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زمینه و هدف آکانتامبا یکی از آمیب‌های آزادزی است که در طبیعت بسیار زیاد وجود دارد. این انگل به عنوان یک آمیب آزادزی دارای 
کشندگی بسیار بالا، به‌ خصوص در افراد دچار بیماری‌های زمینه‌ای است؛ بنابراین محققان همواره به ‌دنبال راهی برای مبارزه با آن هستند. 
گیاهان دارویی روش مناسبی برای مبارزه با آکانتامباست. ما در این تحقیق بر آن شدیم تأثیر کشندگی عصاره لعل کوهستان و اسپند 

کوهستان را روی آکانتامبا بررسی کنیم. 

مواد و روش ها در این مطالعه با استفاده از عصاره گیاهان لعل کوهستان و اسپند کوهستان که با غلظت‌های 1/25، 2/5، 5، 10 و 20 
میلی‌گرم بر میلی‌لیتر تهیه شده بود، اثر کشندگی عصاره این گیاهان روی آمیب آکانتامبا بعد از 3 زمان )24، 48 و 72( ساعت بررسی شد.

ملاحظات اخلاقی کمیته اخلاق دانشگاه علوم‌پزشکی جهرم این مطالعه را با شماره )IR.JUMS.REC.1398.029( تأیید کرد. 
بر  عصاره‌ها  تأثیر  از  ساعت   )72 و   48  ،24( زمان   3 در  مختلف  غلظت‌های  از  استفاده  با  داد  نشان  حاضر  تحقیق  یافته ها 
تروفوزوئیت‌ها و کیست‌های آکانتامبا، بیشترین کشندگی مر‌بوط به غلظت 20 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر و زمان 72 ساعت با استفاده 
از ترکیب هر 2 عصاره است و کمترین کشندگی مربوط به غلظت 1/25 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر و زمان 24 ساعت با استفاده از 

عصاره لعل کوهستان بود. 

نتیجه گیری مشاهدات حاکی از تأثیر بسیار خوب عصاره الکلی گیاهان لعل کوهستان و اسپند کوهستان به ‌صورت مجزا و به ‌صورت 
ترکیبی از هر 2 عصاره است.  این 2 عصاره اثر هم‌افزایی برای تأثیر کشندگی روی آمیب آکانتامبا داشت.
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مقدمه

آمیب‌های آزادزی تک‌یاخته‌هایی هستند که در طبیعت بسیار 
زیاد وجود دارند. رده‌ها و راسته‌های زیادی از آمیب‌هـا بـا زنـدگی 
آزاد وجود دارد كه جنس‌ها و گونه‌های فراوانی دارند. محل زندگی 
این آمیب‌ها در آب‌هـای شـیرین، آب‌های شور، خاک و گیاهان 
در حال فساد است ]1[. وفـور و پراكنـدگی آمیب‌هـای آزادزی در 
طبیعـت اهمیت زیادی دارد، زیرا بعـضی از گونه‌های این آمیب‌ها 
بیمـاری‌هـای وخـیم و گـاه بـسیار كـشنده در انسان و حیوانات 
ایجاد میك‌نند. بین جنس‌های متنوع آمیب‌های آزادزی که در 
طبیعت وجود دارند، اعضای 4 جنس )نگلریا، آکانتامبا، بالاموثیا 
و ساپینیا( با بیماری‌های انسانی در ارتباط هستند. این جنس‌ها 
عامل ایجادکننده بیماری‌هایی نظیر انسفالیت و کراتیت هستند 
]2، 3[. کشندگی بالای این بیماری سبب شده که محققان همواره 
به ‌دنبال راهی برای مبارزه با آمیب‌های آزادزی باشند. از گذشته 
تا به امروز از گیاهان و ترکیبات مختلف گیاهی به ‌عنوان یکی از 
روش‌های مبارزه با انواع تک‌یاخته‌ها استفاده می‌شده است ]4[. 

گیاهان متنوعی برای مبارزه با آمیب‌های آزادزی مورد تحقیق قرار 
گرفته که هر‌کدام با توجه ‌به نوع گیاه، طیف متفاوتی از تأثیر کشندگی 
تأثیرات  که  گیاهانی  از   .]7-5[ است  داشته  تک‌یاخته‌ها  این  بر 
تک‌یاخته‌کشی و میکروب‌کشی آن هم به اثبات رسیده، گیاهان لعل 
کوهستان و اسپند کوهستان هستند. گیاه لعل کوهستان گیاهی 
بوته‌‌ای است که ‌معمولًا در مناطق جنوبی ایران یافت می‌شود ]8، 
9[. این گیاه از ترکیباتی شامل تیمول، کارواکرول، پاراسیمن و گاما-
ترپینن بود. اسپند گیاهی علفی، پایا و بوته‌ای است که ارتفاع آن تا 
50 سانتی‌متر می‌رسد. گیاه اسپند در بیشتر نقاط یافت می‌شود ]8[. 

دانه‌های خشک اسپند حاوی پروتئین، روغن و آلکالوئیدهایی مانند 
هارمالین، هارمین، هارمان، هارمالول، پگانین، ایزوپگانین، دیپگانین، 
وازیسینن و داوکسی وازینون است. تحقیقات مختلف نشان داد اسپند 
اثرات مختلفی، ازجمله سقط‌کننده، آمیب‌کش، تقویت‌کننده قوای 
جنسی، ادرارآور، تهوع‌آور و کرم‌کش دارد ]10، 11[. کشندگی بالای 
این انگل سبب شده که محققان سراسر دنیا به ‌دنبال روش مناسبی 
برای کشتن و مبارزه با این انگل باشند. اخیراً تحقیق روی گیاهانی 
مانند لعل کوهستان و اسپند کوهستان که اثر میکروب‌کشی آن‌ها 
اثبات شده، افزایش یافته است؛ بنابراین بر آن شدیم با طراحی مطالعه 
اثرات ضدآکانتامبای عصاره الکلی گیاه اسپند کوهستان را بررسی کنیم. 

مواد و روش‌ها

آماده کردن عصاره‌ها

ابتدا گیاهان لعل و اسپند کوهستان از مناطق جنوبی کشور 
جمع‌آوری و در شرایط مناسب و دور از آفتاب خشک شد. سپس 
با استفاده از آسیاب برقـی، گـل‌هـای گیاهان را به‌ صورت پودر 

در‌آمد و برای تهیـه عصـاره از روش پرکولاسیون استفاده شد. در 
این روش، 50 گرم از پودر گیاهان حاصل درون ظرف دستگاه 
پرکولاسیون ریخته می‌شد. سپس به پـودر موجود هیدروالکل 70 
درصد اضافه و به ‌مدت 72 سـاعت در دمای آزمایشگاه نگهداری 
می‌شد. بعد از گذشت 72 ساعت، شـیر دستگاه پرکولاتور را باز 
کـرده و قطـره ‌قطـره عصـاره‌های مورد نظر جمـع‌آوری شد. 
آن‌گاه عصاره‌های بـه‌دسـت‌آمده را با دستگاه روتاری یا بن‌مـاری 
در حـرارت 40 تا 50 درجه سلسیوس تغلیظ کرده، در ادامه برای 
آنکه عصـاره‌ها کاملًا خشک شود، به‌ مدت 24 ساعت در دسـتگاه 
دسـیکاتور قرار داده می‌شد. در مرحله بعد، مقادیر مورد نظر از 
هرکدام از عصاره‌های خشـک‌شده در آب مقطر حل می‌شد تا 

غلظت‌های مختلف بـه‌ دسـت آیـد ]12[.

آماده کردن تروفوزوئیت‌ها و کیست‌ها

غیرمغذی  آگار  پلیت‌های  روی  آکانتامبا  آزادزی  آمیب‌های‌ 
در 26 درجه سانتی‌گراد همراه با اشرشیا کلی کشت داده شد. 
بعد از تقریباً 3 هفته آمیب‌ها با محلول نرمال سالین استریل 2 
بار شست‌وشو داده شد. سپس با کمک سانتریفیوژ به ‌مدت 5 
دقیقه با دور 1500، 2 بار سانتریفیوژ انجام شد. با استفاده از رنگ 
تریپان‌بلو و لام‌نئوبار تروفوزوئیت‌ها و کیست‌ها شمارش شد و با 

غلظت نهایی 104×15 کیست در میلی‌لیتر آزمایش انجام شد.

تعیین فعالیت ضدآمیبی

به ‌منظور ارزیابی فعالیت ضدآمیبی عصاره الکلی اسپند بر انگل 
آکانتامبا ‌در شرایط کاملًا استریل و زیر هود با استفاده از سمپلر، 
100 میکرولیتر از سوسپانسیون انگل، درون میکرو‌تیوپ‌های 1/5 
میلی‌لیتری ریخته شد. سپس ابتدا 100 میکرولیتر از هر عصاره 
به ‌صورت مجزا و سپس به ‌صورت ترکیبی از هر 2 گیاه تهیه شده 
و در غلظت‌های مختلف عصاره‌ها که به ‌صورت 1/25، 2/5، 5، 
10 و 20 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر تهیه شده بود و به ‌صورت مجزا 
به میکروتیوپ‌های حاوی تک‌یاخته اضافه می‌شد ]13[. درنهایت، 
در انکوباتور 30 درجه سانتی‌گراد قرارداد می‌شد. تأثیر عصاره‌ها 
در رقت‌های مختلف در 3 زمان 24، 48 و 72 ساعت با استفاده 
از لام‌نئوبار بررسی شد و با استفاده از فرمول چگنی و همکاران 
درصد حیات تک‌یاخته‌ها مشخص می‌شد ]12[. در این مطالعه 

از آب مقطر به‌ عنوان گروه کنترل در تمام مراحل استفاده شد. 

=درصد حیات
تعداد انگل زنده

تعداد انگل مرده+تعداد انگل زنده
× 100

 SPSS داده‌های عمجآوریدشه با استفاده از نسخه 21 نرم‌افزار
و آزومن‌های آامری توصیفی )تعیین درصد( و کای‌دو، اب طسح 

اانیمطن‌ P<0/05 جنسیده شد.
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یافته‌ها

برای بررسی اثربخشی عصاره الکلی گیاهان لعل و اسپند کوهستان 
بر تروفوزوئیت‌ها و کیست‌های آکانتامبا، غلظت‌های 1/25، 2/5، 10 
و 20 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر از عصاره‌ها تهیه شد و بعد از 24، 48 و 
72 ساعت از تأثیر عصاره‌ها بر تروفوزوئیت‌ها و کیست‌های آکانتامبا 
و با استفاده از رنگ تریپان بلو، تعداد تروفوزوئیت‌ها )جدول شماره 

1( و کیست‌های زنده )جدول شماره 2( شمارش شد. 

کشندگی  تأثیر  بیانگر  نتایج  شد  که ‌مشاهده  همان‌طور 
عصاره‌های لعل و اسپند کوهستان بر تروفوزوئیت‌ها و کیست‌های 

آکانتامبا دارد و اثر کشندگی عصاره‌ها با غلظت و مدت‌زمان تأثیر 
رابطه مستقیم دارد، به نحوی که هرچه غلطت و زمان افزایش 
 .)P>0/05( یافت، میزان آمیب‌ها کمتر شد و تفاوت معنادار داشت
همچنین نتایج حاکی از تأثیر بیشتر عصاره لعل کوهستان و اثر 

هم‌افزایی این 2 عصاره بر یکدیگر داشت. 

بحث

کشندگی بالای آمیب‌های آزادزی، به ‌خصوص آکانتامبا سبب 
اهمیت ویژه این آمیب ‌شده و همواره یکی از دغدغه‌های محققان 
این بوده که به ‌دنبال روش یا داروی مناسب برای درمان و جلوگیری 
از کشندگی بیماری‌های ناشی از آکانتامبا باشند ]14[. تحقیقات 

جدول 1. میانگین تعداد کیست‌ها و تروفوزئیت‌های زنده شمارش‌شده در 3 زمان 24، 48 و 72 ساعت در دُزهای متفاوت فقط با استفاده از عصاره لعل کوهستان  

دُز

میانگین±انحراف‌معیار

درصد حیات

72 ساعت48 ساعت24 ساعت

تروفوزئیتکیستتروفوزئیتکیستتروفوزئیتکیست

050000±‌2/505±3/7510/00±‌20/55 4/5±2030/40 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

3±2/510/05±4/5018/10±5/0020/35±4/2530/15±5/0532/35±1045/15 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

8/5±3/530/15±3/7040/10±4/5045/20±3/1548/10±4/3548/15±555/00 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

8/5±3/5540/15±6/2555/20±5/1551/45±4/3561/25± 4/7556/12±2/572/15 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

3/30±4/5066/5±3/570/50±4/2570/2±4/0081/25± 3/2574/5±1/2590/05 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

100100100100100100گروه کنترل

جدول 2.  میانگین تعداد کیست‌ها و تروفوزئیت‌های زنده شمارش‌شده در 3 زمان 24، 48 و 72 ساعت در دُزهای متفاوت فقط با استفاده از عصاره اسپند کوهستان  

دوز

میانگین±انحراف‌معیار

درصد حیات

72 ساعت48 ساعت24 ساعت

تروفوزئیتکیستتروفوزئیتکیستتروفوزئیتکیست

05±0310±0420±2/530±‌2/7525/00±33/55 4/10±2040/10 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

3±2/515/05±4/5025/10±5/0040/35±‌4/2540/15±5/0542/35±1052/10 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

8/5±3/520/15±3/6041/10±4/2056/20 ±3/1545/10±4/1558/15±565/00 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

8/5±3/5545/15±3/2553/20±5/0570/45±4/3555/25±4/2566/12±2/575/15 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

3/30± 4/5071/5±3/575/50±4/0575/2±3/0082/00±3/1584/5±1/2592/05 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

100100100100100100گروه کنترل
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زیادی در سراسر جهان برای یافتن روش مناسبی برای پیشگیری 
از این بیماری انجام شده وگیاهان دارویی همواره روش مناسبی 

برای پیشگیری و درمان بیماری‌ها محسوب می‌شوند ]5، 15[. 

مطالعات اخیر نشان داد ترکیبات طبیعی خواص ضدانگلی بالا 
و سمیّت خیلی کمی دارند. محققان از انواع گیاهان دارویی مانند 
نعناع، پونه، اسپند و گندواش برای درمان بیماری‌های ناشی از 
آمیب آکانتامبا استفاده کرده‌ا‌ند و نتایج حاصل نیز مؤثر گزارش 
شده است ]16، 17[. در بررسی اثر اسانس گیاهان آویشن، نعناع، 
پونه و عصاره هیدروالکلی گل راعی روی کیست انگل آکانتامبا در 
شرایط آزمایشگاهی که توسط شبستری و همکاران انجام شد، 
مقایسه میزان مرگ‌ومیر انگل بین گروه کنترل و تست نشان 
داد مرگ‌ومیر کیست‌های آکانتامبا در گروه تست که در معرض 
فرآورده گیاهی بودند، بیشتر بود. اسانس آویشن و نعناع در غلظت 
یکسان 10 درصد و زمان 24 ساعت، به ‌ترتیب بیشترین )22 
درصد( و کمترین )4 درصد( مرگ‌ومیر را ایجاد کردند. نتایج 
نشان داد میزان مرگ‌ومیر آکانتامبا وابسته به زمان بوده است. این 
مسئله بیانگر مؤثر بودن این گیاهان در کشندگی آمیب آکانتامبا 
است که با نتایج این مطالعه و تأثیر کشندگی عصاره الکلی گیاه 

لعل کوهستان و اسپند هم‌خوانی داشت ]18[.

در مطالعه دیگر، نیری و همکاران به بررسی تأثیر آرتمیزینین 
و عصاره الکلی و آبی گندواش1 روی ژنوتایپ T4 آکانتامبا در 
شرایط برون‌تنی پرداختند. آن‌ها نشان دادند غلظت‌های مختلف 
عصاره آرتمیزیا آنووا فعالیت ضد‌آکانتامبایی دارد و در حضور 10 
میلی‌گرم بر میلی‌لیتر عصاره الکلی در محیط کشت پس از 72 

1. Artemisia Annua

ساعت، 0/30/51تروفوزوئیت‌ها زنده بودند. 

آبی  عصاره  میلی‌لیتر  بر  میلی‌گرم  حضور 10  در  همچنین‌ 
از   0/58/25 ساعت   72 از  پس  کشت،  محیط  در  گندواش 
تروفوزوئیت‌ها زنده بودند که با نتایج این مطالعه و تأثیر کشندگی 
اینکه درصد  با توجه ‌به  الکلی اسپند هم‌خوانی داشت.  عصاره 
تأثیر  که  گفت  می‌توان  بوده،  بیشتر  اسپند  گیاه  با  کشندگی 
کشندگی عصاره الکلی گیاه اسپند از عصاره گنداوش بیشتر بوده 

است ]12[. 

در ادامه این مطالعه، نیری و همکاران به بررسی عصاره آبی 
اسپند  آبی  عصاره  که  کردند  گزارش  پرداختند. آن‌ها  اسپند 
دارای فعالیت ضدآمیبی وابسته به دُز و زمان روی تروفوزوئیت‌ها 
میلی‌لیتر عصاره  حضور 10 میلی‌گرم بر  در  و  کیست‌هاست  و 
از   0/32/47 ساعت،   72 از  کشت پس  محیط  در  اسپند  آبی 
تروفوزوئیت‌ها و 0/15/50 از کیست‌ها زنده بود ]12، 19[ که 
نتایج این مطالعه کاملًا هم‌خوانی داشت. نکته‌ لازم به ذکر  با 
در این مطالعه، فعالیت ضد‌آمیبی عصاره الکلی اسپند وابسته به 
زمان و دُز بود و با افزایش دُز و زمان، اثر عصاره بیشتر می‌شد. با 
وجود نتایج به‌دست‌آمده می‌توان گفت که عصاره الکلی گیاه لعل 
کوهستان اثر آمیب‌کشی بیشتر از عصاره گیاه اسپند کوهستان 

دارد. همچنین این 2 گیاه اثر هم‌افزایی بر یکدیگر داشتند.

نتیجه‌گیری

با توجه ‌به نتایج به‌دست‌آمده می‌توان گفت گیاه لعل کوهستان 
و گیاه اسپند تأثیر کشندگی خوبی بر آمیب آکانتامبا دارند و اگر 

با هم استفاده شوند، اثر کشندگی یکدیگر را افزایش می‌دهند.

جدول 3. میانگین تعداد کیست‌ها و تروفوزئیت‌های زنده شمارش‌شده در 3 زمان 24، 48 و 72 ساعت در دُزهای متفاوت با استفاده از ترکیب عصاره هر 2 گیاه 
لعل و اسپند کوهستان  

دُز

میانگین±انحراف‌معیار

درصد حیات

72 ساعت48 ساعت24 ساعت

تروفوزئیتکیستتروفوزئیتکیستتروفوزئیتکیست

2/5000000±2/7505/00±4/1010/55±2015/10 ‌میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

3±2/505/05±4/5020/10±5/0020/35±4/2535/15±5/0540/35±1040/10 ‌میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

8/5±3/515/15±3/6030/10±4/2035/20±3/1540/10±4/1550/15±‌555/00 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

8/5±3/5540/15±3/2550/20±5/0554/45±4/3565/25±4/2565/12±‌2/570/15 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

3/10±4/1065/5±3/0570/50±4/1070/2±3/5080/00±3/1080/5±‌85/05 ‌1/25 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر

100100100100100100گروه کنترل
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