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ــان و  ــوی ده ــا روش شستش ــد 19 ب ــی کووی ــره اپیدم ــع زنجی ــگیری و قط پیش
بینــی: محلــول ناردیــن 19 غیرفعــال کننــده مؤثــر در ویــروس ســارس کــو-2 

H1N1 ــزا و آنفولان

Prevention and Disruption of the COVID19 Pandemic Chain by Rinsing the Mouth and Nose: 
Nardin19 Solution is an Effective Inactivator in SARS-COV2 and H1N1 Influenza 

 N. Bakhtiary*,H.R. Khaledi ,S.Hosainhkani,B.Hemati
Abstract

The reduction of pathogenicity due to the biological structure of the virus envelope was 
targeted in this study. Therefore, considering the effect of the prepared solution (Nardin 19) on 
enveloped viruses, the aim of this study was to investigate the preventive effects of this solution 
on SARS co-2 virus and H1N1 flu on Vero cell line cells, respectively and red blood cells. The 
results of this study showed that Nardin 19 solution significantly (P <0.001) reduced 2 logs of 
SARS Co-2 virus in approximately 2 minutes. Also, the results of hemagglutination test for H1N1 
influenza virus showed that this solution was able to reduce the virus titer from 516 units to 2 
units of hemagglutination in approximately 2 minutes (P<0.001). The results of cytotoxicity test 
for Nardin 19 solution showed that this solution had no toxicity or lethal effect on Vero cells and 
red blood cells in one hour. Considering that one of the main ways of penetration of SARS-2 virus 
and H1N1 flu is through the mouth and nose and also the significant effectiveness of nardin 19 
solution in reducing the concentration of these viruses in approximately 2 minutes, according to 
this use Nardin 19 solution can be suggested as a suitable candidate for the prevention of Quid 19 
and influenza as a mouthwash and nasal drops solution.
Keywords: Increase resilience, Reduce vulnerabilities, COVID 19 diseases, Influenza H1N1.

چكيده:
ــیوع  ــى از ش ــى و جان ــاد مال ــارت هاى زی ــزان خس ــه می ــه ب ــا توج ــت و ب ــى بهداش ــازمان جهان ــاى س ــاس گزارش ه ــر اس ب
ــره  ــاى قطــع زنجی ــر روى روش ه ــز ب ــارى، تمرک ــن بیم ــال ای ــره انتق ــراوان ناشــى از زنجی ــد 19 و آســیب هاى ف ــارى کووی بیم
انتقــال، کاهــش آســیب پذیرى و افزایــش تــاب آورى جوامــع یکــى از راهبردهــاى اساســى در حــل ایــن بحــران اســت. کاهــش 
قــدرت انتقــال بیمارى زایــى بــا توجــه بــه ســاختار بیولــوژى پوشــینه ویــروس در ایــن تحقیــق مــورد هــدف قــرار گرفــت. ازایــن رو 
بــا توجــه بــه اثــر محلــول تهیــه شــده (ناردیــن 19 1) بــر روى ویروس هــاى پوشــینه دار، هــدف از ایــن مطالعــه بررســى اثــرات 
 Vero cell line بــه ترتیــب بــر روى ســلول هاى H1N1 ــزا پیشــگیرى کننده ایــن محلــول بــر روى ویــروس ســارس کــو-2 و آنفولان
ــه دســت آوردن غلظــت مناســب از محلــول ناردیــن 19، پــس از بررســى  و گلبول هــاى قرمــز اســت. در ایــن مطالعــه جهــت ب
آزمایــش ســمیت ســلولى2  از محلــول بــا کمتریــن ســمیت بــر روى ویــروس ســارس کــو-2 ســنتتیک تخفیــف حــدت یافتــه شــده 
تأثیــر داده شــد. ســپس از آزمایــش پروفلاکتیــک اســتفاده شــد، یعنــى در چاهک هــا تیتــر Log106 ویــروس را طــى زمان هــاى 
مختلــف در مواجهــه بــا ویــروس قــرار داده شــد. همچنیــن بــراى ویــروس آنفولانــزا H1N1 از آزمایــش هماگلوتیناســیون اســتفاده 
شــد. نتایــج ایــن مطالعــه نشــان داد کــه محلــول ناردیــن 19 به طــور معنــادارى (p>0,001) در زمانــى حــدود 2 دقیقــه ســبب 
کاهــش 2 لــوگ از ویــروس ســارس کــو-2 شــد. همچنیــن نتایــج آزمایــش هماگلوتیناســیون بــراى ویــروس آنفولانزا H1N1 نشــان 
داد کــه ایــن محلــول در زمــان تقریبــاً 2 دقیقــه توانســت میــزان تیتــر ویــروس را از 516 واحــد بــه 2 واحــد هماگلوتیناســیون 
ــراى محلــول ناردیــن 19 نشــان داد کــه ایــن محلــول هیــچ اثــر  کاهــش دهــد  (p>0,001). نتایــج آزمایــش ســمیت ســلولى ب
ســمیت یــا کشــندگى در زمــان یــک ســاعت بــر روى ســلول هاى Vero و گلبول هــاى قرمــز نداشــت. بــا توجــه بــه اینکــه دهــان 
و بینــى از مهم تریــن راه هــاى اصلــى نفــوذ ویــروس ســارس کــو-2 و آنفولانــزا H1N1 اســت و همچنیــن اثربخشــى معنــادارى کــه 
محلــول ناردیــن 19 طــى زمــان تقریبــاً 2 دقیقــه در کاهــش غلظــت ایــن ویروس هــا دارد، بــر ایــن اســاس اســتفاده از محلــول 
ــه اى مناســب در پیشــگیرى از بیمــارى  ــوان گزین ــوان به عن ــى) را مى ت ــول دهان شــویه و قطــره بین ــن 19 (به صــورت محل ناردی

کوویــد 19 و آنفولانــزا پیشــنهاد داد. 
.H1N1 واژه هاي کليدي: افزایش تاب آوری؛ کاهش آسيب پذیری؛ بيماری کووید 19؛ آنفولانزا
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مقدمه:  
کرونا ویروس ها متعلق به خانواده بزرگى از ویروس ها 
به نام کرونا ویریده هستند که اغلب در انسان موجب 
ایجاد سرماخوردگى معمولى مى شوند؛ اما کرونا ویروس 
سارس براى اولین بار در سال 2002 حدود 8422 نفر 
را در چین و هنگ کنگ مبتلا کرد و سبب مرگ 916 
نفر شد (نرخ مرگ ومیرى در حدود 11 درصد داشت). 
ویروس  کرونا  در سال 2012  بعد،  یک دهه  تقریباً 
اولیه  میزبان  که  (مرس)  خاورمیانه  تنفسى  سندرم 
آن خفاش و میزبان واسط آن شتر بود، در عربستان 
سعودى گزارش شد که سبب ابتلاى 2494 نفر و مرگ 
858 نفر؛ یعنى نرخ مرگ ومیرى در حدود 34 درصد 
شد [1]. سارس کرونا ویروس 2 در دسامبر 2019 
در شهر ووهان از استان هوبى چین، منجر به ابتلاى 
تعداد زیادى از بزرگ سالان به بیمارى جدیدى به نام 
کووید 19 با علائم شدید تنفسى شد که تاکنون نرخ 
مرگ ومیرى در حدود 3 درصد داشته است. بسیارى از 
مبتلایان با مرکز فروش فراورده هاى دریایى در تماس 
بودند و همچنین بسیارى از بیماران با حیوانات زنده 
سروکار داشتند [2]. بیمارى کووید 19 یک بیمارى 
شبیه سرماخوردگى؛ ولى مسرى تر است و براى افراد 
سرطان  دیابت،  قلبى،  بیمارى  ایمنى،  نقص  داراى 
و افراد داراى عضو پیوندى و یا بیمارى هاى زمینه اى 
دیگر بسیار خطرناك است. این بیمارى از طریق سرفه، 
عطسه، دست هاى آلوده و حتى تنفس به سایر افراد 
منتقل مى شود و ذرات معلق ناشى از تنفس در هوا تا 
حدود 2 متر قابل سرایت هستند. اگرچه نرخ مرگ ومیر 
ناشى از این ویروس نسبت به آنفلوانزا کمتر است؛ ولى به 
دلیل شدت انتشار و تنوع رفتارى، هراس بیشترى را در 
مردم ایجاد کرده است [2]. نخستین همه گیرى طاعون 

در سال 1820 حدود یک سوم جمعیت اروپا را به کام 
مرگ کشید. اولین همه گیرى آنفلوانزا در سال 1918 از 
اسپانیا آغاز شد و منجر به ابتلاى حدود 500 میلیون نفر 
و مرگ ومیرى در حدود 40 میلیون نفر در سراسر دنیا 
شد که در مقایسه با ویروس کرونا به مراتب خطرناك تر 
بوده است. در طى سال هاى بعد به دلیل ایجاد مصونیت 
از شدت  و  کمتر  انتشارش  میزان  گله اى  یا  جمعى 
بیمارى زایى آن کاسته شده است. در مورد ویروس 
کرونا نیز در طى سال هاى آتى همانند ویروس آنفلوانزا 
مصونیت جمعى ایجاد خواهد شد و در اثر پاساژهاى 
متوالى از شدت بیمارى زایى آن کاسته خواهد شد. ولى 
احتمالاً در سال هاى آتى همانند سرماخوردگى معمولى 
با شکل ضعیف ترى از ویروس کرونا سروکار خواهیم 
داشت [3]. کرونا ویروس ها در دهه 1960 کشف شدند 
و مطالعه بر روى آن ها به طور مداوم تا اواسط دهه 1980 
ادامه داشت. این ویروس به طور طبیعى در پستانداران 
و پرندگان شیوع پیدا مى کند که تاکنون هفت کرونا 
ویروس منتقل شده به انسان کشف شده اند. آخرین نوع 
آن ها کرونا ویروس سندرم حاد تنفسى SARS-CoV2 در 
دسامبر 2019 در شهر ووهان چین با همه گیرى وسیع 
در انسان شیوع پیدا کرد. این ویروس جزو ویروس هاى 
پوشینه دار و داراى RNA تک رشته اى پیوسته با پلاریته 
مثبت و سایز ژنومى بین 26 تا 32 کیلو باز است. ویرون 
 RNA (ذره کامل ویروسى) یک نوکلئوکپسید شامل
ژنومى و پروتئین هاى نوکئوکپسیدى دارد که داخل 
یک پوشش فسفولیپیدى دولایه قرار گرفته اند. هسته 
این ویروس را مواد ژنتیکى و لایه بیرونى آن را تاج هاى 
پروتئینى (S3) تشکیل داده اند [4]. پس از ورود به سلول 
میزبان، ذره ویروس پوشش بردارى کرده و ژنوم آن 
وارد سیتوپلاسم سلول میزبان مى شود. خانواده کرونا 
ویریده همیشه در بین گونه هاى جانورى جابه جا شده 
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است. ممکن است که این ویروس براى انتشار آسان تر 
دستکارى شده باشد و در اثر جهش هاى جدید موجب 
بروز بیمارى هاى سخت تر و بعضاً ملایم تر و یا بى علامت 
شود. کرونا ویروس ها در چهار سرده (آلفا کرونا ویروس، 
بتاکرونا ویروس، گاما کرونا ویروس و دلتا کرونا ویروس) 
22 زیر سرده و 40 گونه جاى مى گیرند. در بین 40 
گونه، تاکنون 7 گونه منتقل شده به انسان کشف شده 
انسان  بروز سرماخوردگى در  موجب  غالباً  است که 
مى شوند؛ ولى برخى از آن ها به سلول هاى اپى تلیال 
دستگاه تنفس تحتانى حمله مى کنند [5]. گاهى علائم 
خود را در روده، معده و سایر اندام ها نمایان مى کنند به 
همین جهت نشانه هاى بیمارى در افراد مختلف متفاوت 
است ولى اغلب در بیشتر افراد با سرماخوردگى ملایمى 
همراه است. ارتقاى سیستم ایمنى نقش مهمى در مهار 
بیمارى هاى ویروسى ازجمله کرونا دارد که با توجه به 
رابطه تنگاتنگ بین سیستم ایمنى با تغذیه فرد، براى 
مقابله با ویروس کرونا باید سیستم ایمنى بدن تقویت 
شود. کمبود دریافت مواد غذایى و ویتامین ها در تضعیف 
سیستم ایمنى بدن نقش مؤثرى دارد. کمبود و یا مصرف 
بیش ازحد مواد غذایى بر سلامت فرد مؤثر بوده و عملکرد 
طبیعى بدن را مختل مى کند [6]. عفونت کووید 19 
غالباً سلول هایى را درگیر مى کند که گیرنده سطحى 
بیان  را   (ACE23) آنژیوتنسین  تبدیل کننده  آنزیم 
مى کنند. از سوى دیگر تکثیر و آزادسازى ویروس باعث 
مى شود سلول هاى میزبان تحت تأثیر مرگ برنامه ریزى 
شده (آپوپتوز) قرار گیرند. پس از عفونت هاى ویروسى، 
ترشح سایتوکین هاى التهابى باعث جذب مونسیت ها، 
ماکروفاژها سلول هاى T به محل عفونت و درنهایت 
القاى آپوپتوز در تعداد کثیرى از سلول هاى اپیتلیال 
ریوى به زیرساخت هاى ریه آسیب  رسانده و منجر به 
سرفه هاى خشک و سختى تنفس (تند نفسى) مى شود. 

این محدودیت باعث کاهش تبادل گازها در ریه، ایجاد 
مشکلات تنفسى و درنتیجه کاهش سطح اکسیژن خون 
خواهد شد. همچنین به دلیل کاهش ترشح موکوس 
به واسطه سلول هاى اپى تلیال ریه، فرد مبتلا در برابر 
عفونت هاى ثانویه باکتریایى آسیب پذیرتر مى شود [2]. 
مسیرهاى شایع ورود میکروارگانیسم ها به درون بدن 
از طریق تنفس (بینى) و خوردن (دهان) است که اگر 
این ویروس ها و یا باکترى ها از طریق دست آلوده و 
هوا به دهان و یا بینى فرد انتقال یابند، پس از ساعاتى 
مى توانند به سلول هاى اپیتلیال مخاطى فرد وارد شده 
و بعد از 24 تا 48 ساعت تکثیر یافته، وارد دستگاه 
گوارش و ریه ها شوند و درنهایت مشکلات و بیمارى هاى 
متعددى را ایجاد کنند [7]. بررسى روند و شدت شیوع 
ویروس کرونا نشان داد که ویروس ها مى توانند معادلات 
سلامت را به مخاطره بیندازند که البته طبق قواعد 
ابلاغى وزارت بهداشت و ستاد ملى مقابله با کرونا، دور 
بودن از محیط آلوده، بهترین شیوه براى پیشگیرى از 
مواجهه با ویروس و باکترى است؛ اما در رفتار اجتماعى، 
ناگزیر باید در حد رفع ضرورت ها در جامعه حضور 
یافت. لذا با توجه به نیاز حضور اجتماعى و اینکه بینى و 
دهان از اصلى ترین و مهم ترین راه هاى ورود ویروس ها 
(بالأخص ویروس بتا کرونا کووید 2) و مدت ماندگارى 
تقریبى 1 تا 2 روز آن ها، ضرورى است تا در جهت کاهش 
مشکلات ناشى از سرایت بیمارى تلاش نماییم. هدف 
اصلى این مطالعه لیز کردن پوشینه ویروس است تا 
نتواند به گیرنده خود متصل شود، لذا در این تحقیق از 
دو نوع ویروس پوشینه دار شامل ویروس H1N1 (سبب 
بیمارى آنفولانزا) و بتاکرونا کووید 2 (دلیل ایجاد کووید 
19) استفاده مى شود که با لیز کردن پوشینه ویروس 
توسط محلول ناردین 19 و غیرفعال کردن آن مى توان 
این محلول را به عنوان قطره بینى و دهان شویه جهت 
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جلوگیرى از تکثیر و عفونت زایى بیمارى به کاربرد.
روش تحقيق و ابزارها

ابزارها و مواد اولیه مورد استفاده در این مطالعه 
جهت ساخت محلول ناردین 19 از ترکیبات گلیسرین 
CAS NO: 50-70-) سوربیتول ،(CAS NO: 56-81-5)
بیکربنات  سدیم   (DB09153) کلراید  سدیم   ،(4

 20 تویین   ،(DB09325) فلوراید  سدیم   (DB01390)
 96 اتانول   ،(DB00878) کلراهگزیدین   (DB11178)
 CAS) کلراید  آمونیوم   ،(CAS NO: 64-17-5) درصد 
 (DB06151) و ان-استیل سیتئین (NO: 12125-02-9

 H1N1 با گرید دارویى استفاده شد. همچنین ویروس
ایران تهیه شد و ویروس سارس  انستیتو پاستور  از 
بتاکرونا 2 سنتتیک تخفیف حدت یافته شده نیز توسط 
محققان انستیتو پاستور تهیه شد. لاین سلولى Vero نیز 
از انستیتو پاستور ایران تهیه شد. سرم جنین گاوى4، 
محیط کشت DMEM، پنى سیلین-استرپتومایسین از                                                                                                                        
این  شدند.  خریدارى   GIBCO (Grand Island, NY)
پژوهش ضمن بررسى در کمیته اخلاق و دریافت کد 
معاونت  توسط   ،IR.IAU.TNB.REC.1399.018 اخلاق 
پژوهش و فناورى دانشگاه آزاد اسلامى واحد تهران 

شمال مورد تأیید علمى قرار گرفت.
MTT assay تعيين غلظت غير سمی با روش

روش MTT assay نوعى روش کلرومتریک بوده که 
دوز مؤثر دارو و سمیت آن را به صورت invitro بررسى 
مى کند. اساس این روش محاسبه غلظت پیوندهاى 
آنزیم  رنگى در طول موج مشخص در محلول است. 
اکسیدوردوکتاز موجود در سلول مى تواند ماده تترازول 
زردرنگ مورد استفاده در این روش را با شکستن پیوند 
بین دو نیتروژن در حلقه تترازول را به فورمازان که 
بنابراین  [8]؛  کند  تبدیل  است  بنفش رنگ  ترکیبى 
هرقدر بر سمیت دارو افزوده شود تعداد سلول هاى زنده 

در چاهک کاهش یافته و آنزیم اکسیدوردوکتاز کمترى 
در دسترس است؛ بنابراین غلظت ترکیب بنفش رنگ 
حلقه  نیتروژن  پیوند  طریق شکستن  از  شده  ایجاد 
تترازول کاهش یافته و رنگ محلول چاهک روشن تر و 

جذب نورى درنتیجه آن کمتر خواهد شد [9].
CCID50 تعيين تيتر ویروس ها با روش

اساس این روش، اندازه گیرى رقتى از تعلیق ویروس 
است که بتواند 50 درصد از کشت هاى سلولى تلقیح 
شده را آلوده کند [10]. عیار ویروس به صورت دوز 
عفونى 50 درصد با CCID50 بیان مى شود. اساس این 
آزمایش به صورت رقت سازى 10 برابر مى شود. در این 
پژوهش از رقت هاى ویروس با فواصل لگاریتمى 1 براى 
انجام کار استفاده شد. براى تهیه رقت هاى با فواصل 
از محیط کشت  لیتر  میکرو  از مخلوط 900   ،Log1

DMEM به عنوان رقیق کننده و 100 میکرو لیتر ویروس 

استفاده شد. از هر رقت مقدار 100 میکرو لیتر به 4 
خانه از چاهک هاى میکروپلیت (96 خانه اى) حاوى 
سلول از قبل آماده شده تلقیح شد. پس از تلقیح هر 
رقت، سر سمپلر تعویض و یا عمل تلقیح از رقت رقیق تر 
به رقت غلیظ تر انجام شد. در هر میکروپلیت 3 چاهک 
بدون تلقیح ویروس به عنوان شاهد سلول و 3 چاهک 
با تلقیح ویروس رقیق نشده به عنوان شاهد ویروس 
در نظر گرفته شد. میکروپلیت تلقیح شده به مدت 1 
ساعت در انکوباتور C° 37 انکوبه شد تا ویروس ها جذب 
سلول شوند، میکروپلیت ها هرروز ازنظر CPE5  کنترل 
شد و خوانش نتایج تا روز سوم ادامه یافت. از رابطه 
کاربر6  با فرمولLogCCID50=L-D(S-0.5) براى تعیین 

عیار ویروس ها استفاده شد.
آزمایش هماگلوتيناسيون

به منظور بررسى اثر محلول ناردین 19 بر ویروس 
آنفولانزا H1N1 از آزمایش هماگلوتیناسیون استفاده 
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شد. به این منظور ابتدا در ردیف هاى 12 تایى پلیت 
96 خانه از B تا H مقدار 50 میکرولیتر از بافر PBS را به 
کمک سمپلر 8 شاخه افزوده مى شود. در چاهک هاى 
اول ردیف هاى 12 تایى، مقدار 50 میکرو لیتر از مایع 
کشت سلولى حاوى ویروس اضافه مى شود. به کمک 
سمپلر چند شاخه از چاهک هاى اول مقدار 50 میکرو 
لیتر از مایع محتوى ویروس را پس از مخلوط کردن 
برداشته و به چاهک هاى دوم منتقل مى شود. پس از 
چند بار مخلوط کردن؛ مجدداً 50 میکرو لیتر مایع از 
آن ها به چاهک هاى ردیف سوم منتقل و به همین ترتیب 
تا آخرین ردیف چاهک ها این عمل انجام مى شود تا 
رقت هاى سریالى 2:1 از ویروس تهیه شود. سپس از 
گلبول قرمز 0.5 درصد میزان 50 میکرو لیتر به تمام 
چاهک ها اضافه مى شود. ردیف آخر را به عنوان کنترل 
RBC  در نظر گرفته مى شود که شامل 50 میکرو لیتر 

بافر بعلاوه 50 میکرو لیتر گلبول قرمز است. تیتر ویروس 
پس از گذشت یک ساعت در دماى اتاق با محاسبه 
 RBC معکوس رقت تعیین مى گردد. در چاهک هایى که
به صورت دکمه اى در ته آن ها مشاهده شود، HA منفى 
است و در چاهک هایى که RBC و ویروس به صورت 
یکنواخت باهم تشکیل شبکه داده باشند، HA مثبت 

است [11].
طــرز تهيــه سوسپانســيون 0/5 درصــد 

ــز ــول قرم گلب

براى تهیه سوسپانسیون 0/5 درصد گلبول قرمز با 
کمک سرنگ 5 میلى لیتر، 2 میلى لیتر از محلول آلسورز 
را به داخل سرنگ کشیده و سپس از ورید زیر بال مرغ 
به میزان 2 میلى لیتر خون گرفته شده و داخل سرنگ 
 PBS با آلسورز افزوده مى شود. پس از 3 بار شستشو با
و هر بار سانتریفیوژ به مدت 5 دقیقه در 3000 دور، 
PBS را خارج کرده و سوسپانسیون 0/5 درصد از رسوب 

گلبول ها به دست مى آید.
ــروس  ــا وی ــن 19 ب ــول ناردی ــی محل بررس

حــدت  تخفيــف  ســنتتيک    SARS-COV2

ــه یافت

به منظور بررسى محلول ناردین 19 بر سلول هاى 
Vero، ابتدا این سلول ها در پلیت 96 خانه کشت و پس 

از رسیدن سلول به تراکم مناسب، داروى مورد نظر به 
مدت 2 و 5 دقیقه با ویروس مواجهه و بر روى سلول هاى 
مورد نظر تلقیح مى شود. در این مطالعه، یک ردیف 
از چاهک ها بدون تلقیح دارو به عنوان شاهد در نظر 
گرفته شد. سپس، میکروپلیت ها به مدت 48 ساعت 
در انکوباتور در دماى 37 درجه سانتى گراد قرار داده 
شدند تا تأثیر محلول به ویروس بررسى، هر 24 ساعت 
شکل ظاهرى سلول در زیر میکروسکوپ مشاهده، 48 
ساعت پس از مواجهه با محلول، آسیب سلولى ناشى 
از ویروس در سلول بررسى و کاهش تیتر ویروس با 

CCID50 گزارش شد.

نتيجه گيری

محلول ناردین 19 هيچ گونه اثر سميتی بر روی 

سلول های Vero و گلبول های قرمز نداشت.

به منظور به دست آوردن غلظت مناسب از ترکیبات 
تشکیل دهنده محلول ناردین 19، غلظت هاى مختلف از 
ترکیبات این محلول استفاده و اثرات سمیت سلولى آن 
بر روى سلول هاى Vero و گلبول هاى قرمز بررسى شد. 
نتایج نشان داد که ترکیبات محلول ناردین 19 در زمان 
 Vero یک ساعت هیچ گونه اثر سمیتى بر روى سلول هاى
و گلبول هاى قرمز نداشت. در این مطالعه مناسب ترین 
غلظت این محلول حاصل شد. بر اساس نتایج حاصل، 
با توجه به هدف استفاده از این محلول به عنوان محلول 
دهان شویه و قطره بینى که مدت زمان مواجهه این 
محلول با سلول هاى دهان و بینى کمتر از 2 دقیقه است، 
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این محلول تا مدت یک ساعت هیچ گونه اثر کشندگى یا 
سمیت بر روى سلول ها نداشت.

محلول ناردین 19 منجر به کاهش معنادار تيتر 

ویروس آنفولانزا شد.

با توجه به نتایج به دست آمده (نمودار شماره 1) 
در   (p<0.001) معنادارى  به طور   19 ناردین  محلول 
 H1N1 مدت زمان تقریباً 2 دقیقه تیتر ویروس آنفولانزا
را از 512 واحد به 2 واحد هماگلوتیناسیون کاهش داد 
و به نظر مى رسد که این محلول با بر هم زدن آرایش 
فضایى پروتئین ها و نفوذپذیرى پوشینه ویروس توسط 
نمک هاى آنیونى و غیر آنیونى بیشتر شده و درنهایت 
منجر به لیز شدن پوشینه و غیرفعال شدن ویروس 
مى شود. گلبول هاى قرمز مطابق با شکل 1 به صورت 
دکمه اى در ته چاهک مشاهده مى شود که نشان دهنده 

منفى شدن HA است.
 

شــکل 1. انجــام آزمایــش هماگلوتیناســیون بــرای ویــروس 
آنفولانــزا H1N1: همان طــور کــه در تصویــر مشــاهده 
می شــود، ویــروس آنفولانــزا H1N1 در مجــاورت محلــول 
ناردیــن 19 پاســخ HA آن منفــی بــوده اســت و نتوانســته 
لیــز کنــد و گلبول هــای  اســت گلبول هــای قرمــز را 
قرمــز به صــورت دکمــه ای در تــه چاهــک مشــاهده 

می شــوند.

 
هماگلوتیناســیون  آزمایــش  نتایــج   .1 نمــودار 
محلــول  همــراه  بــه   H1N1 آنفولانــزا  ویــروس 
ــه کاهــش  ناردیــن 19. محلــول ناردیــن 19 منجــر ب
تیتــر ویــروس از 512 واحــد هماگلوتیناســیون بــه 2 
واحــد هماگلوتیناســیون در مدت زمــان 2 دقیقــه 

ــت. اس

کاهــش 100 تيتــر از ویــروس ســنتيتک 

ســارس کــو-2 تخفيــف حــدت یافتــه شــده 

ــن 19. ــول ناردی ــيله محل بوس

ناردین 19 در مدت زمان  نتایج، محلول  توجه  با 
تقریباً 2 دقیقه تیتر ویروس را از میزانLog  6 به میزان
Log  4 کاهش مى دهد (جدول 1) که این موضوع به 

تیتر  یک میلیون  تبدیل  در  محلول  توانایى  معناى 
ویروس به 10 هزار و رقیق کردن 100 با تیتر ویروس 
است (p<0.001). با توجه به شکل 2، مواجهه سلول ها 
با ویروس منجر به از بین رفتن سلول ها مى شد؛ اما 
هنگامى که محلول ناردین 19 در مدت زمان 2 دقیقه 
در مواجهه با ویروس قرار گرفت و سپس ویروس ها به 
 CPE محیط کشت سلول اضافه شد، محلول توانست اثر

ویروس را در لوگ هاى 4 و 5 کاهش دهد.
لازم به ذکر است که محیط کشت ویروس نیز پس 
از یک ساعت ترانسفکت شدن ویروس ها به سلول هاى 
Vero شامل: control cell (سلول هاى Vero که در معرض 

ویروس قرار ندارند) و control virus (سلول هاى Vero که 
در معرض ویروس قرار دارند) تغییر مى یابد. همان طور 
که مشاهده مى شود، سلول ها به حالت جمع شده یا 
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دایره مانند هستند که نشان دهنده از بین رفتن سلول ها 
است.    1-^10 ,2-^10  ,3-^10     در شکل 2 نشان مى دهد 
که ویروس توانسته است اثرات CPE خود را داشته 
باشد؛ اما 4-^10 و 5-^10   محلول ناردین 19 باعث از بین 
رفتن ویروس شده و ویروس هیچ گونه اثر CPE بر روى 

سلول هاى Vero نداشته است.

ابتــدا  پروفلاکتیــک:  آزمایــش  نتایــج   .2 شــکل   
بــا  مواجهــه  در  ویــروس  مختلــف  غلظت هــای 
ســپس  شــد،  داده  قــرار   19 ناردیــن  محلــول 
ــن  ــول ناردی ــا محل ــده ب ــه ش ــای مواجه ویروس ه
ــط کشــت  ــه محی ــس از مدت زمــان 2 دقیقــه ب 19 پ

ویــروس Vero افــزوده شــد.

تحليل آماری

تحلیل آمارى نتایج این تحقیق با نسخه 23 نرم افزار 
SPSS انجام و داده ها توسط آزمون T-test (جفت نشده) 

تحلیل شد. تفاوت آمارى معنى دار در هر روش بین 
دو گروه ها به صورت p value مشاهده شد. در ضمن هر 
آزمایش حداقل سه بار تکرار و در صورت لزوم داده ها 

به عنوان میانگین SEM ±  ارائه شد.

تیتــر  از  ناشــی  آســیب های  بررســی   .1 جــدول 
ــر روی ســلول های Vero: 48 ســاعت بعــد  ــروس ب وی
ــی از  ــلولی ناش ــیب س ــول، آس ــا محل ــه ب از مواجه
ویــروس در ســلول بررســی و کاهــش تیتــر ویــروس 
بــا CCID50 گــزارش شــد. تیترهــای ویروســی از 
ــت و  ــده اس ــب ش ــن مرت ــه پایی ــالا ب ــای ب غلظت ه
برخــلاف تصــور کــه تیتــر ویروســی 101 کمتــر از 102 
هســت، در حقیقــت هرچقــدر از 101 بــه ســمت 106 

ــد. ــش می یاب ــروس کاه ــر وی ــم، تیت ــش می روی پی

نسبتتیتر ویروس
 سیب لولى

تعداد چاهک هاى 
آسیب دیده

1018/8 = 18
1028/8 = 18
1038/8 = 18
1048/8 = 18
10500
10600

 

نتيجه گيری

ویروس هاى پوشینه دار براى یورش به دستگاه ایمنى 
بدن و همچنین سلول هاى میزبان به آسانى و به سرعت 
خود را تغییر مى دهند و مى توانند عفونت مداوم ایجاد 
کنند. پوشینه ویروس ها یک لایه غشایى است که در 
بسیارى از ویروس ها وجود دارد و کپسید را احاطه مى کند. 
کپسید این ویروس ها زیر لایه غشاى پوشش قرار دارد. 
ویروس آنفلوآنزا، اچ آى وى (ویروس ایدز یا نشانگان 
انسانى  سیتومگالوویروسِ  و  اکتسابى)  ایمنى  نقص 
ازجمله ویروس هاى داراى پوشش هستند. پوشش، به 
ویروس در فرایند ورود به سلول یارى مى رساند. ترکیب 
و ساختار شیمیایى پوشش از جنس پروتئین، لیپید و 
گلیکوپروتئین است. مولکول هاى سازنده پوشش از بدنه 
سلول میزبان قبلى تأمین مى شوند [12]. در این میان، 
خانواده کرونا ویریده نیز جزء ویروس هاى پوشینه دار 
هستند. ساختار این ویروس از دولایه تشکیل شده 
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 است؛ هسته این ویروس را مواد ژنتیکى و لایه بیرونى 
آن را تاج هاى پروتئینى تشکیل داده اند [13 و 14]. 
بسیارى از ویروس هاى پوشینه دار ازجمله ویروس هاى 
 Arenaviridae، Bornaviridae، Bunyaviridae، خانواده 
 Corovaviridae، Deltaviridae، Filoviridae، Flaviviridae،
Hepadnaviridae، Herpesviridae، Orthomyxoviridae، Par

 amyxoviridae،Poxviridae،Retroviridae، Rhabdoviridae

و Togaviridae همگى داراى پوشینه هستند که مسیر 
ورود به سلول هاى میزبان از طریق اندوسیتوز توسط 
میانکنش با گیرنده هاى سطح سلول هاى میزبان است 
[15]. از این میان اصلى ترین راه ورود ویروس هاى 
خانواده Coronaviridae از طریق دهان و بینى است [16]. 
با توجه به وجود گیرنده زیاد این ویروس (کرونا) در 
بزاق دهان و همچنین تجمع یا کلونى این ویروس در 
بینى و بنا به گزارش هاى متعدد ماندگارى 1-2 روز 
این ویروس در بینى، شستشو دهان و بینى با محلولى 
که بتواند: (1) از غلظت ویروس بکاهد و (2) منجر به 
لیز شدن پوشینه این ویروس شود؛ مى-تواند راهى 
بسیار مؤثر در پیشگیرى به بیمارى کووید 19 باشد. بر 
اساس گزارش هاى سازمان جهانى بهداشت7  تا تاریخ 
8 ژانویه 2021 مجموع موارد ابتلا در جهان به بیمارى 
کووید 19، 88/2 میلیون نفر است که 49/2 میلیون 
نفر بهبود یافته، 1/9 میلیون نفر فوت و آمار مبتلایان، 
بهبودیافتگان و فوت شدگان در ایران به ترتیب 1/27 
میلیون نفر، 1/05 میلیون نفر و 55933 نفر است. بر 
اساس گزارش ها، نرخ مرگ ومیر این بیمارى بین 1 تا 
5 درصد تخمین زده مى شود؛ ولى برحسب سن و دیگر 
شرایط سلامتى تغییر مى کند [17 و 18]. شیوع بسیار 
بالاى انتشار این ویروس، عدم قطعى درمان مناسب 
براى این بیمارى و همچنین استفاده از داروهاى مورد 
استفاده قرار گرفته قبلى براى بیمارى هاى دیگر که 

هرکدام با عوارض خاص و گهگاه جدى همراه است؛ 
به علاوه هزینه هاى هنگفت درمان، ورشکستگى هاى 
شغلى و بیکارى، همگى اهمیت پیشگیرى قبل از ابتلا 
شدن را گوشزد مى کند. در این راستا، ستادهاى مقابله 
با کرونا در کشورهاى مختلف راهکارهاى متنوعى جهت 
پیشگیرى ارائه کرده اند ازجمله رعایت نظافت شخصى، 
شستشوى مکرر دست ها، قرنطینه خانگى که مشکلات 
خاص خود را به همراه دارد و همچنین با توجه به عدم 
شناخت از عوارض بعد از بیمارى کرونا که ممکن است 
آسیب هاى شدیدى به ریه ها و کلیه ها و یا سایر اندام 
بدن وارد کند و این آسیب ممکن است سالیان سال 
ماندگار و عوارض آن در بدن افراد باقى بماند؛ لذا در این 
مورد با قطعیت مى توان گفت «پیشگیرى بهتر از درمان 
است». ازاین رو با استفاده از دانشى که در ارتباط با این 
ویروس کسب شد و همچنین فرمولى پس از مطالعه 
مقالات و یا سایر مستندات علمى طراحى شد که بر 
پایه مستندات مى تواند ویروس هاى پوشینه دار را لیز 
کند و محلول مناسب جهت شستشو دهان و بینى است 
که اثرات ویروس زدایى را در مدت زمان 2 دقیقه ایجاد 
مى کند. در این فرمول از مواد ذیل استفاده شده است:
و  گلیسرول  از  اینجا  در  که  مرطوب کننده   (1)
سوربیتول استفاده مى شود، این ترکیب منجر به از بین 
رفتن آرایش فضایى پروتئین-هاى پوشینه ویروس، 
همچنین  و  ویروس  پوشینه  پروتئین هاى  تخریب 

مى شود. آنیونى  ترکیبات  براى  غشا  نفوذپذیرى 
این فرمول  آنیونى استفاده شده در  (2) ترکیبات 
شامل: (الف) سدیم بیکربنات، (ب) سدیم فلوراید و (ج) 
سدیم کلراید مى توانند وارد پوشینه شده و منجر به 

تخریب آن شوند.
 (tween20) 20 (3) ترکیب غیر آنیونى شامل تویین
است که منجر به استخراج پروتئین از سطح پوشینه 
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مى شود.
(4) اتانول که منجر به دناتوره کردن پروتئین هاى 

پوشینه ویروس مى شود [19].
از تکثیر  بر مبناى منابع  (5) آمونیوم کلراید که 
ویروس در سلول ها جلوگیرى مى کند و مانع آزاد شدن 
میزبان  به درون سیتوزول سلول هاى  ویروس   RNA

مى شود [20 و 21] و همچنین به عنوان تنظیم کننده 
مناسب pH محلول است.

(6) ان-استیل سیتئین که منجر به احیا پیوندهاى 
دى سولفیدى پروتئین مى شود [22].

با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه، نشان داده 
شد که محلول ناردین 19 در مدت زمان یک ساعت 
هیچ گونه اثر سمیت و کشندگى سلول ندارد، همچنین 
که  داد  نشان   CCID50 روش  از  به دست آمده  نتایج 
این محلول منجر به کاهش 100 برابرى تیتر ویروس 
سارس کو-2 سنتتیک تخفیف حدت یافته مى شود 
(جدول 1 و شکل 3). در این مطالعه همچنین نشان 
داده شد که این محلول قادر به کاهش تیتر ویروس 
آنفولانزا از 512 واحد هموگلوتیناسیون به 2 واحد 
هموگلوتیناسیون است (شکل 1 و 2). با توجه به نتایج 
و  آنفولانزا  ویروس هاى  غیرفعال سازى  آثار  حاصله، 
سارس-کو 2 توسط محلول ناردین 19 در زمان 2 دقیقه 
و همچنین عدم مشاهده هیچ گونه خاصیت سمیت و 
کشندگى در این محلول، غلظت هاى به کاررفته مواد 
اولیه این محلول در غلظت گرید دارویى است. با در نظر 
گرفتن شباهت علائم بیمارى کووید 19 و اینکه هر دو 
ویروس موجب بیمارى هاى تنفسى مى شوند، محلولى 
با توانایى اثربخشى غیرفعال کنندگى مناسب بر ویروس 
محلول  به عنوان  مناسبى  انتخاب  مى تواند  آنفولانزا 
پیشگیرى کننده باشد. نتایج این تحقیق محلول ناردین 
19 را به عنوان یک محلول دهان شویه و قطره بینى براى 

افرادى غیر مبتلا به این بیمارى ها (آنفولانزا و کووید 
19) و عامل بسیار مهم پیشگیرى پیشنهاد مى کند.

قدردانی و تشكر

نویسندگان این مقاله از آقاى دکتر اصغر عبدلى 
انستیتو  (دانشیار  پزشکى  ویروس شناس  به عنوان 
پاستور) بابت تهیه ویروس سنتتیک سارس کو-2 تخفیف 
حدت یافته و همچنین آزمایش هاى پروفلاکتیک این 
تحقیق (هماگلوتیناسیون و سارس-کو 2) کمال تشکر 
و سپاس را دارد. این پژوهش تحت حمایت دانشگاه آزاد 

اسلامى واحد تهران شمال است.
 پی نوشت ها:

1.Glycerine + sorbitol, NaCl, Na2Co3, Tween20,                 
ethanol, ammonium chloride, chlorhexidine, n-acetyl 
cysteine.

2. MTT assay
3. Angiotensin converting enzyme 2 (ACE2)
4. Fetal Bovine Serum
5. Cytopathic effect
6.Karber
7. World health organization (WHO)
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