
 بررسي تأثير ديسك هاي دارويي پارامومايسين و جنتامايسين سولفات بر 

 رشد پروماستيگوت هاي انگل ليشمانيا
 

 ٢، مـهيار مستقـيم٣، دكتر محـمد شاطالبي٢، دكتـر علي اصيليان٢، سپيده طلـوعي١دكتر سيد حسـين حجازي
 ٤دكتر گيتي صادقيان

 
 

        چكيده
 هيپرآندميك بودن بيماري ليشمانيوز در بعضي مناطق كشور و مشكلات درماني سالك نظر به شيوع و  :سابقه و هدف  

و وجود بعضي گزارشات از موفقيت پارامومايسين در درمان بيماري و به منظور تعيين تأثير كشندگي شكل فيزيكي                    
 . ني انجام گرفتجديدي از اين دارو بر روي پروماستيگوت هاي ليشمانيا ماژور، اين تحقيق در شرايط برون ت

 درصد  ١٥فيلم هاي دارويي حاوي      . انجام گرفت  EXPRIMENTAL تحقيق به روش    : مواد و روش ها   
هيدروكسي ـ پروپيل    (HPMC  درصد جنتامايسين سولفات در پايه اي از اتيل سلولز و         ٥/٠پارامومايسين سولفات و    

به منظور بررسي چگونگي آزاد     . جلدي تهيه گرديد  با هدف ابداع يك راه درماني براي ليشمانيوز          ) ـ متيل ـ سلولز   
 N.N.N بر روي محيط   Leishmania انگل Cloning شدن دارو و تأثير آن بر انگل هاي محيط كشت از روش             

اصلاح شده بدون فاز مايع رويي استفاده گرديد تا بتوان به دقت هاله عدم رشد انگل را در اطراف نواحي مربوط به                       
محيط هاي مورد بررسي شامل، محيط هاي حاوي ديسك دارويي، محيط هاي          .  بررسي قرار داد   آزاد شدن دارو مورد   

بدون ديسك دارويي و محيط هاي داراي ديسك پلاسبو بود و ميزان كشندگي آن با آماره كاي دو مورد قضاوت                       
 . آماري قرار گرفت

به صورتي كه در شعاع     .  هاي انگل مشاهده گرديد   در پليت هاي فيلم هاي دارويي هاله اي از عدم رشد كولوني         : يافته ها
 سانتي متري اطراف فيلم دارويي هيچ ناحيه رشد انگل وجود نداشت و يا پروماستيگوت هاي انگل به صورت مرده و                   ٣

حال آنكه در تمام سطوح محيط كشت هاي حاوي پلاسبو و محيط فاقد فيلم كولوني هاي               . دژنره شده مشاهده گرديد   
 درصد و در    ٩٨درصد انگل هاي مرده به زنده در پليت هاي پلاسبو و فاقد دارو             . ر انگل مشاهده گرديد   در حال تكثي  

  ).>٠٠٠/٠P(  درصد بود٥گروه دارويي 

ديسك هاي دارويي پارامومايسين و جنتامايسين سولفات، پتانسيل مناسبي براي رهاسازي            : نتيجه گيري و توصيه ها  
انگل هستند، لذا مي توان انتظار داشت كه اين آزاد شدن تدريجي بر روي زخم هاي                تدريجي دارند و موثر بر رشد        

 . انساني نيز برقرار باشد و  انجام آن را توصيه مي نمايد

 Cloning, In Vitro, Leishmania, Paromomycin  :واژگان كليدي

 
 
 
  گروه انگل شناسي،  دانشگاه علوم پزشكي اصفهان -١

 زشكي اصفهان ، دانشكده پزشكي  دانشگاه علوم پ-٢

  دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، دانشكده داروسازي-٣

  متخصص پوست، دانشگاه علوم پزشكي اصفهان -٤
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 مقدمه
داراي گونه هاي متعدد     Leishmaniaانگل  

تاكنون بيش از   . بيماري زا و غير بيماري زا مي باشد     
 گونه بيـماري زا براي انسان گـزارش شده است         ٢٠

تظاهرات باليني ايجاد شده توسط گونه هاي         ) ١(
فرم جلدي  . مزبور طيف وسيعي را شامل مي شود       

ليشمانيوز بيشترين فراواني را دارد و تخمين زده           
 ميليون مورد جديد بيماري     ٥/١مي شود كه هر سال     

در مناطق   Leishmaniaتوسط گونه هاي مختلف      
ماري اين نوع بي  ). ٢(گوناگون جهان ايجاد مي شود      

در مقايسه با دو شكل ديگر آن در افراد عادي مرگ            
اما به دلايل    . و مير يا معلوليتي ايجاد نمي كند        

گوناگون از جمله طولاني بودن دوره بيماري، ايجاد         
ظاهر ناخوشايند و اضافه شدن عفونت هاي ثانويه          

مهم ترين راه درماني كه    . بايد تحت كنترل قرار گيرد    
يشمانيوزها به كار مي رود استفاده     امروزه براي انواع ل   

ولي ) ٣( ظرفيتي آنتي موان مي باشد       ٥از تركيبات   
چون مواردي از بيماري به اين دارو مقاوم بوده و به           
درمان پاسخ نمي دهند و به علت وجود عوارض            
متعدد دارو، تلاش براي دستيابي به اشكال دارويي          

بود جديد كه بتواند ضمن اينكه زخم را سريع تر به          
مي بخشد،  كم ترين عوارض جانبي را داشته باشد و         
پس از بهبودي جوشگاهي بر جاي نگذارد ادامه دارد         

) ٣ .( 
 

پارامومايسين از جمله آنتي بيوتيك هايي است      
 و تغييرات ليپيدهاي    RNAكه با مكانيسم مهار سنتز      

قطبي غشايي و سياليت غشاء،  اثر بازدارنده بر بقاي          
دارد و مي تواند موجب مرگ        Leishmaniaانگل  

در اين زمينه مطالعات مختلفي تأثير      ) ٤(انگل گردد   
پارامومايسين را بر روي پروماستيگوت انگل            

Leishmania         در شرايط برون تني مشخص نموده
و نتايج مثبتي در زمينه تأثير دارو بر         ) ٦ و   ٥(است  

با . روي انگل در اين شرايط به دست آمده است           
 درصد  ١٥يه فيلم هاي دارويي حاوي       توجه به ته   

 درصد جنتامايسين    ٥/٠پارامومايسين سولفات و      
سولفات جهت مشخص نمودن چگونگي آزاد شدن        
دارو، طول مدت آزاد شدن دارو از فيلم و اثرات             
بيولوژيك دارو بر انگل در شرايط برون تني اين            
مطالعه طراحي گرديد و اثرات آن بر تكثير                

در پليت هاي حاوي محيط       پروماستيگوت انگل     
 . كشت مورد بررسي قرار گرفت

 
 مواد و روش ها

انجام  EXPRIMENTALتحقيق با طراحي     
 با  Leishmania majorاز سويه استاندارد     . گرفت
انگل از  .  استفاده گرديد   MRHO/IR/75/ERكد  

 اصلاح شده   N. N. Nمحيط استوك به درون محيط      
مناسب ترين . منتقل شد تا به حد كفايت رشد كند         

مرحله انگل در محيط كشت براي نگهداري آن در           
شرايط زنده و انجماد فاز لگاريتمي انگل مي باشد لذا    

 پروماستيگوت در   ١× ١٠٦غلظتي از انگل به ميزان       
 درصد  ١ تا   ٨سپس به ميزان    . هر ميلي ليتر تهيه شد   

پس از مخلوط   . گليسرول استريل به آن اضافه شد      
اخل ويال هاي اپندورف در     كردن محتويات فوق د    

 ميلي ليتر تقسيم شد و به صورت تدريجي          ١حجم  
به اين صورت كه ابتدا ويال ها به درجه        . منجمد شد 

 درجه سانتي گراد منتقل شدند و پس از آن         ٤حرارت  
 درجه  -٢٠ ساعت در درجه حرارت        ٢٤به مدت   

سانتي گـراد نگهداري شدند و پس از آن به فريزر           
هر بار براي    .  گراد انتقال يافتند    درجه سانتي   -٩٦

انجام مطالعه و آزمايشات لازم يكي از ويال ها از            
 درجه سانتي گراد ذوب    ٢٥فريزر خارج شده و در       

شد و براي تكثير پروماسيتگوت ها به محيط هاي تازه        
به منظور تكثير و تطابق انگل          . انتقال مي يافت 

Leishmania    پليت هاي حاوي محيط كشتNicole 
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Navy Neal) N.N.N(       اصلاح شده تهيه شد  .
پروماستيگوت هاي كشت شده پس از شمارش با          

با استفاده از   .  رقيق شدند  RPMI   1640محيط مايع 
سمپلر پروماستيگوت هاي رقيق شده به درون            
پليت هاي حاوي محيط كشت ريخته شدند و به            

 . صورت اسمير در سطح پليت گسترش يافتند

م بسته شد و در حرارت       دور پليت با پارافيل   
 ١٤ تا   ١٠بعد از   .  درجه سانتي گراد قرار داده شد     ٢٨

روز سطح پليت به منظور بررسي وجود كولوني           
با تأييد توان تكثير    . انگل مورد آزمايش قرار گرفت    

انگل در چنين محيطي در مرحله بعدي مطالعه، انگل         
از محيط كشت هاي فعال به پليت هاي سه گانه گروه         

وي ديسك دارويي گروه دوم پليت هاي          اول حا 
و گروه سوم پليت هاي      ) پلاسبو (حاوي دارونما    

نرمال فاقد ديسك منتقل شد و محيط ها مجدداً در           
همان شرايط قبلي جهت مشخص شدن رشد و تكثير         

سطح هر پليت پس از        . انگل نگهداري شدند   
نگهداري در دوره هاي زماني مشخص، با استفاده از         

يري مرطوب و مشاهده ميكروسكوپي      روش نمونه گ 
مستقيم مورد بررسي قرار گرفت و وضعيت انگل از          
نظر رشد و تكثير و يا مرده و دژنره بودن و نيز                 
شمارش انگل هاي مرده و زنده بررسي شد و با آماره          

 . كاي دو مورد قضاوت آماري قرار گرفت
 
 يافته ها

در پليت هاي حاوي ديسك دارويي تا شـعاع       
ي متري پروماستيگوت هاي انگل به صورت        سانت ٣

مرده و دژنره شده مشاهده شدند و هيچ نشاني حاكي   
در لام هاي  . از رشد و تكثير انگل وجود نداشت         

مستقيم تهيه شده از سطح محيط كشت پليت هاي           
حاوي ديسك دارونما و بدون ديسك،  انگل مطابق         

به طوري كه    . مشاهدات قبلي در حال تكثير بود       
ن مشاهـدة كـولـوني هاي تكـثير يافته           امـكا

پروماستيگوت ها در سطح پليت وجود داشت توزيع        
انگل ها بر حسب وضعيت حيات به تفكيك نوع            

 ارائه گرديده است و نشان      ١پليت در جدول شماره     
 پروماستيگوت شمارش شده    ١٠٠مي دهد كه از هر      

در پليت هاي حاوي ديسك دارونما و بدون ديسك،         
 درصد  ٢ عدد در حال فعاليت بوده و           ٩٨تعداد  

اين . انگل ها، حيات خود را از دست داده بودند          
وضعيت در پليت هاي حاوي فيلم دارويي معكوس         

به . بود و كمتر انگل زنده اي به چشم مي خورد           
طوري كه نسبت انگل هاي مرده يا دژنره شده حدود         

.  درصد پروماستيگوت ها را تشكيل مي داد           ٩٥
ن پليت هاي حاوي ديسك داروئي با دو        نسبت ها بي 

پليت حاوي ديسك حاوي پلاسبو و شاهد معني دار         
بودن اختلاف رشـد و حـيات را نشان داد                           

)٠٠٠١/٠P< .(         ولي اين آزمون بين گروه پلاسبو و
از طرف ديگر نسبت    ). N.S(شاهد اختلاف نداشت    

رشد و زنده ماندن انگل ها در پليت هاي حاوي             
 برابر  ٢٠ك پلاسبو و پليت هاي شاهد حدود          ديس

 . گروه داروي مؤثر بوده است
 

 توزيع انگل هاي ليشمانيا بر حسب حيات و -١جدول 
 به تفكيك نوع پليت

 زنده

 )درصد(

 مرده

)درصد(  
وضعيت حيات انگل 

 نوع پليت

 پلاسبو ٢ ٩٨

 فاقد داروئي ٢ ٩٨

 داروئي ٩٥ ٥

 
 بحث

يگوت هاي كشت  تحقيق نشان داد كه پروماست    
داده شده در پليت هاي حاوي ديسك داروئي پس از         

 درصد به صورت مرده و      ٩٥ هفته تا حدود     ١مدت  
 El-Onدر مطالعه     . دژنره شده يافت مي شوند      

 در مـحيط  Leishmaniaپروماستيگـوت هاي انگـل 
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RPMI 1640    ميكروگرم در ميلي ليتر    ١٠٠ به ميزان 
ط حاوي انگل و     محي. پارامومايسين مجاور شدند   

 درجه سانتي گراد     ٢٨دارو در درجه حرارت         
نگـهداري شـدند و تنـها تعـداد كـمي از              
پروماستيگوت ها توانستند در محيط زنده باقي بمانند       

در مطالعه ديگري توسط همين محقق            ). ٥(
جدا شده از    Leishmaniaپروماسيتگوت هاي انگل   

در  ميكروگرم   ١٠٠بيماران در محيط كشت حاوي       
ميلي ليتر پارامومايسين كشت داده شدند و مشاهده         

 درصد پرماستيگـوت ها ظـرف    ٥/٩٩ تا   ٨٥گـرديد  
 ). ٦( روز تماس با دارو نابود شدند ٤

ليشمانيوز يكي از شايع ترين بيماري هاي انگل      
هنوز درمان قطعي   ). ٧(در مناطق گرمسيري است      

مان براي اين بيماري وجود ندارد و از طرف ديگر در         
سيستميك ليشمانيوز داراي عوارض و هزينه هاي         
خاص خود مي باشد و بايد اين درمان براي موارد           

پارامومايسين آنتي بيوتيكي  . خاص در نظر گرفته شود    
تركيبات مختلفي از   . از گروه آمينوگليكوزيدها است   

آمينوزيدين موضعي بر روي پوست حيوانات و           
) ٨(ش شده است    انسان براي درمان ليشمانيوز آزماي    

به منظور تأثير بيشتر دارو، در اين تحقيق شكل             
فيزيكي جديدي از دارو تهيه شد و جهت بررسي           
چگونگي آزادسازي ماده مؤثر از فيلم پاية آن،             
 مطالعه بر روي پروماستيگوت هاي محيط كشت انجام       

اين تحقيق هم چنين نشان داد كه مجموعه         . گرفت
دارو داراي پتانسيل     تركيبات تشكيل دهندة پايه       

مناسبي از نظر آزادسازي بسيار تدريجي دارو هستند        
و دوام اين آزادسازي تا حدي است كه قادر است            

را در   Leishmaniaرشد پروماستيگوت هاي انگل     
فيلم هاي تهيه شده   . روزهاي پي در پي كنترل نمايد      

در اين مطالعه، شكل جديدي از دارو است كه آزاد           
 باعث تماس مداوم انگل با دارو        شدن تدريجي آن  

مي گردد و در نتيجه تأثير بيشتري در از بين بردن             
بدين ترتيب مي توان با توجه به نتايجي        . انگل دارد 

كه از ادامه اين تحقيقات بر روي مدل حيواني              
صورت مي گيرد اين سيستم درماني را بر روي انسان         
 تطبيق داد و پيش بيني نمود كه اين روش درماني           

مي تواند به عنوان يكي از روش هاي آسان درماني با         
لذا پيشنهاد مي شود   . كم ترين عارضه معرفي گردد    

اين بررسي با دوزهاي مختلف براي تعيين مؤثرترين        
دوز كشندگي آن بر روي پروماستيگوت هاي انگل         
ليشمانيا ماژور صورت گيرد و مطالعاتي بر روي           

 . مدل هاي حيواني طراحي شود

 
 ير و تشكرتقد

با تشكر از مركز تحقيقات بيماري هاي پوستي       
و سالك صديقه طاهره كه در انجام اين تحقيق ما را           

 . ياري نمودند
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