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Abstract 

Background: Brucellosis is one of the most common bacterial zoonotic infections in the 
world. The incidence of this infection is quite high and is endemic in several countries. According to 
WHO report, the prevalence of zoonotic and human brucellosis is on the rise in the Mediterranean 
region, the Middle East, and west Asian countries. The aim of this study was to investigate the usage 
of silver nanoparticles in treatment of brucellosis.  

Materials and Methods: In this experimental study, the activity of silver nanoparticles against 
Brucella meltensis 16M was determined by agar well diffusion method. Minimum inhibitory 
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of silver nanoparticles were 
determined by macrodilution method. Also, the antibacterial effect of silver nanoparticles was studied 
in mouse model. 

Results: The results showed that silver nanoparticles in low concentrations can kill Brucella 
melitensis 16M in laboratory conditions. MIC and MBC of silver nanoparticles were 4 ppm and 6 ppm 
in macrodilution method, respectively. The anti-brucella effect of silver nanoparticles was also 
observed in mouse model. 

Conclusion: This study demonstrated that silver nanoparticles can be used against brucellosis. 
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 در شرایط M16اثرات ضد باکتریایی نانوذرات نقره علیه بروسلا ملی تنسیس 
 آزمایشگاهی مدل حیوانی

  
  4، جواد ناصریان1، پیمان عبداله زاده3، رضا شاپوري*2، مجتبی صلوتی1حامد علیزاده

  
 نجان، ایران باشگاه پژوهشگران جوان، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد زنجان، ز-1

  دانشیار، دکتراي فیزیک پزشکی، مرکز تحقیقات بیولوژي، دانشگاه آزاد اسلامی واحد زنجان، زنجان، ایران-2

  استادیار، دکتراي میکروبیولوژي، مرکز تحقیقات بیولوژي، دانشگاه آزاد اسلامی واحد زنجان، زنجان، ایران-3

  می واحد زنجان، زنجان، ایران مربی، گروه آمار و ریاضی، دانشگاه آزاد اسلا-4
  

 14/10/90 ، تاریخ پذیرش 13/7/90تاریخ دریافت 
 چکیده 

میزان شیوع این . ترین عفونت مشترك بین انسان و حیوان در جهان می باشد  بروسلوزیس یکی از رایج:زمینه و هدف
ی بهداشت، شیوع بروسلوزیس مشترك طبق گزارش سازمان جهان. عفونت بسیار بالا و در بسیاري از کشورها اندمیک است

هدف از این . بین انسان و حیوان در کشورهاي منطقه مدیترانه، خاورمیانه و کشورهاي آسیاي غربی در حال گسترش است
  .باشد مطالعه، بررسی استفاده از نانو ذرات نقره در مقابله با بروسلوزیس می

 با استفاده از روش انتشار M16ذرات نقره علیه بروسلا ملی تنسیس  در این مطالعه تجربی، فعالیت نانو :ها مواد و روش
حداقل غلظت مهار کننده رشد و حداقل غلظت کشنده باکتري به روش ماکرودیلوشن تعیین . چاهکی در آگار بررسی گردید

  . هم چنین اثر ضد باکتریایی نانو ذرات نقره در مدل موشی مورد مطالعه قرار گرفت. گردید
حداقل غلظت مهار . گردند هاي پایین می  نتایج نشان داد که نانو ذرات نقره باعث مهار باکتري حتی در غلظت:ها یافته

اثر ضد .  در روش ماکرودیلوشن بودppm6 و ppm4کننده رشد و حداقل غلظت کشنده نانو ذرات نقره به ترتیب 
  .بروسلایی نانو ذرات نقره در مدل موش نیز مشاهده گردید

  .توانند در مقابله با بروسلوزیس مورد استفاده قرار گیرد  این مطالعه نشان داد که نانو ذرات نقره می:یرينتیجه گ
  ، نانوذرات نقرهM16 اثر ضد میکروبی، بروسلوزیس، بروسلا ملی تنسیس :واژگان کلیدي
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  مقدمه
ترین بیماري مشترك بین انسان  بروسلوزیس رایج

هاي گرم  و حیوان با گسترش جهانی است که توسط باکتري
هوازي اختیاري و درون سلولی جنس بروسلا ایجاد  منفی بی

هاي  درمان بروسلوزیس انسانی با آنتی بیوتیک. )1-3(شود می
بروسلا ملی . )2(ی مدت و پر هزینه استرایج، بسیار طولان

تنسیس به طور وسیعی در کشورهاي خاورمیانه منتشر شده 
بروسلوزیس به صورت یک مشکل عمومی در . )2(است

سلامت انسان و دام و نیز به عنوان یک مشکل اقتصادي در 
دامپروري در بسیاري از کشورهاي توسعه نیافته و در حال 

منجر به طور معمول این بیماري . )3(توسعه باقی مانده است
به سقط جنین در پستانداران باردار و التهاب بیضه در 

این بیماري با تب مواج، آرتریت، . گردد میپستانداران نر 
. )4، 3(اندوکاردیت و استئومیلیت در انسان همراه است

زایی بیشتري نسبت به سایر  بروسلا ملی تنسیس بیماري
امروزه درمان دو آنتی . )5(ان داردي بروسلا در انسها گونه

بیوتیکی براي بروسلوزیس مورد استفاده است که علاوه بر 
ها و  عود مجدد بیماري پس از درمان با آنتی بیوتیک

 8هاي دارویی، عوارض ناخواسته در کودکان زیر  مقاومت
سازمان بهداشت جهانی  . )6(دارد سال و زنان باردار را در پی

 هزار مورد 500 بیماري بروسلوزیس را تعداد موارد جدید
در هر سال گزارش نموده است و این در حالی است که این 
مقدار بسیار کمتر از میزان واقعی محاسبه شده براي بروز 

نیاز به درمان چند دارویی، . )7(بروسلوزیس انسانی است
هاي درمانی،  طولانی مدت بودن دوره درمان و شکست

هاي درمانی جدید براي  ه یافتن راهدانشمندان را مجبور ب
  .)8(بروسلوزیس نموده است

ذرات نقره خواص ضد میکروبی قوي دارند  نانو
ذرات نقره علیه طیف  به طوري که ثابت شده است نانو

با این که . )9(ها اثر ضد میکروبی دارند وسیعی از باکتري
ها کاملاً  ذرات نقره بر روي میکروب مکانیسم اثر نانو

 رود میها، احتمال  نشده است اما در مورد باکتريمشخص 
هایی در غشاي سلولی  هاي نقره باعث ایجاد آسیب که یون
ذرات نقره، ذراتی با اندازه  نانو. )9(گردند ها می باکتري

 نانومتر هستند که استفاده از آنها در مقابله با 100-1
 وها روز به روز در حال افزایش است به طوري که نان عفونت

ذرات نقره امروزه به طور وسیعی در پزشکی جهت مقابله با 
با این که . )10-12(گیرد میها مورد استفاده قرار  میکروب

ذرات نقره بر روي باکتري بروسلا  اثرات ضد میکروبی نانو
 اما مطالعات مشابهی ، بررسی نشده استM16ملی تنسیس 

ها،  ها، قارچ هاي مختلف نظیر باکتري بر روي میکروب
هدف از مطالعه . )13(ها و مخمرها انجام شده است ویروس

ذرات نقره بر روي  حاضر، بررسی فعالیت آنتی باکتریال نانو
 در شرایط آزمایشگاهی و مدل M16بروسلا ملی تنسیس 

حیوانی براي یافتن راه درمانی جدید جهت مقابله با 
 .باشد میبروسلوزیس 

  
  ها روشمواد و 

بی، سویه باکتریایی بروسلا ملی در این مطالعه تجر
 از بانک میکروبی مرکز تحقیقات بیولوژي M16تنسیس 

 هاي موش. دانشگاه آزاد اسلامی واحد زنجان تهیه گردید
اي از انستیتو پاستور ایران   هفته6-8 ماده (Balb/c) بالب سی

  نانومتر با نام3-18ذرات نقره با اندازه  نانو. خریداري شد

  (Nanocide)د نانوسی از شرکتNanocolloid تجاري
هاي کشت مورد استفاده از شرکت  تمامی محیط. تهیه شد

  . گردیدمرك تهیه 
ذرات نقره با  بررسی اثر ضد باکتریایی نانوجهت 

ابتدا از  (Well Diffusion Method)روش انتشار چاهکی 
 روي محیط کشت ،بروسلا ملی تنسیس تهیه شدهباکتري 

 ساعت انکوباسیون 72پس از . داده شدبروسلا آگار کشت 
 5گراد و در حضور   درجه سانتی37در انکوباتور با دماي 

هاي سطح محیط کشت برداشته شد و   از کلونی CO2درصد 
از آن سوسپانسیون باکتریایی با کدورت معادل نیم مک 

هاي حاوي  پلیت. فارلند در نرمال سالین استریل تهیه شد
 آگار آماده گردید و در وسط هر محیط کشت مولر هینتون

. متر حفر شد  میلی6کدام از آنها یک چاهک به قطر حدود 
از سوسپانسیون بروسلاي تهیه شده، با سوآپ استریل یک 

هاي مذکور کشت  بار برداشته و در سه جهت بر روي پلیت
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، 250، 100، 50، 20، 10، 5، 2، صفري ها غلظت. داده شد
ذرات  از نانو) مت در میلیونقس(ppm 4000 و 1000، 500

هاي استریل  نقره در آب مقطر دیونیزه در داخل میکروتیوب
  میکرولیتر از نانو80به طور جداگانه به مقدار . تهیه گردید

ها ریخته  ي مذکور در چاهکها غلظتذرات نقره فوق با 
یک پلیت با چاهک حاوي آب مقطر دیونیزه استریل . شد

ها در انکوباتور  پلیت.  نظر گرفته شدبه عنوان پلیت کنترل در
هاي  و پس از آن قطر هاله  ساعت انکوبه گردید72به مدت 

عدم رشد باکتري با کم کردن قطر چاهک از قطر هاله عدم 
تمامی مراحل فوق به منظور کاهش . رشد محاسبه گردید

  .)15، 14( بار تکرار انجام شد3خطا با 
ننده رشد  به منظور تعیین حداقل غلظت مهار ک

(Minimum Inhibitory Concentration- MIC) و 
 Minimum Bactericidal)حداقل غلظت کشنده باکتري 

Concentration-MBC)  ذرات نقره که براي مهار  نانو
 مورد نیاز است، از روش M16رشد بروسلا ملی تنسیس 

.  استفاده شد(Broth Dilution Method)براث دیلوشن 
، 50، 25، 5،10، 2، 1،  صفريها غلظتبا ذرات نقره  نانو

در محیط کشت مولر  4000ppm و 1000، 500، 250، 100
با  هاي مذکور باکتري. هینتون براث تهیه گردید

در محیط ) لیتر باکتري در هر میلی (CFU/ml  105×5غلظت
یک . ذرات نقره تنظیم شدند ي مختلف نانوها غلظتداراي 

ه عنوان لوله کنترل در نظر گرفته ذرات نقره ب لوله فاقد نانو
هاي  لوله. ها با پنبه استریل پوشانده شدند تمامی لوله. شد

 37 ساعت در انکوباتور با دماي 72آماده شده به مدت 
. انکوبه شدند CO2 درصد 5گراد و در حضور  درجه سانتی

ها در روي شیکر   بدین صورت بود که ابتدا لولهMICتعیین 
د و پس از آن از مایع داخل هر یک از  شدنمخلوطکاملاً 

 میکرولیتر با استفاده از سمپلر برداشته و بر روي 100ها  لوله
محیط کشت مولر هینتون آگار منتقل گردید و با استفاده از 

هاي  پلیت. آنس استریل بر روي محیط کشت پخش گردید
 ساعت در انکوباتور با شرایط مذکور 72تهیه شده به مدت 

ذرات نقره  ي پایین نانوها غلظتاولین لوله از . ندانکوبه شد
که فاقد کدورت ناشی از رشد باکتري بود به عنوان غلظت 

MICذرات نقره که در آنها  ي نانوها غلظت  و اولین لوله از
هاي اضافه شده از بین   از مقدار اولیه باکتري درصد9/99

  رشدها باکتري از  درصد1/0ر فقط رفته و در ساب کالچ
ذرات نقره   براي نانوMBCکرده بودند به عنوان غلظت 

 بار تکرار انجام 3تمام مراحل فوق با . محاسبه گردید
  .)16، 14(گردید

ذرات نقره در  براي بررسی اثر ضد میکروبی نانو
اي   هفته6-8ي بالب سی ماده ها موشمدل حیوانی، از 

یی  تا5 گروه 3 سر موش ماده بالب سی به 15. استفاده شد
گروه اول تیمار با جنتامایسین، گروه دوم تیمار . تقسیم شدند

ذرات نقره و گروه سوم به عنوان گروه شاهد، با نرمال  با نانو
به منظور تهیه سوسپانسیون . سالین استریل تیمار گردیدند

 48، از کشت ها موشباکتریایی جهت ایجاد عفونت در 
 5/0 ، سوسپانسیونM16ساعته بروسلا ملی تنسیس 

لیتر بود،    باکتري در هر میلی5/1× 108فارلند که حاوي  مک
 در نرمال سالین 1:300سوسپانسیون مذکور با نسبت . تهیه شد

هاي موجود در  استریل رقیق شد تا میزان باکتري
  5×105سوسپانسیون میکروبی جهت تزریق، به تعداد 

ها،  وهدر روز اول به تمام گر. لیتر برسد باکتري در هر میلی
در .  باکتري به صورت داخل صفاقی تزریق شد5×105تعداد 

 میکرولیتر آنتی بیوتیک جنتامایسین با غلظت 500روز دوم، 
 500هاي گروه اول،  لیتر به موش  میکروگرم بر میلی2

 به MBC ذرات نقره معادل با غلظت میکرولیتر از نانو
 500هاي گروه دوم و  صورت داخل صفاقی به موش

ولیتر نرمال سالین به گروه سوم به صورت داخل صفاقی میکر
 با بیهوشی در دسیکاتور ها موش روز، 7پس از . تزریق شد

حاوي اتر کشته شدند و طحال حیوانات در شرایط استریل 
 فسفات سالین  بافر در حیوانات سپس طحال. خارج گردید

از سوسپانسیون . لیتر هموژنیزه شد  میلی5استریل به مقدار 
هموژنیزه طحالی، با پورپلیت کردن بر روي محیط مولر 

 37هاي مذکور در  پلیت. هینتون آگار کشت انجام گردید
 72 به مدت CO2 درصد 5گراد و در حضور  درجه سانتی

هاي بروسلا  پس از آن شمارش کلونی. ساعت انکوبه شدند
 .)17( انجام گردیدر کلونیگ شمارشبا استفاده از 
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 آماري نتایج حاصل،  و تحلیلتجزیهبه منظور 
نسخه   SPSS در نرم افزار آماري  کروسکال والیستست

به  >p 05/0در این آزمون . استفاده قرار گرفتمورد  18
 .در نظر گرفته شدعنوان سطح معنی داري 

  
  ها یافته

نتایج بررسی روش انتشار چاهکی در آگار نشان 
ها،  اخل چاهکذرات نقره در د داد که با افزایش غلظت نانو

 بیشتر M16قطر هاله عدم رشد باکتري بروسلا ملی تنسیس 
میانگین قطر هاله عدم رشد باکتري و مقایسه آن . شده است
 .آمده است 1در نمودار 

  

  
 مقایسه میانگین و انحراف معیار قطر هاله عدم رشد .1نمودار

 هاي مختلف نانو  در مجاورت غلظتM16بروسلا ملی تنسیس 
  رهذرات نق

  
 برابر M16 براي بروسلا ملی تنسیس MICمیزان 

ppm 4 و میزان باشد می MBC براي این باکتري ppm 6 
 .تعیین گردید

 آنالیز آماري نتایج مربوط به ،مدل حیوانیدر   
ذرات نقره بر روي بروسلا ملی  بررسی اثر ضد میکروبی نانو

هاي بالب سی نشان داد که، اختلاف  موش در M16تنسیس 
ي در بین سه گروه تیماري مختلف مورد مطالعه دار نیمع

 نتایج مربوط به مدل حیوانی 2در نمودار . وجود دارد
. هاي تیماري مورد آزمایش با هم مقایسه گردیده است گروه

ذرات نقره به طور قابل   نانوشود میهمان طور که مشاهده 

تري در از بین بردن بروسلا ملی تنسیس  توجهی اثر قوي
M16هاي تیماري نانوذرات  گروه. نسبت به جنتامایسین دارد

ي با گروه کنترل که با دار معنینقره و جنتامایسین، تفاوت 
البته در گروه . نرمال سالین تیمار شده بودند، نشان دادند

 cfu/ml1010×5 ش از بی) کنترل(تیمار با نرمال سالین 
شده  نشان داده ن2باکتري رشد کرده بود که در نمودار 

 .است

  
ذرات نقره بر بروسلا ملی تنسیس   مقایسه اثر نانو.2نمودار

M16در مدل حیوانی  

  
 بحث

امروزه مدیریت درمان بروسلوزیس بسیار بحث 
هاي بهداشتی در سراسر  برانگیز است به طوري که سازمان

هاي خود قرار  دنیا درمان بروسلوزیس را همواره جز اولویت
طبق گزارشات منتشر شده، افزایش از سوي دیگر، . دهند می

هاي جنس بروسلا  هاي آنتی بیوتیکی باکتري مقاومت
هاي درمانی بروسلوزیس  د یکی از دلایل شکستتوان می

  .)19 ،18(باشد
ذرات نقره  در تحقیق حاضر اثر ضد باکتریایی نانو

 با توجه به نتایج حاصل از انتشار .مورد بررسی قرار گرفت
ذرات   که با افزایش غلظت نانودشو میچاهکی ملاحظه 

از . نقره، قطر هاله عدم رشد باکتري، افزایش یافته است
هاي عدم رشد از غلظت  سوي دیگر، تفاوت قطر هاله

ppm10 تا ppm500 با افزایش و یا کاهش غلظت نانوذرات 
ي خارج از این ها غلظتنقره تفاوت زیادي نسبت به 

ذرات نقره  غلظت نانومحدوده دارد به طوري که با افزایش 
 قطر هاله عدم رشد باکتري چندان افزایش ppm500از 
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یابد ولی با این حال قطر هاله عدم رشد کاملاً وابسته به  نمی
ذرات نقره است که نشان دهنده تاثیر  دوز مصرفی نانو

این .  استM 16نانوذرات نقره بر روي بروسلا ملی تنسیس 
ش کیم و همکاران که مطالعه  با نتایج حاصل از پژوهها یافته

هاي استافیلوکوکوس اورئوس و  مشابهی بر روي باکتري
. )12(اند، مطابقت دارد اشریشیاکلی و نیز با مخمر انجام داده

ذرات نقره در  نتایج روش ماکرودیلوشن نشان داد که نانو
ند از رشد باکتري بروسلا ملی توان میي پایین ها غلظت

ي ها یافته که این نتایج با  جلوگیري کنندM16تنسیس 
 و همکاران که بر روي سونديحاصل از تحقیقات 

  . )20(کردند هم خوانی دارد اشریشیاکلی کار می
و همکاران توانستند  نیلداآیلا  2009در سال 

باکتري استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین را با 
ستفاده از روش  آنها با ا.استفاده از نانو ذرات نقره مهار نمایند

انتشار چاهکی در آگار اثر ضد باکتریایی نانوذره نقره را 
ثابت کردند سپس با روش ماکرودیلوشن توانستند حداقل 

را براي آن تعیین  MIC غلظت ممانعت کننده رشد یا همان
در پژوهش دیگري رفیعی و همکاران در سال . )13(نمایند
و   کلیهاي اشرشیا  در مصر توانستند باکتري2010

استافیلوکوکوس اورئوس را با استفاده از نانو نقره در 
 در )22(هومبرتو و همکاران. )21(محصول پنبه کنترل نمایند

رات نقره را بر روي  ذ در مکزیک اثر مهاري نانو2010سال 
هاي دارویی زیادي از خود نشان  هایی که مقاومت باکتري

، اشریشیا کلی هاي سودوموناس آئروژینوزا باکتري(دهند  می
مقاوم به آمپی سیلین، استرپتوکوکوس پایوژنز مقاوم به 

 مشاهده کردند که نانوذرات بررسی نمودند و )اریترومایسین
اي بر روي این  نقره اثر باکتریوستاتیک قابل ملاحظه

 هم چنین مورونس و همکاران در سال .ها دارند باکتري
ه را علیه ، اثرات آنتی باکتریال نانو ذرات نقر2005

ویبریو کلرا،  هاي گرم منفی اشرشیاکلی، باکتري
سودوموناس آئروژینوزا و سالمونلا تیفی را ثابت نمودند و 

ذرات نقره به سطح غشاي سلول  اظهار داشتند که نانو
شوند و پس از آن به درون باکتري نفوذ  باکتري متصل می

 را ها خاصیت آنتی میکروبی خود نموده و با رها سازي یون

ذرات نقره  تا کنون اثرات ضد باکتریایی نانو. دهند نشان می
در مدل حیوانی چندان مطالعه نشده است اما در مطالعه 

ذرات نقره در  حاضر، نتایج اثرات آنتی باکتریال نانو
ند در توان میهاي بالب سی نشان داد که این ذرات  موش

. ندمدل حیوانی نیز آثار ضد باکتریایی خود را حفظ کن
ذرات نقره  آنالیز آماري نتایج مدل حیوانی نشان داد که نانو

اثر ضد بروسلایی بیشتري نسبت به آنتی بیوتیک جنتامایسین 
  .دارند
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