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  لوسترسی منماای اثرات ضد قارچی اسانس گی  سهی مقایاب ارزی

(Gymnema Sylvestre) لبر تشکی توزانانوانکپسوله و نانوژل کین  

  کنسالبی  دا کاندی لمیوفبی

 
 4ی، جمال هاشم3ی، شهلا رودبارمحمد *2اتی، منصور ب 1یاکبر دهیسپ

 

 چکیده

  ی هایماریب  موثر  ی ها  درمان  از  یع ی وس  ف یط  به   نسبت  کنسیالب  دایکاند  لمیوفیب

  چالش  از   ی کی  بعنوان   مساله  نیا.  دهد  ی م  نشان   تیمحدود  و  تولرانس   ،یقارچ

  و   مناسب  یدرمان  یهاروش  انتخاب   و  بوده  مطرح  درمان  و  بهداشت  حوزه  یها

نانوژل  هدف  با  حاضر  مطالعه.  سازد  ی م  ریناپذ  اجتناب   را  موثر   روش   به  سنتز 

-توزانیوندکیپ  کردن  همبسته  برای  یعرض  اتصالات   کمک  با  ،یتجمع   خود

 رشد  مهارجهت     لوستریس  منمای گ  اسانسی  پوشان  درون  و  دیاس   کیتیرسیم

 اتیخصوص  .گرفت  انجام کنسیالب  دایکاند  استاندارد  هیسو  لمیوفیب

 XRD, DLS ,TEMی  زهای ازآنال  استفاده  با   نانوساختار  یی ایمیکوشیزیف

,SEM   ضد    تیحساس  یالگو  نییتع   جهت  .شد  یابی  مشخصه های  داروی 

  دا یکاند  استاندارد  هیسو  یلمیوفیب  و  یمخمر  فرم  به  نسبت  قارچی

  استاندارد   پروتکل  با  لوشنیدا  کرو براث یم  روش   از(  ATCC  10231)کنسیالب

CLSI M27-A3  یکم  تست  وXTT  غلظت   حداقل  ج ینتا  .شد  استفاده  

 به    نانوانکپسولهگیمنما سیلوستر  اسانس  و  توزانیک  نانوژل  50MICیمهارکنندگ

  μg/mL بیترت  به  90MIC  میزان  و  μg/mL3/2 و  μg/mL  5/57 بیترت

اساس  .  دیگرد  ی ژگیو  ن ییتع   μg/mL  6/4 و  3/84   ، XTT  روش   ج ینتابر 

گیمنما    اسانس  و   توزانی ک  نانوژل   MBICلمیوفیب   یکنندگ  مهار  غلظت   حداقل

  یدارو  و   μg/mL  1/5  و  μg /mL  150 غلظت   در  انکپسولهسیلوسترنانو

شد   ≥μg/mL  1/16 غلظت  محدوده  در  تراکونازول یا  یازول   افته ی .گزارش 

را    یاهیگ  یداروها  نانوی  ریبکارگو    نانوزیست فناوری  تیاهم  مطالعه،  نیا  یها

 مقاوم  ییدایکاند  یها  عفونت    درمان  در   ییایمیش  یداروها  به عنوان جایگزین

 .ضروری می داند دارو  به

   لوستر، یس  منمایگ  توزان،یک  لم،نانوژلیوفیب   کنس،یالب  دایکاند  واژگان کلیدی:

 XTTتست 
 1404/ 5/ 21تاریخ پذیرش:      1404/ 3/ 22تاریخ دریافت:   
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 مقدمه 

بروز یک طی میزان  گذشته،  های   دهه  عفونت  شیوع  و 

  ( IFI; Invasive Fungal Infections)مهاجم  کاندیدایی  

یافته    شیازاف ای  به  .  است قابل ملاحظه  کاندیدا  گونه های 

البیکنسویژه   شایع  کاندیدا  پاتوژن    بعنوان  فرصت  ترین 

نقص  در    طلب  به  مبتلا  های  میزبان  از  ای  گسترده  طیف 

مزمن   متابولیکی  اختلالات  و  بارزی  ایمنی  می  نقش  ایفاد 

قارچ    (.1)کند این  دارویی  حساسیت  واسطه الگوی  به 

نوپدید فاکتورهای  ریسک  باز  حضور    ی ب  مصرف  ،پدید  و 

،  فیالط  عیوس   یها  دیکواستروئیکورت  و  کهایوتی ب  یانت  هیرو

یافته     Covid-19ی  پاندم  با  توام قارچ    .است تغییر  این 

توانایی،  دیمورفیسم پلی   با  اگزو  ماتریکس    تشکیل 

ساختار    ادجای  و(  EPS; Exopolysaccharide)ٍ  ساکاریدی

و  سیستم   بالا  اسموتیک  شرایط  تحت  بیوفیلم،  بعدی  سه 

پایدار، التهاب  محیط،  منفی  و    شارژ  شدید آنکروز  سیب 

کن  بافتی می  و    تغییر  .(2د)ایجاد  فنوتیپی  مقاومت  الگوی 

ضد میکروبی  به پاد زیست های کلاسیک    مولکولی بیوفیلم،

  ،تنش و استرس محیطیبه  وابسته  و داروهای ضد قارچی،  

می بیان مقاومت ژنی القاء شده و فرکانس موتاسیون بیوفیلم 

نوین    سامانهاخیرا  باشد.   بر دارورسانی هدفمند  های  مبتنی 

کلیرانس  ،نانوتکنولوژی سازی  بهینه  افزایش  دارو  جهت   ،

پروفایل توزیع دارو    ءارتقاو  بهبود حلالیت   فراهمی زیستی،
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است) گرفته  قرار  محققین  توجه  کیتوزان    (. 3مورد 

(Chitosan)  کیتین از  شده  مشتق  بیوپلیمر  فرم  یک   ،

با ساختار پلی ساکاریدی بوده که در  کاتیونیک چند منظوره  

با   زیستی  فراورده  این  است.  محلول  ابی  اسیدی  محیط 

ادجوانیستی، زیست تخریب    ویژگی های بیولوژیکی متنوع 

زیستی   سازگاری  دسترس  سمیت  عدم  ،  بالاپذیری،  در  و 

و   داشته  بالقوه  کاربرد  دارویی  نانوحامل  عنوان  به  بودن 

فایتوبیوتیک های  قارچی   ،فعالیت  وانتی    -ضد  میکروبی 

است) گرفته  قرار  توجه  مورد  ان  با  5,4بیوفیلمی  کیتوزان   .)

دارای  بسپارهای  و  انیون  با  الکترواستاتیک  پیوندهای  ایجاد 

پارتیکل ها  نانو  تولید  با    ، در فرایند درون پوشانی بار منفی 

جهت افزایش کارائی و پایداری ترکیبات زیست فعال مانند  

رود. می  بکار  داروئی  گیاهان  ثانویه  های  نانو   متابولیت 

  کپسولاسیون مواد موثره کیتوزان پتانسیل بالایی جهت  ذرات  

دارویی   ارگونومی  گیاهان  عوامل  برابر  در  را  انها  و  داشته 

)گرما کند.محافظت   (UV،نور،محیطی  با    بنابراین  می 

ارتقاء    موجب   ،کاهش فراریت ترکیبات زیست فعال اسانس

اثرات ضد قارچی و بیوفیلمی  مثبت  برهمکنش  هم افزایی و  

 می شود. 

سیلوستر   علمی    با  گیمنما   (.Gymnema Sylvestre L)نام 

به   متعلق  ساله  دارویی چند    Asclepiadaceae  خانواده گیاه 

و   ه  ب(  (Ayurvedaآیورودا    -سنتی هندوچین  طب  در  بوده 

گو  شناخته  رنام  این مار  فارماکولوژیک  اثرات  است.  شده 

دیس   برونشیت،  ،و الرژی ، اسممالاریا دیابت، در درمانگیاه 

روماتیسم ،لیپیدمی و  التهابی  (.  6دارد)کاربرد  ی  بیماریهای 

گیاه   این  موثره  فراکشن  بیوزیستی  ترکیب  ترین  اسید مهم 

پتانسیل    کگیمنمی از  که  باشد  قارچی،می    ، میکروبی  ضد 

اکسیدانیآو    ویروسی فعالیت    نتی  و  بوده  برخوردار  بالایی 

 کاندیدا البیکنسمهاری ان بر ویرولانس 

است   رسیده  اثبات  با   تحقیقلذا    .(7)به  هدف   حاضر 

عملکرد    ،کیتوزان نانوژل کاندیدایی  ضداثرات  ارزیابی 

ضد قارچی     یداروو    انکپسولهنانو  گیمنما سیلوستراسانس  

استاندارد  بیوفیلم    تشکیلبر  ایتراکونازول   سویه  قارچی 

 گرفت.  مورد مطالعه قرار کاندیدا البیکنس

 کار مواد و روش 

 سیلوستر گیمنما کیتوزان و بارگذاری اسانس  سنتز نانوژل

کیتوزان با  -نانوژل  تجمعی  خود  روش  به  اسید  میرسیتیک 

مقدار  ،(. در ابتدا11,  8تهیه گردید) فرایند اتصالات عرضی

متوسط  (  Sigma)  کیتوزانگرم    1 مولکولی    100در  با وزن 

استیک   لیتر  میلی و    درصد1(  Merck)  اسید  شده  به حل 

تحت   20مدت اولتراسونیک   شرایط   دقیقه    قرار   کاویتاسیون 

مخلوط لینکرهای  گرفت.  اسید   و(  EDC/ NHS)  کرانس 

کیتوزان (  Sigma)میرستیک   به محلول    به صورت قطره ای 

گردید  بر اضافه  مغناطیسی  همزن  اتانول .  روی  افزودن  با 

و تاریکی  شرایط  در  شدن  استیری  هود   عمل  دستگاه  زیر 

یافت. با pH ادامه  یک    محلول  ومولار  سود   تنظیم 

در  بالا  با سرعت  پروسه سانتریفوژ  با  سوسپانسیون حاصل 

با    4  ℃   دمای بار شستشو،  ازسه  بعد  شد.  گذاری  رسوب 

انجام سونیکاسیون  مجددا  استیک  اسید    جهتو    افزودن 

بارگذاری    .گردیدفیلتر    ها، محلول نانو ژل  حذف ناخالصی

اسانس گیمنما سیلوستردر نانوژل کیتوزان  براساس بیشترین  

ماری بن  شرایط  در  موثر  کارایی  تراسونیک  لاو میزان 

برای  (  Power Sonic S10)هموژنایزر   نهایتا  شد.  انجام 

بررسی درصد میزان انکپسولاسیون از روش تغییرات طیف  

 (. 9جذبی و منحنی کالیبراسیون  استفاده گردید)

 ارزیابی خصوصیات فیزیکوشیمیایی نانوساختارها

سطحی های  ویژگی  بررسی  سایز     ،جهت  و  مرفولوژی 

-SEM  (KYKYنانوذرات  از میکروسکوپ الکترونی نگاره  

EM3200)    سنتزی های  نمونه  ازمون  این  در  شد.  استفاده 

پس از خشک شدن در دمای محیط و پوشش دهی با طلا با 

کیلو ولت در شرایط تحت خلاء مورد   30اعمال ولتاژ زیر  
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انالیز قرار گرفت و میکروگراف ها ثبت شد. به منظور تائید 

با میکروسکوپ   انها  اندازه  و  ریخت شناسی ریز ساختارها 

گذاره   های    TEM  (Philips EM 208 S)الکترونی  نمونه 

نازک روی شبکه مسی پوشیده با فیلم کربنی تثبیت گردید.  

به واسطه پرتوهای عبوری و پراش امواج الکترونی پراکنده  

 شده از عدسی های اپتیکی  با کمک ولتاژ شتاب دهنده زیر

کیلو ولت ثبت گرافها مورد بررسی قرار گرفت. برای    100

و   نانوذرات  کریستالی  فازهای  مختلف  الگوهای  تعیین 

ازمون   از  بعدی  سه  ساختمان   XRD  (Lamdaشناسایی 

35,Perkin -Elmer  ) پرتوی تک رنگ کاتدی تابش  با منبع 

αCu K  )اندازه گیری بار سطحی)پتانسیل زتا   ، استفاده شد. 

نانوذرات   توزیع  و  اندازه  میانگین  و  پراکندگی  شاخص 

با  به کارگیری     DLSتوسط روش تفریق نور دینامیکی پویا  

  90با زاویه شناسایی(  Malven Nano Zs)دستگاه زتا سایزر  

انجام یافت. الگوی    25  ℃درجه و تابش نور لیزر در دمای  

رهایش اسانس از سامانه نانوسنتزشده با روش کیسه دیالیز  

 در شرایط برون تنی  PBSدر مجاورت فسفات بافر سالین  

فواصل   در  بافر  متناوب  و  منظم  جایگزینی   با  شد.  انجام 

زمانی مختلف و مطابق با شرایط فیزیولوژیک بدن  به مدت 

  (.9یک هفته نمودار ازاد سازی  تعیین و رسم گردید)

 تعیین الگوی حساسیت نسبت به داروهای ضد قارچی  

غلظت   حداقل  تعیین  و  دارویی  حساسیت  ازمایش 

(  MIC; Minimum Inhibitoryconcentration)  مهارکنندگی

پروتکل  میکرودایلوشن براث  روشبه     CLSI استاندارد  با 

خانه ای پلی   96درپلیت های    M27-A3بر اساس مستندات  

شد)  ،استرین انجام  صاف  روش10ته  این  در  استوک    ،(. 

   DMSO (Merck) توسط حلال   دستورالعملمطابق  داروها  

  گیمنما سیلوستر اماده گردید. محدوده رقت دارویی اسانس  

( میکروگرم در 2/ 3-300تهیه شده از شرکت باریج اسانس )

لیتر کیتوزان    ،میلی  )   _نانوژل  اسیدسنتزی  -300میریستیک 

لیتر 9/ 4 میلی  در  میکروگرم  انکپسوله    ،(  نانو  اسانس 

قارچی   (1/ 17 -150سنتزی) ضد  داروی  رقت  و 

)(  Sigma)ایتراکونازول   دامنه  گرم  0/ 016-64در  میکرو   )

شد. تعیین  مجزا  طور  به  لیتر   میلی  های   در  رقت  ابتدا 

دو دارویی  محیط   متوالی  در  قارچی  ضد  عوامل  از  برابر 

ال  RPMI-1640کشت     MOPS  بافر و گلوتامین-حاوی 

 Yeast)تهیه و سپس به چاهک های حاوی محیط کشت  

YNB; Nitrogen Broth )   سری هر  برای  گردید.  منتقل 

بدون   )چاهک  منفی  و  دارو(  بدون  )چاهک  مثبت  کنترل 

از  احیاء شده  تازه  گرفته شد. سوسپانسیون  نظر  در  مخمر( 

استاندارد    24کشت   سویه  کاندیدا ساعته 

سلولی)  با(  10231ATCC)البیکنس  CFU/mLتراکم 
نوری  1×310 جذب  شد.  اضافه  ها  چاهک  به  و  تهیه   )

انکوباسیون از  پس  ها  دمای  24چاهک  در  با    37  ℃ساعته 

غلظت   وحداقل  قرائت  الیزاریدر  ازدستگاه  استفاده 

کنترل  (  MIC  50و90)مهارکنندگی   با گروههای  مقایسه  در 

تعیین شد. حداقل غلظت کشندگی  ;MFC) مثبت و منفی 

Minimum Fungicidal Concentration  )  کشت محیط  در 

گردید.تمام  مشخص  انکوباسیون  از  بعد  اگار  هینتون  مولر 

 تست ها سه بار تکرار شد.

   XTTبررسی کمی اثرات ضد بیوفیلمی با روش 

تشکیل  میزان  روش    سنجش  از  استفاده  با  بیوفیلم 

یافت) انجام  ازمایشگاهی  شرایط  در  برای  12میکروپلیت   .)

 CFU/mL   6سوسپانسیونی به غلظت    ،ایجاد فاز چسبندگی

میلی مولار گلوکز تهیه    100حاوی   YNB در محیط  1×10

میزان   به  تلقیح  100و  ها  چاهک  در  گردید.  میکرولیتر 

شیکرانکوباتور   در  ها  به   (Scientific Stuart)میکروپلیت 

  37  ℃دور در دقیقه در دمای    75دقیقه با سرعت    90مدت  

آزادزی های  سلول  برای حذف  شدند.   محتویات    ،انکوبه 

سالین  بافر  فسفات  با  بار  سه  ها  چاهک  و  تخلیه  رونشین 

PBS    مجدد افزودن  با  شد.  محیط    200شسته  میکرولیتر 

روند بلوغ بیوفیلم    ،کشت غنی شده فوق الذکربه چاهک ها
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ساعت ادامه یافت. با    24با پروسه انکوباتور شیکر به مدت  

در   دارویی  های  رقت  افزودن  و  ای  مرحله  سه  شستشوی 

های بافر  subMICغلظت  همراه  پروسه    RPMIبه 

ساعت تکرار گردید. چاهک حاوی    48انکوباسیون به مدت  

نظر  در  کنترل  عنوان  به  دارو  فاقد  و  مخمری  سوسپانسیون 

با داروهای ضد  تیمار  بیوفیلم و  ازتشکیل   گرفته شد. پس 

به منظور بررسی فعالیت متابولیکی سلول های زنده   ،قارچی

  XTTو تعیین درصد بقاء از رنگ حیاتی نمک تترازولیوم   

(Sigma)  (14،13استفاده گردید .) غلظت یک میلی    ،در ابتدا

از   لیتر  میلی  در  لاکتات   XTTگرم  رینگر  بافر    در 

Ringer’s) lactate  (    .تهیه و با فیلتر سرنگی استریل شد

سپس محلول منادیون در استون به غلظت  یک  میلی مولار 

  100حجم نهایی    ، قبل از مصرف بلافاصله اماده شد. نهایتا

از  )منادیون/  میکرولیتر  شده  تهیه  تازه  به  (XTTمخلوط 

چاهک های میکروپلیت شسته شده از مرحله قبل و دارای  

  ℃ محیط کشت افزوده گردید و در شرایط تاریکی در دمای 

گرفت.  37 قرار  انکوباسیون  تحت  ساعت  سه   بمدت 

تغییرات کالریمتریک و میزان جذب نوری پلیت ها درطول 

قرائت    490موج   ریدر  الایزا  دستگاه  از  استفاده  با  نانومتر 

 شد. جهت انجام صحت آزمون هر نمونه سه بار تکرار شد. 

  یامار آنالیز

تجزبه وتحلیل دادها با استفاده از نرم افزار    پژوهش  نیا  در

Prism (Graph Pad Prism 10.4.2)    تست  Two wayو 

ANOVA    با   مقایسه میانگین ها   قرار گرفت.  بررسیمورد

گرفتن   نظر  معیار  در  استاندارد    ±انحراف  برای انحراف 

(05 /0>P) .انجام پذیرفت                

 نتایج

   بررسی مشخصات نانوساختارهای سنتزییافته های 

الکترونی  میکروسکوپ  از  امده  به دست  تصاویر  اساس    بر 

SEM  و TEM (  2و1نگاره) ،  نانو  سطحی مرفولوژی

همگن، بصورت  سنتزی  صاف،   ساختارهای  و  منظم  نسبتا 

اندازه  میانگین  و  بوده  پایدار   ساختاری  در  تجمع   بدون  

از   کمتر  شودنانومتر    100ذرات  می  یک  مشاهده  ایجاد   .

بعلت  یکنواخت  توپوگرافی  زمینه  با  کروی  تقریبا    ، مجتمع 

تجمع سرهای غیر قطبی به داخل و سرهای قطبی   هارمونی

به خارج بوده که در نتیجه اتصال میرستیک اسید غیر قطبی  

باشد در محیط قطبی می  گرفتن  قرار  کیتوزان و  عوامل  .  با 

مانند گیری    دینامیکی  شکل  از  مانع  اولیه  فراصوت  فرایند 

با و   نانوژل  بلند  کاهش    فراصوتزنجیره  به  منجر  ثانویه 

اندازه ذرات شده است ونهایتا فیلتراسیون در شکل گیری و  

خالص سازی بهینه نانو ژل نقش موثری دارد. الگوی طیف  

ایکس   اشعه  پراش  کیتوزان    (XRD)سنج  نانوژل  به  مربوط 

قانون  3در)نگاره اساس  بر  نتایج  است.  شده  داده  نشان   )

در محدوده   از شدت سنجی  تابعی  به صورت  براگ  پراش 

درجه به دست امد.    88تا    4از    ɵ 2پراکندگی زاویه پراش

دهنده   شتاب  ولتاژ  با  پراش  شدت   40الگوی  و  کیلووات 

معین   30جریان   موج  طول  با  کاتدی  پرتوی  با  آمپر  میلی 

154 /0    =ƛ    انالیز نتایج  طبق  شد.  حاصل  انگستروم 

های   نانوژل  XRD دیفراکتوگرام  برای  مشخص  پیک  پنج 

  ، یکیالکتر  لی پتانس  ی ریگ   اندازه  از  حاصل  فیط  ثبت گردید.

 هیزاو  یپراکندگ   محدوده  درها  ساختار    نانو   مخصوص  کیپ

  در   این امر  .را نشان می دهد  درجه   40  تا  20  از  ɵ2  پراش

افزایش   یسطح  بار  بودن  کم  ،یسنتز  ذرات  نانو   سطح و 

کیتوزان    یداریپا نانو    .داشت   خواهد  دنبال  به  رانانوژل  در 

انکپسوله ) پنج پیک بصورت شدیدتر 4نگاره  اسانس  این   )

و تیز تر ظاهر شده و به همراه ضریب فشردگی نشان دهنده  

 ،اسانس در سامانه نانویی می باشد. ماکزیمم پیکبارگذاری  

جهت نانو اسانس انکپسوله در داده های تفرق پرتو ایکس  

دتکتور زاویه  حسب  بر  فوتون  مشاهده   ɵ 2=25°بصورت 

این گردید. بر  با    ،علاوه  ترکیبات سنتز شده  بالای  خلوص 

شد.  مشخص  ناخالصی  به  مربوط  های  پیک  حضور  عدم 
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حجمی قطر  میانگین  اساس  بر  ذرات  اندازه    ، متوسط 

ذرات   اندازه    روش   با  زتا  لیپتانس  و  (PdI)پراکندگی 

پایداری   DLS  ی کینامید   نور  یپراکندگ  نمایانگر 

(.  1جدول)سوسپانسیون حاوی نانوذرات انکپسوله می باشد

   ، توزیع یکنواخت اندازه   ،   (0/ 18شاخص پایین پراکندگی )

کند   می  تایید  را  نانوذرات  رسوب  و  تجمع    ن یا  برعدم 

  حاصل   جی نتا  با  نانومتر  حسب   بر  ذرات  Z-average  اساس

 . (5نگاره )دارد یهمخوان یالکترون یها کروسکوپیم از

 

 انکپسوله  نانو اسانس (SEM)تصویر میکروسکوپ الکترونی   -1نگاره 

 

 
 نانوژل کیتوزان (TEM)  یالکترون کروسکوپیم ریتصو -2 نگاره

 

با   اسانس  سازی  ازاد  فاز  نشانگر  زیستی  فراهمی  پروفایل 

از   حاصل  نتایج  باشد.  می  تعادلی  سیستم  ثابت  مشخصه 

اسانس   ای  مرحله  دو  سازی  ازاد  الگوی  گیمنما  پارامتر 

( در  6نگاره  درون پوشانی شده از نانوژل کیتوزان )  سیلوستر

فاز اول نشانگر روند رهایش افزایشی بصورت کنترل شده  

طی   میزان    24در  به  اولیه  در    46ساعت  باشد.  می  درصد 

با   سامانه  در  اسانس  زیاد  غلظت  اختلاف  دلیل  به  فاز  این 

پیرامون فاز   ،محیط  در  است.  تر  سریع  اسانس  سازی  ازاد 

روز   4سازی تجمعی به ارامی ادامه یافته و بعد از   ازاد ،دوم

میزان    ،درصد تعیین گردید. نهایتا   85/ 38  ±  2میزان رهایش

طی   رهایش  میزان    7کلی  به  رهش  اهسته  بصورت  روز 

درصد ثبت و نتایج با استفاده از منحنی استاندارد   2±98/ 38

 رسم  شد.

 انکپسوله  نانو اسانس ییایم یکوشیزیف  اتیخصوص-1 جدول

 8.1±95 )نانومتر(  DLS میانگین اندازه ذره با

 0.3±11.07 پتانسیل زتا )میلی ولت( 

  SEMاندازه متوسط قطر ذرات با 

 )نانومتر( 

90±7.6 

PdI 0.189±0.06 

 0.91±86.2 میزان انکپسولاسیون )درصد( 

 

 

 
 لژنانو( XRD)  کسیا اشعه  پراش سنج فیط-3 نگاره

 

 
 انکپسوله  نانو اسانس (XRD) کسیا  اشعه پراش سنج فیط -4 نگاره

 

http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjq89jIht7dAhXM2KQKHXA5A-8QjRx6BAgBEAQ&url=http://www.gmj.ir/index.php/gmj/article/download/822/pdf&psig=AOvVaw0Wygi6gki8wgPHDDrhR_3m&ust=1538236181500426
http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjq89jIht7dAhXM2KQKHXA5A-8QjRx6BAgBEAQ&url=http://www.gmj.ir/index.php/gmj/article/download/822/pdf&psig=AOvVaw0Wygi6gki8wgPHDDrhR_3m&ust=1538236181500426
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 نانوانکپسوله  لوستریس  منمای گ اسانس زتا لی پتانس یپراکندگ-5 نگاره

 

 
 یینانو سامانه از لوستریس منمایگ اسانس شیرها یالگو-6 نگاره

 

از حاصل  نتایج  باپروفایل  دارویی  تکنیک   حساسیت 

 میکروبراث دایلوشن

بررسی   به  مربوط  گیمنما    MFCو  MIC نتایج  اسانس 

نانوژل کیتوزان و نانواسانس انکپسوله برای سویه    ،سیلوستر

البیکنس  ATCC  10231استاندارد شرایط   کاندیدا  در 

)نگاره   نشان7ازمایشگاهی  داده  (  طبق  بر  است.  شده  داده 

ذیل استاندارد   افزایش  ،های  سویه  کشندگی  و  بازدارندگی 

تیمار از  های    پس  ازغلظت  تابعی  قارچی  ضد  عوامل  با 

دوز    به  باشدوابسته  غلظت  .می  در  انکپسوله  نانواسانس 

درصد سلول    50میکروگرم در میلی لیتر  قادر به مهار    2/ 3

  18/ 9های مخمری بوده که در مقایسه با اسانس در غلظت  

غلظت   با  نانوژل  لیتر  57/ 5و  میلی  در  نظر  از میکروگرم 

غلظت   تاثیر  بررسی  دارد.  قرار  معناداری  سطح  در  آماری 

محدوده در  ایتراکونازول  داروی  مختلف    -0/ 5های 

فرم0/ 063 رشد  بر  لیتر  میلی  در  سویه  مخمری میکروگرم 

درصدی در تمام غلظت های    50بیانگر اثر مهاری   کاندیدا

بوده الذکر  با   فوق  مقایسه  در  فوق  نتایج    نانواسانس که 

براساس  .  (P<0/ 05) در سطح معنا داری می باشد  انکپسوله

از   امده  بدست  جهت    90MICنتایج  انکپسوله  نانواسانس 

میکروگرم در میلی لیتر    4/ 6در غلظت   ،مهار سویه استاندارد

غلظت   در  اسانس  با  مقایسه  غلظت   37/ 1در  در  نانوژل  و 

میکروگرم در میلی لیتر در سطح معنا داری قرار دارد.    84/ 3

غلظت    90MICمیزان   در  ایتراکونازول  آزولی    ≥1داروی 

اثر   با  مقایسه  در  که  شد  تعیین  لیتر  میلی  در  میکروگرم 

در    90مهاری   نظرآماری  از  انکپسوله  نانواسانس  درصدی 

گردید گزارش  معنادار  میزان  .  (P<0/ 05)سطح  همچنین 

غلظت    MFCکشندگی در  انکپسوله    4/ 9نانواسانس 

میکروگرم در میلی لیتر بیشتر از فعالیت کشندگی اسانس و  

نانوژل اندازه گیری شده که این اختلاف از نظر اماری معنی 

بود ازولی    .دار  داروی  کشندگی   از  حاصل  نتایج  اما 

غلظت   در  لیتردر   ≥4ایتراکونازول  میلی  در  میکروگرم 

سطح  در  آماری  نظر  از  انکپسوله  نانواسانس  با   مقایسه 

 .(P>0/ 05)معناداری  قرار ندارد 

 نتایج در صد بقاء سلول های بیوفیلمی  

کمی   سنجش  فرم   XTTروش  بقای  درصد  بررسی  جهت 

البیکنسبیوفیلمی   با عوامل ضد قارچی    کاندیدا  تیمار شده 

گردید.   انزیم   پروسه   نیاارائه  متابولیکی  فعالیت  روند  با 

میتوکندریایی سوکسینات دهیدروژناز در سلول های زنده و  

 XTTاحیای رنگ حیاتی تترازولیوم انجام شد.  نتایج ازمون  

کنندگی  8)نگاره    مهار  قدرت  که  داد  نشان   )50MBIC   

کیتوزان     ،اسانس ژل  و  -نانو  اسید  نانواسانس  میریستیک 

میکروگرم در میلی   5/ 1،  150  ،24در غلظت های  ،انکپسوله

قرار  معناداری  کنترل در سطح  به  نسیت  آماری  نظر  از  لیتر 

ها(P<0/ 0001)دارند یافته  طبق  بر  قارچی    ،.  ضد  داروی 

غلظت   در  لیتر     ≥16/ 1ایتراکونازول  میلی  در  میکروگرم 

درصد سلول های فرم بیوفیلمی را    50توانایی مهارکنندگی  
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سطح   در  انکپسوله  نانواسانس  با  مقایسه  در  که  داشته 

کنندگی   مهار  قدرت  اساس  این  بر  باشد.  می  معناداری 

90MBIC     غلظت در  انکپسوله  اسانس  نانو  برای  بیوفیلم 

میکرو گرم در میلی     ≥24و داروی ازولی با غلظت   18/ 75

 انکپسوله نانواسانس دارندگیزبا قدرت  لیتر مشخص گردید.

درصد بیشتر از   60تریل  یلی م  در  کروگرمیم  18/ 75  غلظت  در

و   اسانس    52نانوژل  از  بیشتر  غلظت    ودرصد    75در 

لیتر   میلی  در  و    56میکروگرم  نانوژل  از  بیشتر    31درصد 

گردید گزارش  اسانس  از  بیشتر  در   اساس  نیا  بر.  درصد 

کشندگی   تریل  یلیم  در  کروگرمیم  150غلظت   میزان 

درصد    23از نانوژل و  بیشتر  درصد    50نانواسانس انکپسوله  

در سطح معنا داری نسبت به کنترل  از اسانس بوده که    بیشتر

 .شدتعیین 

 
  ه یسو  یبر رو  یضد قارچ  یداروها  تی نمودار سنجش حساس  -7نگاره  

  لوشن یدا  کروبراثیبا روش م  کنسیالب   دایکاند  ATCC  10231استاندارد
(P<0.0001)****, ns:Non- Significant 

 

 
مقا-8نگاره     ه یسو  لم یوف یب   یکیمتابول  تی فعال  ی ا  سهینمودار 

داروها  ماریت  کنسیالب  دایکاند  ATCC  10231استاندارد با  ضد    یشده 

روش    یقارچ  -ns:Non ,*(P<0.05),**(P<0.01),****(P<0.0001),با 

Significant. XTT 
 

 بحث

آنها دارای خواص ضد    ،مزمن شدن  طبیعی  ترکیبات  یافتن 

  عنوان   به  ینانوتکنولوژدر الویت قرار گرفته است.    قارچی  

  گسترش   با  صرفه  به  مقرون  و  کننده  متحول  فرصت   کی

 یبرا  را  نهیزم  ،ییدارو  اهانی گ   یریبکارگ   و  سبز  یها  پلتفرم

 کاهش به همراه  دارو  یداریپا  بهبود  ،  یدارورسان  یهدفمند

بر پایه کیتوزان   نانوژل  .است   ساخته  فراهمان    یجانب  اثرات

 Self-aggregation)خودتجمعی  پدیده  تحت  

phenomenon)  کمک   با به  مثبت  ابزار  شارژ 

ایجاد   و  EDC/NHS  (Cross-Linkers)طاسحدو

های  آپیوند گروه  بین  وگروههای   مینآمیدی  کیتوزان    ازاد 

اسید، میرستیک  اضافی  بدون  کربوکسیل  -Zero)فضای 

length) ، (15سنتزگردید.)   های  رادکیتوزان شناسه  ای 

  -قارچیضد  ،   (الرژیک-  کارسینوژنیک  ، ایمونوژنیک)غیر

ویژگی ها کیتوزان را کاندید استفاده از    نایبوده و  میکروبی

دارویی   های   سیستم می    (drug delivery)حمل 

الگوی.  (17,16نماید) طبق  نانواسانس  نانو ،  XRD  بر  و  ژل 

مقایسه دو طیف می توان دریافت که شدت هر انکپسوله و  
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یافته   کاهش  دارو،  بیو  گذاری  اثربار  در  فرم  پراش  و 

نانوژل پس از بارگذاری و پوشش دهی با کیتوزان  کریستالی 

به فرم امورف تبدیل شده است. کاهش شدت پراش بدلیل 

مقدار  افزایش  موجب  کیتوزان  با  امین  گروههای  اتصال 

و    Ing مقایسه نتایج با انچه در مطالعه  .  شود  می  2ɵزاویه  

شده  (  20)همکاران   نتایج  استگزارش  تطابق  بیانگر  می  ، 

پروتکل    بر  .باشد این  سنرژیستی  اساس  خاصیت  علت  به 

با   سیلوستراسانس  کیتوزان  با  میزان    ،گیمنما  پوشانی  درون 

یافته    گردیدمشخص    درصد    0.91±86.2  کارایی   با  که 

داشت)    Zhaveh  های   مطابقت  همکاران   رهایش  (.  26و 

بر مانند  فاکتورهایی  به  ها  حامل  از  های    اسانس  همکنش 

اسانس  الکترواستاتیکی دهنده  تشکیل  اجزای  گروه    ،بین 

تغییرات ساختاری القا    ،خاصیت اسمزی  ،های عاملی حامل

در  شده   وابسته  حامل  محیطی  تغییرات  و  اسانس  حضور 

 PBS  طیمح  در  هفته  1  مدت  در  اسانس انکپسولهنانو  ت.اس

طیولوژیزیف  pH  در  شیرها    کامل  طور  به  فاز،  دو  یک 

  ی پوشش  هیلا  ینیادهز  موکو   یژگ یو  به   توجه  با  . افت ی

  دارو   عیسر  یساز  ازاد  از  نانوساختارها  اطراف  در  توزانیک 

  ر یتاث  ی برا  هدفمند  و  رهش  اهسته   ط یشرا  و  کرده   یریجلوگ 

مدت    شتر یب  یگذار طولانی  های  درمان    ی م  فراهم  رادر 

نتایجبر طبق  .  اورد قارچی    ،مقایسه  داروی ضد  ازاد سازی 

  رهایش   بوده و   تر   بسیار سریع  PBS  ایتراکونازول در محیط 

زمان گیرد  ساعت   6الی    4  در  می  ازاد  .  صورت  الگوی 

کاهشی   و  افزایشی  ای  مرحله  دو  گیمنما  اسانس  سازی 

شده    سیلوستر پوشانی  نتایج  با  کیتوزان    ژلنانو از  درون 

نانوکپسوله    و همکاران  کریمی اویشن  اسانس  و  از رهایش 

های همکاران    Souza  یافته  لیمو  و  اسانس  رهایش  از 

 . (25,21مطابقت دارد) انکپسوله

حاضر  تحقیق  انکپسوله   ،در  اسانس  نانو  غلظت  موثرترین 

استاندارد    رشد  مهاربرای   سویه  مخمری  کاندیدا  فرم 

( و جهت اسانس  6/4-3 /2)   MIC  subمحدوده  در البیکنس  

ترتیب   به  نانوژل  )و  محدوده  )   ( 18/ 9-37/ 1در  -84/ 3و 

باشد(  5/57 می  لیتر  میلی  در  گرم  راستا.  میکرو  این    ، در 

میانگین غلظتی   با  انکپسوله  نانواسانس  مهارکنندگی  توانایی 

میانگین    3/ 1±45/ 1 با  نانوژل  از  بیشتر  مراتب  به 

باشد.    71/ 1±1غلظتی مواد  می  تاثیر  بیانگر  موضوع  این 

اسانس   قارچی  ضد  سیلوسترموثره  افزایی    گیمنما  هم  و 

با   که  است  غلظتی  تراکم  تاثیر  تحت  نانوژل  با  ان  افزایشی 

ماده     Khoshbakhtt   تحقیق اما  بوده  منطبق  همکاران  و 

باشد) می  متفاوت  انها  با     Beverly(.24موثره  وهمکاران 

گیاه  ،  کلرفرمی و هگزانی،  متانولی،  مطالعه تاثیر عصاره ابی

سیلوستر گونه    گیمنما  البیکنسبر  میزان    کاندیدا 

را   ان  گزارش    > 100مهارکنندگی  لیتر  میلی  در  گرم  میلی 

دیگر   طرف  از  و    ضد   ت ی فعال  همکاران   و   Veettilدادند 

  دا یکاند  بر  لوستریس  منمایگ   کیمتانول  عصاره  یلمیوف یب

 Arora  .(22،23)   است  داده  قرار  دییتا  مورد  را  کنسیالب

و   قارچی  ضد  بالقوه  اثرات  بررسی  یک  طی  وهمکاران 

و  باکتریایی اسانس گیمنما سلوستر بر روی کاندیدا البیکنس 

جهت مهار جرمینیشن و رشد هایف را    تروپیکالیس  کاندیدا

( دادند  های  27نشان  یافته  اساس  بر   .)Vediyappan    و 
روش   همکاران با  اسید(  )گیمنمیک  گیاه  موثره  ماده 

غلظت   با  از    50میکرودایلوشن  لیتر  میلی  بر  میکروگرم 

درصد جرم تیوب کاندیدا البیکنس ممانعت می    90تشکیل  

  با   لمی وفی ب   یکم   سنجش  جی نتا  که  است   ذکر   انیشا (.  28کند)

اساس      XTT  تست    نمک   ی اتی ح   زرد  رنگ   ر یی تغ بر 

  و   اب   در  محلول  رنگ  ی ارغوان   فورمازان  به  ومی تترازول 

گیری    یسلول   سوپرناتانت   در  ان  سنجش اندازه  باشد.  می 

زنده  ینور   جذبمیزان   میزان  های  مانی   نشانگر  سلول 

بیوفیلمی بوده که با افزایش غلظت و فعالیت مهاری عوامل  

  حاضر   مطالعه  است.  داشته  ضد قارچی کاهش قابل توجهی

غلظت    که  داد  نشان لیتر    150در  میلی  در  میکروگرم 

به میزان   انکپسوله  درصد قدرت کشندگی   99/ 9نانواسانس 
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درصد قدرت   78و    50داشته اما نانوژل و اسانس به میزان  

 ،  0/ 58بر طبق یافته ها در غلظت های   مهار کنندگی دارند.

میکروگرم بر میلی لیتر از اسانس و نانوژل در   2/ 34و    1/ 17

نداشته است  معناداری  اختلاف  کنترل  با  .  (P>0/ 05)مقایسه 

میکروگرم در میلی لیتر میزان    4/ 68درغلظت های بالاتر از  

توسط   بیوفیلم  حجم  کاهش  و  مهارکنندگی  درصد 

در مقایسه با سایر گروهها نقش بارزی   انکپسوله  نانواسانس

دهد.  می  نشان  قابل   را  مهاری    توجهنکته  تاثیر  افزایش 

نانو  انکپسولهموثرتر  با   بیوفیلمی  فرمبر    اسانس  مقایسه    در 

در ایتراکونازول  همچنین  50MBICداروی  باشد.    با  می 

  ی لیم  در  کروگرمیم  9/ 37  غلظت   از  نانوژل  غلظت   شیافزا

تفاوت معنا داری   کاندیدا البیکنسبر مهار فرم بیوفیلمی    تریل

نگردید به  .  ملاحظه  توجه  تحقیق  با  این  انجام نتایج  لزوم 

در   گیاهی  های  نانودارو  جایگزینی  جهت  نوین  مطالعات 

می   پیشنهاد  دارو  به  مقاوم  کاندیدایی  های  عفونت  درمان 

 گردد.
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