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Objectives: Clarithromycin is a semi synthetic antibiotic from macrolid group that bind to 50 S ribosomal subunit 
of susceptible bacteria and inhibit essential bacterial protein synthesis. The purpose of this study is to prepare 
Clarithromycin-PLGA nanoparticles and to evaluate their antibacterial properties. Methods: Modified Quasi 
Emulsion Solvent Diffusion (MQESD) method was applied to prepare the Clarithromycin nanoparticles. 
Clarithromycin and PLGA were dissolved in acetone as a water miscible solvent and added to aqueous phase 
containing PVA2% as emulsifier and stabilizer agent, under homogenization. This led to formation of a quasi 
emulsion that contains Clarithromycin and PLGA and acetone in the inner phase. The microbial culture method was 
used to compare the effectiveness of nanosuspensions with untreated drug. Staphylococcus aureus PTCC 1112 and 
Salmonella typhi PTCC 1609 were used in this method. Minimum inhibitory concentration of clarithromycin 
nanosuspension was compared to those of clarithromycin solution. Results: Minimum inhibitory concentration of 
nanosuspensions in comparison with those of drug solution was significantly higher. This increased potency of 
formulated nanosuspensions is perhaps related to increased drug adsorption as well as lower drug degradation and 
modified surface characteristics. Conclusion: Our results indicate that clarithromycin in the form of nanosuspension 
has better antibacterial effect in comparison with untreated drug in the same drug concentration. 
Keywords: Clarithromycin, Poly (lactic-co-glycolic acid), Modified Quasi Emulsion Solvent Diffusion, 
nanosuspensions, Minimum inhibitory concentration 

 

استافيلوكوكوس بررسي كارايي ضد ميكروبي نانوسوسپانسيون هاي كلاريترومايسين عليه 
 سالمونلا تيفيو  اورئوس
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ريبوزوم باكتري سبب  S  50نيمه سنتتيك از دسته ماكروليد ها بوده و از طريق اتصال به جزءكلاريترومايسين يك آنتي بيوتيك  :زمينه و هدف
پليمر پلي  طراحي نانوسوسپانسيون كلاريترومايسين با استفاده از مطالعه هدف از اين. رددگمي مهار سنتز پروتئين هاي ضروري باكتري 

و  استافيلوكوكوس اورئوس عليه سويه هاي ضدميكروبي نانوسوسپانسيون هاي حاصلهاثر  بررسي و) PLGA(لاكتيك كوگليكوليك اسيد 
نانوسوسپانسيون هاي براي تهيه  Modified Quasi Emulsion Solvent Diffusion (MQESD)روش  :روش ها .مي باشد سالمونلا تيفي

 PVA(حل گرديده و به فاز آبي حاوي امولسيون كننده ) با آبحلال اختلاط پذير (دارو و پليمر در استون  .استفاده گرديدكلاريترومايسين 

در حالي كه توسط هموژنايزر به هم زده مي شد اضافه گرديد كه يك شبه امولسيون با فاز داخلي كلاريترومايسين، پليمر و حلال ) 95000
و سالمونلا تيفي  PTCC 1112از باكتري هاي استافيلوكوكوس اورئوس به منظور بررسي اثربخشي نانوسوسپانسيون . تشكيل مي گردد

PTCC 1609  فرمولاسيون هاي نانوسوسپانسيون  بدست آمده براي حداقل غلظت مهاري رشده گرديد كه استفادروش كشت ميكروبي
 ، به معنيانسيون در مقايسه با محلول دارونانوسوسپ كمتر حداقل غلظت مهاري رشد :يافته ها  .كلاريترومايسين با محلول آن مقايسه گرديد

نانوذرات در سطح سلول و بهينه شدن خصوصيات فيزيكوشيميائي  غلظت بيشتر، كاهش تخريب دارو اثربخشي نانوذرات مي باشد كه افزايش
ايسين به صورت نانوسوسپانسيون نتايج بيانگر اين است كه فرموله كردن كلاريتروم :نتيجه گيري .مي تواند از دلايل اين امر باشد نانوذرات

  .اثربخشي اين دارو را افزايش مي دهد
، Modified Quasi Emulsion Solvent Diffusionپلي لاكتيك كو گليكوليك اسيد،كلاريترومايسين، نانوسوسپانسيون، : كليدي واژه هاي

  حداقل غلظت مهاري رشد
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  مقدمه -1
با وجود پيشرفت هاي فراوان در توسعه داروهاي ضد 
ميكروبي، هنوز هم درمان بعضي از بيماريهاي عفوني 
خصوصاً عفونت هاي داخل سلولي از مشكلات اصلي 

در اين خصوص يكي از چالش هاي  .درماني مي باشد
اصلي انتقال دارو از بين غشا هاي زيستي و فعاليت آن در 
داخل سلول مي باشد كه مي تواند منجر به كاهش اثربخشي 

از . آنها و به تبع آن افزايش مقاومت دارويي شود
ن مشكلات استفاده از ـردن ايـاي برطرف كـراهكاره

  .سيستم هاي دارورساني جديد مي باشد
مزاياي فراوان سيستم هاي دارورساني جديد بر حامل هاي 
دارويي رايج مانند افزايش فراهمي زيستي، اختصاصي شدن 
تحويل دارو به بافت هدف، افزايش محلوليت دارو، كاهش 
تخريب دارو، كنترل رهش دارو و كاهش عوارض جانبي 
دارو منجر به افزايش روزافزون استفاده از اين سيستم هاي 

ن ـي از ايـو ذرات يكـنان. ده استـي گرديـرورساندا
سيستم هاي دارورساني جديد مي باشد كه اندازه ذره اي 

ادر ـن ذرات را قـه حجم بالا، ايـكوچك و نسبت سطح ب
مي سازد كه از موانع بيولوژيك موجود در بدن از جمله 

تر عبور كرده و وارد سلول شده و  غشاي سلولي راحت
همچنين استفاده از . )1(خود را آزاد كنند محتواي دارويي 

پليمرهاي زيست تخريب پذير در نانوذرات منجر به رهش 
هدفمند دارو مي گردد كه اين امر باعث افزايش اثربخشي 

  ).2-4(دارو مي گردد 
محمدي و همكارانش نشان داده اند كه استفاده از 
 نانوسوسپانسيون آزيترومايسين باعث افزايش اثربخشي اين

در مطالعه ديگري كه از نانوذرات . )5 ،6(دارو مي گردد 
حاوي ونكومايسين استفاده گرديده، اثر بخشي بيشتر اين 

. )7 ،8( دارو در باكتريهاي گرم مثبت و منفي مشاهده گرديد
همچنين مشاهده شده است كه نانوذرات سيپروفلوكساسين 
در درمان ماكروفاژهاي انساني آلوده با مايكوباكتريوم آويوم 

  .)9(اثربخشي بيشتري در مقايسه با داروي آزاد دارد 
 Fattal  و همكارانش نشان داده اند كه اگر آمپي سيلين به
وذره فرموله گردد در درمان سالمونلوزيس ـورت نانـص

  ).10(موثرتر مي باشد 
از ماكروليد هاي جديد است كه ساختاري كلاريترومايسين 

اين دارو از طريق اتصال به . مشابه با اريترومايسين دارد
ريبوزوم باكتري ها سبب مهار سنتز پروتئين هاي  S  50جزء

ير و افزايش ضروري باكتري شده و از اين طريق جلوي تكث
وسيع   آنتي بيوتيك اين دارو يك. باكتري ها را مي گيرد

الطيف بوده و در درمان عفونت ناشي از دسته وسيعي از 
باكتري ها از جمله عفونت هاي مجاري تنفسي فوقاني و 

تحتاني مانند برونشيت، سينوزيت، پنوموني، عفونت هاي 
 كاربرد داردهاي نرم  و بافت) اوتيت مديا(گوش  پوست و

هاي فراوان اين دارو در درمان با توجه به كاربرد. )13(
هدف از اين عفونت هاي ذكر شده و برخي موارد ديگر 

ربخشي نانوسوسپانسيون ـزان اثـي ميـژوهش بررسـپ
سالمونلا و  استافيلوكوكوس اورئوسكلاريترومايسين عليه 

  .مي باشد آننسبت به محلول  تيفي
  
 اهروش مواد و  -2

 تهيه نانوسوسپانسيون  :2- 1

تكنيك با توجه به محلوليت پايين كلاريترومايسين از 
Modified Quasi Emulsion Solvent Diffusion 

)MQESD(  به منظور تهيه نانوذرات استفاده گرديد)12 ،
 )، هندElder( كلاريترومايسين ي ازنسبت هاي مختلف. )11
را  )، آلمانPLGA )50:50) (Boehringer Ingelheimو 
جدول مطابق ( كردهحل ) ، آلمانMerck(استون  حلال در
، Acros(درصد PVA 2ميلي ليتر  40حاوي به فاز آبيو ) 1

 (TYPE:silent Crusher M كه توسط هموژنايزر )بلژيك
، HEIDOLPHبا دور   ) ، آلمانrpm 13000  به هم زده

قيقه در نظر د 5مدت هموژنيزاسيون . اضافه گرديد مي شد
 12در مرحله بعد نمونه ها توسط مگنت به مدت . گرفته شد

به هم زده ) درجه سانتيگراد 20(ساعت در دماي آزمايشگاه 
بعد از تهيه نانوذرات  .شدند تا حلال فاز داخلي خارج گردد

 Beckman Avanti( با سانتريفوژ
TM

 j-25با ) ، آمريكا
g21000  ليوفيليزهرسوب داده شد و بعد از شستشو 
)Chrixt Alpha 1-4ه منظور انجام ـب .دـگرديدن) ، آلمان

 pHدر سديم هيدروكسايد با  نمونه ها يـآزمايشات ميكروب
ات فرمولاسيون نانوذر 1در جدول . پراكنده شدند 5/8برابر

  .مختلف تهيه شده آورده شده است
  تعيين اندازه و مورفولوژي نانوذرات :2- 2
        وسط دستگاه ـا تـوسوسپانسيون هـانـدازه ي نـان

Laser diffraction particle size analyzer 
)Shimadzu,SALD-2101تعيين گرديد) ، ژاپن .  

بدين منظور، نانوسوسپانسيون ليوفيليزه شده در آب مقطر 
پراكنده شده و سپس اندازه ي ذرات توسط دستگاه تعيين 

                       ) SEM(ميكروسكوپ الكتروني  توسط .شد
Leo Electron Microscopy Ltd, Cambridge, UK)( 

اندازه ذره اي  با توجه. مورفولوژي نانوذرات تعيين گرديد
از اين  F3و  F2و  F1مناسب فرمولاسيون هاي 

             يـراي مطالعات كشت ميكروبـب اـه ونـولاسيـرمـف
  .دـاستفاده گردي



 3   نانوسوسپانسيون هاي كلاريترومايسينبررسي    علوم دارويي 

  آزمايش ميكروبي :2- 3
مورد آزمايش و  فعال سازي باكتري هاي :2- 3- 1

  تهيه اينوكولوم
و  PTCC 1112استافيلوكوكوس اورئوس ي باكتري ها

با توجه به طيف اثر  PTCC 1609سالمونلا تيفي 
از مركز كلكسيون انتخاب شده و ) 13( كلاريترومايسين

قارچ ها و باكتري هاي صنعتي ايران تهيه و بر اساس 
استفاده هاي  جهت .شركت فعال گرديدپروتكل الحاقي 

% 20حاوي  باكتري بعدي از باكتري فعال شده، استوك
باكتري . نگهداري گرديد -20گليسرول تهيه و در فريزر 

نوترينت براث  مغذي و اختصاصي در محيط را فعال
)HIMEDIAساعت قبل  24(كشت داده شد )  ، هندوستان

اينوكولوم  حاصلهاز كلني هاي  و) از انجام آزمايش
  .مك فارلند تهيه گرديد 5/0باكتريايي 

ون ـوسوسپانسيـانـاي نـه هـونـهيه نمـت :2- 3- 2
  اـري هـردن باكتـه كـو اضاف رومايسينـكلاريت

            در تمامي آزمايشات انجام گرفته از نمونه هاي زير 
  :استفاده گرديد

 pHمحلول كلاريترومايسين در سديم هيدروكسايد با ) 1( 
محلول كلاريترومايسين و ) 2( )نمونه كنترل( 5/8برابر 

PLGA  در سديم هيدروكسايد باpH  5/8برابر            
  pH سوسپانسيون نانوذرات در سديم هيدروكسايد با) 3(

 3:1و  2:1 و 1:1حاوي نسبت هاي  5/8برابر 
نانوذرات فاقد دارو در ) PLGA )4كلاريترومايسين به 

در مرحله بعد استوك  . 5/8برابر  pHايد با سديم هيدروكس
با ضريب نمونه هاي اشاره شده تهيه و سري غلظت ها 

راساس منابع ـدوده غلظت بـمح. تهيه گرديد 2رقيق سازي 

د ـرديـر تعيين گـورد نظـاي مـري هـود براي باكتـموج
راي تهيه ي سري غلظت ها از روش رقيق سازي ـب و )13(

  ).14( متوالي استفاده شد
ميكروليتر از اينوكولوم باكتريايي به هر  100در مرحله بعد  

كدام از لوله ها اضافه شد، به طوري كه غلظت باكتري در 
CFU  هر كدام از لوله ها برابر با  

 24شد و به مدت  10 6
گرديده و در نهايت تيگراد انكوبه ندرجه سا 35ساعت در 

نتايج حداقل غلظت مهاري  پس از كشت خطي از نمونه ها،
همچنين در آزمايشات از كنترل مثبت . رشد ثبت گرديد

لوله  حاوي محيط كشت به همراه باكتري ها  يعني، )رشد(
و كنترل منفي يعني لوله حاوي محيط كشت بدون باكتري 

 .بار تكرار شدند سههر كدام از  آزمايشات . گرديداستفاده 

  روش هاي آماري: 2- 4
هاي تهيه شده  قايسه نتايح حاصله از فرمولاسيونبه منظور م

و تست  SPSS 19با داروي دست نخورده از نرم افزار 
One-Way ANOVA   05/0استفاده گرديد و  p< به

   .عنوان اختلاف معني دار در نظر گرفته شد
  
  نتايج -3
 توزيع اندازه ذره اي نانوسوسپانسيون هاي  :3- 1

 تهيه شده

فرمولاسيون هاي تهيه شده را نشان اندازه ذره اي  2جدول 
اندازه ذره اي همانگونه كه مشاهده مي شود . مي دهد

ر ـومتـنان 300 يـال 200ده بين ـوسوسپانسيون تهيه شـنان
با توجه به اندازه ذره اي مناسب فرمولاسيون هاي . مي باشد

ونه ها در آزمايشات ميكروبي از اين نم 3و  2 ،1نانوذرات 
   .استفاده گرديد

  

  

  

  فرمولاسيون نانوذرات استفاده شده .1جدول 

 داخلي فاز  خارجي فاز 

نسبت دارو به 
  فرمولاسيون پليمر

2% PVA (ml) 
 )mg(پليمر 

 )mg(دارو 
 )ml(حلال 

PLGA استون 

30 25  25 2 1  :1 F1 

30 50 25 2 2  :1 F2 

30 75 25 2 3 : 1 F3 
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  3و  2، 1ميانگين اندازه ي ذره اي فرمولاسيون هاي  .2جدول 
  

 فرمولاسيون )nm(ميانگين اندازه ي ذره اي 

15±280 CLR:PLGA 1:1 (F1) 

12±223  CLR:PLGA1:2 (F2) 

10±189 CLR:PLGA 1:3 (F3) 

 

  

  

(File Name) 194n                                                                          

(Sample ID)                                  (Sample #)                                   

(  Date   ) 08/07/28 (  Time  ) 08:58:48

R Index=1.60-0.10i Median D :   0.233
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Std Dev :   0.177
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  نانومتر 244با ميانگين اندازه ذره اي  F1 توزيع اندازه ذره اي فرمولاسيون  .1 شكل

   
  
  
  
  نتايج بررسي شكل فرمولاسيون هاي تهيه شده :3- 2
 ، اي تهيه شدهـي شكل فرمولاسيون هـبررسه منظور ـب

نمونه ها بر روي ديسك هاي آلومينيومي قرار گرفته و 
و در حضور پلاسماي  Gold Sputteringتوسط دستگاه 

آرگون با لايه نازكي از طلا در حد انگستروم پوشش داده 

از  Scanning Electrone Microscopeشد و توسط 
ملاحظه  2شكل نتايج در  اين. نانوذرات تصوير گرفته شد

كروي بودن نانوذرات تشكيل  دهنده نشان هـمي گردد ك
  .مي باشدشده 
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  برابر 50با بزرگنمايي  F2) ب(برابر  40با بزرگنمايي  F1) الف(تصاوير ميكروسكوپ الكتروني نانوذرات حاوي كلاريترومايسين فرمولاسيون .2شكل 

  
  
 

  نتايج بررسي حداقل غلظت مهاري رشد نمونه ها :3- 3
حداقل غلظت مهاري رشد فرمولاسيون هاي نانوذرات و 

  3در جدول  پليمرمحلول دارو و مخلوط فيزيكي دارو و 
  . آورده شده است

فاقد دارو   PLGA با توجه به اينكه نمونه هاي نانوذرات
فاقد اثربخشي بودند از اشاره به نتايج اين نمونه ها 

مخلوط با توجه به نتايج حاصله . شده است خودداري
در نسبت هاي مختلف  PLGAفيزيكي كلاريترومايسين و 

كه بيانگر بي اثر  از خود نشان داد برابر با محلول دارو ياثر
ي كلاريترومايسين ـضد ميكروب يـكارايدر  PLGA بودن

با اين حال بررسي كمترين غلظت هاي مهاري  .مي باشد

ده در ـوذرات فرموله شـدر شكل نانرومايسين ـكلاريت
نشانگر  نسبت هاي مختلف در مقايسه با محلول دارو

ي آن عليه ـد ميكروبـوجه در فعاليت ضـافزايش قابل ت
سويه هاي مورد بررسي مي باشد به نحوي كه براساس 

در باكتري  MICارزش  )3جدول (نتايج بدست آمده 
 µg/ml9/0 )8 به µg/ml 56/1از  استافيلوكوكوس اورئوس

به  µg/ml200از  و در باكتري سالمونلا تيفي )برابر
µg/ml50 )4 01/0( كاهش يافته است )برابر P< .(  

بار تكرار   سهآزمايشات براي هر كدام از فرمولاسيون ها 
  .شده است

  

  

  باكتري هاي استافيلوكوكوي اورئوس و سالمونلا تيفي هاي مختلف عليهحداقل غلظت مهاري رشد نمونه  .3جدول 
  

NANO 

1:1 

NANO 

1:2 

NANO 

1:3 

CLR 

solution 

PMs 

1:1 

PMs 

1:2 

PMs 

1:2 

كمترين غلظت مهاري 

µg/ml 

19/0  19/0  19/0  56/1  56/1  56/1  56/1  استافيلوكوكوس اورئوس 

  تيفيسالمونلا  200 200 200 200 50 50 50

NANO : با نسبت هاي مختلف دارو به پليمرفرمولاسيون هاي نانو ،PMs :مخلوط فيزيكي ،CLR solution :محلول دارو  

  

 ب ا��
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  بحث -4
نانوتكنولوژي اهميت فوق العاده اي در جنبه هاي مختلف  

علوم دارويي خصوصاً در توسعه سيستم هاي دارو رساني 
فرموله كردن داروها به صورت نانو . جديد پيدا كرده است

منجر به بهبود خصوصيات فارماكوكينتيك، ايندكس درماني 
همچنين نيمه عمر . و محلوليت سرمي دارو مي گردد

ر جريان خون، رهش كنترل شده و طولاني مدت طولاني د
دارو و هدايت دارو به صورت اختصاصي به بافت يا سلول 
مورد نظر از ديگر مزاياي اين سيستم دارورساني مي باشد 

مزيت هاي مهم فرموله كردن دارو به از ديگر . )2، 4، 15(
 صورت نانوذره، ورود حامل به داخل سلول و رهش دارو از

) 3 ،16(حامل و درمان عفونت هاي داخل سلولي مي باشد 
طبق نتايج بدست آمده اثر بخشي ضد ميكروبي نانوذره 
حاوي كلاريترومايسين در مقايسه با فرم محلول دارويي در 

استافيلوكوكوس اورئوس و غلظت هاي برابر در باكتريهاي 
 به طور معني داري افزايش يافته بود بطوريسالمونلا تيفي 

برابر و در باكتري  8در باكتري استافيلوكوكوس اورئوس كه 
كاهش برابر حداقل غلظت مهاري رشد  4سالمونلا تيفي 
اين افزايش اثربخشي نانوذرات . )>01/0P(يافته است 

ميتواند ناشي از خصوصيات منحصر به فرد نانوذرات باشد 
اتصال  )1: كه مي توان آن را در دو دسته اصلي تقسيم كرد

نانوذره به ديواره سلولي ميكروارگانيسم و ورود دارو از 
اتصال دارو به ديواره ) 2. (طريق آن به داخل ديواره سلولي

سلولي باكتري و عملكرد آن به عنوان يك مخزن دارويي كه 
. )3، 16، 17(دارو را به صورت پيوسته آزاد مي كند 

به افزايش  همچنين انكپسوله كردن دارو در نانوذرات منجر

پايداري دارو و كاهش تخريب هيدروليتيك يا آنزيمي دارو 
ين نتايج حاكي از آن است كه همچن. )18(مي گردد 

ي ـي كارايـور واضحـطه ـنانوذرات كلاريترومايسين ب
استافيلوكوكوس كلاريترومايسين را عليه باكتري گرم مثبت 

 بهبود سالمونلا تيفيبيشتر از باكتري گرم منفي  اورئوس
اين امر احتمالا مي تواند مربوط به ساختار چند . داده است

گرم منفي در  هاي لايه و مقاوم پوشش خارجي باكتري
    . )25( هاي گرم مثبت باشد مقايسه با باكتري

  
  نتيجه گيري -5

مي تواند به عنوان  PLGAاين مطالعه بيانگر اين بود كه 
يك پليمر مناسب در طراحي حامل دارويي نانو مورد 

مطالعات فراوان انجام شده بيانگر افزايش . استفاده قرار گيرد
اثر ضد باكتريايي نانوذرات حاوي آنتي بيوتيك در مقايسه با 

خصوصيات . )19، 29(فرم آزاد آنتي بيوتيك مي باشد 
ا قادر مي سازد كه به سطحي بهينه شده نانوذرات آنها ر

ديواره سلولي ميكروارگانيسم چسبيده و محتويات خود را 
ر عليه ـاين پديده اثر ضد ميكروبي پيوسته را ب. آزاد كنند

ر دارو ـود اثـه بهبـر بـروارگانيسم ايجاد كرده و منجـميك
  . )26(مي گردد 

حاوي كلاريترومايسين در  PLGAبنابراين نانوذرات 
استافيلوكوكوس راج دارويي آن برعليه  مقايسه با فرم

صورت  موثرتر مي باشد و در اورئوس و سالمونلا تيفي
مناسب بودن مطالعات حيواني و انساني مي تواند به عنوان 

    .گيرد يك فرم دارويي جديد مورد استفاده قرار
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