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چکیده
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مقدمــه:  بــا توجــه بــه گســترش نگــران کننــده مقاومــت بــه عوامــل ضــد میکروبــی کلاســیک،  روش درمانــی نوآورانــه بــرای مبــارزه بــا عوامــل بیماریــزای مقــاوم بــه آنتــی 

بیوتیــک ماننــد ترکیبــات مشــتق شــده از گیاهــان و نانــوذرات ضــروری بــه نظــر مــی رســد ایــن مطالعــه بــه منظــور بررســی اثــر هــم افزایــی عصــاره اکالیپتــوس و نانــوذرات 

نقــره علیــه ســودوموناس آئروژینــوزا انجــام شــد.

روش کار:  ایــن مطالعــه آزمایشــگاهی در آزمایشــگاه دانشــگاه آزاد تنکابــن انجــام شــد. در ایــن پژوهــش بــه منظــور بررســی فعالیــت هــای ضــد باکتــری اســانس اکالیپتــوس،  

 SPSS-20 ــرم افــزار ــا اســتفاده از ن ــه اســتفاده شــد. داده هــا ب ــو ذرات نقــره و اســانس تلفیــق شــده از ســه روش دیســک دیفیــوژن،  روش چاهــک و روش رقــت در لول نان

آنالیــز شــدند.

نتایــج: روش دیســک و چاهــک در هیــچ غلظتــی از ســه ترکیــب رشــد ســودوموناس آئروژینــوزا را مهــار نکــرد.در روش رقــت در لولــه حداقــل غلظــت مهــار رشــد و کشــندگی 

اســانس اکالیپتــوس علیــه ســودوموناس آئروژینــوزا بــه ترتیــب برابــر بــا 5.12 و 25 میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر،  نانــو ذرات نقــره بــه ترتیــب برابــر بــا 12.3 و 25.6 قســمت 

در میلیــون و اســانس تلفیــق شــده بــه ترتیــب برابــر بــا  25.6و 5.12 میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر همــراه بــا 5.1 قســمت در میلیــون نانــو ذره بــود. 

 نتیجــه گیــری: ایــن مطالعــه نشــان داد کــه نانــو نقــره بــا غلظــت 1.5 قســمت در میلیــون در ترکیــب بــا اســانس اکالیپتــوس بــا غلظــت 25.6 میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر 

اثــر هــم افزایــی بــر مهــار رشــد ســودوموناس آئروژینــوزا دارد. درمــان ترکیبــی باعــث افزایــش تاثیرپذیــری و کاهــش اســتفاده از هــر یــک از مــواد و متعاقبــاً کاهــش ســمیت 

هریــک در درمــان عفونــت هــای ناشــی از ســودوموناس آئروژینــوزا مــی شــود. 
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مقدمه
ــال  ــه روز در ح ــا روز ب ــک ه ــی بیوتی ــه آنت ــا ب ــری ه ــت باکت  مقاوم

ــه فکــر  ــا بشــر ب ــن مســأله باعــث مــی شــود ت ــه ای ــش اســت ک افزای

ــی  ــوارض جانب ــا ع ــر و ب ــی مؤث ــل ضدمیکروب ــردن عوام ــن ک جایگزی

کمتــر بــه جــا ی مــواد ضدمیکروبــی بــا اثــر کمتــر و عــوارض ناخواســته 

ــد )۱(. بیشــتر باش

ســودوموناس آئروژینــوزا یــک باکتــری گــرم منفــی اســت کــه همچنــان 

ــت  ــتانی فرص ــای بیمارس ــت ه ــده عفون ــل عم ــی از عل ــوان یک ــه عن ب

ــک  ــوان ی ــه عن ــتگی آن ب ــی برجس ــل اصل ــت. دلی ــرح اس ــب مط طل

ــای معمــول  ــک ه ــی بیوتی ــر آنت ــه اکث ــی آن ب ــت ذات ــوژن،  مقاوم پات

اســت. عفونتهــای ایجــاد شــده بــا ایــن نــوع باکتــری در جراحــی هــا و 

ســوختگی هــا ممکــن اســت بصــورت عفونتهــای پوســتی سپتیســمی،  

ــی،  ســودوموناس  ــی،  مننژیــت و غیــره ظاهــر شــود. بطــور کل پنومون

ــاران،  %۱۶ از  ــده از بیم ــدا ش ــای ج ــوزا %۲۳ از كل باكتریه آئروژین

پنومونیهــای بیمارســتانی،  %۱۲ از عفونتهــای مجــاری ادراری كســب 

شــده از بیمارســتان،  %۸ از عفونتهــای زخــم بعــد از عمــل جراحــی و 

ــی دهــد )۲(.  %۱۰  از عفونتهــای خــون بیمارســتانی را تشــكیل م

بــا توجــه بــه شــیوع بــالای عفونتهــای ناشــی از ســودوموناس آئروژینوزا،  

اثــرات جانبــی آنتــی بیوتیکهــای رایــج و نیــز بــروز مقاومــت ســویه های 

مختلــف ایــن باکتــری بــه آنتــی بیوتیــک هــای مصرفــی،  اســتفاده از 

روشــهای نویــن در درمــان عفونتهــای ناشــی از ایــن باکتــری ضــروری 

ــا در  ــی باكتریه ــی و توانای ــای داروی ــروز مقاومته ــد. ب ــر میرس ــه نظ ب

ــه  ــددی ب ــه مج ــا علاق ــت ت ــده اس ــبب ش ــاد س ــای ح ــاد عفونته ایج

گیاهــان بــه منظــور بررســی اثــرات ضــد میكروبــی آنهــا بــه وجــود آیــد. 

اكالیپتــوس یكــی از معروفتریــن گیاهــان دارویــی اســت كــه از دیربــاز 

ــوده اســت.  ــورد توجــه ب ــی و خــواص دیگــر آن م ــرات ضــد میكروب اث

ــب  ــوده و تركی ــا ب ــا و ترپنوئیده ــی فنله ــی از پل ــع غن ــاه منب ــن گی ای

اصلــی بــرگ آن اكالیپتــول یــا ســینئول ) ۷۰ تــا۸۰ درصــد( اســت )۳(. 

ترکیبــات ایــن گیــاه،  فعالیــت ضــد میكروبــی بــر علیــه طیــف وســیعی 

ــكا،   ــینیا انتروكولیتی ــیلا،  یرس ــه كلبس ــا از جمل ــها،  باكتریه از ویروس

ــرئوس  ــیلوس س ــانتری،  باس ــیگلا دیس ــوم،  ش ــی موری ــالمونلا تیف س

ــان  ــود نش ــس از خ ــدا آلبیكن ــارچ كاندی ــوزا و ق ــودوموناس آئروژِین وس

ــت )۴، ۵(. داده اس

بــه دلیــل خــواص و ویژگیهــای جدیــدی كــه مــواد بــا ابعــاد نانومتــری 

از خــود نشــان داده انــد،  امــروزه تمایــل بســــیار زیــادی بــه فــراوری و 

كاربــرد آنهــــا وجــود دارد. بــه طــور اساســــی،  ویژگیهــای مربــوط بــه 

نســــبت بیــن ســــطح و حجــم مــاده در مقیــاس نانومتــری تغییرهــای 

چشــمگیری از خــود نشــــان مــی دهند. به عبــارت دیگــــر،  در مقیاس 

نانومتــری ویژگــی هــای ســطحی و حجمــی مــاده بــا یكدیگــر ارتبــاط 

و تناســب مــی یابنــد؛ مولكــول هــای ســــطحی میتواننــد باعــث ایجــاد 

ســــختی زیــاد در فلزهــا شــــوند و تولیــد مــواد دارویــی بــا عملكــرد و 

بــــازده بهتــر را در پــی داشــــته باشــــند. نانوفنــاوری زیســتی یکــی از 

امیدوارکننــده تریــن حــوزه هــای علــم و فنــاوری نانــو در عصــر جدیــد 

ــه زیســت  ــم ازجمل ــاوری در حــوزه هــای گوناگــون عل ــن فن اســت. ای

شناســی در حــال ظهــور اســــت )۶(.

ــو  ــرد نان ــر اســتفاده از خــواص داروئــی گیاهــان،  امــروزه کارب عــاوه ب

ــاختارهای  ــرد نانوس ــه ف ــر ب ــواص منحص ــکی و خ ــوژی در پزش تکنول

فلــزات،  توجــه هــای زیــادی را بــه خــود جلــب کــرده انــد. نانــوذرات 

)NPs( ضدمیکروبــی در مقایســه بــا آنتــی بیوتیــک هــای رایــج،  دارای 

ــت  ــر مقاوم ــه ب ــان،  غلب ــرای میزب ــر ب ــمیت کمت ــد س ــی مانن مزایای

ــا  ــه ب ــتند و در مقایس ــر هس ــن ت ــت پایی ــا و قیم ــم ه میکروارگانیس

کوچکتریــن ذرات آنتــی بیوتیکــی مــدت اثــر بیشــتری در بــدن دارنــد. 

از ایــن رو نانــو ذرات دارویــی بــه عنــوان معجــزه طــب مــدرن نامیــده 

مــی شــوند )۷(. از طــا،  نقــره و مــس در ســاخت نانــو ذرات بــا فعالیــت 

ــه  ــر علی ــره ب ــوذرات نق ــت )۸(. نان ــده اس ــتفاده ش ــی اس ــد میکروب ض

طیــف وســیعی از باکتریهــا از جملــه ســودوموناس آئروژینــوزا ســمیت 

ــات آن  ــد )۹( و ترکیب ــی دهن ــود نشــان م ــوی از خ ــی ق ضــد میکروب

ــری مهــار مــی کننــد )۱۰( ویژگیهــای  ــه طــور موث عفونــت زخــم را ب

ــاد،   ــداری زی ــودن،  پای ــمی ب ــر س ــامل غی ــره ش ــو ذرات نق ــده نان عم

آبدوســت بــودن،  مقاومــت حرارتــی،  عــدم ایجــاد و افزایــش مقاومــت 

ــت )۱۱(. ــا اس ــم ه در میکروارگانیس

هــم افزایــی بیــن دو دارو عبــارت اســت از برهمکنــش مثبــت و تقویــت 

اثــر دو دارو،  در هنــگام ترکیــب بــا یکدیگــر،  کــه اثــر مهــاری بیشــتری  

ــرده و  ــاد ک ــی ایج ــه تنهای ــواد ب ــن م ــدام از ای ــر ک ــر ه ــوع اث از مجم

ــود )۱۲(.  ــی ش ــاده م ــر دو م ــا ه ــی ی ــش دوز مصــرف یک ــبب کاه س

مطالعــات فراوانــی روی اثــر هــم افزایــی دارو هــا ترکیبــات مختلــف بــا 

یکدیگــر انجــام شــده از آن جملــه مــی تــوان بــه مطالعــه ی میرزایــی و 

همــکاران در ســال ۱۳۹۲ بــر روی اثــر ضــد میکروبــی پتتیــد  گیاهــی  

ــت پوســتی  ــه عفون ــر علی ــا ب ــره و ترکیــب آنه ــوذرات نق MBP-1 و نان

ــش  ــن پژوه ــج ای ــرد. نتای ــاره ک ــوزا اش ــودوموناس آئروژین ــی از س ناش

ــر  ــره دارای اث ــو ذرات نق ــی MBP-1 و نان ــد گیاه ــه پپتی نشــان داد ک

ــن  ــوده و همچنی ــوزا ب ــودوموناس آئروژین ــه س ــر علی ــی ب ــد میکروب ض

ترکیــب MBP-1 و نانــو ذرات نقــره دارای اثــر هــم افزایــی جهــت بهبود 

ــند  ــی باش ــی م ــدل موش ــی از آن در م ــتی ناش ــت پوس ــریعتر عفون س

)۱۳(. علــی رغــم ایــن مســاله مطالعــه ای دقیقــاً بــا موضــوع مطالعــه ی 

ــم  ــد داری ــه قص ــن مطالع ــا در ای ــت و م ــه اس ــورت نگرفت ــر ص حاض
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ــوس و  ــاه اکالیپت ــان از اســانس گی ــی اســتفاده همزم ــر ضــد میکروب اث

نانــوذرات نقــره را بــر روی باکتــری ســودوموناس آئروژینــوزا در شــرایط 

آزمایشــگاهی بررســی کنیــم.

روش بررسی

جمع آوری  نمونه

ایــن مطالعــه در آزمایشــگاه دانشــگاه آزاد تنکابــن انجــام شــد. برگهــای 

تــازه گیــاه اکالیپتــوس،  از مناطــق مختلــف شهرســتان تنکابــن 

ــوم گیاهــی دانشــگاه آزاد اســامی واحــد  جمــع‌آوری شــد و در هرباری

تنکابــن مــورد بررســی قــرار گرفــت کــه بــا توجه بــه مشــخصات ظاهری 

 Eucalyptus camaldulensis  ــوان ــه عن ــاه شناســی ب ــات گی و توصیف

تشــخیص داده شــد. پــس از جمــع آوری گیاهــان،  بــرگ هــا در شــرایط 

ــاره،   ــه عص ــت تهی ــپس جه ــد و س ــک گردی ــایه خش ــب و در س مناس

توســط آایسب یقرب وپدر شــدند.

تهیــه اســانس: تهج ارختساج اسناس ایگه اکالیپتــوس از روش ریطقت 

اب آب1  و داگتسه اسناس ریگی رجنولک2  اافتسده شــد،  نیدب بیترت هک 

۱۰۰ رگم از ربگ کشخ ایگه ادتبا رخد و هب نلاب ۲ رتیلی رجنولک لقتنم 

دش و دقمار ۱ رتیل آب رطقم هب آن اهفاض شــد. ایلمعت اریگسناسی 

دمبت ۴ تعاس اداهم فایت. از آهکیئاجن ااهسناس تبسن هب ونر،  اژیسکن و 

دام دنساسح هلصافلاب اسناس ارختساج دشه هب کی هشیش ریته در هتسب 

 DMSO لقتنم و ات زامن اســتفاده،  در اچخیل دهگناری شــد. از حــال

ــی  ــرل منف ــن کنت ــف و همچنی ــای مختل ــت ه ــه ی غلظ ــت تهی جه

اســتفاده شــد. غلظــت ۰.۱ میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر از اســانس بــه 

ــوذره ی  عنــوان اســتوک تهیــه شــد. همچنیــن از محلــول اســتوک نان

نقــره غلظــت ۱۰۰ قســمت در میلیــون بــه عنــوان اســتوک تهیــه شــد.

ســودوموناس‌آئروژینوزا باکتــری  مطالعــه:  مــورد  هــای  ســویه 

ــی  ــای علم ــازمان پژوهش‌ه ــی س ــه میکروب PTCC 1074  از مجموع

ــوژی  ــر بررســی مورفول ــی نظی ــه شــد. آزمون‌های ــران تهی ــی ای و صنعت

ــیمیایی و  ــای بیوش ــون ه ــزی،  آزم ــگ آمی ــا و رن ــم ه میکروارگانیس

ــد. ــتفاده ش ــم اس ــد میکروارگانیس ــور تایی ــه منظ ــره ب غی

بــه دســت آوردن  تهیــه سوسپانســیون میکروبــی: جهــت 

ــنجی  ــدورت س ــار ک ــن از معی ــت و همگ ــای یکنواخ ــیون ه سوسپانس

اســتاندارد نیــم مــک فارلنــد اســتفاده شــد. سوسپانســیون تهیــه شــده 

بــا کــدورت معــادل نیــم مــک فارلنــد حــدود ۱۰۸ ســلول مــی باشــد.

تهیــه نانــوذره نقــره: نانــوذره نقــره بــا غلظــت ۴۰۰۰ قســمت در میلیون 

بــه صــورت آمــاده از شــرکت پیشــگامان نانــو مــواد ایرانیــان )مشــهد( 

خریــداری شــد. ســپس بــه هــر انــدازه کــه عصــاره رقیــق شــد نانــوذره 

1. Hydrodistilation
2. Clevenger apparatus

نیــز بــه همــان انــدازه رقیــق شــد. انــدازه قطــر ایــن ذرات ۲۰ نانومتــر 

بــوده و بــه شــکل کــروی انــد. آنالیــز SEM و TEM از نانــوذرات فــوق 

نیــز از شــرکت تولیــد کننــده دریافــت شــد.

بررســی اثــر ضــد میکروبــی بــه روش دیســك دیفیــوژن: ۱۰۰ 

میكرولیتــر از سوسپانســیون بــه محیــط كشــت مولــر هینتــون آگار وارد 

شــد. ســپس از آن کشــت ســفره ای تهیــه گردیــد. روی هــر پلیــت ۶ 

عــدد دیســك حــاوی غلظــت هــای ۱۰۰، ۵۰،  ۲۵،  ۱۲.۵،  ۶.۲۵ و ۳.۱۲  

ــا عصــاره  ــوذره نقــره و ی ــا نان میلــی گــرم در میلــی لیتــر از اســانس ی

تلفیــق شــده اضافــه شــد. بعــد از ٢۴ ســاعت گرمخانــه گــذاری در ٣٧ 

درجــه سلســیوس قطــر هالــه عــدم رشــد انــدازه گیــری شــد. ایــن عمل 

بــرای هــر عصــاره ســه بــار تكــرار و در پایــان میانگیــن قطــر هالــه هــای 

ایجــاد شــده محاســبه شــد )۱۴(.

بررســی اثــر ضــد میكروبــی بــه روش چاهــک: از سوسپانســیون 

ــون آگار وارد  ــت مولرهینت ــط كش ــه محی ــر ب ــی ۱۰۰ میكرولیت میکروب

شــد. ســپس از آن کشــت ســفره ای تهیــه شــد. در محیــط ۵ چاهــك 

بــه قطــر ۱ ســانتی متــر در شــرایط اســتریل ایجــاد و در چاهــک هــای 

ــر از غلظــت هــای ۱۰۰، ۵۰،  ۲۵،  ۱۲.۵،   ایجــاد شــده ۱۰۰ میکرولیت

۶.۲۵ و ۳.۱۲  میلــی گــرم در میلــی لیتــر از اســانس یــا نانــوذره نقــره 

و یــا اســانس تلفیــق شــده اضافــه شــد. بــرای مدتــی صبــر میکنیــم تــا 

ــه  ــد از ٢۴ ســاعت گرمخان ــد،  بع ــط پخــش گردن ــا در محی عصــاره ه

گــذاری در دمــای ٣٧ درجــه سلســیوس،  قطــر هالــه عــدم رشــد انــدازه 

گیــری شــد. ایــن عمــل بــرای هرعصــاره ســه بــار تكــرار شــده ودر پایان 

میانگیــن قطــر هالــه هــای ایجــاد شــده محاســبه شــد )۱۵(.

تعییــن MIC و MBC: در ایــن مرحلــه از روش رقیــق ســازی مایــع بر 

ــرای تعییــن حداقــل غلظــت کشــندگی  اســاس توصیــه ی NCCLS ب

ــا اســانس تلفیــق شــده،  اســتفاده شــد.   ــوذره نقــره و ی ــا نان اســانس ی

بدیــن ترتیــب کــه رقــت هــای  ۱.۲،  ۱.۴،  ۱.۸،  ۱.۱۶،  ۱.۳۲ و ۱.۶۴ 

ــا غلظت‌هــای۱۰۰، ۵۰،  ۲۵،  ۱۲.۵،   ــوذره تهیــه شــد ت از اســانس،  نان

ــای  ــت ه ــانس و غلظ ــر از اس ــی لیت ــرم در میل ــی گ ۶.۲۵ و ۳.۱۲ میل

غلظت‌هــای۱۰۰، ۵۰،  ۲۵،  ۱۲.۵،  ۶.۲۵،  ۳.۱۲  و ۱.۵ قســمت در 

ــیون  ــر از سوسپانس ــود. ۱۰۰ میکرولیت ــل ش ــوذره حاص ــون از نان میلی

شــامل CFU ml -1 ۱۰۸ باکتــری بــه محیــط مولرهینتــون بــراث حــاوی 

غلظتهــای مختلــف از کشــندگی اســانس یــا نانــوذره نقــره و یــا اســانس 

ــای 37  ــای کشــت در دم ــح شــد. ســپس محیطه ــق شــده،  تلقی تلفی

درجــه سلســیوس بــه مــدت ۲۴ ســاعت انکوبه شــد. بعــد از انكوباســیون 

ــر از  ــاً ۱۰ میکرولیت ــن MBC متعاقب ــرای تعیی ــن شــده و ب MIC تعیی

ــون آگار  ــط مولرهینت ــر روی محی ــه MIC  ب ــل از لول ــای قب ــه ه لول

ــوژن  ــر پات ــرای ه ــده ب ــر ش ــای ذک ــد و مجــدداً در دم کشــت داده ش
ــه شــد و MBC تعییــن شــد )۱۶(.  انكوب

ــر سینرژیســتی: پــس از بدســت آوردن مقــدار MIC و  ــی اث ارزیاب
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ــه منظــور  ــورد بررســی ب ــی م ــک از عوامــل ضــد میکروب MBC هــر ی

بررســی تاثیــر تلفیــق مقادیــر مختلــف عوامــل ضــد میکروبــی مقادیــر 

برابــر MIC،  دوبرابــر MIC و نصــف MIC اســانس را بــا MIC نانــوذره 

)ثابــت( بــه روش رقــت در لولــه ارزیابــی شــد )۱۷، ۱۸(.

ــای  ــر ه ــه منظــور بررســی متغی ــه ب ــن مطالع ــاری: در ای ــز آم آنالی

ــرم  ــه و تحلیــل داده‌هــا از ن کیفــی،  مقایســه درصــد متغیرهــا و تجزی

ــخه ۲۰  ــاری SPSS نس ــزار آم ــرم اف ــد. ن ــتفاده ش ــزار SPSS20 اس اف

ــود  ــت بررســی وج ــد. جه ــرده ش ــکار ب ــا ب ــام داده ه ــز تم ــرای آنالی ب

تفــاوت بیــن اســانس،  نانــوذره و حالــت ترکیبــی از آزمــون ناپارامتریــک 

فریدمــن و بــه منظــور بررســی تفــاوت بیــن هــر یــک بــا دیگــری بــه 

ــر از ۰.۰۵  طــور مجــزا از آزمــون زوجــی اســتفاده شــد. مقــدار p کمت

ــه شــد. معنــی دار در نظــر گرفت

یافته ها

نتایج روش انتشار در دیسک و چاهک

بــر اســاس نتایــج حاصــل از ایــن پژوهش،  روشــهای انتشــار در دیســک 

و چاهــک در بررســی تاثیــر اســانس گیــاه اکالیپتــوس،  نانــوذره نقــره و 

اســانس تلفیــق شــده بــر روی باکتــری ســودوموناس آئروژینــوزا چنــدان 

موثــر نبودنــد،  بطوریکــه هالــه عــدم رشــد مناســب در هیــچ کــدام از 

غلظت‌هــا مشــاهده نشــد.

نتایج روش رقت در لوله

MIC وMBC بعــد از ۳ بــار تکــرار بــرای غلظــت هــای مختلــف اســانس 

اکالیپتــوس و نانــوذره نقــره در جــدول ۱ و ۲ آمــده اســت. 

ــاز دارندگــی(  ــر اســاس یافته‌هــای حاصــل  MIC )حداقــل غلظــت ب ب

در برابــر اســانس اکالیپتــوس پــس از ســه بــار تکــرار برابــر ۱۲.۵ میلــی 

گــرم بــر میلــی لیتــر بدســت آمــد. MBC )حداقــل غلظــت کشــندگی( 

در غلظــت‌ ۲۵ میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر اســانس بدســت آمــد.

ــدار MIC و   ــت،  مق ــده اس ــان داده ش ــدول۲ نش ــه در ج ــور ک همانط

ــب  ــه ترتی ــوزا ب ــودوموناس آئروژین ــرای س ــره ب ــوذره ی نق MBC نان

شــامل غلظت‌هــای ۳.۱۲ قســمت در میلیــون و ۶.۲۵ قســمت در 

ــود. ــون ب میلی

ــه ی  ــون آگار لول ــر هینت ــط مول ــر روی محی ــا ب ــه ه ــت لول ــد کش بع

ــا  مربــوط بــه ۱۲.۵ میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر اســانس اکالیپتــوس ب

نانــوذرات نقــره ۱.۵ قســمت در میلیــون هیــچ گونــه رشــدی مشــاهده 

ــه عنــوان MBC تلقــی شــد.  نشــد کــه ب

نتایج آنالیز آماری

آزمــون ناپارامتریــک فریدمــن نشــان داد بیــن تاثیــر اســانس اکالیپتوس،  

نانــوذره و حالــت تلفیقــی بــه طــور کلــی علیــه ســودوموناس آئروژینــوزا 

تفــاوت معنــی داری وجــود نــدارد )p=0.135(. بــرای مقایســه هــر یک با 

دیگــری از آزمــون زوجــی اســتفاده شــد کــه نتایــج ایــن آزمــون تفــاوت 

معنــی دار تاثیــر نانــوذره )p= 0.205( و حالــت تلفیقــی )p= 0.205( را 

نســبت بــه اســانس اکالیپتــوس نشــان نــداد. همچنیــن تفــاوت معنــی 

داری بیــن نانــوذره و حالــت تلفیقــی نســبت بــه یکدیگــر مشــاهده نشــد 

.)p= 0.204(

بحث و نتیجه گیری
بنابــر نتایــج حاصــل از ایــن مطالعــه تاثیــر تلفیــق نانــوذرات بــا اســانس 

اکالیپتــوس مثبــت ارزیابــی شــد ولــی بــه لحــاظ آمــاری در مقایســه بــا 

اســانس اکالیپتــوس یــا نانــوذره معنــی دار نبــود. مهمتریــن مســئله ای 

کــه ایــن ادعــا را اثبــات مــی کنــد،  مهــار کامــل رشــد ســودوموناس 

ــانس  ــر اس ــی لیت ــر میل ــرم ب ــی گ ــت ۶.۲۵ میل ــوزا،  در غلظ آئروژین

ــه در  ــود ک ــون ب ــمت در میلی ــره ۱.۵ قس ــوذرات نق ــا نان ــوس ب اکالیپت

واقــع ســبب افزایــش تاثیــر پذیــری دو عامــل ضدمیکروبــی یــاد شــده و 

کاهــش میــزان اســتفاده از آنهــا شــد. ایــن در حالیســت کــه مــا رشــد 

ســودوموناس آئروژینــوزا را در غلظــت هــای یــاد شــده بــرای اســانس و 

نانــو نقــره بــه تنهایــی شــاهد بودیــم )جــدول ۱و۲(.

ــق ممکــن علیــه باکتــری هــا عمــل  ــن طری ــه چندی ــوذرات نقــره ب نان

مــی کننــد: بــر همکنــش یــون هــای نقــره بــا گــروه هــای تیــول آنزیــم 

هــا و پروتئیــن هایــی کــه بــرای زنجیــره تنفســی باکتــری هــا و انتقــال 

مــواد مهــم از غشــای ســلولی بــه بیــرون و بــه داخــل ســلول اهمیــت 

دارنــد،  )۱۹( یــا اتصــال یــون هــای نقــره بــه دیــواره ســلولی یــا غشــای 

بیرونــی باکتــری و تغییــر عملکــرد غشــای ســلولی باکتــری )۲۰(. نقــره 

ــنتز  ــار و س ــی را مه ــره تنفس ــک زنجی ــتم آنزیماتی ــد سیس ــی توان م

DNA را تغییــر دهــد )۲۱()۲۲(.

ــواص  ــه خ ــدت ب ــه ش ــره ب ــوذرات نق ــتی نان ــندگی زیس ــواص کش خ

فیزیکی-شــیمیایی ماننــد انــدازه،  شــکل و بــار ســطحی وابســته اســت. 

بــا ایــن وجــود،  نتایــج اخیــر نشــان مــی دهــد کــه مهمتریــن عامــل،  

قابلیــت رهایــش یــون هــای نقــره بــه وســیله ی نانــوذرات اســت کــه 

ــی باشــد. مهندســی  ــی ســمیت باکتریای ــل اصل ــی شــود عام تصــور م

نمــودن نانــوذرات نقــره بــه منظــور تنظیــم پدیــده رهایــش یــون نقــره،  

عــاوه بــر کنتــرل فراینــد رهانــش،  مســیر قدرتمنــدی را بــرای ســاخت 

داروهــای ضدباکتریایــی جدیــد فراهــم مــی ســازد )۲۳(.

ــات  ــا ترکیب ــره ب ــوذرات نق ــب نان ــه ترکی ــیاری در زمین ــات بس مطالع
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ــه ی  ــه مطالع ــده از آن جمل ــام ش ــا انج ــاره ه ــه عص ــی از جمل طبیع

ــد  ــم ض ــر سینرژیس ــه اث ــت ک ــکاران در۲01۴ اس ــریفی راد و هم ش

ــتی  ــت پوس ــره را روی عفون ــوذرات نق ــیر و نان ــین س ــی آلیس میکروب

ایجــاد شــده توســط اســتافیلوکوکوس اورئــوس مقــاوم بــه متــی ســیلین 

)MRSA( بررســی کردنــد. نتایــج مطالعــه مقدار MIC و MBC آلیســین 

بــه ترتیــب برابــر بــا ۲.۲ و ۵.۶ میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر نشــان داد. 

مقــدار MIC و MBC نانــوذره AgNPs نیــز بــه ترتیــب ۳.۱ قســمت در 

میلیــون و ۷.۵ قســمت در میلیــون بــود. امــا MIC و MBC آلیســین و 

نانــوذره همــراه بــا هــم بــه ترتیــب ۰.۴ میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر و 

۱.۱ قســمت در میلیــون بــود. نتایــج In vivo بــرای کنتــرل،  نانــوذرات 

ــا  ــر ب ــب براب ــه بترتی ــا آلیســین ب ــراه ب ــوذره هم ــره،  آلیســین و نان نق

۱۰۸×۳۷۷،  ۱۰۶×۸۰،  ۱۰۵×۴۳ و صفــر CFU بــر میلــی لیتــر بــود )۲۴(.

ــا  ــوام ب ــره ت ــو ذرات نق ــر نان ــن اث ــال ۲۰۱۲،  تعیی ــی در س در پژوهش

ــه روش دیســک  ــار رشــد E.coli ب ــر مه ــی اکالیپتــوس ب عصــاره اتانول

ــه  ــان داد ک ــج نش ــت. نتای ــرار گرف ــی ق ــورد بررس ــرام م ــی بیوگ آنت

بیشــترین اثــر مهــار کنندگــی بــر روی رشــد ایــن باکتــری ۶ روز پــس 

از تیمــار بــا ترکیــب تــوام نانــو نقــره در غلظــت۵۰ قســمت در میلیــون 

بــا عصــاره اتانولــی اکالیپتــوس در شــرایط in vitro  بدســت آمــد )۱۷(.

در مطالعــه دیگــری،  اثــر ســینرژیک عصــاره الکلــی اکالیپتــوس و نانــو 

نقــره در مهــار رشــد قــارچ آســپرژیلوس نایجــر را مــورد ســنجش قــرار 

دادنــد. قــارچ ابتــدا بــا نانــو نقــره تحــت تیمــار قــرار گرفــت و همچنیــن 

ــی  ــون( و عصــاره اتانول ــره )۱۲.۵ قســمت در میلی ــو نق ــوط نان ــا مخل ب

اکالیپتوس)بــا غلظــت ۵۰ میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر( مــورد ارزیابــی 

ــروه  ــی در گ ــداد کلن ــرات و تع ــوژی تغیی ــپس،  مرفول ــت. س قرارگرف

مــورد و شــاهد مقایســه شــد. نتایــج ایــن تحقیقــات نشــان داد،  نــرخ 

رشــد آســپرژیلوس نایجــر بــه طــور قابــل توجهــی پــس از ۸ روز درمــان 

کاهــش یافتــه اســت. نتایــج ایــن پژوهــش نشــان داد کــه مخلــوط نانــو 

ــای  ــاری ه ــان بیم ــوس در درم ــی اوکالیپت ــاره اتانول ــره و عص ذرات نق

قارچــی انســان مفیــد خواهــد بــود)۱۸(.

ــی   ــد  گیاه ــی پتتی ــر ضــد میکروب ــال ۱۳۹۲،  اث ــه ای در س در مطالع

ــت پوســتی  ــه عفون ــر علی ــا ب ــره و ترکیــب آنه ــوذرات نق MBP-1 و نان

ــیت  ــتهای حساس ــاس تس ــر اس ــوزا ب ــودوموناس آئروژین ــی از س ناش

ماکرودیلوشــن و میکرودیلوشــن مــورد ارزیابــی قرارگرفــت. نتایــج 

نشــان داد حداقــل غلظــت ممانعــت از رشــد)MIC( و حداقــل غلظــت 

کشــنده باکتــری)MBC( بــرای ایــن پپتیــد ۵۰۰ و ۶۰۰ میلــی گــرم در 

میلــی لیتــر و بــرای نانــوذرات نقــره ۳.۱۲ و ۶.۲۵ قســمت در میلیــون 

ــه  ــد،  ب ــو ذرات و پپتی ــب نان ــد. MIC و MBC ترکی ــری ش ــدازه گی ان

۳.125-500 mg.ml ــون و ــمت در میلی ــبmg.ml 400-1.۵۶ قس ترتی

قســمت در میلیــون بــه دســت آمــد. نتایــج ایــن پژوهــش نشــان داد که 

ــی  ــر ضــد میکروب ــره دارای اث ــو ذرات نق ــد گیاهــی MBP-1 و نان پپتی

بــر علیــه ســودوموناس آئروژینــوزا بــوده و همچنیــن ترکیــب MBP-1 و 

نانــو ذرات نقــره دارای اثــر هــم افزایــی جهــت بهبــود ســریعتر عفونــت 

پوســتی ناشــی از آن در مــدل موشــی اســت)۱۳(.

ــودوموناس  ــد س ــار رش ــب در مه ــن ترکی ــر موثرتری ــه حاض در مطالع

آئروژینــوزا،  ترکیــب mg.ml ۱۲.۵ اســانس بــا ۱.۵ قســمت در میلیــون 

ــری دو  ــر پذی ــش تاثی ــبب افزای ــع س ــه در واق ــود ک ــره ب ــوذرات نق نان

عامــل ضدمیکروبــی یــاد شــده و کاهــش میــزان اســتفاده از آنهــا شــد. 

نتایــج ایــن پژوهــش نشــان داد افــزودن اســانس اکالیپتــوس بــه 

ــر  ــره و افزایــش اث ــوذرات نق ــره،  ســبب کاهــش MIC نان ــوذرات نق نان

آن بــر روی ســودوموناس آئروژینــوزا مــی شــود. پیــشنيب‌ي مــیوشد هك 

اب هجوت هب اللاتخي هك ونانذرات در دوياره لولسي و اشغء مسلاپوتيسي 

ــر عصــاره هك شيپ از اني وتاياني  ــی اث رتكابی ااجيد مي دننك،   توانای

ــه  ــا ورود ب ورود هب رتكابی اقموم را دناتش،  بیشــتر شــده و توانســته ب

ــر باکتــری کشــی خــود را اعمــال کنــد. ســلول اث

در پایــان شــایان ذکــر اســت،  بــا توجــه بــه اهمیــت گیاهــان و لــزوم 

حفــظ آنهــا،  اســتفاده از راهکارهــای افزایــش غلظــت موثــر و کاهــش 

میــزان اســتفاده از آنهــا مــی توانــد از نظــر زیســت محیطــی و اقتصــادی 

ــه باشــد. از ســوی دیگــر هچره هك تظلغ ونان ذرات رقنه ومرد  ــه صرف ب

اافتسده رتمك وشد،  اعطق از تيصاخ مسي و رخمب آن اه هتساك وخاده 

دش ذلا اافتسده از اســانس بــرگ گیــاه اکالیپتــوس در کنــار نانــو ذره می 

تواند رااكهری ربای اافتسده هنيهب از ره دو لماع درنامي و شهاك تيمس 

ره  دو امده اافتسده دشه در ارث اافتسده از دوز نيياپ رت دشاب. نتایــج 

اثــرات ضــد باکتریایــی نانــوذرات نقــره،  قطعــا بــه کاربــرد بیشــتر آنهــا 

بــه عنــوان گــروه جدیــدی از عوامــل ضــد باکتریایــی منجــر مــی شــود. 

ــانس  ــا اس ــق ب ــره در تلفی ــو نق ــه نشــان داد نان ــن مطالع ــای ای داده ه

ــوزا دارد  ــر روی ســودوموناس آئروژین اکالیپتــوس فعالیــت کشــندگی ب

ــع داروســازی و  ــرای صنای ــد فرصــت مناســبی ب ــی توان و در نتیجــه م

نانــو فراهــم کنــد.

تقدیر و تشکر

ــت  ــه حاصــل طــرح پژوهشــی مــی باشــد کــه توســط معاون ــن مقال ای

ــد.  ــار ش ــن اعتب ــن تامی ــد تنکاب ــامی واح ــگاه آزاد اس ــی دانش پژوهش

ــت پژوهشــی و آزمایشــگاه  ــر از تمامــی اعضــای معاون ــن اث ــن ای مولفی

ــد. ــی کنن ــی م ــن تشــکر و قدردان دانشــگاه آزاد واحــد تنکاب
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جدول 1: نتایج بررسی میزان حداقل غلظت مهار کننده رشد )MIC( و حداقل غلظت کشندگی) MBC (  غلظت های مختلف اسانس اکالیپتوس بر روی سودوموناس آئروژینوزا 

)برحسب میلی‌گرم بر میلی ‌لیتر(

123456شماره لوله
)mg.ml(1005025۱۲.56.۲۵3.۱۲غلظت اسانس

++----کدورت در لوله
+++---رشد باکتری در محیط جامد

)در جدول فوق علامت + نشان دهنده رشد میکروارگانیسم و علامت – نشان دهنده عدم رشد میکروارگانیسم است(

جدول 2: نتایج بررسی MIC  و MBC نانوذرات نقره به روش رقت در لوله )قسمت در میلیون(

100502512.۵6.۲۵3.۱۲1.۵غلظت نانوذرات)قسمت در میلیون(

+------کدورت در لوله

++-----رشد باکتری در محیط جامد

)در جدول فوق علامت + نشان دهنده رشد میکروارگانیسم و علامت – نشان دهنده عدم رشد میکروارگانیسم است(

جدول 3: نتایج بررسی تاثیر تلفیق نانوذرات نقره )غلظت ۱.۵ قسمت در میلیون( با اسانس اکالیپتوس )غلظت های ۲۵، ۱۲.۵ و ۶.۲۵ میلی گرم بر میلی لیتر( بر روی رشد 

سودوموناس آئروژینوزا

غلظت نانوذرات= ۱.۵ قسمت در میلیون
 ۲MIC MIC   MIC.2 MIC.4

)mg.ml(غلظت اسانس اکالیپتوس
)25( )12.۵( )6.۲۵( )3.۱۲(

- - - + کدورت در لوله
- - + + رشد باکتری در محیط جامد

)در جدول فوق علامت + نشان دهنده رشد میکروارگانیسم و علامت – نشان دهنده عدم رشد میکروارگانیسم است(
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Abstract

Introduction: By respect to the spread of getting resistance to antimicrobial agents, new therapeutic methods such as 
plant-derived compounds and nanoparticles to killing the antibiotic-resistant pathogens are urgently required. This study 
was done to evaluate the synergic effect of leaves eucalyptus extract and nanosilver particles against Pseudomonas 
aeruginosa.

Material and methods: This experimental study was performed in Islamic Azad University. The disc diffusion method, 
well diffusion method and broth dilution assay was used in this study. Data were analyzed by SPSS-20 software.

Results: Result showed that all material has no effect on Pseudomonas aeruginosa by disk diffusion and well diffusion. 
In Broth dilution method, the MIC of eucalyptus leaves oil and Nano silver particles against Pseudomonas aeruginosa 
were 12.5 mg.ml and 3.12 ppm respectively and the MBC were 25 mg.ml and 6.25 ppm. The MIC and MBC of eucalyp-
tus oil-Nano silver particles were 6.25 and 12.5 mg.ml respectively along with 1.5 ppm of Nano silver particles.

Conclusion: This study showed that Nano silver with 1.5 ppm concentration mixed with 6.25 mg.ml of eucalyp-
tus oil has synergic effect on inhibiting the growth of Pseudomonas aeruginosa. The combined therapy caused in-
creased effect and decreases the use of medicine and subsequently the decrease of toxification effect of medicine 
in order to therapy of infections caused by Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: Synergic effect, Eucalyptus leaves oil, Nano silver, Pseudomonas aeruginosa, MIC
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