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ژن  یانما بر بگا ینترفرونو ا یسینلود شده با وانکوما یتوزانک یهانانوژل ییافزاهم یبررس

TNF-α سیلینیمقاوم به مت اورئوس یلوکوکاستافآلوده شده با  یهادر موش (MRSA) 
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  چکیده

 یکروبیکشف عوامل ضدم یرا برا ایتازه یها، تلاشاورئوس لوکوکوسیاستاف یکیوتیبیمقاومت آنت ندهیمشکل فزا

 توزانیک یهانانوژل سنتز ،مطالعه نیااز هدف  است.استفاده از نانوذرات  ،های نوینبرانگیخته است. یکی از این روش دیجد

 اورئوس لوکوکیاستافآلوده به  هایدر موش TNF-α ژن انیب بررسیو  (IFN-γ)گاما نترفرونیو ا نیسیشده با وانکومالود

در این  IFN-γبارگذاری وانکومایسین و  ،تایید آن وکیتوزان  . پس از سنتز نانوژلباشدمی (MRSA) نیلیسمتیمقاوم به 

ی نندگحداقل غلظت مهارک .شدارزیابی ها نانوژلفعالیت ضدباکتریایی  ،. سپسشد تایید FTIRانجام و توسط آنالیز  هاانوژلن

(MIC)  در  نیسیشده با وانکوما مورد نانوژل لوددرpH بی، به ترت4/7و  5/6های µg/ml 8 دست آمد.به 64 و MIC  در

 .شدمحاسبه  pHهر دو  رد µg/ml 1و در مورد وانکومایسین آزاد،  IFN-γ ،1024و نانوژل لود شده با  توزانیک مورد نانوژل

 میتقس( IFN-γهای )دارو و و نانوژل IFN-γ، نانوژل، نانوژل دارو، نانوژل MRSAکنترل،  گروه 6به  موشراس  48 ،سپس

های و نانوژل IFN-γاز نانوژل، نانوژل دارو، نانوژل  MRSA ،mg/kg100با  )غیر از کنترل( هاگروهشدن پس از آلوده. شدند

، از هر گروه تعدادی موش بیهوش 24و  12، 6در ساعات  در ادامه،. شداضافه  6تا  3های به ترتیب به گروه، (IFN-γدارو و )

 6و  5، 4های در گروه ،نتایجطبق بر  .شدارزیابی  RT-PCR به روش  TNF-αها جهت بررسی بیان ژن و طحال آنشدند 

توان نتیجه گرفت می ،دهد. بنابرایندار نشان میکاهش معنیساعت  24پس از  TNF-α بیان ژن، MRSAدر مقایسه با گروه 

های آلوده تاثیر بسیار بیشتری در مقایسه با تزریق تکی هر کدام از این در موش IFN-γتزریق همزمان نانوژل دارو و نانوژل 

 .ها داردنانوژل

 

 ماگا نترفرونیا، نانوژل کیتوزان، وانکومایسین، (MRSA)نیلیس یمقاوم به مت اورئوس لوکوکوسیاستاف :واژگان کلیدی

(IFN-γ)، فاکتور نکروز دهنده تومور (TNF-α) 
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  مقدمه
ر روز به روز د هابیوتیکآنتیبه  هاباکتریمقاومت 

 دنبال محققان به است شده سبباین مسئله  .حال افزایش است

 با عوارض همراه میکروبیضدعوامل  موثر برای یجایگزین

ی توسعه ی پزشکی،هاجنبهاز  جانبی کمتر باشند.

 توسط هابیوتیکآنتیی مقاومت در برابر هامکانیسم

ل به یک نگرانی جدی تبدی ،زابیماری هایمیکرواورگانیسم

که منجر به بروز  ایجاد شده ی مقاومتهامکانیسم شده است.

 ،از جملهیل مختلفی دلابه  شوند،های عفونی میبیماری

 موضوعاین  دهد.رخ میژنتیکی  هایجهش و آنزیمیعوامل 

 ترکیبات برایطراحی روشی جدید  به رامحققان 

 اهعفونتکنترل  وزا عوامل بیماریبرابر  در میکروبیضد

 . (1) است کردهترغیب 

مقاوم  هایسویهبه سبب ایجاد ، اخیر هایسال طیدر 

 ،قارچی و پروتوزوا هایپاتوژن، هاباکتری، هاویروس

. شودمشاهده میهای بالینی مقاومت میکروبی نسبت به درمان

 هفزایندهای هزینه صرفمنجر به مقاوم،  هایسویهوجود این 

ر و کاهش امید به میوافزایش ریسک مرگ، برای سلامتی

ش نیاز به یک رو مساله،با این  مقابلهبرای . شودمیزندگی 

 هاییگسوپرباایمن در برابر  میکروبیضدجایگزین و عوامل 

  .(2) و پروتوزا وجود دارد هاقارچ، هاباکتری، هاویروساز 

 ییهاسمیکروارگانیاز م یاریبس انیاز م ،در حال حاضر

 لوکوکوسیاستاف ،دهندبروز میمقاوم را  هایسویهکه 
 یتبهداش یهامتخصصان مراقبت یبرا یجد یچالش اورئوس

است  پاتوژن گرم مثبت کی اورئوس لوکوکوسیاستاف. است

 یباز و مجار یهامزخ ،یتنفس یدر مجار طور معمولبه و

این باکتری  .(3) شودمی افتی گریاز جمله موارد د یادرار

پاتوژن  کی ،هابیوتیکآنتیمقاومت در برابر  لیپتانس لیبه دل

 mecAژن  دست آوردنبه ،عنوان مثالبه. (4) استخطرناک 

 1نیلیسیه پنبپروتئین اتصالی  بنام خاص نیپروتئ کی دیو تول

(PBP2a)  ،در  و کرده تیرا تقو اورئوس لوکوکوسیاستاف

 ای نیلیسی)مت نازیلیسیمقاوم به پن یهابرابر بتالاکتام

 اورئوس لوکوکیاستاف .(5) دکنی( مقاومت منیلیاگزاس

                                                           
1 Penicillin-binding protein 2a 

 یهابیوتیکآنتیاز  یاریبه بس MRSA(2( نیلیسیمقاوم به مت

 ریسا ،نیو همچن نیلیو اگزاس نیلیسیمانند مت ،بتالاکتام

 و دهایاز جمله ماکرول ،هابیوتیکنتیآ یاصل یهاکلاس

 جادیبه ا MRSAها مقاوم است. نولونیفلوروک یبرخ

پاتوژن در  نیترعیمزمن زخم معروف است و شا یهاعفونت

مبارزه با  یبرا .(6) پوست و بافت نرم است یهاعفونت

به نیسیوانکوماهمچنان  ،MRSA یهاعفونتتعداد  شیافزا

 ابقهسبا وجود ،ای کهگونهبه شود.میطور گسترده استفاده 

استاندارد  همچنان درمان نیسیوانکوما ساله، 40کاربرد 

هایی گزارش ،حالبا این .است MRSA از یناش یهاعفونت

 لیبه دل نیسیوانکوما با درمان ینیبال یهادر مورد شکست

ه ب تیبا کاهش حساس اورئوس لوکوکوسیاستافظهور 

 .(7) منتشر شده است نیسیوانکوما

مهم  یدرمان یاستراتژ کیها نایتوکایس زیتجوامروزه 

 یهاو شروع پاسخ یمنیا ستمیس کیتحر یو موثر برا

 یهامختلف پاسخ یهاجنبهبه تعدیل که  است یمحافظت

 یبا توجه به عملکردها IFN-γ. (8,9) شودمنجر می یمنیا

از  یکی، خودی متعدد یمنیا یحفاظتی و ماتیح

 کیتمسیس صورتبهتواند یاست که م یقو یهانیاتوکیاس

عمدتا توسط این سایتوکاین  .(10) شود زیتجو یموضع ای

شود یم دیتول  (NK)یعیکشنده طب یهاو سلول T یهاسلول

 کندیم میرا تنظ کیپاتولوژ یهااز پاسخ یعیمجموعه وسو 

(11). IFN-γ جادیا در طول یقو یالتهابشیپ نایتوکیسا کی 

 یروبکیم یهاعفونتدر  اکتسابیو  یذات یمنیا هایواکنش

 یهاییبا توجه به توانااین سایتوکاین  .(12) است

جذاب  یدرمان نیگزیجا کیبه  ،خود یمنیا گیکنندلیتعد

  .(10) شده است لیتبد

 ی، طراحپژوهشحوزه  تیاولو حاضر،در عصر 

 یدرمان عوامل یکروبیمضد لیبهبود پتانس یبرا ییهاهکاررا

یکی از راهکارهای  ،نانو لیتحو یهاستمیس. (13) است

تا با  باشندجدید می یهابیوتیکآنتیطراحی  یبرامناسب 

 .(14) مبارزه کنند یکارآمدتر صورتمقاوم به  یهاباکتری

2 methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
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 آلوده هایموش در TNF-α ژن بیان بر گاما اینترفرون و وانکومایسین با شده لود کیتوزان هاینانوژل افزاییهم بررسی 

 (MRSA) سیلینمتی به مقاوم اورئوس استافیلوکوک با شده
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نانوذرات  با استفاده از کیوتیبیآنت لیتحوهای سیستم

 کنواختی قابل کنترل و نسبتا عیاز جمله توز یمتعدد یایمزا

کم محلول در آب،  یداروها تیبهبود حلال در بافت هدف،

 کاهشو کیستمیعمر دارو و زمان گردش س مهین افزایش

که منجر به کاهش  دارو دارد زیتجو یدفعات و دوزها تعداد

 . (15) شودمی ماریب شرایطو بهبود  یعوارض جانب

شده از فراوان مشتق یعیطب مریوپلیب ک، یتوزانیک

 ،یعال 1یارسازگستیز لیبه دل پوستانسخت یرونیاسکلت ب

و خواص  بودن یرسمیغ، 2یریپذبیتخر ستیز

به  یدر نانوپزشک یزیآمتیبه طور موفق ی،ذات میکروبیضد

ها و نیپروتئ ،یدرمان یداروهاتحویل  یهاستمیانواع س عنوان

 .(16,17) ها استفاده شده استژن

معمول  ایدهیپد یالتهابشیپ یهاسمیفعال شدن مکان

ی برخ انیدر ب رییممکن است با تغ کهاست  3سیدر سپس

ایجاد  کیو شوک سپت سیسپس .شودمنعکس  ومارکرهایب

برخی زان می ها با تغییر درشده توسط برخی میکروارگانیسم

-TNF)اتومور آلف دهندهفاکتور نکروز ژهیبه و ،هانایتوکایس

α)   این  در . بنابراین،(18) همراه استها نینترلوکیابرخی و

 لوکوکیاستاف ها با موش کردنآلوده از  پس پژوهش

های نانوژلثیر تا، (MRSA) نیلیسیمقاوم به مت اورئوس

ژن  انیر ببکیتوزان لود شده با وانکومایسین و اینترفرون گاما 

TNF-α  شدبررسی. 

  هامواد و روش

 سنتز کیتوزان

در  (w/v)  % 3/0به نسبت  ،(شرکت سیگما) توزانیک

 در تمام شبو  شد هیته (v/v)  % 1 کیاست دیاس یمحلول آب

 بر NaOH 10N محلول با استفاده از pH سپس، .هم زده شد

در آب نیز   (TPP) فسفاتپلیتری. شد میتنظ 6/4یرو

 محلول ،بعددر مرحله  .شدحل  (w/v)  % 3/0 خالص با غلظت

 صورت قطره قطره به محلولبه و 5:1نسبت  فسفات باپلیتری

 .اضافه شد که همزمان تحت امواج فراصوت بود،کیتوزان 

                                                           
1 biocompatibility 
2 biodegradability 

 rpm 12000) وژیفیآمده سانتر تدسهب TPP-توزانیمحلول ک

 استخراج ونیتا نانوذرات از سوسپانس شد( min 15 به مدت

دوباره  ،زدنرسوب با همشد و  ختهیدور ر ییرو عیشود. ما

تحت امواج  محلول مجددا ،در آب پراکنده شد. سپس

 W با توان min 2به مدت  KHZ 35 محدوده در فراصوت

240 ((Elma Sonic,E30H, Germany و  قرار داده شد

 C° رسوب در دمای در نهایت تکرار شد. وژیفیسانترمرحله 

)مدل  4یکن انجمادخشکدستگاه  توسطو  منجمد -80

FD-5005-HS-BT- شدخشک  ایران( -صنعت پرداز دنا. 

 ماو اینترفرون گاداروی وانکومایسین  یبارگذار

 cc 10 ( درmg/ml 2)  نیسیوانکوماداروی  cc 1ابتدا، 

نانوژل کیتوزان داخل  mg 100 حل شد. سپس،آب دیونیزه 

روی همزن مغناطیسی در دمای  h 24 ریخته شد واین محلول 

تمام محلول داخل یک  h 24 اتاق قرار داده شد. پس از

 C° و دمای RPM 14000دور  در فالکون ریخته شد و دوبار

ی آن ی. پس از پایان سانتریفیوژ محلول روشدسانتریفیوژ  24

دارو  یبارگذارداخل فالکون دیگر برای سنجش مقدار 

آوری ب حاصل که شامل نانودارو بود جمعریخته شد و رسو

 .شدآنالیز  FT-IRو توسط دستگاه 

 cc 5 نیز (R&D)شرکت  در مورد اینترفرون گاما

 دنپس از اضافه کر نانوژل کیتوزان را در یک بشر ریخته و

µl 100 ( اینترفرون گاماµg/ml 200)، دو بار سانتریفیوژ در 

RPM 14000  و رسوب حاصل  مایع رویی ،. سپسشدانجام

برای به  ،پایاندر  .شدندآوری جمعدر ظروف جداگانه 

ز ا ،اینترفرون گاما در نانوژل یبارگذارقطعیت رسیدن 

 .شداستفاده   FTIRدستگاه

از  او اینترفرون گام وانکومایسینتست آزادسازی 

 کیتوزان نانوژل

 ml 3 مقدار شد.آماده ( (PBS pH 7.4بافر  cc 40 ابتدا

 افدر کیسه دیالیز با کات نیسیوانکومالود شده با نانوژل 

KD 20 به مدت و ریخته شد h 72 در دمای °C 37داخل ، 

آوری مایع جمع ،قرار داده شد. سپس PBSظرف حاوی بافر 

3 sepsis 
4 Freeze dryer 
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کتوفتومتر وسط دستگاه اسپاز محیط بیرونی کیسه دیالیز ت شده

در مورد  .شدآنالیز  (Hitachi F-4600, Japan)فلورسنس 

. اما در مورد دشنیز مراحل مانند بالا انجام  اینترفرون گاما

توسط و آنالیز آن  بود h 24 زمان انکوباسیون اینترفرون گاما،

 R&Dکیت الایزای سنجش اینترفرون گاما ساخت شرکت 

-TECAN) الایزا ریدرتوسط و  nm 405 در طول موج

و  نیسیوانکوماحاوی  مایعآوری جمع .شدانجام  آمریکا(

 .انجام شدهای مختلف و در زمان h 24 اینترفرون گاما تا

های ژلونان وشیمیاییکیزیف اتیخصوص یبررس

 ساخته شده

 (SEM) 1رونی روبشیپ الکتوسکرومیک

از  ساخته شده نانوذرات یمورفولوژ یبررس یبرا

مدل  -SEM KYKY یروبش یالکترون کروسکوپیم

EM3200  با  پس از پوشش هاژلانونتصاویر این  .شداستفاده

 تحت فشار )و تحت خلاء  kV 30 ولتاژیک شتاب طلا در 

Torr 5-10 )بت شد.ث یالکترون کروسکوپیبا استفاده از م 

 DLS)) 2کینامید ینوری پراکندگ

 یبرا یکیزیف یروش ،پراکندگی نوری دینامیک روش

می ونیها و سوسپانسذرات موجود در محلول عیتوز نییتع

 اندازه ذرات نییتع یبرا عیو سر رمخربیروش غ نی. ادباش

برای  .شوداستفاده می کرونیدر محدوده چند نانومتر تا م

ها، پس از حل گیری قطر نانوذرات و پراکندگی آناندازه

حمام آب توسط در ها در آب، مخلوط حاصل نانوژل کردن

 هدستگاو توسط  ندصورت پراکنده درآمدامواج فراصوت به

DLS (Malvern instrument Ltd.,UK) ندشد آنالیز. 

  )FTIR( 3مادون قرمز هیفور لیتبد سنجیفیط

، به (FTIR) مادون قرمز هیفور لیتبد سنجیفیط

موجود در نانوذرات  یعملکرد هایگروه یمطالعه

مواد  یفیک لیتحل یبرا کیتکن نیا ،نیبنابرا پردازد.می

 کیپ چند ای کی یدارا ،تابع ی. هر گروه عاملشودمیاستفاده 

، FTIRآنالیز  برای د.مشخص در اعداد مختلف موج هستن

                                                           
1 Scanning electron microscope 
2 Dynamic light scattering 

 یزناچی بسیار مقدارها بود. بنابراین، سازی نمونهنیاز به آماده

 سبتن با شده پودر کاملا جامد نمونه از( کمتر یا mg 1 حدود)

برای  ،سپس شد. مخلوط خشک، کاملا KBr با 100 به 1

 فلزی قالب در هاآن از مقداریساخت یک قرص شفاف، 

 حتت هیدرولیک، پرس دستگاه با و شد ریخته مخصوص

 IR طیف ناحیه در هانمونه خوانش برای. داده شد قرار فشار

 JASCO FTIR-410دستگاه از ،(cm 400-4000-1) میانه

  .شد استفاده

به  In vitroدر ها نانوژل میکروبیضداثر  یبررس

 لوشنیدا کرویروش م

وش از ر هاژلنانو میکروبیضد تیفعال یابیارز یبرا

مطالعه از  نیاستفاده شد. در ا (MIC) یحداقل غلظت مهار

 یلینسمقاوم به متی اورئوس لوکوکوسیاستاف یباکتر

) 33591ATCC (غلظت، هدف نیا ی. برااستفاده شد 

CFU/ml 510×5 ها لنانوژ دارو و باشد و  هیته یباکتر نیاز ا

 pH 4/7و در دو  ) µg/ml)  1024-5/0های مختلفدر غلظت

دارو غلظت  نیبه عنوان کمتر MIC مقدار .شدند ماریت 5/6و 

 نییتع ،شیمورد آزما یرشد باکتر مهارکنندهی هاژلنانوو 

 در سه تکرار انجام شد. شیآزما شد.

 طراحی آزمایش

 التهابیپیش یواسطه یک عنوان، بهTNF-α فاکتور

برای تقویت دفاع میزبان توسط  عفونت از پس قوی،

 سطوح در شدت به TNF-α تولید. شودمی تولید ماکروفاژها

 نتیجه در و پاتولوژیک التهاب تا شودمی تنظیم مختلف

 مداوم شدن فعال سوییاز  .(19) برسد حداقل به بافتی آسیب

 هایکاینسایتو مثبت باعث تنظیم ماکروفاژها، و هانوتروفیل

 پژوهشدر این  ،بنابراین .(20) شودمی ،TNF-α مانند التهابی

عنوان یه محرک برای ماکروفاژها استفاده به MRSAاز  نیز

ها ، میزان تاثیرگذاری نانوژلTNF-αشد تا با بررسی بیان 

.شدبررسی 

3 Fourier transform infrared spectroscopy 
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 Bulb/c )7-8موش اس ر 48برای انجام این کار، 

 هی( تهرانیپاستور )تهران، ا توی( از انستgr 20-25 ،ایهفته

 ییغذا میآزاد به رژ یبا دسترس ییهاها در قفس. موشندشد

 h 12 و یکیتار h 12دوره  کیدر  استاندارد و آب و

 نیا شدند. ینگهدار هدما و رطوبت کنترل شدبا  ییروشنا

لوم واحد ع یآزاد اسلام انشگاهاخلاق د تهیمطالعه توسط کم

 به شماره رانیتهران، ا قاتیتحق و

IR.IAU.SRB.REC.1398.101. ها موش شده است. دییتا

 :شدند میموش( تقس 8 گروه )هر گروه 6به  یبه طور تصادف

های آلوده موشگروه : 2گروه ؛ سالمکنترل گروه : 1گروه 

های آلوده به باکتری موشگروه : 3گروه ؛ MRSA به باکتری

های آلوده به گروه موش: 4گروه ؛ کیتوزانهمراه با نانوژل 

های آلوده گروه موش: 5گروه ؛ داروباکتری همراه با نانوژل 

گروه : 6گروه  ؛اینترفرون گامابه باکتری همراه با نانوژل 

دارو و نانوژل  های آلوده به باکتری همراه با نانوژلموش

  .اینترفرون گاما

  MRSAسوسپانسیون µl 50 ،6تا  2 یهاگروه یهاموش به

هر موش( به )به ازای CFU 610 حاوی نیدر نرمال سال

سرم  µl 50 اول گروه یهابه موش شد. صفاقی تزریقصورت 

، هاموش نآلوده کردبعد از  عتسا 6 .شد قیتزر یولوژیزیف

)غلظت مختلف  هایژلاز نانو lµ 50 ،6تا  2های به گروه

mg/kg100 )6نهایت در ساعات در شد.  یصورت صفاقبه ،

، از هر گروه تعدادی موش بیهوش شده و طحال 24و  12

 .شدارزیابی  TNF-αها جهت بررسی بیان ژن آن

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

RNA  با استفاده از شده ماریت یهاطحال موشکل 

طبق و  (ایران -یشرکت روژه تکنولوژ) RNSol محلول

ی بررسی کم برای .شداستخراج شرکت این  دستورالعمل

RNA دراپاستخراج شده از دستگاه نانو (Thermo 

scientific- غلظت .شد استفاده (کایمرآ RNA  در جذب

بود که این امر  1/2تا  g/µlµ 9/1 بین 280به  nm 260 نوری

سنتز  سپس استخراج شده بود. RNAنشان دهنده خلوص 

cDNA تیبا استفاده از کRT-ROSET   شرکت روژه(

 .شد( انجام ایران -تکنولوژی

 Real time PCRهای مورد استفاده در توالی پرایمر .2جدول

 

 

 

 

 Real-time PCRواکنش  یو زمان ییبرنامه دما .3جدول

 تعداد چرخه زمان دما مراحل چرخه

 C 94   min 4  1°  1مرحله واسرشت اولیه

   C 94   s 30°  2مرحله واسرشت
  C 60   s 30°  3مرحله اتصال 40

  C 72   s 20°  4مرحله طویل شدن

 

                                                           
1 Initial denaturation 
2 Denaturation 
3 Anneealing 
4 Elongation 

 توالی پرایمر ژن

TNF-α 
Forward: 5'- CCAGGAGAAAGTCAGCCTCCT -3 

Revers: 5'- TCATACCAGGGCTTGAGCTCA -3' 

B-actin 

Forward: 5’- AGAGCTATGAGCTGCCTGACG -3’ 

Revers:  5’- CTGCATCCGGTCAGCGATAC -3’ 
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 Real-time PCR  با روش TNF-α ژن انیب یابیارز

 Real Time، واکنش cDNAسنتز و  RNAاستخراج پس از 

PCR مربوط به  یمرهایبا پراTNF-α وβ-actin  عنوان ژن )به

 تیاز سا β-actinو  TNF-α هایژن یتوال .شدانجام مرجع( 

NCBI یمرهایپرا و دست آمدهب forward  وreverse هاآن 

 رایب .(2جدول ) شد سنتزی و طراح شگامپی شرکت توسط

 یهایها به توالو عدم اتصال آن مرهایپرا یاز توال نانیاطم

 تیدر سا مرهای، پراژنوم گرید یهادر بخش یاختصاص ریغ

NCBI ،BLAST شدند. 

از دستگاه  Real Time PCRانجام واکنش  برای

Roche  از کیت  پژوهشاستفاده شد. در اینSYBR 

Premix Ex TaqTM II  شرکتTaKaRa  ابتدا شداستفاده .

 EX TaqTM  ،dNTP ،Mgcl2 ،SYBERمواد کیت )شامل 

Green Iصورت ( بهmaster mix  شد. سپس، برای انجام تهیه

Real Time PCR  ،10مخلوطی حاویλ master mix ،λ  

 λ 7و  reverse  ،λ 2 cDNAو  forward یمرهایپرااز  5/0

 3برنامه زمانی و دمایی در جدول  .تهیه شد DEPCآب 

ها در سه تکرار انجام شد تمام واکنشنمایش داده شده است. 

 محاسبه شد. ΔΔCT -2با استفاده از روش بیان ژن  راتییو تغ

 یآمار لیتحل

ز ا استفاده با ،کمـی متغیرهای آمـاری وتحلیلتجزیـه

 انسیوار زیآنال آزمـون با و  Graph pad prism 9افزارنرم

یانجام شد که تفاوت معن 0.05p >با  test-T و  *طرفه کی

  دهد.ی را نشان میدار

  نتایج

 DLS ایجنتبررسی 

 نییتع یبرا ،DLSتکنیک  ،همانطور که عنوان شد

 الف،-1شکل  ،پژوهشدر این  .شوداستفاده میاندازه ذرات 

                                                           
* One-way ANOVA  

 هکدهد مربوط به نانوژل کیتوزان را نشان می DLS خروجی

 تخمین زده شده است. nm 75/67 برابر با توزیع ذرات آن

با  ذرات برابر توزیع وانکومایسین، با لودشده در مورد نانوژل

nm 98/208  نانوژل  ذرات عیتوز ب( و-1)شکل  شدمحاسبه

دست آمد به 25/165با  nm برابر گاما نترفرونیلود شده با ا

 ج(.-1)شکل 

  FTIRآنالیز

دهنده دادن برهمکنش اجزای مختلف تشکیل برای نشان       

شخصات م .شداستفاده  FTIRنانوذرات با یکدیگر از روش 

 ونانوژل دارو  توزان،یکنانوژل دست آمده برای ساختاری به

 هایبررس .است نشان داده شده 2در شکل  IFN-γژل نانو

وجود  انگربی nm 3454 در طول موج کینشان داد که وجود پ

وجود پیک در  ،همچنین باشد.می (OH) لیدروکسیعامل ه

گروه CHدهنده ارتعاش کششی نشان nm 2923 طول موج

الف(. -2های متیل و متیلن در نانوژل کیتوزان است )شکل 

 1226و  1665های نیز وجود پیک نیسیوانکوما در مورد

نشان و هیدروکسیل فنولیک، C=Oهای مربوط به گروه

باشد)شکل میشدن این دارو در نانوژل کیتوزان  دهنده لود

 I ،II یدهای)آم یدیآم یوندهایوجود پ کهآنجاییاز ب(. -2

نشان دهنده وجود  FTIRدر  لیو گروه کربوکس  III)و

یز ن نانوژل اینترفرون گاما در مورد ،نیبنابرا ؛است نیپروتئ

و گروه   IIIدیآم گروه با زین 1779و  1227 یهاکیپ

 ج(. -2)شکل مرتبط هستند لیکربوکس
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 با لودشده نانوژل( ب) توزانیک نانوژل به مربوط ذرات عیتوز( الف) DLS دسـتگاه نتـایج. 1شکل

 گاما نترفرونیا با شده لود نانوژل( ج) و دارو
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)ج( نانوژل لود شده با مربوط به )الف( نانوژل کیتوزان )ب( نانوژل لودشده با دارو و  FTIR. 2شکل

 اینترفرون گاما

 

 اندازه لودشده با اینترفرون گاما. توزانیک نانوژلاز  یشیرو یالکترون کروسکوپیم ریتصو. 3شکل

.باشدمی یها کروو شکل آن nm 170 حدودنانوذرات 

 ی روبشیالکترون کروسکوپیم جینتا

 اد کهنشان د یروبش یالکترون کروسکوپیم ریتصو

بودن  یو کرو یکنواختی از نظر مورفولوژی از هانانوژل

 (.3)شکل  برخوردار هستند یمناسب

آزادسازی داروی وانکومایسین و  یبارگذارنتایج 

 و اینترفرون گاما

با استفاده از  IFN-γو  وانکومایسین یمقدار بارگذار

وانکومایسین  هیشد. مقدار اول نییاسپکتروفتومتر فلورسانس تع
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 ppm 45/65 نشده،لودو مقدار  ppm 500 یبارگذار یبرا

 دارو در نانوژل یبارگذار زانیم ،نی. بنابراشدمحاسبه 

 یدهنده راندمان بارگذاربود که نشان ppm 55/434 کیتوزان

 غلظت نکهیبه ا هبا توجنیز  IFN-γ در مورداست. 91/86 %

 یبود، مقدار بارگذار 45/92و  ppm 300 لود نشده آنو  هیاول

که یطورمحاسبه شد، به ppm 55/207 نیتوکیس نیشده ا

 دست آمد.به 18/69 % زین نیاتوکیاس نیا یراندمان بارگذار

در  کیتوزان یهااز نانوژل IFN-γو  وانکومایسین آزادسازی

pH 4/7 و تا h 24 نشان داد با گذشت زمان،  نتایجشد.  یابیارز

 دنشومی ها آزادبیشتری از نانوژل IFN-γو  وانکومایسین

 (.4)شکل 

 MICنتیجه تست 

غلظت  ، حداقلMICدست آمده از تست بهنتایج بر طبق 

، MRSA سویه در برابر نیسیوانکوما (MICمهارکنندگی)

µg/ml 1 .به  هاهیسو نیا که دهدینشان مامر  این است

 یاهتیفعال شیآزما یو برا هستندحساس  نیسیوانکوما

 .باشندمیمناسب  موردنظر یهاسیونفرمولا ییایباکترضد

شده با لود هایو نانوژل ژل کیتوزاننانو ییایباکترضد تیفعال

با استفاده  MRSA هیسو برابر و اینترفرون گاما نیسیوانکوما

شان ن پژوهشاین  جی. نتاشد شیآزما میکرودایلوشناز روش 

در مورد نانوژل کیتوزان و نانوژل کیتوزان لود شده با داد که 

در  µg/ml 1024 اینترفرون گاما، حداقل غلظت مهارکنندگی

 توزانیمورد نانوژل ک در. شدمحاسبه  4/7و  pH 5/6هر دو 

، حداقل غلظت 4/7و  pH 5/6در  نیسیلود شده با وانکوما

دست آمد )جدول به 64و  g/mlµ 8 مهارکنندگی به ترتیب

2.) 

 

 

  h 24 اینترفرون گاما از نانوژل در. نمودار مربوط به آزادسازی وانکومایسین و 4شکل

 

 4/7و  5/6 های pHی مختلف درهاو نانوژل وانکومایسین  (MIC)یحداقل غلظت مهار . بررسی2جدول

MIC  (µg/ml) فرمولاسیون 

pH  

6.5 7.4  

 وانکومایسین 1 1

 نانوژل کیتوزان 1024 1024

 نانوژل دارو 64 8

 نانوژل اینترفرون گاما 1024 1024
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 Real-time PCR  با روش TNF-α ژن انیببررسی 

 و آلوده با سالم یهاموشدر  TNF-αژن  انیب

با   (MRSA)سیلینمقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

بیان این  پژوهشدر این  .شد یابیارز Real-time PCR زیآنال

گیری اندازه (24و  h 6 ،12 ) زمان متفاوت سهسایتوکاین در 

ها با کردن موشهپس از آلود h 6 نشان داد جینتا شد.

MRSA میزان بیان ژن ،TNF-α  در مقایسه با گروه شاهد

 پس از الف(.-5یابد )شکل می (p<0.05)داریافزایش معنی

h 12 ها، در گروه از زمان آلوده شده موشMRSA  بیان ژن

داری را نشان معنی، باز هم افزایش h 6 در مقایسه با زمان

های مختلف را دریافت هایی که نانوژلدهد. در گروهمی

بودند به مرور کاهش بیان این ژن در مقایسه با گروه  کرده

MRSA  که حتی در گروهی که به طور همزمان  شدمشاهده

نانوژل دارو و نانوژل اینترفرون گاما را دریافت نموداند، این 

نمایش داده شده است  (p<0.05)دار معنی صورتبهکاهش 

بیان  (p<0.05)دار کاهش معنی ج نیز-5ب(. شکل -5شکل )

های نانوژل دارو، نانوژل اینترفرون را در گروه TNF-α ژن

های دارو و اینترفرون گاما را در مقایسه با گروه گاما و نانوژل

MRSA پس از h 24 همچین گروه دریافت  دهد.نشان می

کننده نانوژل کیتوزان )نانوژل خالی( هم در مقایسه با گروه 

MRSA  ولی این کاهش  شدکاهش در بیان ژن مشاهده

 دار نبود.معنی

 

MRSAاز آلوده شدن با  پس h 24 و )ج(h 12 ، )ب(h 6 های مختلف. )الف(در زمان TNF-α. بررسی بیان ژن 5شکل
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 بحث

مقاومت چند دارویی یک مشکل روبه رشد در سراسر 

ی گسترده و غیرقابل کنترل از . استفادهباشدمیجهان 

 روبیمیکضدموجب مقاومت در برابر عوامل  هابیوتیکآنتی

د باکتریایی شده و تهدی هایپاتوژنشایع برای بسیاری از 

در برخی کشورها ، عنوان مثال دی برای سلامتی است. بهج

های استافیلوکوکی خطرناک، از ایزوله 25%

است   (MRSA)سیلینمقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

 در برابرگسترده طورهمچنان به نیسیوانکوما .(21)

 یدوزهاامروزه  ولی (7) شودمیاستفاده  MRSAیهاعفونت

 شیدر حال افزا MRSA درمان یبرا ازیمورد ن نیسیماوانکو

با  نیسیوانکوما یدرمان میاستفاده از رژ ن،یاعلاوه بر است

 یکنشهیبر ر یکم ریتأث شدید یهاعفونتدوز بالا در برابر 

MRSA ا مرتبط ب یچشم انداز عوارض جانب جه،یدر نت .دارد

 ادامه درمان موفق یبرا دی( بایویکل تیسم ژهیدرمان )به و

 استفاده از ،سوییاز  .(22,23) در نظر گرفته شود

 یمهم و موثر برا یدرمان راهکار کینیز ها نیاتوکیاس

با است.  یمحافظت یهاو شروع پاسخ یمنیا ستمیس کیتحر

 یمونوتراپیدر ا نایتوکایس زیتجو ادیز تیمحبوبوجود 

عوارض  لیبه دل یکردیرو نیاستفاده از چن تیقابل اما ،سرطان

کن مم کیستمیس زیتجو رایز .آن محدود شده است یجانب

 یبرخدر حال، نیا اب است منجر به عواقب نامطلوب شود.

و  اشته استد یادیز اریبس هایتیمزاین نوع درمان،  مارانیب

 .(9)انددست آوردهخاص به طیرا در شرا یبهتر یآگهشیپ

 تواندیم مرییدر نانوذرات پل ییدارو دن موادکرکپسوله 

 یندرمااثرات  باعث بهبود ودهد ها را کاهش جانبی آن اثرات

بیتخر ستیز مرینانوپلیک  عنوانبه انزتویو ک شود هاآن

شده و رهاسازی کنترل بهتر، کردنکپسوله لیبه دل ریپذ

نظر . به(24)مورد توجه است اریبس نهیزم نیدر ا نییپا تیسم

با بار  یسلول یبا غشا تواندبا بار مثبت می توزانیکرسدمی

 الیتلیاپ یهاسلول نیو اتصالات محکم ب کردهتعامل  یمنف

 الیتلیها در بافت اپو باعث انتقال ماکرومولکول کندرا باز 

 ماکرومولکول هایجذب دارو تواندیم ن،یشود. بنابرا

                                                           
1 Silica xerogel-chitosan hybrids 

نیز از ترکیب  پژوهشدر این . (25)دهد شیآبدوست را افزا

درمانی وانکومایسین و اینترفرون گاما در قالب نانوژل 

 کیتوزان استفاده شد.

بحث  ،پژوهشدر این مورد بررسی  یکی از موارد

مایسین و اینترفرون گاما از نانوژل کیتوزان آزادسازی وانکو

نتایج نشان داد به مرور زمان میزان رها سازی این دارو از  .بود

در  ،(2021)همکاران و  Lee. یابدافزایش مینانوذرات 

که آزاد شدن وانکومایسین از  نشان دادند ایمطالعه

به مرور زمان افزایش  1سلیکا زروژل-هیبریدهای کیتوزان

روز بیشترین میزان رهاسازی  31که بعد از طورییابد بهمی

در  ،. همچنین(26)کردنداین دارو از این هیبریدها را مشاهده 

مطالعه دیگری، قرجی و همکاران نیز نشان دادند که آزاد 

 h هیالورونیک اسید در مدتشدن اینترفرون گاما از نانوژل 

 .(27)یابد به مرور افزایش می 24

بر  یینهابه ت توزانیک نانوذراتمطالعات گذشته بر طبق 

 توانندیمد و ندار کشندگی ها اثرسمیکروارگانیاز م یاریبس

مطابق  ،چنینهم (28)دنکن سرکوب را یانواع مختلف باکتر

 ضد ترکیبعنوان یک د بهنتوانمیاین نانوذرات مطالعات با 

قاوم به م استافیلوکوکوس اورئوس ویژه،استافیلوکوکی به 

. نتایج (29,30) دنباش باکتریایی داشتهن فعالیت ضدیسیلمتی

گروهی که در  TNF-αبیان ژن که  بیان کردنیز  پژوهشاین 

ه دریافت کرده بودند در مقایشه با گرو را نانوژل کیتوزان تنها

MRSA که  نشان داده شده سویی،از  .داشت کاهش

 وسلوکوکیاستافشده با  کیتحر یصفاق یماکروفاژها
 دیکسا د،ی)مانند سوپراکس ژنیفعال اکس یهاگونه ،اورئوس

از لف مخت یهانایتوکای( و سدروژنیه دیو پراکس کیترین

 هانایتوکایساین . (31) کنندمیتولید  IL-1βو  TNF-α جمله

 IL-1Rو  TNFR1مربوطه خود،  یهارندهیگ به ترتیببه نیز

را  یالتهاب گنالیشوند و انتقال سیدر سطح سلول متصل م

 میرا تنظ یالتهاب یهاژن ریها و سانایتوکایس انیو ب کرده زآغا

به  TNF-α ژن کاهش یا افزایش بیان ،بنابراین. (32)کنندمی

در این  .نوعی با عفونت استافیلوکوک ارتباط مستقیم دارد

های آلوده به موشجهت درمان  IFN-γاز  همچنین ،مطالعه
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MRSA ن هایی که نانوژل اینترفرونتایج گروه .استفاده شد

گاما را دریافت کرده بودند، نشان داد این سایتوکاین به 

 TNF-αتواند در روند بهبود و کاهش بیان ژن تنهایی نیز می

ا بهماکروفاژه با عملکرد تواندمیامر این  .نقش داشته باشد

از  .(33)باشدمرتبط  TNF-αعنوان یکی از منابع مهم تولید 

 در برابرماکروفاژها در دفاع  یکشیعملکرد باکتر سویی،

 لی، با در نظر گرفتن پتانساورئوس لوکوکوسیاستاف

 یتیاندوس یهاتداوم در بخش در اورئوس لوکوکوسیاستاف

مطالعات مختلفی  .(34)شده است یبررسبه خوبی ماکروفاژ 

ماکروفاژ  یکشیباکتر تیفعال یاثربخشنشان داده است که 

 یدهنالگیبا س یشگاهیآزما طیدر شرا لوکوکیاستاف علیه

IFN-γ یدهگنالینقش س ،همچنین .(35)یابدمی شیافزا 

IFN-γ  وIL-17 یهاعفونتمرتبط در  یرهایو مس 

ان مطالعات نش انسان گزارش شده است. ی درلوکوکیاستاف

 ینمیا هایو نقص یاختلالات التهابدچار  ی کهمارانیبداده 

 یلوکوکیتافاس هایبه عفونت نسبت بیشتری تیحساس ،هستند

نشان داده شد که با  در این مطالعههمچنین،  .(36) دارند

 در گروهی که نانوژل IFN-γگذشت زمان میزان اثربخشی 

سه با در مقای شده با اینترفرون گاما دریافت کرده بودندلود

 سویی،از  کند.داری پیدا میافزایش معنی MRSAگروه 

 MICنیز نشان داد  پژوهشدر این  In vitroمطالعات 

در مقایسه با  pH 5/6های لود شده با وانکومایسین در لنانوژ

pH 4/7 انجام  نهیزم نیدر ا یمطالعات مختلف .باشدمیتر پایین

آزاد شدن  تر،نییپا یهاpH در دهدیشده است که نشان م

همکاران با استفاده و  Kalhapure .افتداتفاق می شتریدارو ب

 یبارگذار pH حساس به توزانیک یهاکلی، نانوپارت AGS از

ها . آنکردندرا سنتز  (CSSNPs) وانکومایسینشده با 

 pH 5/6در  ها راCSSNPاز نیسیوانکوما یآزادساز شیافزا

و  Karakeçili. (14) کردندمشاهده  pH 4/7با  سهیدر مقا

در  استفاده یحامل دارو برا ستمیس کی زین (2019) همکاران

ردند. ک هیته تیلیمانند استئوم یاستخوان یهاعفونتدرمان 

در  کیوتیبیآنت کیعنوان را به نیسیوانکوماها آن

 کنترل شده حساس یآزادساز یبرا ZIF8 یهاستالینانوکر

 این مطالعه جی. نتاکردند یبارگذار pH (ZIF8/VAN) به

شده در  یبارگذار نیسینشان داد که وانکوما

کنترل شده از  pHبه روش  ZIF8 یهاستالینانوکر

 مشاهده شد ،نی. همچنشوندیآزاد م توزانیک یهاداربست

آزاد  pH 4/5 در h 8 در طول نیسوانکومای از ٪70که حدود 

 بود ٪55در حدود  pH 4/7در  مقدار نیا ،کهیشد، در حال

 طیدر شرا نیسیآزادشدن وانکوما دهنده افزایش نشان که

محرک  ،pH رسدیبه نظر م ،بنابراین .(37) دباشیم یدیاس

از  یبرخ رایباشد، ز کیوتیبیهدفمند آنت لیتحو یبرا یجذاب

 لوکوکوسیاستاف، اورئوس لوکوکوسیاستافمانند  هاباکتری
 عامل یهاباکتریو   (MRSA)نیلیس یمقاوم به مت اورئوس

 میزبان یمنیا هایاز پاسخ یعفونت ناشدر جایگاه  ،یدگیپوس

 .(14) کنندمی دیتول دیاس ،یباکتر سمیو متابول

آن در  ییتوانا لیبه دل نیسیوانکوما کیاثر فارماکولوژ

به نیسیاست. وانکوما ییایباکتر یسلولوارهید وسنتزیمهار ب

 یسلولوارهید وسنتزیساز در بشیپیک  به یرکووالانسیطور غ

 نی. اندکیار مرا مه کانیدوگلیو سنتز پپت همتصل شد ،یباکتر

را  ونیاسدیپپتو ترانس ونیلاسیکوزیگلترانسمراحل  عمل،

 ها بایدکند. از آنجا که، باکتریمهار می

ر طول مونتاژ د را پپتیداسیونترانس و گلیکوزیلاسیونترانس

و  داریناپا یسلول وارهید ،بنابراینانجام دهند،  یسلول وارهید

هوارید یرینفوذپذ نیسیوانکوما ،نیا . علاوه برشودمی زیل

را مهار  RNAدهد و سنتز یم شیرا افزا یباکتر یسلول

 یکننده اصلفعال کی IFN-γ سویی،از  .(38)کندیم

سمیکروارگانیآنها را در کشتن م ییماکروفاژها است و توانا

و  کیترین دیاکس دیاز جمله تول،هاییبا تولید واسطه ها

القا  سبب IFN-γ ،همچنین .(39) دهدیم شیافزا دیسوپراکس

 یهاونیها را از کاتکه پاتوژن شودمی efflux ستمیس نیچند

 زبانیرشد آنها را در م جهیدر نت و کندیمحروم م یضرور

 بر طبق مطالعات، ،دیگر سوییاز  .(40) دکنیمحدود م

 تیالفع ،خاص نانوذرات یژگیو لیبه دل توزانیک نانوذرات

یشان ماز خود ن توزانینسبت به ک یبالاتر ییایباکترضد

است.  نویکاتیمحل هدف پل هاباکتریسطح  ی. بار منفدهند

 یبار سطح یبا چگال توزانیک یونیکاتینانوذرات پل ن،یبنابرا

ارندد عاملت هاباکتریبا  توزانیبالاتر نسبت به خود ک
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. دجذب شون هاباکتریسطح  یبه شدت بر رو توانندیمو  

 جه، و در نتییسلول وارهیضخامت د این موضوع سبب کاهش

 یداخل سلول یو نشت اجزا یدرون سلول میپتاس یآزادساز

 .(16) دنبریم نیرا از ب هاباکتریبه این ترتیب، و  شودمی

در  نیسیوانکوما عنوان شده است که بارگذاری ،بنابراین

 یموثر برا یدارورسان ستمیس کی بسترهای نانو،

تواند یم که باشدمیمقاوم به دارو  اورئوس لوکوکوسیاستاف

با توجه  ،بنابراین .(16) بالایی داشته باشد میکروبیضد تیفعال

به خصوصیات خود نانوذرات و همچنین عملکرد 

ش وانکومایسین و تاثیر اینترفرون گاما بر افزای میکروبیضد

هایی که نیز گروه پژوهشدر این  فعالیت ماکروفاژها،

طور همزمان دریافت های دارو و اینترفرون گاما را بهنانوژل

در  داریمعنیها کاهش کرده بودند در مقایسه با سایر گروه

یک اثر سینرژ بیانگر این موضوع .نشان دادند TNF-αبیان ژن 

 MRSAهای آلوده با ترکیب در روند بهبودی موشاین دو 

 .باشدمی

 یریگجهینت

با توجه به افزایش مقاومت دارویی، استفاده از  ،امروزه

درمانی کاربرد فراوانی پیدا کرده است.  یهای ترکیبروش

صورت ها بهبالای داروها و سایتوکاین زهایود ،همچنین

. شودمیآزاد منجر به ایجاد عوارض جانبی در میزبان 

عنوان حامل به شدت در حال نانوذارت بهاستفاده از  بنابراین،

داد که قرار دادن نشان  پژوهشنتایج این  گسترش است.

ان و پوشش کیتوزداروی وانکومایسین و اینترفرون گاما در 

 MRSAهای آلوده با ها در موشیا همزمان آنتزریق تکی 

نیز مورد خود این  .را کاهش دهد TNF-αتواند بیان ژن می

 ها باشد.های بهبودی در این موشتواند یکی از نشانهمی
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Abstract 
Increasing antibiotic resistance of Staphylococcus aureus has led to attempts to discover new 

antimicrobial agents, including the use of nanoparticles. The aim of this study was to synthesize 

vanosomycin and interferon gamma (IFN-γ) loaded chitosan nanogels and to evaluate the expression of 

TNF-α gene in mice infected with methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). After synthesis 

and confirmation of chitosan nanogels, loading of vancomycin and IFN-γ in these nanogels was performed 

and confirmed by FTIR analysis. Then the antibacterial activity of nanogels was evaluated. At pHs of 6.5 

and 7.4, the minimum inhibitory concentration (MIC) for vancomycin-loaded nanogels was 8 and 64 

µg/ml, respectively. The MIC was calculated to be 1024 µg/ml for chitosan nanogels and IFN-γ-loaded 

nanogels and 1 µg/ml for free vancomycin. Then 48 mice were divided into 6 groups: control, MRSA, 

nanogels, drug nanogels, IFN-γ nanogels and nanogels (drug and IFN-γ). After infecting the groups (except 

control) with MRSA, 100 mg/kg of nanogels, drug nanogels, IFN-γ nanogels and nanogels (drug and IFN-

γ) were added to groups 3 to 6, respectively. Finally, at 6, 12 and 24 hours, a number of mice from each 

group were anesthetized and their spleen was evaluated for TNF-α gene expression by RT-PCR. The results 

showed that in groups 4, 5 and 6, compared to the MRSA group, TNF-α gene expression showed a 

significant decrease after 24 hours. Therefore, it could be concluded that simultaneous injection of drug 

nanogels and IFN-γ nanogels in infected mice is much more effective than single injection of each of these 

nanogels. 
 

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Chitosan nanogels, Vancomycin, 

Interferon-gamma (IFN-γ), Tumor necrosis factor (TNF-α) 
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