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  بروسلا آبورتوس ذره نقره با استرپتومايسين بر روي اثر سينرژيسم نانو
  مقاوم به استرپتومايسين

  
  *1،2وهاب پيرانفر ،3، بابك صادقي2 محمد عرفاني،1رضا ميرنژاد

  انشگاه آزاد اسلامي گروه ميكروبيولوژي، د2، تهران، ايران؛ )عج(مركز تحقيقات بيولوژي مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله الاعظم1
  .گروه شيمي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد تنكابن، تنكابن، ايران3  تنكابن، ايران؛ واحد تنكابن،

  25/4/92 :پذيرش تاريخ      9/4/92: اصلاح نهايي   26/3/91 :اريخ دريافتت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  :مقدمه
بيماري عفوني بروسلوزيس در انسان به شكل 

هاي گرم منفي  وسيله باكتري و به كند بروز ميتب مالت 
. )1( شود بي هوازي اختياري از جنس بروسلا ايجاد مي

بروسلوزيس در پستانداران ماده سبب سقط جنين و در 
 بروسلا. شود پستانداران نر موجب التهاب بيضه مي

 گاهي و بوده گاو در اپيدميك بيماري مسئول آبورتوس
 كنندگان نشخوار همچنين و اهلي حيوانات ديگر به

 انساني هاي همچنين عفونت. يابد مي انتقال نيز وحشي
   درمان.)2،3 (است داولــــمت هـــــگون اين از يـــــناش

  
بروسلوزيس انساني با توجه به هزينه زياد، مقاومت 

. ها، مشكل است بيوتيك دارويي و عوارض جانبي آنتي
هاي در حال انتشار وسيع عامل اين بيماري در كشور

  ).4 (باشد توسعه نيز از ديگر مشكلات موجود مي
اين پاتوژن  هايي كه براي درمان بيوتيك از آنتي

توان به آمپول  شود، مي داخل سلولي استفاده مي
بيوتيك از دسته  اين آنتي. استرپتومايسين اشاره كرد

مشكلات . باشد آمينوگليكوزيدها و باكتريوسيد مي
  تــشامل سميت كليوي، سمي  بيوتيك درمان با اين آنتي

  :چكيده
 كه با گسترش مقاومت   است  عفوني با درمان سخت  بيماري  عامل يك)Brucella(بروسلا  :زمينه و هدف

هايي كه براي  بيوتيك  همچنين اثرات جانبي مصرف آنتي؛دارويي و عود مجدد عفونت، پس از درمان روبروست
اين مطالعه با هدف طراحي مسيري براي از بين بردن مقاومت دارويي و . تروند بسيار بالاس درمان به كار مي

   .ها براي درمان بروسلوز طراحي شده است بيوتيك استفاده از دوز پايين تر آنتي
بروسلا در اين مطالعه تجربي، بعد از سنتز نانو ذرات نقره به روش احياء نيترات نقره، كشت  :روش بررسي

 بائر اري به روش كربيذ انسان بر روي مولر هينتون آگار انجام و ديسك گ بيماري زا درآبورتوس
)Kirby-Bauer(با آغشته ،افزايي با استرپتومايسين اثر هم. هاي متفاوت نانو ذره نقره انجام شد  همراه با غلظت 

ركنندگي با بيشترين غلظت نانو ذره كه اثر مها)  ميكروگرم10(بيوتيك استرپتومايسين  كردن ديسك آنتي
  .نداشت، صورت گرفت

نتايج بررسي اثر نانو ذره نقره بر روي بروسلا آبورتوس مقاوم به استرپتومايسين نشان داد كه  :ها يافته
ارزيابي اثر هم افزايي نانو . شوند  ميلي مول به تنهايي موجب مهار رشد بروسلا آبورتوس مي25هاي بالاي  رقت

بيوتيك استرپتومايسين  هاي حاوي ديسك آنتيسترپتومايسين نشان داد كه پليتبيوتيك ا ذرات نقره به همراه آنتي
   .شود مول سبب ايجاد هاله عدم رشد مي  ميكرو50/12به همراه نانو ذرات نقره با رقت 

 كم كرده و  بيوتيك، مقاومت دارويي باكتري را رسد نانو ذرات نقره در كنار آنتي به نظر مي :نتيجه گيري
هاي رايج، ما را قادر خواهد ساخت تا از غلظت كمتر  بيوتيك تفاده از نانو ذرات در كنار آنتياساحتمالا 

 .داده شودها كاهش   و اثرات سوء آنگرددها و نانو ذرات استفاده  بيوتيك آنتي
  

  .افزايي هم، نانوذره نقره، رتوسبروسلا آبو، استرپتومايسين :واژه هاي كليدي
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گوشي و آسيب به بخش شنوايي بيمار و همينطور فلج 

اين دارو گرچه ساختاري . كنندگي عضلاتش است
 اما از جفت عبور كرده و در مبتلاياني ،هيدروفيل دارد

تواند با دوز استانداردش مصرف  كه حامله هستند نمي
درمان نيز همچنين عود مجدد عفونت پس از . )5 (شود

 به خاطر اين موانع، محققين در ).6 (گزارش شده است
صدد يافتن راهكار درماني مناسب تري در ارتباط با اين 

 روزه از اين رو نانو مواد كه هر. باشند بيماري مي
 هاي بخش در و كنند مي پيدا تري گسترده كاركردهاي
 توانند اند، مي نموده باز را خود راه ما زندگي گوناگون

  .به عنوان راه حل، معرفي شوند
 در متنوع محصولات توليد با فناوري نانو

. دارد فراواني كاربرد شناسي و پزشكي زيست هاي بخش
اين مواد با سرعت زيادي به سمت پيشبرد توليدات 
صنعتي به خصوص توليد داروهاي نسل جديد در 

 خواص ضد ميكروبي نانو ذرات نقره .مي باشندحركت 
. ها اثبات شده است يف وسيعي از باكتريبر عليه ط
هاي نقره باعث آسيب به غشاء  رود يون احتمال مي

اين ذرات كه  ).7 (شوند سلولي و ماده ژنتيكي باكتري 
ها پيشرفت روز افزوني دارد،  ها بر عليه عفونت استفاده از آن
نانو ).7،8( نانومتر دارند 100 -1 اندازه اي بين ذره  سنتز 
هاي گوناگوني ميسر است كه  ن ابعاد به روشنقره در اي

گيري از تجربيات گذشته نويسندگان مقاله، روش با بهره
مورد  )PVA(احياء نيترات نقره با پلي وينيل الكل 

با توجه به خواص ضد . استفاده قرار گرفته است
بيوتيك استرپتومايسين،  ذرات نقره و آنتي ميكروبي نانو

 بر روي باكتري عامل بررسي اثر نانو ذره نقره
بروسلوزيس و همين طور ارزيابي اثر هم افزايي اين ماده 

 مقاوم به استرپتومايسين در بروسلا آبورتوسبر روي 
شرايط آزمايشگاهي مفيد واقع شده و براي ارائه مسير 
درماني نوين جهت مقابله با بروسلوزيس كاربردي 

ي براي اين مطالعه با هدف پيدا كردن راهكار. باشد مي
تر ارزيابي مقاومت دارويي و استفاده از دوز پايين

  .ها براي درمان بروسلوز طراحي شده است بيوتيك آنتي

  :سيرروش بر
 بروسلا باكتريايي تجربي، مطالعه اين در
هاي باليني كشت مثبت بيماران مبتلا   از نمونهآبورتوس

به بروسلوزيس ارسال شده به مركز تحقيقات بيولوژي 
، )عج(لي دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله الاعظممولكو

 )مرك آلمان (بدست آمد و در محيط بروسلا آگار
  .كشت داده شد

و  نانومتر 50-2 اندازه نقره به ذرات سنتز نانو
با استفاده از احياء نيترات نقره در كنار   درصد99خلوص 

و با بهينه سازي تجربيات گذشته،  )PVA (پلي وينيل الكل
 5 به طور خلاصه، در مرحله اول، ).9،10(رفت ت گرصو

در  )N-N'-Dimethyl formamide= DMF (ميلي ليتر از
 2گراد به مدت   درجه سانتي80سه فلاكس ته گرد در 

 DMF ميلي ليتر از محلول 5 سپس .ساعت قرار داده شد
 ميلي ليتر محلول 5 مولار نيترات نقره به 2/0به همراه 

DMF ي مولار ميل 5/0 به همراهPVA به طور همزمان 
وقتي كه اولين قطرات از اين دو محلول به . تزريق شد

به زرد  يكديگر اضافه شدند مخلوط حاصل بلافاصله
در ادامه محلول به تدريج كدرتر شد و . تغيير رنگ داد

 دقيقه بعد، مخلوط به رنگ 15با اتمام تزريق در حدود 
 درجه 80 در واكنش. ذرات نقره در آمد خاكستري نانو

در انتها فاز .  ساعت ادامه پيدا كرد16گراد، طي  سانتي
رويي حذف شده و رسوب خاكستري براي تفرق اشعه 

 SEMزير ميكروسكوپ الكتروني  ايكس و مشاهده
  .)11،12(فرستاده شد 
 با Seisert Argon 3003 PT درX تفرق اشعه يالگو

   با دستگاهUV و طيفشد  ثبت XD-3a CuKaradiationsفيلترنيكل 
UV–visible Hitachi spectrophotometer model U-2101 PC 

 SEMتصاوير ميكروسكوپ الكتروني . اندازه گيري شد
ها با  نمونه.  گرفته شده استLEO 440iنيز با دستگاه 

 مقطر شستشو داده شده و يك پوشش نازك طلا آب
  . براي فيلم دستگاه آماده شدءتبخير در خلا توسط روش

 آبورتوس بروسلا مقاومت باكتري بررسيه منظور ب

هـاي    نمونـه  ،بيوتيـك استرپتومايـسين     مقاوم نسبت بـه آنتـي     
 بـر روي محـيط      بروسـلا آبورتـوس   باليني كـشت مثبـت      
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كـشت داده  ) مـرك، آلمـان    (كشت مـولر هينتـون آگـار      
ديـسك گـزاري بـا تكنيـك كربـي بـائر صـورت             . شدند
 37 دمـاي  بـا  ورانكوبات در انكوباسيون ساعت 48. گرفت
 كربن اكسيد دي درصد 5 حضور در و گراد  سانتي درجه

انجام شـد و پـس از خوانـدن قطـر           ) شرايط نيمه هوازي  (
هاله عدم رشد، يك نمونه بـاليني كـه بـه استرپتومايـسين             

  .مقاوم بود در اين پژوهش مورد ارزيابي قرار گرفت
جهت بررسي اثر نانو ذرات نقره بر روي روند 

 مقاوم به استرپتومايسين، بروسلا آبورتوس رشد باكتري
، 0/0 آغشته به سريال رقت ) blank (هاي بلنك ديسك

. ندذره نقره شد  ميلي مول از نانو50، 25، 50/12، 25/6
سپس باكتري بر روي محيط كشت مولر هينتون آگار 

ذره بر روي  هاي آغشته به نانو كشت داده شد و ديسك
 ساعت 24كشت براي مدت پليت هاي . آن قرار گرفتند

 گراد گرم درجه سانتي 37 درصد گاز كربنيك و 5در 
همچنين براي بررسي رشد بروسلا . اري شدندذخانه گ

 ميلي ليتر از بروسلا 5ذرات سنتز شده،  در مجاورت نانو
به اندازه يك . هاي آزمايش ريخته شد آگار در لوله

اضافه ها  لوپ استاندارد، يك مك فارلند باكتري به آن
، 25/6، 0/0شد و در نهايت با اضافه كردن سريال رقت 

در هاي آزمايش،   ميلي مول به لوله50، 25، 50/12
 دور در دقيقه با دماي 6000انكوباتور شيكر دار با دور 

  .نداري شدذها گرم خانه گ گراد، نمونه  درجه سانتي37

به  نقره ذرات نانو سينرژيسم اثر براي ارزيابي
 ديسك روش بيوتيك استرپتومايسين با يهمراه آنت
 10 (بيوتيك استرپتومايسين آنتي ديسك 6 ديفيوژن،
 نقره ذرات نانو مول از ميلي 50/12  با) ميكروگرم

 گارآباكتري بر روي محيط مولر هينتون . ندشد آغشته
در نهايت  در شرايط استاندارد كشت و) مرك، آلمان(

 هاي ديسك. قطر هاله عدم رشد محاسبه شد
 ليورپول،(مست  شركت از استاندارد بيوتيك آنتي

 منظور به فوق مراحل  تمامي.شد خريداري) انگليس
  .گرديد تكرار بار 3 خطاي آزمايش كاهش

  
  :ها يافته

الگوي تفرق اشعه  مشاهده در پيك هاي مورد
دليلي براي ساختار مكعبي  توان  را مي)XRD (ايكس

هاي اوليه اين نتايج  لهق. نانو ذرات توليدي در نظر گرفت
 و )Polycrystalline (نشان دهنده ساختار چند بلوري

مي باشند كامپوزيتي   ثانويه نشان دهنده فرم نانويها قله
  ).1شماره  تصوير(

 در تصاوير مورفولوژي سطح بدست آمده
SEMييد أاين روش ت نقره را در ، غلظت بالاي نانو
صادفي نانو شكل هاي موجود، جهت گيري تو كند  مي

تصوير (د نده ذرات در نمونه را به وضوح نشان مي
  .)2 شماره

  

  

  

  

  

  

  

  

 نشان اوليه هاي قله :)Ag/PVA (نقره پلي وينيل الكل نانو ذرات  )XRD( ايكس پرتو پراش  الگوي:1شماره  تصوير
.نانوذره فلزي نقره مي باشند زيتيكامپو فرم دهنده نشان ثانويه هاي و قله )Polycrystalline( بلوري چند ساختار دهنده
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بروسلا ذره نقره بر روي  نتايج بررسي اثر نانو
هاي  رقت  مقاوم به استرپتومايسين نشان داد كهآبورتوس

 ميلي مول به تنهايي موجب مهار رشد 50/12بالاي 
ميلي مول  50 و 25هاي  رقت.  شدندبروسلا آبورتوس

اد هاله عدم رشد، اثر ضد باكتريايي بسيار خوبي را با ايج
 ميلي متر، از خود نشان دادند در حالي كه 12بيشتر از 

ثيري در مهار رشد أ ميلي مول ت25/6 و50/12هاي  رقت
ذرات در محيط  جواري نانو نتايج هم. باكتري نداشتند

كشت بروسلا براث براي رشد باكتري بروسلا مقاوم به 
نمودار (ييد كردند أاسترپتومايسين نيز اين موضوع را ت

  ).1شماره 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در  شدهسنتز ات نقرهذر نانو متفاوت هاي غلظت در نيسياسترپتوما به مقاوم بروسلا رشدمقايسه   :1نمودار شماره 
  .آگار بروسلا طيمح                       

  
  
  
  

  
   گيري نانو ذرات نقره و جهتتوزيع بالاي :  از نانو ذرات نقرهSEMتصاوير ميكروسكوپ   :2 تصوير شماره

   .داده شده است نشان وضوح بهآن ها  تصادفي                   
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به همراه  نقره ذرات نانو سينرژيسم ارزيابي اثر
 ديفيوژن، ديسك روش بيوتيك استرپتومايسين با آنتي

افزايش قابل توجه اثر ضد باكتريايي نسبت به اثر منفرد 
 حاوي ديسك يپليت ها. اد نشان درابيوتيك  آنتي
ذرات نقره بدون  بيوتيك استرپتومايسين فاقد نانو آنتي

   ولي در مقابل ،ايجاد هاله عدم رشد باقي ماندند
بيوتيك استرپتومايسين به  پليت هاي حاوي ديسك آنتي

 ميلي مول سبب 50/12ذرات نقره با رقت  همراه نانو
 عين حال در. شدند CLSIايجاد هاله عدم رشد مطابق با 

 بيوتيك استرپتومايسين  ميلي مول به همراه آنتي25/6  رقت
ها نشان داد  اين يافته. در ايجاد هاله عدم رشد ناموفق بود

ر برابر  مكانيسم مقاومت د مي توانند نقرهاتنانو ذر
  .استرپتومايسين را از بين ببرند

  
  :بحث

ي عفوني از جمله ها يماريبامروزه درمان 
 به ،ت از اهميت خاصي برخوردار استبيماري تب مال

ي درماني ها تياولو جزءي كه درمان اين بيماري طور
افزايش . در سازمان بهداشتي در تمام دنيا قرار دارد

بيوتيك ها و اثرات جانبي استفاده از  مقاومت به آنتي
ي درمان اين ها تيمحدود از تواند يم ها نتي بيوتيكآ

  .)13،14( بيماري باشد
اثر سينرژيسم نانو ذرات نقره به همراه تاكنون 

بيوتيك به صورت گسترده مورد مطالعه واقع نشده  آنتي
 اما در پژوهش پيش رو براي اولين بار علاوه بر ،است

 ، اثربروسلا آبورتوسذره نقره بر روي بررسي اثر نانو 
بيوتيك  به همراه آنتي نقره ذرات نانو سينرژيسم

توجه به نتايج  ا ب.تقرار گرفاسترپتومايسين مورد بررسي 
 قطر هاله عدم ،نانو ذرات نقره ملاحظه شد كه با اضافه شدن

 اين .ابدي يمرشد باكتري مقاوم به استرپتومايسين افزايش 
امر نشان دهنده فعاليت ضد باكتريايي بسيار خوب نانو 

بيوتيك استرپتومايسين بر عليه  ذرات نقره به همراه آنتي
  .باشد يم مقاوم به استرپتومايسين ورتوسبروسلا آبباكتري 

ره مورد استفاده در هم افــــزايي به ذ غلظت نانو
   كه به تنهايي اثر مهـاركنندگي بروده استــــاي ب اندازه

همين . باشد نداشته بروسلا آبورتوسروي رشد باكتري 
بيوتيك مورد استفاده براي اين نمونه باليني،  طور آنتي

از رشد نبوده و باكتري به آن مقاومت قادر به جلوگيري 
شود كه با توجه به  پيش بيني مي. داده است نشان

ذرات در ديواره سلولي و غشاء  اختلالي كه نانو
بيوتيك  كنند، آنتي سيتوپلاسمي باكتري ايجاد مي

استرپتومايسين كه پيش از اين توانايي ورود به باكتري 
رد سلول شده  كه وا يافته استمقاوم را نداشت، فرصت

  .و اثرات ميكروب كشي خود را در سلول اعمال كند
نتايج نشان داد كه نانو ذرات نقره در غلظت 

 و دنكن يم را مهار بروسلا آبورتوسپايين، رشد باكتري 
توانند همراه با  هاي بسيار كمتر مي ين در غلظتنهمچ
اثر نانو نيز  و همكاران Kim .بيوتيك استفاده شوند آنتي

كوس واستافيلوكي ها يباكترنقره را بر عليه ذرات 
 و مخمر مورد بررسي قرار داده اشرشياكلي ،اورئوس
ذره  اثر ضد ميكروبي نانوكه هردو مطالعه . )8( بودند

  .را نشان دادنقره مشخص 
مطالعه ما از شكستن مكانيسم مقاومت نسبت به 

كند با   ولي پيشنهاد مي،دهد بيوتيك اطلاعاتي نمي آنتي
ذره نقره عليه اين  جه به اثبات اثر ضد باكتري نانوتو

هاي پايين تر همراه  باكتري و همين طور استفاده از رقت
هرچه . بيوتيك به مكانيسم اثر آن پرداخته شود با آنتي

ذرات نقره مورد استفاده كمتر شود، قطعاً  كه غلظت نانو
 ؛ لذاها كاسته خواهد شد از خاصيت سمي و مخرب آن

تواند  ذرات مي ها در كنار نانو استفاده از آنتي بيوتيك
راهكاري براي استفاده بهينه از هر دو عامل درماني و 

دو ماده استفاده شده بر اثر استفاده از  كاهش سميت هر
در اين رابطه برخي مطالعات با .  باشددوز پايين تر مواد

بررسي اثرات ضد باكتريايي نانو ذرات نقره بر عليه 
باكتري (ي دارويي زياد ها مقاومتيي با ها يباكتر

 ن،يليس يآمپ مقاوم به  اشرشياكلي،سودوموناس آئروجينوزا
 اثر ،) مقاوم به اريترومايسيناسترپتوكوكوس پايوژنز

 ه اند نانو ذرات نقره نشان دادباكتريواستاتيك را به واسطه
 ضد ذرات نقره بر روي فعاليت بررسي اثر نانو در ايران. )9(

 و  اشرشياكليبيوتيك هاي مختلف در مقابل ميكروبي آنتي
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فعاليت ضد باكتريايي افزايش ، استافيلوكوكوس اورئوس
سيلين جي، آموكسي سيلين،  هاي پني بيوتيك آنتي

 وسيله نانو اريترومايسين، كليندامايسين و ونكومايسين به
 و Ruparelia همچنين ).10(را نشان داده است ذرات نقره 

 به ارزيابي اثر ضد ميكروبي 2008 0كاران در سالهم
هاي مختلف باكتريايي  ذرات نقره و مس بر سويه نانو

هاي  ها مشاهده كردند كه گوناگوني سويه آن؛ پرداختند
دارد و نيز MBC  وMICباكتريايي اثر ناچيزي در مقدار 
  .)15( يكسان است مقدار هاله عدم رشدشان تقريباً

  
  : نتيجه گيري

اين مطالعه نشان داد كه نانو ذرات نقره به يج نتا
  تنهايي رشد اين باكتري را كنترل كرده و همچنين به نظر 

  

بيوتيك ها،  ذرات نقره در كنار آنتي رسد نانو مي
مقاومت دارويي باكتري را نيز كمتر كرده و از بين 

در كنار ذرات  در نهايت استفاده از نانو و برند مي
قادر خواهد كرد تا از غلظت  ايج، ما رابيوتيك هاي ر آنتي

ها   آنبيوتيك ها استفاده كنيم و اثرات سوء بسيار كمتر آنتي
  .را كاهش دهيم

 

  : و قدردانيتشكر

  اين مطالعه توسط مركز بيولوژي مولكولي
به شماره گرنت ) عج(دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله الاعظم 

BMSU/MBRC-90-8ت؛ مورد حمايت قرار گرفته اس  
  از تمامي عزيزاني كه ما را در انجام اين مهم، حمايت

  .كرده اند نهايت تشكر و قدرداني به عمل مي آيد
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Background and aims: Brucella can be cured hardly and usually encounters with resistance to 
drug and further recurrence of infection. Side effects of antibiotics that are used to treat are very 
high. This study aimed to design a method to eliminate drug resistance through using low dose 
of antibiotics for treatment of brucellosis. 
Methods: In this experimental study, silver nanorods were synthesized by reduction of silver 
nitrate and then Brucella abortus was cultured on Hinton Mueller agar. The discs were 
treated by Kirby-Bauer method with different concentrations of silver nanoparticles. Synergistic 
effect with streptomycin was also done by imbuing the streptomycin disk (10µg) with highest 
concentration of Nano particle that had not inhibitory effect.  
Results: Investigation the effect of silver nanoparticles on streptomycin-resistant Brucella 
abortus showed that dilutions above 25 mM were able to inhibit the Brucella abortus growth. 
Evaluation of synergistic effect of silver nanoparticles with streptomycin showed that those 
plates containing streptomycin disks with dilution of 12.50 mM caused inhibition zone 
consistent with CLSI.  
Conclusion: It seems that silver nanoparticles beside antibiotics, destroy bacteria drug-resistant. 
Using nanoparticles beside common antibiotics may enable us to use very low concentrations of 
antibiotics and nanoparticles to reduce their adverse effects. 
 
Keywords: Brucella abortus, Streptomycin, Silver nanoparticles, Synergistic effect. 
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