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چکیده

با توجه به خواص     .   می باشند  استافیلوکوکوس اورئوس  باکتریمی و اندوکاردیت، شایع ترین عامل عفونت در              :سابقه و هدف  

. گوناگون دارویی کورکومین از جمله اثر آنتی بیوتیکی آن، می توان با تغییر معایب کورکومین، از آن در شرایط بالینی استفاده نمود                       

 مقاوم به متی سیلین در        استافیلوکوکوس اورئوس هدف از این مطالعه، ارزیابی اثر ضدباکتریایی نانوکورکومین در برابر عفونت                

 . می باشدBalb/Cشرایط پیش بالینی در مدل حیوانی موش 

این پژوهش به صورت پیش بالینی در مرکز تحقیقات علوم و تکنولوژي در پزشکی در بیمارستان امام خمینی تهران          : مواد و روش ها 

براي بررسی سمیت آن بر روي سلول ها و از           )  MTT(، از روش رنگ سنجی      PLGA-پس از سنتز نانوذرات کورکومین    .  انجام شد 

 توسط  MRSA براي کشت هاي        In vitroآزمایشات  .  میکروسکوپ الکترونی نگاره براي ارزیابی اندازه آن استفاده گردید              

. سپس این کار بر روي کشت خون موش آلوده انجام گرفت.  با استفاده از رقیق سازي براث انجام شدMBC و MICروش هاي 

 میکروگرم در میلی لیتر خاصیت ضد باکتریایی بر          6 با غلظت    In vitro قادر بودند در شرایط       PLGA-نانوذرات کوکومین :  یافته ها 

همچنین نتایج  .   میکروگرم در میلی لیتر بود      10این غلظت در درون حیوان آزمایشگاهی برابر با          .   داشته باشند  MRSAروي سویه   

 هیچ گونه اثر سمی بر روي سلول هاي طبیعی ندارند و سلول هاي تیمار شده با بالاترین                   PLGA-نشان داد که نانوذرات کورکومین    

. زنده ماندند% 75غلظت توسط نانوذرات بیش از 

 براي درمان عفونت    PLGA-نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که می توان به صورت ایمن از نانوذرات کورکومین                :  نتیجه گیري 

. و پروفیلاکسی باکتریمی و اندوکاردیت استفاده نمودMRSAهاي ناشی از سویه هاي 
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مقدمه     

، چهار          ) WHO(     بر اساس گزارش سازمان بهداشت جهانی                                                       

 عامل شایع مرگ و میر در کشورهاي در حال                                                                    10عامل از               

پزشکان در سال هاي                         ).      1( توسعه، بیماري هاي عفونی می باشد                                             

 Staphylococcus  (    استافیلوکوکوس اورئوس                               اخیر باکتري               

aureus     (                                                                   را از عفونت هاي ناشی از اندوکاردیت در بیمارستان

همچنین این باکتري علاوه بر متی سیلین                                                 .     جداسازي نموده اند                     

 و      2( به بسیاري از آنتی بیوتیک هاي دیگر نیز مقاوم می باشد                                                                             

مطالعات نشان داده است بیمارانی که دچار عفونت با سویه                                                                        ).      3

 Methicillin Resistant)هاي مقاوم به متی سیلین یا                                                       

Staphylococcus aureus) MRSA                                      می گردند نسبت به افرادي

 MSSA    Sensitiveکه با سویه هاي حساس به متی سیلین یا                                                           
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Staphylococcus aureus)    (Methicillin                            ،عفونی می شوند

بنابراین          .     مدت طولانی تري در بیمارستان بستري می گردند                                                             

درمانی، پیشرفت عفونت به                                     بیشتر           علاوه بر هزینه هاي                                   

 یا اندوکاردیت نیز بیشتر اتفاق می                                                     Bacteremia)( باکتریمی            

  MSSAروش هاي درمانی اندوکاردیت، ناشی از                                                      ).      4( افتد        

بنابراین امروزه کاهش حساسیت به آنتی                                               ).      4( محدود می باشد                     

بیوتیک ها و عوارض جانبی نامطلوب براي سایر ترکیبات ضد                                                                        

).  5 و    4( میکروبی جدید، مورد بحث پژوهشگران می باشد                                          

کورکومین، یک ترکیب پلی فنولی استخراج شده از ریشه                                                                            

ترکیب فعال                .     می باشد           )     Curcuma longa( زردچوبه             

متوکسی        -3-هیدروکسی        -4{ -بیس   -7و 1( دیفریولویل متان                             

مسئول اثرات               )     دي یون        -5 و          3-دي ان       -6 و          1-هپتا    }     فنیل    

این اثرات دارویی شامل                                   .     فارماکولوژیک کورکومین است                                 

خاصیت ضد التهابی، آنتی اکسیدانی، ضد سرطانی،                                                                               

کلبسیلا        ضد دیابتی، ضد آلرژي و فعالیت ضد باکتریایی علیه                                                                      

،   ) E. coli( اشریشیا کلی                   ،     استافیلوکوکوس اورئوس                      ،     پنومونیه        

  هلیکوباکتر پیلوري                     و       )     B. cereus  (   باسیلوس سرئوس                 

 )H. pylori     (             می باشد )( سازمان خوار و بار جهانی                                   ).      6FAO   (

 تا       15در      .      استفاده از کورکومین را بی خطر دانسته اند                                                         WHOو     

 مطالعات کارآزمایی                        II و        I سال اخیر کورکومین وارد فاز                                           20

مطالعات نشان می دهد که افراد قادر به                                                          .     بالینی شده است                    

 گرم در هر روز                        8تحمل کورکومین در دوزهاي بالا به اندازه                                                       

متاسفانه، کورکومین با حلالیت بسیار                                               ).      8 و          7( می باشند                

)   bioavailability( پایین، بی ثباتی شیمیایی و زیست فراهمی                                                       

امروزه استفاده از فناوري نانو                                         .     نامناسب شناسایی شده است                               

پائین آمدن سرعت                       براي بهبود زیست فراهمی کورکومین،                                                  

و کاهش اثرات سمی آن                             تجزیه و پایداري بالا در جریان خون                                                

اخیراا منافع حاصل از شیوه هاي           ً                             .     مورد توجه قرار گرفته است                                

نانوتکنولوژي در میکروبیولوژي به اندازه تمامی شاخه هاي                                                                           

انگیزه اصلی               .     علوم با سرعت زیادي در حال رشد می باشد                                                           

این پیشرفت، استفاده نانوذرات در درمان بیماري هاي مختلف                                                                        

همچنین گام هاي مهمی در راستاي توسعه نانو                                                                      .     است   

تکنولوژي براي تحویل دارو به بافت مورد نظر نیز برداشته                                                                                 

تمرکز نانوتکنولوژي بر فرمولاسیون ترکیبات                                                         .     شده است           

پلی لاکتید             ).      8( دارویی در ذرات نانو، سازگار با بدن می باشد                                                                

پلیمري است که گسترده ترین                                         )     PLGA( گلایکولیک اسید                     

. تحقیقات براي دارو رسانی را به خود اختصاص داده است                                                                           

در این پلیمر محصور شده و در مقدار ثابتی از                                                              داروي مورد نظر                      

طریق انتشار دارو در پلیمر و تخریب ماتریکس پلیمر، آزاد                                                                                   

 حامل مناسبی براي رساندن دارو به                                              PLGAنانوذرات            .     می گردد         

بر همین اساس این                            .     سلول هدف داخل سلولی می باشند                                            

نانوذرات را می توان به صورت سیستمیک و بدون مشکل                                                                             

).  9( تجمع در مویرگ ها، تجویز نمود                              

هدف از این مطالعه ارزیابی اثر ضدباکتریایی نانوکورکومین در                                                                             

 مقاوم به متی سیلین در                                    استافیلوکوکوس اورئوس                      برابر عفونت                 

.  بود    Balb/Cشرایط پیش بالینی در مدل حیوانی موش                                    

مواد و روش ها             

 در آزمایشگاه                   (Pre-clinical)این مطالعه به صورت پیش بالینی                                           

مرکز تحقیقات علوم و تکنولوژي در پزشکی بیمارستان امام                                                                              

.  انجام گرفت               91خمینی، دانشگاه علوم پزشکی تهران در سال                                                        

استافیلوکوکوس               در ابتدا سویه هاي                           :     سویه هاي باکتریایی                      )     الف   

و   )     MRSA(  مقاوم به متی سیلین                                         ATCC33591    اورئوس      

و   )     حساس به آنتی بیوتیک هاي ونکومایسین و جنتامیسین                                                                    

 حساس به متی سیلین از انستیتو پاستور                                                          ATCC25923سویه        

سویه ها به منظور آزمایشات                                     .     خریداري شدند              )     تهران، ایران              ( 

کشت     )     ,Germany    Merck( بیشتر در محیط نوترینت براث                                        

. داده شدند         

آماده سازي کورکومین بارگذاري شده در نانوذرات                                                                      )     ب 

PLGA     :                                                                 ،بهترین راه براي کپسوله کردن ترکیبات هیدروفوب

بنابراین در مطالعه حاضر از                                    .     تکنیک تبخیر تک امولسیونی است                                    

 استفاده            PLGA-این روش براي سنتز نانو ذرات کورکومین                                                        

 در یک            PLGA میلی گرم از                      100به طور خلاصه ابتدا                           .     گردید     

 میلی گرم از                        10سپس       .     میلی لیتر از اتیل استات حل شد                                                 

به این ترکیب اضافه و یک                                           )     Sigma-Aldrich( کورکومین            

 میلی لیتر از پلی وینیل الکل                                          2در ادامه              .     ساعت ورتکس گردید                    
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  -به مخلوط کورکومین                       )     به عنوان سورفکتانت                        ( در آب             %     5

PLGA                                                                   در حال ورتکس شدن به صورت قطره قطره اضافه 

 این مخلوط به                     PLGA    -پس از افزودن کامل کورکومین                                        . شد  

)   Sanyo Sonyprep Plus, Japan(  دقیقه سونیکه                           1مدت         

سپس این ترکیب                   .     گردید تا امولسیونی یکنواخت حاصل شود                                             

در آب افزوده و با یک                                  %       0/3 میلی لیتر پلی وینیل الکل                                           50به      

مخلوط       .      ساعت، به هم زده شد                               3همزن مغناطیسی به مدت                                

 دقیقه سانتریفیوژ                       15 به مدت               rpm    10000ذکر شده در دور                          

 )Shimadzo UV-120-01     (     نانوذرات به صورت                            .     گردید

رسوب جمع آوري شده و مجدداا در آب مقطر خالص شسته                                     ً                                 

دراي شده و تا زمان استفاده                                          -نانوذرات سنتز شده فریز                            .     شدند    

).  10( درجۀ سانتی گراد نگهداري شدند                                -20در دماي         

با استفاده از                       : PLGA    -ویژگی هاي نانو ذرات کورکومین                                      )     ج 

 SEM     ،ZEISS- Standard( میکروسکوپ الکترونی نگاره                                    

Germany  (                                                            اندازه و مورفولوژي نانوذرات کورکومین ،-  

PLGA                                10(  ساخته شده مورد برسی قرار گرفت  .(

 در       PLGA-بررسی اثرات ضدباکتریایی نانوذرات کورکومین                                                 )     د 

-آنتی بیوگرام نانوذرات کورکومین                                                : شرایط آزمایشگاهی                    

PLGA                                                                     با مشاهده فعالیت ضد میکروبی آنها بر اساس روش 

spread plate                                                               بر روي محیط مولر هینتون آگار و شمارش 

سلول هاي زنده در محیط نوترینت براث بر علیه                                                                                      

 حساس به متی سیلین ارزیابی                                                استافیلوکوکوس اورئوس                        

به منظور تعیین حداقل غلظت بازدارندگی رشد                                                                  .     گردید     

 )MIC     (                                       کورکومین و نانو ذرات کورکومین-PLGA             از روش 

براي این منظور ابتدا                            ).      11( رقیق سازي براث استفاده گردید                                          

 ، به صورت رقت                        PLGA-کورکومین و نانو ذرات کورکومین                                     

هاي متناوب به یک سري از لوله هاي حاوي محیط کشت                                                                            

غلظت باکتریایی در هر لوله                                   .     مولر هینتون براث، اضافه شدند                                      

105´5  CFU/ml             محاسبه گردید    .

ماده اي به                ( در این مطالعه از سه نوع کنترل شامل کنترل منفی                                                                     

غیر از آنتی بیوتیک سرم نرمال است که تاثیري روي هیچ کدام                                                                               

تاثیري بر روي باکتري هاي                                  ( ، متی سیلین                   ) از باکتري ها ندارد                        

مقاوم به متی سیلین ندارد اما باعث از بین رفتن باکتري هاي                                                                                    

باعث از           که      ( و جنتامایسین                  )     حساس به متی سیلین می گردد                                     

استفاده         )     بین رفتن باکتري هاي مقاوم به متی سیلین می گردد                                                                    

 درجه         37در ادامه پس از قرار دادن محیط ها در دماي                                                                      .     شد  

 ساعت، حداقل غلظت عاملی که منجر                                             24سانتی گراد به مدت                           

 در نظر              MICبه مهار رشد میکرو ارگانیسم می گردد، به عنوان                                                              

 غلظتی          حداقل         این لوله ها مجدداا کشت داده شدند و                        ً                       .     گرفته شد          

  . معرفی شد        )   MBC( باکتري را از بین می برد، به عنوان                                   که    

 در محیط              شان   رشد باکتري ها بر اساس غلظت                                        میزان         همچنین          

براي این            .     اسپکتروفتومتري اندازه گیري شد                                       روش       با      براث        

108منظور،          
 میلی لیتر نوترینت براث                                     10به      )     CFU(  باکتري               

 مشاهده           ODمیزان رشد باکتري با استفاده از مقدار                                                      .     اضافه شد          

 نانومتر به کمک دستگاه اسپکتروفتومتر                                                600شده در طول موج                        

 )Shimadzo UV-120- 01     (           تمامی آزمایشات در                       .     بررسی گردید

براي      ( نور ملایم و تمامی انکوباسیون ها در انکوباتور تاریک                                                                           

).  11( انجام گرفت            )   جلوگیري از اثرات سمی نوري کورکومین                                  

این بررسی در                      : Balb/Cبررسی هاي پیش بالینی در موش                                             )     ه 

این موش ها با رژیم                              .      انجام گرفت               balb/C موش از نژاد                        52

غدایی استاندارد و دسترسی به آب و غذاي کامل و به صورت                                                                              

نامحدود تغذیه شده بودند و به صورت انفرادي درحیوان خانه                                                                            

:   موش ها به دو گروه اصلی تقسیم شدند                                                 .     نگهداري شده بودند                     

، کنترل نرمال                    Ia:     گروه کنترل که خود به سه زیر گروه                                              :     Iگروه        

:   Ib، زیر گروه                    ) موش نرمالی که نه درمان و نه عفونی شده                                                           ( 

موشی که از طریق تزریق دوز                                               ( کنترل آلوده                   
4

 باکتري           10    

 مقاوم به متی سیلین در رگ دمی                                                     استافیلوکوکوس اورئوس                      

کنترل دارویی                :     Ic، زیر گروه                      ) آلوده شده، اما درمان نشده                                       

موش هاي غیر آلوده درمان شده با کورکومین                                                             )  (    جنتامیسین         ( 

 میلی گرم                 1  (   PLGA، درمان شده با                            )  میلی گرم روزانه                        10( 

 میکروگرم               10  (    Cur-PLGA-NPو درمان شده با                          )     روزانه      

گروه آزمایشی، شامل گروه آلوده شده با                                                        :     IIگروه        )).       روزانه      

 که تحت درمان با دوزهاي مختلف کورکومین                                                          MRSAسویه        

 قرار گرفته                 PLGA (Cur-PLGA-NP)کپسوله شده در نانوذرات                                

هر گروه از موش هاي درمان شده با                                                                               .     است   

Cur-PLGA-NP                    میکروگرم از                      50 و              20،       10، روزانه 
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Cur-PLNG-NP            12(  روز دریافت نمودند                    10 را به مدت  .(

موش ها در صورت زنده ماندن، در                                           :     آزمایش بافت شناسی                     )     و 

روزهاي مختلفی پس از آلودگی از طریق قطع نخاع کشته                                                                              

سپس شریان ها بیرون آورده شد و براي انجام                                                                          .     شدند    

بافت      .     تثبیت گردیدند               %     10آزمایشات بافت شناسی در فرمالین                                          

اندوتلیال در واکس پارافین قرار داده شد و با استفاده از                                                                                          

 میلی متري، بریده                           6-4میکروتوم به بخش هایی با ضخامت                                               

سپس این بخش ها براي ارزیابی درجه اتصال باکتریایی با                                                                       .     شد  

).  12( هماتوکسیلین و ائوزین رنگ آمیزي شدند                                     

مقدار       :       PLGA-سمیت سلولی نانو ذرات کورکومین                                                   )       ز 

، کورکومین              ) بدون کورکومین                (  PLGAسمیت سلولی نانوذرات                           

Cو  u r -P L G A -N P                                                با ارزیابی رنگ سنجی 

   )M T T       (3 -( 4 , 5 -D i m e t h y l t h i a z o l -2 -y l ) -2 , 5 -

Diphenyltetrazolium Bromide                                   مورد بررسی قرار گرفت    .

 چاهکی در               24سلول هاي فیبروبلاست موشی در پلیت هاي                                                     

DMEM + 10% FBS      )  modified Eagles mineral essential 

medium  Dulbecco   ) (            10۴با غلظت         )   شرکت سیگما
 سلول به               

 ساعت         24سلول ها پس از                       .   ازاي هر چاهک کشت داده شدند                                    

 انکوبه           Cur-PLGA-NPبا غلظت هاي مختلفی از کورکومین،                                               

سپس به منظور ارزیابی تعداد سلول هاي زنده به آن                                                                        .   شدند    

MTT             وجود        .    اضافه شدMTT               ساعت ادامه یافت و                            4 به مدت 

براي حل شدن کریستال هاي                                     .   سپس محیط دور ریخته شد                                 

افزوده        )   دي متیل سولفوکساید                       (   DMSOتشکیل شده فورمازان،                       

 نانومتر اندازه                     490جذب نوري هر حفره در طول موج                                                 .   شد  

این نتایج به صورت درصدي منسوب به گروه کنترل                                                             .   گیري شد         

).  13( ارائه گردید              %    DMSO  0/1درمان شده با              

با تمام حیوانات آزمایشات مطابق با                                                       : ملاحظات اخلاقی              )     ح 

دستورالعمل تایید شده توسط کمیته اخلاقی هیئت علمی                                                                             

. پزشکی دانشگاه تهران رفتار شد                            

ثبت      داده ها با انحراف استاندارد متوسط                                                   : آنالیزهاي آماري                 )     ك 

تمامی آزمایشات در حداقل سه نسخه به صورت                                                                   .     شدند    

میانگین نتایج براي                          .     اختصاصی در بخش نتایج انجام گرفتند                                               

 مورد تجزیه و تحلیل                               t-testمفاهیم آماري با استفاده از آزمون                                                

 از نظر آماري مورد                              >0/05pتفاوت ها در مقدار                             .     قرار گرفت           

 ماه با             3مقدار حیوانات باقی مانده پس از                                                .     توجه قرار گرفتند                    

.  نشان داده شد             Kaplan-Meierاستفاده از نمودار                   

یافته ها        

کورکومین محصور شده                        :     Cur-PLGA-NPسنتز و ویژگی                    )     الف   

 با تکنیک تبخیر حلال با موفقیت سنتز                                                      PLGAدر نانو ذرات                      

 در آب به صورت کاملاٌ محلول،        PLGA-نانوذرات کورکومین )  A.   و حلالیت آن ها    PLGA-بررسی میکروسکوپی کورکومین و نانوذرات کورکومین     :  1شکل

B  (          ،کورکومین معمولی در آب به صورت نامحلولC  (      تصویر گرفته شده از نانوذرات کورکومین-PLGA         به وسیله میکروسکوپ نگاره، اندازه نانوذرات 

. نانومتر می باشد150 تا 50 بین PLGA-کورکومین
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نانو ذرات سنتز شده کاملالا محلول در آب بودند                                      ً                                 .     گردید     

در حالی که کورکومین معلق در آب، نامحلول                                                           ).      1Aشکل       ( 

نانو ذرات به صورت منفرد پراکنده شدند و                                                        ).      1Bشکل       ( بود       

 ).  1Cشکل     (  نانومتر متغیر بودند                      150 تا     50از نظر اندازه از                  

 میزان          1در جدول                 : اثر نانوکورکومین بر شمارش باکتریایی                                           )     ب 

MIC        و MBC                                                               ترکیبات مورد بررسی در این مطالعه شامل  

همچنین میزان                .      آورده شده است                    Cur-PLGA-NPکورکومین،             

فعالیت ضدباکتریایی این ترکیبات با آنتی بیوتیک ها مقایسه                                                                               

.   گردیده است          

 مشخص گردید که                        ODدر این مطالعه با اندازه گیري میزان                                                      

  10رشد باکتري پس از درمان با نانوذرات کورکومین به مدت                                                                          

 به صورت                ODترتیب مقادیر                      .     ساعت مهار شده است                             

<PLGA        کورکومین<Cur-PLGA-NP<                             جنتامیسین می باشد

 نشان داده شده                         1Bهمان گونه که در نمودار                                  ).      A 1نمودار      ( 

است، از روز اول افزایش تعداد باکتري موجود در خون و                                                                                

  استافیلوکوکوس             بیوپسی موش کنترل آلوده شده با سویه هاي                                                          

نمونه مربوط به                    ،     منظور از گروه کنترل                         ( قابل مشاهده می باشد                             

 این افزایش                 )).   بدون دارو           ( موش بوده که با باکتري آلوده شده                                                 

در روز سوم به اوج خود رسیده که پس از آن تعداد باکتري ها                                                                                   

در گروه تحت درمان                         ).      A1نمودار          ( شروع به کم شدن می کند                                   

ها مشاهده نشد و                           -با کورکومین، کاهشی در تعداد باکتري                                                  

در مقابل، تعداد باکتري در                                     .     تعداد، برابر با گروه کنترل بود                                            

هایی که نانوکورکومین دریافت کردند، کاهش قابل                                                                        -موش   

).  >0/05p( توجهی را نشان داد                   

سمیت سلولی نانوذرات با استفاده از                                                   : نتایج سمیت سلولی                    )     ج 

 دي فنیل تترا                       5-2 دي متیل تیازول                           5 و    MTT   )  3-4سنجش        

از آنجایی که سلول                         .     مورد بررسی قرار گرفت                          )     زولیوم بروماید                

هاي سرطانی نسبت به کورکومین حساس می باشند، تصمیم                                                                        

گرفته شد که در این مطالعه از سلول هاي فیبروبلاست موش به                                                                              

.   منظور آنالیز سمیت سلولی استفاده شود                                   

نانوذرات          ( سه غلظت مختلف از نمونه هاي مورد بررسی                                                                     

PLGA                                                      کورکومین معمولی، نانوذرات کورکومین ،-PLGA   ،

سپس     .      ساعته در نظر گرفت شد                                 24براي مطالعه                 )     کنترل منفی            

نتایج به دست آمده                         .     مقدار جذب خوانده و نتایج محاسبه گردید                                                 

 هیچ گونه اثر سمی بر                                PLGA-نشان داد که نانوذرات کورکومین                                     

همچنین سلول هاي                     ).      2شکل   ( روي سلول هاي طبیعی ندارند                                       

زنده      %     75تیمار شده با بالاترین غلظت توسط نانوذرات بیش از                                                                    

.   ماندند      

تزریق داخل صفاقی با                             :     میزان بقاي موش ها پس از درمان                                             )     د 

کورکومین،         )     (mg/kg میلی گرم به ازاي هر کیلوگرم                                                          50

5-10-20    mg/kg)     (                           نانوذرات کورکومین-PLGA ،

5    (mg/kg)                   ،10 جنتامایسین   )  mg/kg     (PLGA        10 و   )  mg/kg   (

در    .     سرم، پنج روز قبل از ایجاد عفونت در موش انجام پذیرفت                                                                         

موش ها سه               %     60موش هاي درمان نشده پس از ایجاد عفونت،                                                       

MBC
μg ml-1

MIC
μg ml-1

فعالیت ضد 

میکروبی

نام ماده میکروارگانیسم

1600 300 + کورکومین معمولی

10 6 + PLGA-نانوذرات کورکومین

25 15 + جنتامایسین

10 5 + متی سیلین

3500 800 + کورکومین معمولی

استافیلوکوکوس مقاوم به متی سیلین

35 15 + PLGA-نانوذرات کورکومین

40 20 + جنتامایسین

- - - متی سیلین

استافیلوکوکوس حساس به متی سیلین

 و مقایسه با آنتی بیوتیک ها Cur-PLGA-NP کورکومین، MBC) و (MIC فعالیت ضدمیکروبی: 1جدول 
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در پایان روز ششم همه آن ها مردند                                                .     روز بعد از عفونت مردند                              

 هیچ گونه اثري بر بقاي موش هاي آلوده                                                          PLGA).      3شکل       ( 

بقاي موش ها را بهبود بخشید                                      %     20کورکومین تا                 .     شده نداشت           

 در بقاي موش ها بسیار مؤثر                                            PLGA-و نانوذرات کورکومین                       

همچنین اثر نانـوذرات                                    ).      3شکل           ( عمل نمودند                          

.  با اثر آنتی بیوتیک قابل مقایسه بود                                   PLGA -کــــورکومین            

بحث   

پژوهش حاضر با هدف ارزیابی اثر ضدباکتریایی نانوکورکومین                                                                      

 مقاوم به متی سیلین                             استافیلوکوکوس اورئوس                      در برابر عفونت                      

 مورد         Balb/Cدر شرایط پیش بالینی در مدل حیوانی موش                                                                 

در این مطالعه پس از سنتز نانوژل                                                         .     ارزیابی قرار گرفت                         

کورکومینی با واسطه پلی لاکتیک گلایکولیک اسید، اندازه و                                                                              

 و      In vitroسپس آزمایشات                  .     سمیت ان مورد بررسی قرار گرفت                                      

In vivo                         براي کشت هاي MRSA                         توسط روش هاي MIC      و 

MBC                                                                               با استفاده از رقیق سازي براث انجام شد و در نهایت این 

همچنین نتایج                .     کار بر روي کشت خون موش آلوده انجام گرفت                                                   

 می        PLGA-پژوهش حاضر نشان داد که نانوذرات کوکومین                                                         

 خاصیت ضد باکتریایی بر                                In vivo  و           In vitroتواند در شرایط                      

همچنین داراي اثر فوق العاده                                     .      داشته باشند                MRSAروي سویه              

 مقاوم به متی سیلین در شرایط درون تناستافیلوکوکوس اورئوس  و جنتامایسین در مقابل PLGA-تاثیر کورکومین، نانوذرات کورکومین: 1نمودار 
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مطلوب بر روي عفونت زخم سودوموناسی بر روي زخم                                                                        

سوختگی درجه دو می باشد  و قابلیت تجاري سازي و                                                                               

. استفاده بالینی در بیماران مبتلا به سوختگی را دارد                                                

درمان و ریشه کنی پاتوژن هاي درون سلولی به کمک درمان                                                                             

زیرا ترکیبات                .     هاي متداول، چالشی بزرگ محسوب می شود                                                 

.   درمانی مورد استفاده قادر به نفوذ به غشاي سلولی نمی باشند                                                                            

از طرفی کاربردهاي بالینی نیز با محدودیت هایی مانند دوز                                                                                

  pHزیرا حلالیت دوز تجویزي در                                          .     تجویزي رو برو است                         

دستورالعمل مقابله و                             ).      14( فیزیولوژیکی کاهش می یابد                                          

از افراد            %     48 با مقاوم شدن                         MRSAمحدود نمودن سویه هاي                                

در عفونت هاي بیمارستانی، حضور                                       .     به چالش کشیده شده است                         

، نرخ مرگ و میر بالاي افراد مبتلا به این                                                                MRSAسویه هاي              

سویه ها و نیز هزینه هاي درمانی بالا به معضل بزرگی تبدیل                                                                                    

و همکاران در                    (Fatholahz adeh) فتح االله زاده           ).    14( شده است           

 را علاوه بر متی سیلین به سایر                                               MRSA سویه هاي                 2008سال       

).    15( گروه هاي آنتی بیوتیکی بسیار مقاوم گزارش نمودند                                                                          

.  ساعت پس از درمانMTT ،24نتایج آنالیز سمیت سلولی توسط سنجش : 2شکل

. در موش آلوده شده بعد از درماناستافیلوکوکوس اورئوسبقاي : 3شکل
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 به بافت میزبان براي انتقال                                           استافیلوکوکوس اورئوس                      اتصال         

این اتصال به واسطه حضور                                       .     سم پاتوژن ضروري است                             

گلیکوپروتئین هاي سطحی به خصوص فیبرونکتین در باکتري                                                                  

-α5β وجود فیبرونکتین باکتریایی به وسیله                                                   .صورت می گیرد                

integrin                                               دیواره        ).      16(  سلول هاي اندوتلیال مشخص می شود

رگ هاي آلوده شده به این باکتري موجب استقرار و انتشار                                                                                

 vonهمچنین فاکتور                 .     می گردد           اورئوس                استافیلوکوکوس             

Willebrand                                                             که براي تثبیت پلاکت ضروري است می تواند ،

کلاژن      ).      17( گردد        استافیلوکوکوس اورئوس                            موجب اتصال                  

 موجود در دیواره سلول هاي اندوتلیال توسط                                                              4 و          1تیپ       

باکتري ها به عنوان ابزاري در اتصال مورد استفاده قرار                                                                                      

هم چنین مولکول هاي سطحی غیرپروتئینی نیز                                                           .     می گیرند          

ممکن است به عنوان اتصال درون رگی مورد استفاده                                                                                 

).  18( باکتري ها قرار گیرند                      

سنجش ها در شرایط آزمایشگاهی بر پایه کشت سلول ها                                                                             

در حالی           .     امکان شمارش باکتري هاي متصل شده را داده است                                                           

که مدل هاي اندوکاردیت امکان تعیین تعداد باکتري هاي                                                                              

در مطالعه حاضر با                           .     متصل شده به دیواره رگ را نمی دهد                                                  

 استافیلوکوکوس                  استفاده از میکروسکوپ فلورسانس می توان                                                 

 را که با ایزوتیوسیانات فلورسنت نشانه گذاري شده                                                                     اورئوس      

به صورت داخل سرخرگی به موش تزریق کرد و درمان با                                                                             

 در برابر اتصال درون رگی                                              PLGA-نانوذرات کورکومین                     

در باکتري هایی که                           .     باکتري ها را مورد بررسی قرار گرفت                                                 

درمان نشده بودند هم تک باکتري هایی متصل شده و هم                                                                                

جمعیت باکتریایی متصل شده به سلول هاي اندوتلیال رگ ها                                                                          

اما در موش هاي درمان شده اثري از اتصال                                                          .     قابل رویت بود                 

همچنین        .     مشاهده نشد                  استافیلوکوکوس اورئوس                                        

 با استفاده از پلاکت هاي خونی                                                  استافیلوکوکوس اورئوس                      

می تواند به زخم ها نیز اتصال یابد و ایجاد آلودگی نماید                                                                                      

  فعالیت ضد باکتریایی کورکومین در برابر                                                                       ).      19( 

 به واسطه تولید پراکسید هیدرژن که                                                 استافیلوکوکوس اورئوس                      

).    20( براي باکتري سمی است، مربوط می شود                                   

 هاي متغیر با تعداد اندك موش در هر گروه و                                                                       CFUتعداد         

انحراف معیار زیاد در نتایج به دست آمده در این مطالعه از                                                                                       

.   نقاط ضعف آن بوده و صحت نتایج را به خطر می اندازد                                                

گروه هاي تحقیقی بسیاري پلی استرهاي زیست تخریب پذیري                                                                     

را مانند پلی لاکتیدها و پلی لاکتید گلایکولیدها را به عنوان                                                                                     

حامل جنتامایسین مورد استفاده قرار دادند تا روند درمانی آن را                                                                                  

  2003و همکاران در سال                          )     Yenice( ینیس        ).      21( بهبود بخشند                 

 مدل بروسلا، میکروکپسول                                In vivoنشان دادند که درشرایط                                   

هاي پلی لاکتیدي تعداد ارگانیسم هاي زنده را کاهش می دهد                                                                             

-در مطالعه حاضر، نتایج تزریق نانوذرات کورکومین                                                                 ).      22( 

PLGA                                                                      براي درمان عفونت استافیلوکوکی نشان داد که تجویز 

کورکومین به صورت نانوذرات، توزیع دینامیکی و پایداري                                                                           

کورکومین تزریقی                   %     20درون سرمی این ماده را افزایش داده و                                                     

بنابراین، از ویژگی کشتن باکتري هاي                                                .     در بدن پایدار می ماند                               

کورکومین هم               .     درون سلولی توسط این ماده می توان بهره برد                                                           

چنین به واسطه خاصیت آنتی اکسیدانی و ضد التهابی خود                                                                              

می تواند در بدن فعالیت هاي ضد باکتریایی دیگري نیز ایفا                                                                                    

با توجه به بررسی هاي انجام شده و مرور منابع علمی                                                                          .     نماید     

موجود مشخص گردید که تاکنون مطالعه اي در این زمینه انجام                                                                             

.   نشده است        

بر اساس مطالعه ما، کشت هاي نوترینت براث نشان دهنده اثر                                                                              

باکتریوستاتیک و سمیت روي باکتري بوده و به ما کمک نمود                                                                               

تا حداقل غلظت مهاري نانوذرات کورکومین سنتزشده در                                                                            

این آزمایش نشان داد                             .     شرایط آزمایشگاهی را مشخص نماییم                                         

 میلی گرم بر                      1در حضور             استافیلوکوکوس اورئوس                          که رشد            

  10اما در حضور                     .     میلی لیتر از کورکومین ادامه خواهد یافت                                                      

میکروگرم بر میلی لیتر از نانوکورکومین، رشد باکتري یاد شده                                                                                 

افزایش تعداد باکتري هاي نمونه هاي خون و                                                       .     متوقف می گردد                 

استافیلوکوکوس               بیوپسی موش هاي گروه کنترل آلوده شده با                                                            

این افزایش در تعداد                               .     از روز اول مشاهده گردید                                   اورئوس          

باکتري ها در روز سوم به بالاترین مقدار خود رسید و هیچ                                                                                    

گونه کاهشی در تعداد باکتري هاي گروه کنترل مشاهده                                                                                  

در مقابل، تعداد باکتري در موش هایی که                                                                           .     نگردید      

.   نانوکورکومین دریافت کرده بودند کاهش قابل توجهی داشت                                                                     
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بنابراین می توان نتیجه گرفت که درمان با نانوذرات                                                                                        

، می تواند خون را از وجود باکتري پاك                                                            PLGA-کورکومین        

  دلیل این امر را می توان چنین توجیه نمود که به واسطه                                                                         .     نماید     

حضور نانوذرات کورکومینی، اتصال باکتري ها از طریق فرآیند                                                                         

و به دنبال آن تشکیل                               )     quorum sensing( حساسیت جمعیتی                   

بر همین اساس نتیجه مطالعه رودراپا و                                                 .     بیوفیلم مهار می گردد                          

 نشان داد که                        2008در سال              )     Rudrappa and Bais( بایاس         

کورکومین قادر به کنترل فاکتور هاي بیماري زا و ژن هاي                                                                                    

  سودوموناس ائروجینوزا                        شروع کننده تولید بیوفیلم در                                                     

 )Pseudomonas aeruginosa   (         می باشد )23  .(  

با توجه به نتایج ارزیابی سمیت سلولی مشخص گردید که                                                                             

 هیچ گونه اثر سمی بر سلول هاي                                             PLGA-نانوذرات کورکومین                   

به طوري که سلول هاي درمان شده با بالاترین                                                            .     طبیعی ندارند              

.   زنده ماندند           %   75غلظت توسط نانوذرات، بیش از                            

 با       PLGA-همچنین مشخص گردید که نانوذرات کورکومین                                                    

 میلی گرم به ازاي هر کیلو گرم تزریق درون صفاقی،                                                                     10غلظت        

به طوري که در این                               .     در بقاي موش ها بسیار مؤثر هستند                                                 

با اثر آنتی بیوتیک قابل                                 PLGA -مطالعه اثر نانوذرات کورکومین                                  

از نظر دارویی، نقطه ضعف کورکومین، نامناسب                                                         .     مقایسه بود            

اولین بار آماده سازي                              .     بودن آن براي استفاده خوراکی است                                             

 انجام          2009و همکاران در سال                            )     Liu( نانوذرات توسط لیو                           

نانوذرات تولیدي آن ها از لحاظ فیزیکی شرایط                                                          ).      23( پذیرفت          

مناسبی داشته و نحوه آزادسازي شان در شرایط آزمایشگاهی                                                                            

  PLGA-با اینکه پیش از این، نانوذرات کورکومین                                                    .     مناسب بود           

در درمان عفونت مورد استفاده قرار نگرفته بودند، اما مشخص                                                                             

گردید که این نانوذرات نسبت به خود کورکومین، مؤثرتر عمل                                                                            

این نانوفورمولاسیون ممکن است زمان زیست                                                         .     می نمایند           

فراهمی و زمان بقاي کورکومین در بدن را بهبود بخشد و اثر آن                                                                                   

. افزایش دهد          را      MRSAبر روي سویه هاي                 

نتیجه گیري          

 نشان داد               In vivo و        In vitroدر مطالعه حاضر نتایج آزمایشات                                         

  PLGA-که می توان به صورت ایمن از نانوذرات کورکومین                                                                  

 و      MRSAبراي درمان عفونت هاي ناشی از سویه هاي                                                                     

علاوه بر           .     پروفیلاکسی باکتریمی و اندوکاردیت استفاده نمود                                                          

ماهیت ایمن و طبیعی کورکومین، تاریخچه طولانی در                                                                               

استفاده از این ماده به عنوان دارو و هزینه پائین آن موجب شده                                                                                     

تا نانوکورکومین کاندید نوید بخشی براي استفاده در بالین                                                                                  

. باشد    

تشکر و قدردانی              
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Abstract

Background and Objectives: Bacteremia and endocarditis are the most commonly infection in

Staphylococcus aureus. Due to curative effects of curcumin, including as an antibiotic, it can be

used as a medicine albeit after reducing its side effects. This study aimed to investigate

antimicrobial effects of curcumin on methicillin-resistant Staphylococcus aureus in vitro and in an

animal model (Balb/C mice).

Materials and Methods: This pre-clinical study was performed in the department of scientific

research and clinical technology of Khomeini Hospital, Tehran. Following synthesis of curcumin-

PLGA nanoparticles, their size were measured using scanning electron microscopy and their

toxicity were determined by a colorimetric method (MTT). In vitro studies to analyze the effects

of this compound on MRSA were performed firstly based on MIC and MBC tests and broth

dilution. Next, a same procedure was conducted on blood cultures obtained from infected mice.

Results: A concentration of 6 micrograms of urcumin-PLGA nanoparticles per millimeter showed

Antibacterial activity on MRSA strains. A same effect was observed in vivo in mice after 

treatment by 10 μg/ml urcumin. Furthermore, based on this results, there were no side effects on 

the normal cells and 75% of the cells treated with the highest concentration of this particle were

survived.

Conclusion: these results show that curcumin-PLGA nanoparticles can be used safely for the

treatment of bacteremia and endocarditis prophylaxis of infections caused by MRSA.
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