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Background and Objectives  Cutaneous leishmaniasis is one of the most important health-threatening 
diseases in Iran and other countries. Glucantime is currently used to treat this disease, but due to its side 
effects and high resistance, alternative therapies such as the use of nanoparticles have been considered 
by researchers. This study aims to investigate the anti-leishmania activity of silver nanoparticles on Leish-
mania major in vitro. 
Methods This is an experimental study on the anti-leishmania activities of silver nanoparticles at differ-
ent concentrations of 0.75-0.96 µg/ml after 24, 48 and 72 hours of exposure to 106 live Leishmania 
major promastigotes. The numbers of live parasites were counted by Trypan Blue on a neobar slide 
using optical microscope (Hemocytometer method). Glucantime and distilled water were considered 
as positive and negative controls, respectively. The half-maximal inhibitory concentration (IC50) was cal-
culated by SigmaPlot™ software, v‌ersion 13. All reactions were done three times and their average was 
considered as final result. 
Results All concentrations of silver nanoparticles had anti-leishmania activity, where the concentration 
of 96 µg/ml had the highest effect (100%) 72 hours after exposure. The IC50 was obtained 36.67, 27.2 
and 21.08 µg/ml after 24, 48 and 72 hours of exposure, respectively. 
Conclusion Silver nanoparticles have an inhibitory effect on the growth of Leishmania major in differ-
ent concentrations. However, further in-vivo studies are needed to determine the effictivness of silver 
nanoparticles.

A B S T R A C T

Keywords: 
Silver, Nanoparticles, 
antileishmania activ-
ity, Leishmania major, 
In vitro techniques

Received: 24 Apr 2022

Accepted: 19 Jul 2022

Available Online: 01 Aug 2022

Citation Norouzi R, Siadatpanah A, Fateh R, Sohrabi F, Adnani Sadati, SJ. [In-vitro Study on the Anti-Leishmania Effects of Silver 
Nanoparticles on Leishmanaia Major Promastigotes (Persian)]. Qom University of Medical Sciences Journal. 2022; 16(5):414-429. 
https://doi.org/10.32598/qums.16.5.377.1

 : https://doi.org/10.32598/qums.16.5.377.1

Use your device to scan 
and read the article online

http://journal.muq.ac.ir/en
https://journal.muq.ac.ir/
http://journal.muq.ac.ir/en
http://journal.muq.ac.ir/fa


415

August 2022. Volume 16. Number 5

Norouzi R, et al. Evaluation of Antileishmania Effect of Silver Nanoparticles . Qom Univ Med Sci J. 2022; 16(5):414-429

L
Extended Abstract

Introduction

eishmania strains cause a range of hu-
man diseases in tropical and subtropi-
cal regions around the world [1], which 
are manifested in the form of cutaneous, 
muco-cutaneous, or visceral leishmaniasis 

or kala-azar [2]. This disease is caused by a type of obli-
gate intracellular protozoan called Leishmania from the 
Kinetoplastida order. Approximately 350 million people 
around the world are at risk of developing this disease, 
and 2 million new cases are reported annually [4, 5].

Transmission of leishmaniasis to humans occurs by the 
bite of specific ground mosquitos (sandflies) from the 
subfamily of Phlebotominae and causes a wide range of 
disorders, from a self-limited skin disease to widespread 
skin or visceral disease. This disease occurs in two forms: 
rural and urban cutaneous leishmaniasis [6]. During in-
fection, flagellated promastigotes are penetrated into the 
vertebrate skin and are phagocytosed by local macro-
phages. When the parasites enter the phagolysosomes of 
the macrophage, they can survive from enzymatic diges-
tion and transform into amastigote forms and multiply. 
Therefore, one of the main challenges in the treatment of 
cutaneous leishmaniasis is that the specific location of the 
parasite in the phagolysosomes of the macrophage pre-
vents drug access through therapy [7].

Antimony-based drugs have been the first options for the 
treatment of leishmaniasis in the past decades, but these 
drugs have toxic properties on the liver, heart and kid-
neys, require frequent injections, cause resistance in the 
parasite, and are not very effective [8-10]. Therefore, it is 
necessary to prepare a more effective medicine, with few-
er side effects, and faster wound healing. In recent years, 
researchers have become interested in using nanoparticles 
to treat infectious diseases. Currently, nano-biotechnolo-
gy is considered as a new way to fight parasites and dis-
eases caused by them [11]. Silver nanoparticles are used 
in various pharmaceutical and medical fields, textile indus-
tries, sanitary ceramics, water refinement, paint, agricul-
ture, animal husbandry, polymer composites for industrial 
and household applications, and all kinds of water filters 
[12]. The emergence of drug resistance in different micro-
organisms of silver nanoparticles caused new hope for the 
treatment of human infections [13]. 

The antimicrobial effects of silver are increased with the 
reduction of their size at nano level. Silver nanoparticles 
are clusters of silver atoms with a diameter of 1-188 nm, 

which enter the microorganisms by binding to proteins 
containing sulfur on the surface of their membrane and, 
by changing the morphology and permeability of the 
membrane and affecting the respiratory chain and cell di-
vision, causes cell death [14]. Considering the different 
properties of these nanoparticles, this study aims to inves-
tigate the anti-leishmanial activity of silver nanoparticles 
on Leishmania major parasite in a laboratory culture.

Methods

Leishmania major parasite culture

After obtaining the standard strain of Leishmania major 
(MRHO/IR/75/ER) from Pasteur Institute of Iran, it was 
cultured in a biphasic Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) cul-
ture medium. Then, for multiplication, it was transferred in 
RPMI-1640 culture medium (Sigma, USA) containing an-
tibiotics including penicillin (100 units/mL) and streptomy-
cin (100 µg/mL) (Gibco Invitrogen, USA), as well as 20% 
fetal bovine serum. The flasks of the culture medium were 
transferred to the incubator at a temperature of 25±1°C and 
were examined daily with an inverted microscope.

Characteristics of silver nanoparticles and prepara-
tion of different concentrations

Silver nanoparticles as a black powder was purchased 
from Pishgaman Nano Materials Company in Iran. The 
size of nanoparticles was 25-100 nm; its actual density 
was 10.5 g/cm3 and its purity was 99.99%. Their charac-
teristics were determined by scanning electron microscope 
(SE EM3200 KYKY Technology Development Ltd, Bei-
jing, China) and transmission electron microscope (TEM, 
Leo 906, Zeiss 100 KV, Germany). Concentrations of 0.75 
to 96 mg/mL were prepared from silver nanoparticles by 
dissolving them in distilled water. The diluted nanoparti-
cles were sterilized using a 0.22-micron syringe filter with 
a diameter of 25 mL (Sartorius, Germany).

Effect of silver nanoparticles on promastigotes of 
Leishmania major and determining the half-maximal 
inhibitory concentration

To investigate the lethal effect of silver nanoparticles on 
promastigotes of Leishmania major, 106 parasites in the log-
arithmic phase were exposed to concentrations of 0.75, 1.5, 
3, 6, 12, 24, 48 and 96 µg/mL. Glucanthium (40 ug/mL) and 
distilled water were used as positive and negative controls, 
respectively. Three flasks were used for each concentration 
and for positive and negative controls. All groups were incu-
bated at a temperature of 25±1 °C. After 24, 48 and 72 hours, 
the number of live parasites was counted by trypan blue on 
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a neobar slide in an optical microscope (Hemocytometer 
method). The cytotoxicity of each concentration on parasite 
promastigotes was calculated by as: GI= (a-b/a), where a 
shows the number of live parasites in negative control sam-
ple and b shows the number of live parasites in the sample 
containing silver nanoparticles. Then, their half-maximal in-
hibitory concentration (IC50) was calculated.

Statistical analysis 

The data were reported using mean and standard devia-
tion, and SigmaPlot ™ software version 13 (Systat Software 
Inc., San Jose, CA, USA) was used to calculate the IC50.

Results

Results of repeated measures analysis of variance showed 
that, due to the different effects of silver nanoparticles, there 
was a significant decrease in the number of Leishmania para-
sites over time (P≤0.05). The value of IC50 for silver nanopar-
ticles after 24, 48 and 72 hours was obtained 36.67, 27.2 and 
21.08 μg/mL, respectively. The highest cytotoxicity (100%) 
was observed at a concentration of 96 mg/mL after 72 hours 
of exposure to the parasite. The numbers of Leishmania pro-
mastigotes in different concentrations of silver nanoparticles 
after 24, 48 and 72 hours of incubation are shown in Table 1, 
and the effects of different concentrations of silver nanoparti-
cles on Leishmania promastigotes are shown in Table 2. The 
mean cytotoxicity of silver nanoparticles are shown in Figure 
1. Figures 2 and 3 show the scanning and transmission elec-
tron microscopy images of silver nanoparticles, respectively.

Discussion

According to the reports of the World Health Organiza-
tion (WHO), about 14 million people in Africa, Asia, Eu-
rope and America are directly affected by leishmaniasis 
[15]. Antimony-based drugs have been recommended as 
the main method for treatment of leishmaniasis, but they 
have some limitations such as high costs, side effects, 
the need for repeated injections, and incomplete effi-
cacy; therefore, preparing a new anti-leishmaniasis drug 
is needed. The purpose of this study was to investigate 
the anti-leishmanial activity of silver nanoparticles on 
Leishmania major in laboratory conditions. The results 
revealed that silver nanoparticles in different concentra-
tions had an inhibitory effect on the growth of Leishma-
nia major where the concentration of 96 mg/ml had the 
greatest anti-leishmanial effect (100%) after 72 hours of 
exposure. Silver nanoparticles can damage Leishmania 
parasite by binding to sulfur and phosphorus groups and 
also by releasing free oxygen radicals [16].

Mayelifar et al. incubated Leishmania major promastigotes 
with silver nanoparticles for 1 hour and then 8 electric pulses 
were applied to the samples by an electroporation device. 
Their results showed that the presence of silver nanoparticles 
and the simultaneous application of electric pulses provide a 
significant decrease in parasite survival [17]. Akhzari et al. 
used liposome and albumin nanoparticles containing activat-
ed melittin to treat leishmaniasis wounds caused by Leish-
mania major. Their results showed that the size of wounds in 
this group was significantly reduced [18].

Table 1. The number of Leishmania promastigotes in different concentration of silver nanoparticles after 24, 48 and 72 hours 

Concentration(µg/ml) 24h 48h 72h P

0.75 1823 3666 4967

<.0004

1.5 1712 3351 4568

3 1563 3036 4111

6 1470 2878 3768

12 1339 2562 3311

24 1209 2247 2912

48 911 1419 685

96 279 1354 0

Positive control 0 0 0

Negative control 1861 3943 5710
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Table 2. The effect of different concentrations of silver nanoparticles on Leishmania major promastigotes after 24, 48 and 72 hours 
incubation

Concentration(µg/mL) 24h 48h 72h P

0.75 2 7 13

<.000021

1.5 8 15 20

3 16 23 28

6 21 27 34

12 28 35 42

24 35 43 49

48 51 64 88

96 85 91 100

Positive control 0 0 0

Negative control 10 100 100

Casa et al. reported that albumin nanoparticles contain-
ing amphotericin B. reduced the toxicity of the drug. The 
histotoxicity of drug against liver, spleen, heart and kid-
ney was also significantly reduced; therefore, they sug-
gested this drug as an alternative to amphotericin B [19]. 
In another study, Haddad et al. examined the anti-leish-
manial effect of curcumin-loaded chitosan nanoparticles 
on Leishmania major and Leishmania infantum in vitro. 
By counting the number of parasites, they found that the 
synthesized nanoparticles had a favorable inhibitory ef-
fect on the growth of leishmania major and Leishmania 

infantum [20]. Torabi et al. showed that gold nanoparticles 
reduced the number of Leishmania major amastigotes in 
leishmaniasis wounds and the mortality rate of mice was 
decreased [21]. The effects of selenium nanoparticles on 
Leishmania infantum were investigated by Soflaei et al. 
[22], and the IC50 of nanoparticles against amastigote 
and Leishmania infantum promastigote was reported as 
10 and 25 mg/mL, respectively. This indicates that the an-
ti-leishmanial effect of selenium nanoparticles is greater 
than that of silver nanoparticles.

Figure 1. Mean cytotoxicity of different concentrations of silver nanoparticles on Leishmania major promastigotes after 24, 48 and 72 hours
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In a study conducted by Faizabadi et al. on the anti-
leishmanial effects of chitosan nanoparticles loaded 
with excretory-secretory antigens of Leishmania major 
on the number of apoptotic macrophages, it was shown 
that chitosan could increase the ability of infected macro-
phages to eliminate parasite by reducing apoptosis [23]. 
Another study by Sazgarnia et al. on the effectiveness of 
heat therapy in the presence of gold nanoparticles and mi-
crowave radiation on the survival of promastigotes and 
amastigotes of Leishmania major showed that the pres-
ence of gold nanoparticles during microwave radiation 
caused more toxicity against promastigotes and amasti-
gotes. Therefore, they suggested heat therapy using mi-
crowave rays in the presence of gold nanoparticles as a 
new treatment approach [24]. Jamei et al. investigated 
the effect of selenium and silver nanoparticles in heal-
ing the wound caused by Leishmania major and found 

that the diameter of wounds in the group treated with 
selenium nanoparticles showed no significant difference 
compared to the control group, while the wound diameter 
in the group treated with silver nanoparticles showed a 
significant difference, but it was larger than in the group 
treated with glucantime (positive control) [25]. The study 
by Baiocco et al. on inhibitory effect of silver nanoparticle 
on visceral leishmaniasis showed that silver nanoparticle 
had a greater effect in killing Leishmania than antimony 
[26]. In a review study by Elmi et al., it was reported that 
nanoparticles of silver, gold, chitosan and metal oxides 
had a inhibiting effect on Leishmania [27]. In the study 
by Jebali and Kazemi on the effect of silver and gold 
nanoparticles, titanium dioxide, zinc dioxide, and mag-
nesium dioxide under ultraviolet, infrared and dark con-
ditions showed that silver nanoparticles had the highest 
anti-leishmanial activity, although both ultraviolet and 

Figure 3. Electron microscopy image of silver nanoparticles (size= 100 nm)
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infrared light had anti-leishmania activity as well [28]. 
El-Khadragy et al. in a study using silver nanoparticles 
biosynthesized by Moringa oleifera leaf extract showed 
their anti-leishmanial activity in a murine model of Leish-
mania major infection and concluded that treatment with 
silver nanoparticles biosynthesized using Moringa oleif-
era extract had a clinically higher and faster effect than 
standard pentavalent antimonial treatment, probably due 
to increased antioxidant activity [29]. The discrepancy in 
the results of different studies can be due to the difference 
in nanoparticles and the measurement units such as mi-
crograms, milligrams, etc.

Discussion

All concentrations of silver nanoparticles have anti-
leishmanial activity, where the concentration of 96 mg/
mL has the highest anti-leishmanial effect (100%) 72 
hours after exposure to Leishmania major. Further in-
vivo studies are needed to determine the efficacy of silver 
nanoparticles.
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مقاله پژوهشی

بررسی اثر ضدلیشمانیایی نانو ذرات نقره بر روی پروماستیگوت‌های لیشمانیا ماژور در محیط کشت 
آزمایشگاهی 

زمینه و هدف لیشمانیوز جلدی یکی از مهم‌ترین بیماری‌های تهدیدکننده سلامت در ایران و بسیاری از کشورهای جهان است. گلوکانتیم، 
درحال‌حاضر برای درمان این بیماریا ستفاده می‌شود ولی به دلیل عوارض جانبی و مقاومت بالا، استفاده از روش‌های درمانی جایگزین 
به‌ویژه استفاده از نانوذرات موردتوجه محققان قرارگرفته است. هدف از این مطالعه، بررسی فعالیت ضدلیشمانیایی نانوذرات نقره بر روی 

انگل لیشمانیاماژور در شرایط آزمایشگاهی بود.
روش بررسی در این مطالعه تجربی، فعالیت ضدلیشمانیایی نانوذرات نقره در غلظت‌های 0/75 تا 0/96 میکروگرم بر میلی‌لیتر در زمان‌های 
مواجهه 24، 48 و 72 ساعت روی 106 انگل زنده سویه استاندارد بررسی شد. سپس تعداد انگل‌های زنده توسط تریپان‌بلو با استفاده از 
لام‌نئوبار و میکروسکوپ نوری )روش هموسیتومتر( شمارش شد. گلوکانتیم و آب‌مقطر به‌ترتیب به‌عنوان کنترل مثبت و کنترل منفی 
در نظرگرفته شدند. حداقل غلظتی از نانوذرات نقره که باعث مهار رشد 50 درصد انگل می‌شود )IC50( توسط نرم‌افزار نسخه 13 سیگما 

پلات محاسبه شد تمام واکنش‌ها سه‌بار انجام گرفت و نتایج به‌صورت میانگین در نظرگرفته شد.
یافته‌ها نتایج این مطالعه نشان داد تمامی غلظت‌های نانوذرات نقره دارای فعالیت ضدلیشمانیایی هستند. غلظت 96 میکروگرم بر میلی‌لیتر 
نانوذرات نقره دارای بیشترین اثر ضدلیشمانیایی 100 درصد در زمان مواجهه 72 ساعته است. مقدار IC50 نانوذرات نقره پس از 24، 48 

و 72 ساعت روی لیشمانیا ماژور 36/67، 27/2 و 21/08 میکروگرم بر میلی‌لیتر محاسبه شد.
نتیجه‌گیری نتایج نشان داد که نانوذرات نقره در غلظت‌های مختلف اثر بازدارندگی بر رشد لیشمانیا ماژور دارد. با‌این‌حال، برای تعیین 

کارایی نانوذرات نقره، تحقیقات بیشتری در شرایط درون‌تنی نیاز است.

کلیدواژه‌ها: 
نقره، نانوذرات، فعالیت 

ضدلیشمانیایی، لیشمانیا 
ماژور، تکنیک محیط 

کشت آزمایشگاهی 
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مقدمه

سویه‌های لیشمانیا باعث ایجاد طیفی از بیماری‌های انسانی، 
در مناطق گرمسیری و نیمه‌گرمسیری در سراسر جهان می‌شود 
]1[. این بیماری به‌صورت لیشمانیوز جلدی، لیشمانیوز مخاطی 
پوست و لیشمانیوز احشایی یا کالاآزار ظاهر می‌شود ]2[. این 
بیماری توسط نوعی تک‌یاخته درون‌سلولی اجباری به‌نام لیشمانیا 
از راسته کینتوپلاستیدا به‌ وجود می‌آید. تقریباً 350 میلیون نفر 
در سراسر جهان در معرض خطر ابتلا به این بیماری هستند و 

سالانه 2 میلیون مورد جدید گزارش می‌شود ]5-3[. 

انتقال بیماری لیشمانیوز ازطریق نیش گونه خاصی از پشه 
طیف  باعث  و  می‌افتد  اتفاق  فلوبوتومینه‌1  زیرخانواده  خاکی 
گسترده‌ای از اختلالات، از یک بیماری پوستی خودمحدود‌شده تا 
بیماری منتشر جلدی یا احشایی می‌شود. پاتوژنز اساسی بیماری 
لیشمانیوز جلدی به‌شرح زیر پیشرفت می‌کند. این بیماری به دو 
صورت لیشمانیوز جلدی روستایی و شهری بروز پیدا می‌کند ]6[.

پوست  به  تاژکدار  پروماستیگوت‌های  عفونت،  هنگام  در 
مهره‌داران نفوذ می‌کنند و توسط ماکروفاژهای موضعی فاگوسیتوز 
ماکروفاژ  فاگولیزوزوم‌های  وارد  انگل‌ها  هنگامی‌که  می‌شوند. 
می‌شوند، انگل‌ها می‌توانند از هضم آنزیمی جان سالم به در ببرند 
و بنابراین به فرم‌های آماستیگوت تبدیل‌شده و تکثیر می‌شوند. 
بنابراین یکی از چالش‌های اصلی در درمان لیشمانیوز جلدی این 
مانع  ماکروفاژ  فاگولیزوزوم‌های  در  انگل  مکان خاص  است که 
دسترسی دارو ازطریق درمان می‌شود ]7[. از دهه‌های گذشته، 
خط  اولین  در  آنتی‌موان  ترکیبات  بیماری،  این  درمان  جهت 
این داروها دارای خواص سمی روی  دفاعی قرارداشته‌اند، ولی 
کبد، قلب و کلیه‌ها می‌باشند؛ نیاز به تزریق‌های مکرر دارد؛ باعث 
ایجاد مقاومت در انگل می‌شوند و نیز چندان هم مؤثر نیستند 
]8-10[. از این‌رو، تهیه داروی مؤثرتر، با عوارض کمتر و بهبود 
سریع‌تر زخم، الزامی به‌نظر می‌رسد. بنابراین، در سال‌های اخیر، 
محققین برای درمان بیماری‌های عفونی به استفاده از نانوذرات 
روی آوردند. درحال‌حاضر، نانو بیوتکنولوژی به‌عنوان روشی نوین 
برای مبارزه با انگل‌ها و بیماری‌های ناشی از آن‌ها مطرح است 

 .]11[

نانوذرات نقره در زمین های مختلف دارویی و پزشکی، صنایع 
کشاورزی،  رنگ،  آب،  تصفیه  بهداشتی،  سرامیک‌های  نساجی، 
کاربردهای  به‌منظور  پلیمری  کامپوزیت‌های  در  و  دامپروری 
صنعتی، خانگی و انواع فیلترهای آب کاربرد دارد ]12[. با ظهور 
مقاومت دارویی در میکروارگانیسم‌های مختلف نانوذرات نقره، امید 

تازهای برای درمان عفونت‌های انسانی به وجود آورد است ]13[.

 اثرات ضدمیکروبی نقره با کوچک‌شدن سایز آن‌ها در سطح 

1. Phlebotominae

نانو افزایش می‌یابد. پارتیکل‌های نانونقره، خوشه‌هایی از اتم‌های 
نقره به قطر 1 تا 188 نانومتر هستند که با اتصال به پروتئین 
حاوی گوگرد در سطح غشای میکروارگانیسم‌ها، وارد آن‌ها شده و 
با تغییر در مورفولوژی و نفوذپذیری غشا و تأثیر در زنجیره تنفسی 
و تقسیم سلولی درنهایت به مرگ سلولی منجر می‌شود ]14[. 
باتوجه‌به خواص مختلف این نانوذره، این مطالعه با هدف بررسی 
فعالیت ضدلیشمانیایی نانوذرات نقره بر انگل لیشمانیاماژور در 

محیط کشت آزمایشگاهی انجام شد.

روش بررسی

کشت انگل لیشمانیاماژور

ماژور  لیشمانیا  پروماستیگوت  استاندارد  سویه  تهیه  از  پس 
)MRHO/IR/75/ER( از انستیتو پاستور ایران2، در محیط كشت 
دو فازي  Novy-Nicolle-Mac Neal (NNN)کشت داده شد. 
 RPMI-1640 پس از آن برای تهیه تکثیر انبوه به محیط کشت
پنی‌سیلین  ازجمله  آنتی‌بیوتیک‌ها،  به‌همراه  آمریکا(  )سیگما- 
)100 واحد بر میلی‌لیتر(، استرپتومایسین )100 میکروگرم بر 
میلی‌لیتر( )گیبکو-آمریکا( و 20 درصد سرم جنین گاوی، انتقال 
یافت. فلاس‌كهاي محيط كشت داخل انكوباتور با دمای 25±1 
درجه سانتيگراد منتقل و روزانه با مكيروسكوب معكوس )اینورت( 

بررسی شد.

ویژگی‌های نانوذرات نقره3 و تهیه غلظت‌های مختلف آن

نانو مواد  نانوذرات‌ نقره پودر سیاه رنگی است که از شرکت 
 100-25 نقره  ذرات  اندازه  شد.  خریداری  ایران  پیشگامان 
نانومتر، چگالی واقعی آن g/cm3 5/ 10و خلوص آن 99/99 
 درصد بود. خصوصیات آن توسط میکروسکوپ الکترونی روبشی4 
و میکروسکوپ الکترونی انتقالی5 مشخص شد. از نانوذرات نقره 
غلظت‌های 0/75 تا 96 میکروگرم بر میلی‌لیتر با حل‌ کردن آن 
در آب‌مقطر تهیه شد. نانوذره رقیق‌شده به‌وسیله فیلتر سرسرنگی 
آلمان  با قطر 25 میلی‌لیتر ساخت سارتریوس  0/22 میکرون 

استریل شد. 

بررسی تأثیر نانوذرات نقره بر پروماستیگوت‌های لیشمانیا ماژور 
IC50 و تعیین

روی  نقره،  نانوذرات  کشندگی  اثر  بررسی  برای 
پروماستیگوت‌های انگل لیشمانیا ماژور، 106 عدد انگل در فاز 
لگاریتمی، تحت مواجهه با غلظت‌های 0/75، 1/5، 3، 6، 12، 

2. Pasteur Institute of Iran
3. Synthesis of Silver nanoparticles Synthesis of Silver nanoparticles 
(Ag Nps)
4. Scanning Electron Microscope (SEM)
5. Transmission Electron Microscope (TEM). Leo 906, Zeiss 100 KV, 
Germany
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 24، 48 و 96 میکروگرم بر میلی‌لیتر، قرارگرفت. از گلوکانتیم 
و آب‌مقطر به‌ترتیب به‌عنوان کنترل مثبت و منفی استفاده شد. 
برای هر غلظت و نیز برای کنترل مثبت و منفی، سه فلاسک 
درنظرگرفته شد. تمامی گروه‌ها در دمای 1±25 درجه سانتیگراد 
انکوبه شد. بعد از 24 ، 48 و 72 ساعت، تعداد انگل‌های زنده 
توسط تریپانبلو و با استفاده از لام‌نئوبار و میکروسکوپ نوری )به 
روش هموسایتومتری مورد شمارش قرار گرفت. میزان کشندگی 
روی  بر  نقره  نانوذرات  مختلف  غلظت‌های  از  یک  هر  برای 

پروماستیگوت‌های انگل، توسط فرمول شماره ۱ محاسبه شد:

1.

GI=(a-b/a)

 :b تعداد انگل‌های زنده در نمونه کنترل منفی و :a که در آن 
تعداد انگل‌های زنده در نمونه حاوی نانوذرات نقره است. سپس 
با استفاده‌ از نسخه 13 نرم‌افزار سیگما پلات تمام واکنش‌ها به 
حداقل غلظتی که باعث مهار رشد 50 درصد انگل می‌شود، برای 

عصاره فوق محاسبه شد. 

روش بررسی آماری

در این مطالعه، کلیه داده‌ها در نرم‌افزار اکسل وارد شد تا نتایج 
حاصل از آن به‌عنوان میانگین و انحراف‌معیار گزارش شود. از 
  (Systat Software Inc., Sanنسخه 13نرم‌افزارسیگما پلات
از  غلظتی  میزان حداقل  برای محاسبه  نیز   Jose, CA, USA)
نانوذرات نقره که باعث مهار رشد 50 درصد )IC50( انگل می‌شود، 

استفاده شد. 

یافته‌ها 

 ،6 ،3 ،1/5 ،0/75( نقره  نانوذرات  مختلف  غلظت‌های  تأثیر 
از 24، 48 و  12، 24، 48 و 96 میکروگرم بر میلی‌لیتر( بعد 
72 ساعت مجاورت با پروماستیگوت‌های انگل لیشمانیا ماژور در 
شرایط آزمایشگاهی موردمطالعه قرارگرفت. آزمون آنالیز واریانس 
مشاهدات تکرارشده نشان داد که باتوجه‌به اثرات متفاوت نانوذرات 
نقره روند کاهشی معناداری در تعداد انگل‌های لیشمانیا برحسب 

 .)P≤0/05( زمان وجود دارد

مقدار IC50 نانوذرات نقره پس از 24، 48 و 72 ساعت روی 
لیشمانیا ماژور 36/67، 27/2 و 21/08 میکروگرم بر میلی‌لیتر 
 96 غلظت  در  درصد،   100 کشندگی  بالاترین  محاسبه‌شد. 
میلی‌گرم بر میلی‌لیتر بعد از 72 ساعت مواجهه، مشاهده شد. 
تعداد پروماستیگوت‌های لیشمانیا در مقابل غلظت‌های مختلف 
نانوذرات نقره بعد از 24، 48 و 72 ساعت انکوباسیون در جدول 
شماره 1 و میزان ممانعت از رشد پروماستیگوت‌های لیشمانیا 
در مقابل غلظت‌های مختلف نانوذرات نقره در جدول شماره 2 
نشان داده شده است. میانگین درصد کشندگی نانوذرات نقره بر 
پروماستیگوت‌های لیشمانیا ماژور در تصویر شماره 1 نشان داده 
شده است. تصویر 2 و 3 به‌ترتیب تصویر میکروسکوپ الکترونی 

روبشی و انتقالی از نانوذرات نقره را نشان می‌دهند.

بحث

براساس گزارشات سازمان بهداشت جهانی6، حدود 14 میلیون 

6. World Health Organization (WHO)

جدول 1. تعداد پروماستیگوت‌های لیشمانیا در مقابل غلظت‌های مختلف نانوذرات نقره بعد از انکوباسیون

P  72
ساعت 

48
 ساعت 

 24
ساعت 

غلظت
 )میکروگرم بر میلی‌‌لیتر(

0>/0004

4967 3666 1823 0/75

4568 3351 1712 1/5

4111 3036 1563 3

3768 2878 1470 6

3311 2562 1339 12

2912 2247 1209 24

685 1419 911 48

0 354 279 96

0 0 0 کنترل مثبت

5710 3943 1861 کنترل منفی 
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نفر در آفریقا، آسیا، اروپا و آمریکا مستقیماً تحت‌تأثیر بیماري 
لیشمانیوز قرار دارند ]15[. آنتیموان به‌عنوان اصلی‌ترین داروی 
در  اما  است،  توصیه شده  لیشمانیوز  درمان  برای  مورداستفاده 
این مورد محدودیت‌هایی مانند هزینه‌های بالا، عوارض جانبی، 
تزریق مکرر و اثربخشی ناقص وجود دارد؛ بنابراین تهیه داروی 

ضدلیشمانیوز جدید یکی از ضروری‌ترین نیازهاست. 

هدف از این مطالعه بررسی فعالیت ضدلیشمانیایی نانوذرات 
نقره روی لیشمانیا ماژور در شرایط آزمایشگاهی بود. نتایج آن 
نشان داد که نانوذرات نقره در غلظت‌های مختلف اثر بازدارندگی 
بر رشد لیشمانیا ماژور دارند و غلظت 96 میکروگرم بر میلی‌لیتر 
نانوذرات نقره دارای بیشترین اثر ضدلیشمانیایی 100 درصد در 
زمان مواجهه 72 ساعته بود. نانوذرات نقره با اتصال به گروه‌هاي 

تصویر 1. میانگین درصد کشندگی نانوذرات نقره بر پروماستیگوت‌های انگل لیشمانیا ماژور

جدول 2. تأثیر غلظت‌های مختلف نانوذرات نقره بر پروماستیگوت‌های انگل لیشمانیا ماژور بعد از انکوباسیون

P
درصد غلظت

72 ساعت)میکروگرم بر میلی‌لیتر( 48 ساعت 24 ساعت

0>/000021

13 7 2 0/75

20 15 8 1/5

28 23 16 3

34 27 21 6

42 35 28 12

49 43 35 24

88 64 51 48

100 91 85 96

0 0 0 کنترل منفی

100 100 100 کنترل مثبت
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سولفور و فسفر و نیز ازطریق آزاد کردن رادیکال‌هاي آزاد اکسیژن 
می‌توانند به انگل لیشمانیا آسیب وارد کنند ]16[.

 مایلی‌فر و همکاران، پروماستیگوت‌های لیشمانیا ماژور را با 
انکوبه کردند و سپس 8 پالس  نقره به‌مدت 1ساعت  نانوذرات 
الکتریکی توسط یک دستگاه الکتروپوریتور نمونه‌ها اعمال شد 
و نتایج بررسی آن‌ها نشان داد که حضور نانوذرات نقره و اعمال 
همزمان پالس‌های الکتریکی، افت معناداری در کاهش بقای انگل 
فراهم می‌کند ]17[. اختری و همکاران، برای درمان زخم‌های 
لیشمانیوز ناشی از لیشمانیا ماژور از ملیتین فعال‌شده به‌همراه 
لیپوزوم و نانوذرات آلبومین استفاده کردند و نتایج مطالعه آن‌ها 
نشان داد که اندازه زخم‌ها در این گروه، به‌طور چشمگیری کاهش 

پیدا کرد ]18[. 

مطالعه کاسا7 و همکاران نشان داد که نانوذرات آلبومین حاوی 
آمفوتریسین‌بی، سمیت دارو را کاهش داده و نیز سمیت بافتی 
دارو برای بافت‌های کبد، طحال، قلب و کلیه کاهش پیدا می‌کند 

7. Casa

و این دارو را جایگزینی برای آمفوتریسین‌بی معرفی کردند ]19[. 
در یک بررسی دیگر، حداد و همکاران، اثر ضدلیشمانیايي نانوذرات 
کیتوزان بارگذاري‌شده با کورکومین را بر روي لیشمانیا ماژور و 
تعداد  و شمارش  کردند  مطالعه  برون‌تنی  در شرايط  اينفانتوم 
انگل‌ها نشان داد که نانوذره سنتزشده، اثر مطلوبي در ممانعت از 

رشد لیشمانیا ماژور و اينفانتوم دارند ]20[.

نتايج مطالعه‌اي ديگر که توسط ترابی و همکاران، انجام شد، 
نشان داد که نانوذرات طلا تعداد آماستیگوت لیشمانیا ماژور را 
در زخم لیشمانیايي کاهش مي‌دهند و میزان مرگ‌ومیر موش‌ها 
نیز کاهش پیدا می‌کند ]21[. اثرات نانوذرات سلنیوم بر لیشمانیا 
اينفانتوم توسط سفلایی و همکاران مورد بررسي قرار گرفت و 
میزان IC50 نانوذرات علیه آماستیگوت و پروماستیگوت لیشمانیا 
اينفانتوم به‌ترتیب 10 و 25 میكروگرم بر میلي‌لیتر گزارش شد؛ 
مقايسه نتايج مطالعه سفلايي با مطالعه حاضر نشان داد که اثر 
ضدلیشمانیايي )علیه لیشمانیا اينفانتوم( نانوذرات سلنیوم نسبت 

‌به نانوذرات نقره بیشتر است ]22[.

تصویر 2. تصویر میکروسکوپ الکترونی از ذرات نقره )اندازه 25 نانومتر(

تصویر 3. تصویر میکروسکوپ الکترونی از ذرات نقره )اندازه 100 نانومتر(
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در مطالعه‌اي که توسط فیض‌آبادی و همكاران با هدف بررسي 
اثرات ضدلیشمانیايي نانوذره کیتوزان همراه پروتئین‌های دفعی 
-ترشحی لیشمانیا ماژور بر میزان آپوپتوز ماکروفاژها انجام گرفت 
نشان داد که کیتوزان می‌تواند ازطریق کاهش آپوپتوز، توانایی 

ماکروفاژهای آلوده را در حذف انگل افزایش دهد ]23[. 

اثربخشی  تعیین  هدف  با  مطالعه‌ای  همکاران،  و  سازگارنیا 
گرمادرمانی درحضور نانوذرات طلا و تشعشعات مایکروویو بر بقای 
پروماستیگوت‌ها و آماستیگوت‌های لیشمانیا ماژور انجام دادند و 
به این نتیجه رسیدند که حضور نانوذرات طلا در طول تابش 
مایکروویو برای پروماستیگوت‌ها و آماستیگوت‌ها کشنده‌تر است؛ 
بنابراین گرمادرمانی با استفاده از پرتوهای مایکروویو در حضور 
نانوذرات طلا ممکن است به‌عنوان یک رویکرد جدید برای درمان 

پیشنهاد شود ]24[. 

جامعی و همکاران در یک بررسی، اثر ضدليشمانيايي نانوذرات 
سلنيوم و نقره در بهبودي زخم ناشي از ليشمانيا ماژور را بررسی 
کردند و به این نتیجه رسیدند که قطر زخم‌هاي گروه تحت درمان 
با نانوسلنيوم اختلاف معناداري با گروه شاهد نشان نداد ولي قطر 
زخم‌هاي گروه تحت درمان با نانونقره اختلاف معناداري با گروه 
شاهد نشان داد ولي بزرگ‌تر از گروه تحت درمان با گلوكانتيم 

)کنترل مثبت( بود ]25[. 

در مطالعه بايوكو و همكاران كه اثر كشندگي نانوذره نقره، بر 
ضدليشمانيوز احشايي ارزيابي‌شده، نتايج نشان داد كه نانوذره 
در كشندگي  بيشتري  تأثير  آنتي‌موان  تريكبات  نسبت‌به  نقره 
ليشمانيا دارد ]26[. در مطالعه مروری علمي و همكاران، آن‌ها 
عنوان کردند كه نانوذره نقره، طلا، يكتوزان و اكسيدفلزات بر روي 

ليشمانيا اثر كشندگي يا مهاركنندگي رشد دارند ]27[. 

طلا،  نقره،  نانوذره  تأثير  كه  همكاران  و  جبلي  مطالعه  در   
نور  زير  دي‌اكسيدمنيزيم  و  دي‌اكسيدروي  دي‌اكسيدتيتانيوم، 
ارزيابي کردند و  را  تاركيي  قرمز و شرايط  ماوراء‌بنفش، مادون 
نشان دادند كه بيشترين فعاليت ضدليشمانيايي را نانوذره نقره 
فعاليت  داراي  نيز هر دو  مادون‌قرمز  و  ماوراءبنفش  نور  و  دارد 

ضدليشمانيايي هستند ]28[. 

خدراگی و همکاران، نانوذرات نقره با استفاده از عصاره برگ 
مورینگا اولیفرا بیوسنتز کردند و بررسی فعالیت ضدلیشمانیایی 
این نانوذرات در مدل موشی عفونت لیشمانیا ماژور بررسی کردند 
و به این نتیجه رسیدند که تیمار با نانوذرات نقره بیوسنتز شده با 
استفاده از عصاره مورینگا اولیفرا دارای اثر بالینی بالاتر و سریع‌تری 
نسبت‌به تیمار آنتی‌مونیال پنج ظرفیتی استاندارد است، احتمالاً 
به‌دلیل افزایش فعالیت آنتی‌اکسیدانی است ]29[. متفاوت ‌بودن 
نتایج بررسی‌های مختلف، ناشی از متفاوت‌بودن نانوذرات، تفاوت 
در واحدهای اندازه‌گیری مانند میکروگرم، میلی‌گرم و غیره است.

نتیجه‌گیری 

نتایج این مطالعه نشان داد تمامی غلظت‌های نانوذرات نقره 
بر  میکروگرم  و غلظت 96  بوده  فعالیت ضدلیشمانیایی  دارای 
میلی‌لیتر نانوذرات نقره دارای بیشترین اثر ضدلیشمانیایی 100 
درصد در زمان مواجهه 72 ساعته است. با‌این‌حال، برای تعیین 
کارایی نانوذرات نقره، تحقیقات بیشتری در شرایط درون‌تنی نیاز 

است.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

پایان‌نامه دکترای عمومی سرکار خانم  از  برگفته  مقاله  این 
دکتر فریبا سهرایی دانشجوی رشته پزشکی دانشگاه علوم‌پزشکی 
قم است که با کد اخلاقIR.MUQ.REC.1400.177  به انجام 

رسیده است.

حامي مالي

دانشگاه  پژوهشی  معاونت  مالی  کمک  از  پژوهش  این 
علوم‌پزشکی قم در قالب گرنت پژوهشی بهره برده است.

مشارکت نویسندگان

تمام نویسندگان در آماده‌سازی این مقاله مشارکت داشته‌اند.

تعارض منافع

بنابر اظهار نويسندگان، اين مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

نویسندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم‌پزشکی قم بابت 
است  داده  ارائه  پژوهشی  گرنت  قالب  در  که  مالی  کمک‌های 

قدردانی می‌کنند. 

رقیه نوروزی و همکاران. بررسی اثر ضدلیشمانیایی نانو ذرات نقره
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