوس  هاي  كه محتوي پروتواسكولكسگوسفندان آلوده يد، از كبد هيداتمايع موجود درون كيست  :ها مواد و روش
بـه   4و  3، 2 ،1هـاي   گـروه ر دهـا   عداد پروتواسكولكستو  گردد مي با استفاده از سرنگ تخليه و تغليظ، بوده گرانولوزوس

 عنـوان  بـه ( درصـد 9/0ن نرمـال سـالي   و عصاره متانولي ريشه انار درصد001/0و 01/0و  1/0هاي  عبارتند از غلظتترتيب 
نتـايج در  ) 20نسـخه  ( SPSSبه كمك نـرم افـزار    ،پس از جمع آوري اطلاعات و تجزيه تحليل آنها .شود تعيين مي )شاهد

   .شود مي ها و نمودار آماري ارائه قالب جدول
ات ضـد  اثـر % 1/0هـاي   تسـت شـده، غلظـت   هـاي   ن عصـاره در ميـا . ده مـورد بررسـي قـرار گرفـت    كبد آلو 50 :يافته ها

  .ساعت داشتند 6پروتواسكولكسي قوي در 
 .يك عامل ضد پروتواسكولكسي در درمان كيست هيداتيد بكار رود عنوان بهتواند  ريشه انار مي: رييگ جهينتبحث و 

  
  ، انار، پروتواسكولكس كشي اكينوكوكوس گرانولوزوس :كليدي كلمات

  
  
  

 مقدمه
قابـل   يهـا  يمـار يب نيخطرناكتر از يكي ديداتيست هيك يماريب
بـه   يبه واسطه انگل باشد كه يوان ميانسان و ح نيمشترك بو  انتقال

 جـاد يا (Echinococcus granulosus) نوكوكوس گرانولوزوسياكنام 
 4تـا   3اكينوكوكوس كوچكترين كرم پهن نـواري و داراي   5.شود مي

اي تعـداد زيـادي تخـم    باشـد كـه بنـدهاي آخـر دار     مي ا حلقهبند ي
ميزبـان اصـلي و   ( كـرم كامـل   صورت بهنگل در روده سگ ا .هستند
 صـورت  بـه ، غيـر از روده هايي  ارگان درحيوانات ديگر و در ) نهايي

 ميزبـان واسـط اصـلي   علفخـواران   .گـردد  مي كيست هيداتيد نمايان

به عنـوان ميزبـان   (هستند و انسان، بطور اتفاقي به مرحله لاروي آن 
نوكوكـوس در  ياكهـاي   واقع تخـم در  .شود مبتلا مي) واسط غيرفعال

 ـاز طره رها شده و يزبان اوليمدفوع م علوفـه و  ، جاتيسـبز ، ق آبي
له باعـث  ين وس ـيده شـده و بـد  رخـو واسط  زبانيامثال آنها توسط م
 ـر جانـداران ن يان سايانتشارعفونت در م بيمـاري   12و5،9 .دگـرد  مـي  زي

وصـا  نواحي گرمسيري و نيمه گرمسـيري دنيـا، خص   در تمامي تقريباَ
 ـ   ه وفـور  نواحي كه ارتباط نزديكي بين انسان و سـگ وجـود دارد، ب

 نشاندر مورد فراواني بيماري در ايران، اخير مطالعات . شود ديده مي
 -دهد كه بيشترين ميزان شيوع اين بيماري از مناطق كوهپايـه اي  مي

چكيده
، زهـره2*بهناز ساجدي،1محمد زيبايي

 3جعفري

 

ــل  1 ــروه انگ ــارچ  گ ــي و ق ــي،  شناس شناس
دانشكده پزشكي، دانشـگاه علـوم پزشـكي    

  البرز، كرج، ايران
وه ميكروبيولوژي، دانشگاه آزاد اسلامي گر 2

  واحد علوم و تحقيقات، اراك، ايران
، دانشكده علوم پايـه گروه ميكروبيولوژي،  3

مجتمـع قـائم مقـام    (دانشگاه آزاد اسلامي 
  اراك، ايران، )فراهاني قنات
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براساس مطالعات انجام شده بـرروي   ،است كوهستاني گزارش شده
 12/1نفـر  هـزار   100شود از هر  ، برآورد ميها رستانبيمابيماران در 

ي هـا  استاندر  ها سگميزان آلودگي  8و7.نفر مبتلا به هيداتيدوز باشند
و در  %63تـا   45بـين   اصفهان، مازندران، آذربايجان غربـي و ايـلام  

در سيستان و بلوچسـتان  ( بوده است %20ساير نواحي بطور متوسط 
 يدرمـان جراح ـ شـامل   ني متـداول هاي درمـا  روش 9و4)%3/3حدود 

هـاي   روشاز  .اسـت  يـي درمـان دارو و  )ست يع كيون مايراسيآسپ(
 ـپس از تخل H2O2چون استعمال  يتوان به موارد ي ميدارو درمان ه ي

آلبنـدازول   و چـون مبنـدازول   يخوراك يز داروهايا تجويست و يك
اخير،شـواهدي مبنـي   هاي  در سال 1.كرد اشاره يپس از اتمام جراح

وجود مواد طبيعي ضد اسكولكس در برخـي گياهـان بـه دسـت     ر ب
دارنـد و   اين گياهان اثرات ضد ميكروبي با طيف وسـيع  آمده است،

مورد استفاده قـرار   صناعي داروييممكن است بتوانند به جاي مواد 
باشـد   مي ايران .Punica granatum L انار گياه خاستگاه 12و2،3.بگيرند

از پيش بـا ايـن گيـاه آشـنايي داشـته انـد،        الهزار س 3ايرانيان از و 
. بار در قرآن بكار رفته اسـت  3 و بهشتي شمرده شده استهاي  ميوه

متعلق به كوچكترين تيره گيـاهي يعنـي   و است  يانار درخت كوچك
ــانان ــه ، )Punicaceae(  انارس ــي   P. granatumگون ــام علم ــا ن و ب

Punica granatum ددي از جملـه  انار داراي خـواص متع ـ  .باشد مي
مختلـف درخـت انـار    هـاي   قسـمت  11و2،3.باشد مي اثرات ضد انگلي

 ـبنـام پلـه ت   يديلكالوئآ يشه و ساقه انار دارايپوست ر مخصوصاً ه ي
رين  به صـورت مـايعي بـا واكـنش     ه پله تي. است Pelletierinن ير

را بـه   و سـاقه  شهيپوست ر خاصيت انگل كشي ، قليايي قوي است
آلكالوئيـدهاي موجـود در پوسـت ريشـه      .دهند اين ماده نسبت مي

جـذب از راه   گياه، به حالت تركيب با تانن است در نتيجـه قابليـت  
شـود، در نتيجـه    مـي  مخاط ندارد و يا به مقـدار بسـيار كـم جـذب    

هاي  با در نظر گرفتن مزيتلذا  11.كند مي اثرها  منحصرا بر روي كرم
 ـ   ذكر شده در بالا ايـن مطالعـه بـا    وني، و اثرات جـانبي داروهـاي كن

تـر،   تـر و ارزان  خطـر  تر، بي هدف استفاده از درمان جايگزين مناسب
   .انجام شد

  
  ها مواد و روش

مواد و ابـزار بـه   . باشد مي اي اين تحقيق از نوع مطالعات مداخله

پارچـه   ، آب مقطر،%1/0، رنگ ائوزين % 9/0 نرمال سالين :كار رفته
، ، سـت تشـريح  ميكرومتـر  1/0قطـر   باهايي  فيلتر با سوراخ، تنظيف

، ويـال پلاسـتيكي،   ظروف شيشه اي مانند ارلن، شيشه ساعت، پيپت
  ،ليتـر  ميلـي  200سـمپلرهاي  ، لام نئوبـار و لامـل  ، پليت كشت سلول

سـرنگ  ، و سر سـمپلرهاي مربوطـه   ليتر ميلي 10و  25، ليتر ميلي 50
دسـتگاه   برقـي، تـرازو،   آسـياب استريل و دستكش يكبـار مصـرف،   

، تجهيزاتـي ماننـد ميكروسـكوپ، انكوبـاتور،     پـور  فيلتراسيون ميلـي 
  .يخچال و شيكر

كبـد آلـوده بـه     50 :و نحوه نمونه بـرداري ها  حجم و نوع نمونه
 لرسـتان  در سـطح اسـتان  هـا   از كشتارگاه گوسفنديكيست هيداتيد 

آزمايشـگاه انگـل شناسـي دانشـگاه علـوم پزشـكي       آوري و به  جمع
  .لرستان منتقل شد

  
  ها پروتواسكولكس آوري جمع

مــايع كيســت هيداتيــد حــاوي  ،بــا اســتفاده از ســرنگ اســتريل
با  (PBS)خارج و سه مرتبه با محلول فسفات بافر  ،پروتواسكولكس

pH: 7.2 درصـد كلريـد    9/0با استفاده از محلـول  . شستشو داده شد
سديم رقت محلول حاوي پروتواسكولكس را طوري تنظـيم نمـوده   

پروتواسـكولكس بـا    5×  103 ،هر ميلي ليتـر از محلـول   يكه به ازا
به كمك مشاهده ( درصد زنده بودن داشته باشند 90توانايي بيش از 

    .)لام هموسيتومترو  زير ميكروسكوپ
  
 (Viability)رزيابي زنده بودن ا

 10به % 1/0ميكروليتر از محلول رنگي ائوزين 10پس از افزودن 
د حـاوي پروتواسـكولكس، پـس از    ميلي ليتر مـايع كيسـت هيداتي ـ  

هـا   دقيقه بطور ميكروسكوپي زنده بودن پروتواسكولكس 15گذشت 
كـه رنـگ ائـوزين را بـه     هايي  پروتواسكولكس. نمائيم مي را ارزيابي

شــوند بــه عنــوان مــرده و  مــي خــود جــذب نمــوده و رنگــي ديــده
   .شوند مي زنده گزارش صورت بهرنگ  بي يها پروتواسكولكس

منطقـه  هـاي   از انارسـتان  1391 بهمن ماهدر  ياه انارگهاي  ريشه
در شرايط آزاد  و جمع آوريرومشكان شهرستان كوهدشت لرستان 

و براي انجـام عمليـات    و در سايه بطور كامل خشك شده) هوازي(
  .عصاره گيري و آزمايشگاهي آماده گرديد
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   100، گيـاه  ريشـه پـودر خشـك   گـرم از   10بـه  : عصاره گيري
حجمـي   -درصد وزني 10افزوده و يك غلظت % 80 متانلليتر  ميلي

(w/v) سـاعت در   72 روي بن مـاري شـيكر دار   نماييم و مي درست
با استفاده از پارچه تنظيف آنرا  سپس .نماييم مي دماي اتاق نگهداري

تر را جدا نموده و بـا اسـتفاده از دسـتگاه     صاف نموده، ذرات بزرگ
 2/0بـا قطـر   هـايي   تـر بـا سـوراخ   فيلتراسيون ميلـي پـور آنـرا از فيل   

محصول حاصل در شرايط درجـه حـرارت   . دهيم مي ميكرومتر عبور
   10و6.گردد نگهداري مي C 40و در دماياتاق فرآوري 

     
  اجراي آزمايشروش 

هــاي تيمــاري زيــر تعيــين  درگــروههــا  تعــداد پروتواســكولكس
 و01/0و 1/0هـاي   عبارتنـد از غلظـت   3و 1،2هـاي   گـروه  :دشـو  مي

نرمـال سـالين     4 گروهو  انارگياه ريشه  متانليعصاره  درصد001/0
كشـت  هـاي پليـت    بـه چاهـك  ها  عصاره.شاهد عنوان به درصد 9/0

هاي  شوند و پس از زمان مي اضافهها  محتوي پروتواسكولكسسلول 
 ســـاعت، زيـــر ميكروســـكوپ بررســـي 6و  4، 2، 1دقيقـــه،  30

ــي ــوند م ــوري  .ش ــكوپ ن ــر ميكروس ــاهده در زي ــمارش و  مش ش
بدين ترتيب كه  .گيرد مي هاي زنده و مرده صورت پروتواسكولكس

ــكولكس ــاي  پروتواس ــرده و   ه ــوان م ــه عن ــز ب ــه و قرم ــگ گرفت رن
  .شوند مي رنگ نگرفته، به عنوان زنده گزارشهاي  پروتواسكولكس

آوري اطلاعات و وارد كردن در نـرم افـزار آمـاري     س از جمعپ
SPSS ) آماري مناسب گـزارش   هاي شكلب نتايج در قال ،)20نسخه
هـاي مختلـف آمـاري     آزمون، نياز به ارتباط سنجي با توجه به شد و
 >05/0P دارياانجام و در سـطح معن ـ  Chi squareو ANOVAنظير 

  .ارزيابي گرديد
  
  ها يافته

كيسـت هيداتيـد پـس از    هـاي   ميزان كشندگي پروتواسكولكس
هـاي   مـدت زمـان   در ريشه انارمختلف عصاره هاي  تماس با غلظت
اين نتايج به تفصيل بيان شده  ولار جدگيري شد كه د متفاوت اندازه

  .است

  
  هاي مختلف پس از تزريق مختلف عصاره در زمانهاي  هاي كشته شده در غلظت مقايسه ميانگين تعداد پروتواسكولكس: 1جدول 

P-Value  آمارهF  كشته شدههايتعداد پروتو اسكولكس  
 معيارانحراف±ميانگين

زمان بعد از  غلظت عصاره
 مواجهه

009/0* 

 

94/5 4/22±2/29 
8/7±1/13 

7/2±6 

1/0 

01/0 

001/0 

  دقيقه 30

005/0* 

 

78/6 1/22±5/34 

9/8±4/19  
7/1±4/9 

1/0 

01/0 

001/0 

 ساعت 1

001/0* 

 

33/9 5/28±5/49 

6/9±6/25  
2/1±4/12 

1/0 

01/0 

001/0 

  ساعت 2

0001/0* 

 

89/14 2/26±2/63 

9/12±7/37  
5/3±17 

1/0 

01/0 

001/0 

  ساعت 4

0001/0*  6/24  4/20±2/82 

2/19±3/53  
4/8±9/22 

1/0 

01/0 

001/0 

  ساعت 6

  ).در نظر گرفته شده است 005/0سطح معناداري كمتر از : *
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  هاي مختلف مختلف و نرمال سالين در زمانهاي  كلي كشندگي عصاره تأثير :1نمودار 
  
  

درصـد   1/0متوسط ميزان كشندگي غلظـت   1با توجه به جدول
. باشـد  مـي  2/82ها و بـه تعـداد    بالاتر از بقيه غلظتها  در همه زمان

ســاعت پــس از  6در % 01/0متوســط ميــزان كشــندگي در غلظــت 
 باشد كه بيشترين كشـندگي در ايـن غلظـت    مي 3/53مواجهه تعداد 

از  نيز بيشترين ميزان كشندگي پس% 001/0در مورد غلظت .باشد مي
  .ديده شد% 9/22ساعت و به تعداد  6گذشت 

عصـاره  % 1/0دهند كه در غلظـت   مي نتايج به دست آمده نشان
از بـين  هـا   مطالعه بيشترين تعداد پروتواسكولكسهاي  در همه زمان

با افـزايش   علاوه بر اين مطالعه نشان داد كه ميزان كشندگي. اند رفته
 غلظـت عصـاره، كـاهش   مدت زمان تماس، افزايش و نيز با كاهش 

  .يابد مي
، در ميـانگين تعـداد   )Anova: نوع آزمون آماري( 1طبق جدول 
مختلـف عصـاره   هاي  هاي كشته شده در اثر غلظت پروتواسكولكس

هاي تعيين شده بعد از مواجهـه، تفـاوت آمـاري معنـاداري      در زمان
هاي كشـته شـده    ديده شد به اين صورت كه تعداد پروتواسكولكس

 001/0و  01/0معناداري بيشتر از غلظتهاي  صورت به 1/0در غلظت 
 Anovaهاي بعد از مواجهه بود و بر اسـاس آزمـون    در تمامي زمان

  . اين اختلاف به لحاظ آماري معنادار بود
  

  گيري بحث و نتيجه
هـاي   كشـندگي غلظـت   تـأثير  يهدف از ايـن پـژوهش، بررس ـ  
بــر  (.Punica granatum L) انــار مختلفــي از عصــاره ريشــه گيــاه

در شــرايط آزمايشــگاهي  كيداتيــســت هيكهــاي  پروتواســكولكس
(Invitro) بوده است.  

كبد گوسفندي آلوده به كيست هيداتيـد مـورد    50در مطالعه ما، 
به نتايجي بـه شـرح زيـر    ها  ارزيابي قرار گرفتند كه در بررسي يافته

  :دست يافتيم
هـاي   تاثرات ضد پروتو اسكولكسي عصاره ريشه انار در غلظ ـ

بيشترين ميـزان   .باشد مي مختلف، متفاوتهاي  مختلف و مدت زمان
باشد كه  مي در تمامي زمانها% 1/0اثر اسكلوسيدال مربوط به غلظت 

مداخلـــه وابســـته اســـت و بيشـــترين تعـــداد  هـــاي  بـــه زمـــان
تواند تمـام   مي عصاره ريشه انار .برد مي را از بينها  پروتواسكولكس
بين ببـرد و ايـن فعاليـت اسكولوسـيدال در      را ازها  پروتواسكولكس
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بـا  (افتـد   مـي  ساعت پس از مواجهـه اتفـاق   6در زمان % 1/0غلظت 
و % 01/0بـا ايـن وجـود غلظتهـاي    ). كشته شده 2/82ميانگين تعداد 

ات اسكولوسيدال كـافي  تأثيرعصاره در همان مدت منجر به  001/0
عصـاره   %001/0نگرديده است و كمترين ميزان كشندگي به غلظت 

پروتواسـكولكس كشـته شـده،     6ام با ميـانگين تعـداد    30در دقيقه 
  .شد مي مربوط

ــه   ــري ك ــات ديگ ــأثيردر مطالع ــاره ت ــاي  عص ــاهي روي ه گي
هاي كيست هيداتيد آزمون شده اسـت، در مقايسـه    پروتواسكولكس

آبـي گيـاه   هـاي   عصـاره % 1/0غلظـت   12همكارانبا تحقيق زيبايي و 
برگ زيتون همانند تحقيق ما، بيشترين اثر  مرزه خوزستاني و اسانس

ضد پروتواسكولكسي را به خود اختصاص داده بودند ولي در مورد 
% 01/0و % 1/0هــاي  غلظــت ،دقيقـه  120اسـانس بــرگ زيتــون، در  

داشتند كه بـه ترتيـب ميـانگين     اثرات كشنده پروتواسكولكسي قوي
و كمترين  5/99و 100/ 0هاي كشته شده عبارتند از پروتواسكولكس

دقيقه پس از مواجهـه و   30و در  001/0ميزان كشندگي، در غلظت 
 هـاي  مرزه خوزستاني، در زماندر مورد . رخ داده بود 3/48به ميزان 

ــه غلظـــت  120و  60، 30 ــنده  % 1/0دقيقـ ــرات كشـ ــاره، اثـ عصـ
پروتواسكولكسي خيلي قوي داشت كـه در هـر سـه زمـان پـس از      

در مـورد  ). 0/100(شـته شـدند   هـا ك  مواجهه تمام پروتواسـكولكس 
عصـاره، بيشـترين    01/0در اثر غلظـت  ها  بيشترين تعداد كشته شده

دقيقه  120در  6/71دقيقه و  60در  5/85دقيقه و  30در  9/88مقدار 
در  4/79عصـاره،   001/0غلظـت   تأثيرپس از مواجهه و در رابطه با 

از مواجهه دقيقه پس  120در  8/69دقيقه و  60در  2/79دقيقه و  30
مربـوط بـه غلظـت     تـأثير همچنين كمتـرين ميـزان   . مشاهده گرديد

در . دقيقه پس از مواجهه بـوده اسـت   30و  1/69و به ميزان  001/0
تر بوده  هر دو تحقيق ذكر شده در مقايسه با تحقيق ما زمان اثر كوتاه

ــس از  . اســت ــط پ ــا فق ــق م ــام   6در تحقي ــه تم ــاعت از مواجه س
نشـان  ها  بررسي .2/82شدند با ميانگين  مي هها كشت پروتواسكولكس

تـر كـاهش و بـا     پـايين هـاي   دادند كه سرعت مرگ و مير، با غلظت
مرور ايـن سـه مطالعـه نشـان داد كـه      . پيشرفت زمان، افزايش يافت

هاي  اثرات كشنده اسكولكسي مرزه خوزستاني عليه پروتواسكولكس
يتـون اسـت و   تر از عصاره برگ زمؤثراكينوكوكوس كيست هيداتيد 

   .برگ زيتون نيز بيش از انار است تأثير
هـا را بـه    شايد بتوان تاثيرات كمتر انار بر روي پروتواسكولكس

طبـق اطلاعـات   . ه ي آن دخيـل دانسـت  مؤثرانار و درصد مواد  نوع
ــران بــيش از  ــار موجــود اســت و ايــن   700موجــود، در اي ــوع ان ن

تفاوت در خواص  هاي ژنتيكي به احتمال بسيار قوي موجب تفاوت
طبـق مطالعـه مازنـدراني و همكـاران، در     . اين ميوه نيز خواهد شـد 

ــا    رويشــگاه ــي ي ــواحي كوهســتاني و جنگل ــل ن هــاي مختلــف مث
شني درياي خزر در يـك منطقـه آب و هـوايي ماننـد     هاي  زيستگاه

هـاي   استان گلستان، ميـزان مـواد فعـال ثـانوي و دارويـي در انـدام      
  .است مختلف گياه انار متفاوت

ات تـأثير بر اين اساس ميتـوان هـر كـدام از ايـن عوامـل را در      
  .شده در اين تحقيق دخيل دانست همشاهد
هـاي مختلـف    هاي متفاوت انار كـه در جايگـاه   توان از رقم مي

اند براي مطالعات بيشتر استفاده نمود و درستي يا نادرستي  رشد يافته
  .نظرات گفته شده را آزمون كرد
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