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 چکیده

آیند. هدف از این مطالعه شمار میبیوتیک بههای باکتریایی سودوموناس آئروژینوزا به آنتییکی از دلایل مهم مقاومت سویه هابیوفیلم 

ی باکتری سودوناس آئروژینوزا و ارتباط آن با قدرت بیوفیلم های بالینبررسی اثر مهارکنندگی نانوذرات اکسید آهن با پوشش کیتوسان بر جدایه

های ویژگیگردید.  ساختار سطحی سنتز شد و با کیتوسان اصلاح FeCl2 * 4H2Oو  6H2O FeCl3 *از Fe3O4باشد. نانوذره باکتری می

 براساس روش میکرو سودوموناس آئروژینوزادر هر سویه بالینی تعیین شد. میزان تولید بیوفیلم  SEMو   RD, FTIR, DLS, TGAنانوذره با

 تعیین گردید. میکرودایلوشن براث با روش (MIC) حداقل غلظت مهارکنندگی ها با نانوذره اکسیدآهن،بعد از تیمار سویه .گیری شداندازهتیترپلیت 

های بالینی جدایه تشکیل بیوفیلم در( لیترم/میلیگرمیلی 80تا  512/0های متفاوت )غلظت آهن با پوشش کیتوسان درنتایج نشان داد که نانوذره 

. نانوذره اکسیدآهن های مختلف متفاوت بوددر سویهنانوذرات تشکیل بیوفیلم سودوموناس آئروژینوزا را مهار کرده و حداقل غلظت مهارکنندگی 

 ان عوامل ضدمیکروبی جدید با ارزش باشد.عنوهای بیوفیلم استفاده شود و بهتواند در درمان عفونتپوشش داده شده با کیتوسان می

  سودوموناس آئروژینوزا، بیوفیلم، نانوذرات اکسیدآهن کلمات کلیدی:

 Shohrehzare@yahoo.com :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول

 

  

mailto:Shohrehzare@yahoo.com


 ....ناس موهای بالینی باکتری سودووشش کیتوسان بر جدایهاثر مهارکنندگی نانوذرات اکسیدآهن با پمزده و همکاران             زمانی

324 

 مقدمه

طلب و سودوموناس آئروژینوزا یک باکتری گرم منفی فرصت       

. این باکتری (2011و همکاران،  Fricks-Lima) است انسان زایبیماری

ستانی بعد از استافیلوکوکوس اورئوس های بیمارسومین عامل عفونت

میزان مرگ و میر در بیماران دچار نقص ایمنی  و اشریشیاکلای است.

های ناشی از سودوموناس آئروژینوزای بیمارستانی در توسط پنومونی

ها، در سوختگی های این باکتری غالباًباشد. عفونتمی %70حدود 

  (CF)یبروز کیستیکهای ریوی مثل فهای ادراری و بیماریعفونت

با تشکیل بیوفیلم توانایی  سودوموناس آئروژینوزا گزارش شده است.

محافظت در برابر سیستم ایمنی میزبان و عوامل ضدمیکروبی مختلف 

 ،های باکتریایی. بیوفیلم(2004و همکاران،  Núñez) کندرا ایجاد می

س ها هستند که در یک پوشش گلیکوکالیکتجمعات پیچیده باکتری

چسبند. سودوموناس آئروژینوزا در می سطوح مخاطی شده و به محصور

هایی به ضخامت چند صد میکرومتر بیوفیلم ،های آزمایشگاهیسیستم

های موجود ارگانیسمدهد. میکروبا اشکال برجی و قارچی تشکیل می

ها تقسیم کار صورت در بیوفیلم به سطوح چسبیده و در بین آن

و در برابر جریان خون  گرفتهتر صورت یون راحتگیرد، کلونیزاسمی

بیوفیلم از دسترس سیستم مولد های باکتری ماند.میو ادرار پابرجا 

چنین انتقال ژن هم مانده،ایمنی میزبان مانند فاگوسیتوز در امان 

دنبال آن غلظت بالایی از سموم خارجی پذیرد و بهتر صورت میراحت

حداقل غلظت مهاری مواد ضدمیکروبی  .شود)اگزوتوکسین( ایجاد می

و همکاران،  Núñezدر حضور بیوفیلم افزایش قابل توجهی دارد )

ها و مقاومت دلیل اهمیت بیوفیلم در ایجاد بیماریمحققان به .(2004

های مناسبی برای مهار و پیشگیری از کاردر جستجوی راه ،دارویی

مهارکنندگی نانوذرات  هدف از این مطالعه اثرتشکیل بیوفیلم هستند. 

های بالینی باکتری سودوناس اکسیدآهن با پوشش کیتوسان بر جدایه

آئروژینوزا و ارتباط آن با قدرت تشکیل بیوفیلم باکتری است. نانوذرات 

های عنوان یک درمان جدید برای برخی باکتریاکسیدآهن به

های هشود که برنامها محسوب میبیوتیکزای مقاوم به آنتیبیماری

گذاری سلول، تری را در تشخیص، نشانگرهای زیستی، علامتکاربردی

عوامل کنتراست برای تصویربرداری زیستی، عوامل ضدمیکروبی، مهار 

های مختلف های داروسازی و درمان بیماریتشکیل بیوفیلم، سیستم

پذیر های آهن بسیار واکنش. یون(Pier ،2000) تواند، داشته باشدمی

های دیواره متصل و باعث تغییرات دیواره سلولی به پروتئین هستند و

باکتری و غشاء هسته شده که در نهایت منجر به تخریب و مرگ 

سازی باکتری با اتصال و دناتوره شود و توانایی مهار همانندسلول می

  .(2009و همکاران،  Bjamsholt) باکتری را دارند DNAکردن 
 

 هامواد و روش

 مقدار کیتوسان: پوشش با اکسیدآهن نانوذرات ساخت -فال       

در یک  FeCl2*4H2Oگرم  97/3و  FeCl3*6H2Oگرم پودر  307/2

لیتری میلی 500 بالن یک سپس به و رسانده حجم لیتر بهمیلی 100بالن 

 تورادقیقه در دستگاه سونیک 30سه دهانه منتقل شد. در این مرحله 

(Sonicator) لیتر آمونیاک غلیظ در میلی 47/7قدار قرار داده شد. م

رسانده و درون قیف جداکننده )دکانتور(  100یک بالن به حجم 

های بالن وصل شد.یک مبرد )کندانسور( ریخته و قیف به یکی از دهانه

همراه با جریان آب به دهانه اصلی بالن سه دهانه متصل کرده و بالنرا 

در  .تشکیل داده شد رفلاکسدرجه قرار داده و  85در حمام پارافین 

قطره بر ثانیه به محلول اضافه شد.  2این مرحله آمونیاک با سرعت 

 85ساعت در دمای  2مدت پس از اتمام آمونیاک، این رفلاکس به

دلیل به شد.درجه انجام شد. سپس محلول داخل کریستالیزور ریخته 

ا زیر رببا قرار دادن آهن ،خاصیت مغناطیسی نانوذرات اکسیدآهن

کریستالیزور محلول به دو فاز تبدیل شده، مایع رویی را دور ریخته  و 

منظور خشک بار با اتانول شست و شو شد. به 2بار با آب مقطر و  2

گراد قرار درجه سانتی 40ساعت در دمای  2مدت شدن، نمونه به

 . محلول خشک شده همان نانو(2016و همکاران،  Morovati) گرفت

باشد. سپس جهت اصلاح ساختار سطحی نانوذرات هن میذره اکسیدآ

با وزن   (C12H24N2O9)گرم کیتوسان 5/0 اکسیدآهن با کیتوسان،

این  pHحل شد.  % 1استیک لیتر اسیدمیلی 50مولکولی کم، در 

رسانده شد. نانوذرات را با محلول  8/4 به 9/3 مولار از 1محلول با سود 

ساعت با  18مدت در دمای اتاق بهای مخلوط کرده و کیتوسان ژله

بالاترین دور ممکن هم خورد. سپس توسط آهنربا، نانوذرات اصلاح 

تا خشک  گرفتهگراد قرار سانتی درجه 70 آونشده را جدا کرده و در

 .(2012و همکاران،  Unsoy) شد

در این تحقیق برای  های توصیف تحلیل نانوذرات:روش -ب       

 از نگاره الکترونی میکروسکوپ از انوذراتن کلی ساختار بررسی

(Scanning Electron Microscope=SEMبه ،) منظور تعیین توزیع

(، DLS=Dynamic Light Scattering) پویا نور پراکندگی روش از نانوذرات

جهت تعیین عموم کمیات ساختار کریستالی نانوذرات از تکنیک تابش 

 و ساختار تعیین برای (،XRD=X-Ray Diffraction) ایکس اشعه

 FTIR= Fourirerشناسایی ترکیبات آلی از طیف سنجی مادون قرمز )

Transform Infrared Spectroscopy و جهت کسب اطلاعات کمی )

کیفی در مورد ترکیبات نانوذرات از روش آنالیز شتاب حرارتی  و

(Fourirer Transform Infrared Spectroscopy=TGA) استفاده شد 

(Baniasadi  ،2014و همکاران). 



 1398 بهار، 1، شماره یازدهم سال                                                                  پژوهشی محیط زیست جانوری    فصلنامه علمی   
 

325       

های سودوموناس گیری، کشت و تشخیص جدایهنمونه -ج       

سودوموناس آئروژینوزا  ایزوله 60توصیفی روی  مطالعه این آئروژینوزا:

های جدا شده شامل خون، ادرار، زخم، ترشحات و خلط باشد. نمونهمی

ری شد. با استفاده آوسینا جمعبستری در بیمارستان  بیماران از که است

آمیزی گرم، رشد در محیط مک های بیوشیمیایی مانند رنگاز تست

، تست TSIهای اکسیداز و کاتالاز، واکنش در محیط کانکی آگار، تست

OF درجه 42، بررسی تحرک، تولید اندول و گاز، رشد در در دمای 

ر، گراد و تولید پیگمان پیوسیانین در محیط مولر هینتون آگاسانتی

 .(Pier ،2000) شدندهای سودوموناس آئروژینوزا شناسایی سویه

روش میکروتیتر ها بهبررسی تشکیل بیوفیلم جدایه -د       

از محیط  هاباکتری کلنی تک لوپ با :(MTP=Microtiter Plate) پلیت

کشت متراکم داده و  TSAکشت بلاد آگار برداشته شد و روی محیط 

های از باکتری یک لوپ پر گذاری شد. سپسانهگرمخ ساعت 24مدت به

دار درپوش آزمایش هایلوله و درون برداشته TSAمحیط  روی کرده رشد

که مایع درون ها تلقیح داده شد تا زمانیلوله بدون تماس با جداره

از محیط  میکرولیتر 200فارلند ایجاد کند. کدورتی معادل نیم مک لوله

بار تکرار منتقل شد  3خانه با  96ی پلیت هاحاوی باکتری به چاهک

سپس  .ساعت درون انکوباتور شیکردار قرار داده شد 48مدت و به

 دقیقه انجام شد. 10مدت بهدرصد 15آمیزی با کریستال ویوله رنگ

 3سایتیشن خوانش دستگاه در هاپلیت ،بیوفیلم تشکیل شدت بررسی جهت

(Cytation3 ) ار داده و قدرت تشکیل نانومتر قر 570در طول موج

 .(2006و همکاران،  Mathur) گردید تعیین 1بیوفیلم بر اساس جدول 
 

 جذب نوری در انواع بیوفیلم: 1جدول

 بر حسب نانومتر OD570 نوع بیوفیلم

OD570   بیوفیلم قوی ≥ 1 

0/1 بیوفیلم متوسط ≤ OD570 < 1 

OD570 بیوفیلم منفی < 0/1 

 

 MIC=Minimum Inhibitory) مهاری غلظت حداقل تعیین -ه       

Concentration) آزمایش  کیتوسان: پوشش با اکسیدآهن نانوذرات

MIC در براث صورت دو بار تکرار با استفاده از روش میکرودایلوشن به

 میکرولیتر از سوسپانسیون نانو 75ای انجام شد. خانه 96های پلیت

، 30، 20، 15، 10، 5، 4 ،3، 2، 1، 512/0، 256/0های ذرات با رقت

داخل لیتر بهگرم بر میلیکرومی 100و  90، 80، 70، 60، 50، 40

میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری برابر با  75ها ریخته شد. چاهک

ها در مربوطه افزوده گردید. در انتها پلیت فارلند از جدایهنیم مک

میکرولیتر  50 دند.ش انکوبه ساعت 24 مدتگراد بهسانتی درجه 37 دمای

میلی گرم بر  5( با غلظت TTCمحلول تری فنیل تترازولیوم کلراید )

ها اضافه شد. پس از گذشت این مدت، پلیتبه هر چاهک میلی لیتر 

خانه خارج و از نظر ایجاد رنگ قرمز بررسی شدند. یک غلظت از گرم

فته بود بالاتر از آخرین غلظتی که رنگ قرمز تترازولیوم را به خود گر

نانوذرات برای باکتری مورد بررسی در نظر گرفته شد.  MICبه عنوان 

در این آزمون به منظور کنترل محیط کشت به عنوان بلانک از محیط 

و  Mathur) کشت خالی )بدون نانوذره و باکتری( استفاده گردید

 .(2006همکاران، 

د ( نانوذرات اکسیMBC) کشندگیتعیین حداقل غلظت -و       

ها که در آن هاییچاهکمیکرولیتر از  10 آهن با پوشش کیتوسان:

رنگ قرمز ایجاد نشده بود روی محیط کشت جامد مولر هینتون آگار 

درجه انکوبه شد. پس  37ساعت در دمای  24 شد. کشت متراکم داده

ها از نظر رشد باکتری بررسی و آخرین غلظتی که پلیت ،ساعت 24از 

نانوذرات  MBCعنوان آن، کلنی رشد نکرده بود بهدر پلیت مربوط به 

 .(2006و همکاران،  Mathur) درنظر گرفته شد باکتریبرای 
 

      نتایج

 توصیف تحلیلی نانوذرات اکسیدآهن با پوشش کیتوسان  نتایج

ساختار  SEMتصاویر : SEMنتایج حاصل از تصاویر  -1-الف       

 .(1)شکل  دهدمیرا نشان  مکعبی نانوذرات با سطحی صاف و هموار

سایز نانوذرات مغناطیسی در تصاویر حاصل از میکروسکوپ الکترونی 

 گزارش شد.نانومتر  40در حدود 
 

 
 آهنمکعبی ذرات  ساختار :1شکل 

 

نتایج حاصل از آزمون  DLS:نتایج حاصل از آزمون  -2-الف       

درصد از  76اد که زتا سایزر توسط دستگاه پراکندگی نور پویا نشان د

 Z average نانومتر داشتند.  5/14ذرات سنتز شده قطری در حدود 

پس از اصلاح سطح  .(2شکل ) 386/0برابر با  PDIو  2/54این آزمون 

نانومتر داشتند.  183درصد از ذرات قطری در حدود  82 ،با کیتوسان

Z average  و  411این آزمونPDI  (.3شکل بود ) 262/0برابر با 
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 نانوذرات ایکس پرتو پراش الگوهای XRD: آزمون نتایج-3-الف       

است.  شده ارائه 2 و جدول 4شکل در  دهیش رسوبروبه شده تهیه

، 311، 220 ترتیب مربوط به صفحات بلورییت بههای قابل روپیک

 صفحات این هایپیک باشد که با تطابقمی 440 و 511، 422، 400

 کمیته 19-0629 شماره با کارت هاآن به پراش مربوط زوایای و

 ذرات بودن مگنتیت پودرها استاندارد پراش نگاری مشترک

(Fe3O4)  در نانوذرات الگوی پراش پرتوی ایکس  5شکل شد.  تایید

که قابل طوردهد. هماناصلاح شده با پلیمرکیتوسان را نشان می

مشاهده است با ایجاد این لایه سطحی پلیمری، الگوی پراش پرتو 

ها کاسته شده است ایکس هم تفاوت پیدا کرده است و از شدت پیک

 باشد.دهنده وجود ترکیب جدیدی در این ساختار میکه این نشان

عنوان سنتز نانوذرات مغناطیسی به: FT-IRنتایج  -4-الف       

چنین حضور لایه کیتوسان روی و هم Fe3O4در  Fe-Oنتیجه اتصال 

. حضور (6شکل ) مشخص شد FTIRمغناطیسی توسط طیف  سطوح

به پیوند  مربوط که cm-1 579 در قوی کششی جذب توسط Fe3O4 هسته

Fe-O که حضور پیک در ناحیه کندمشخص می ،است  cm-1568  در

کند. پیک در محدوده مگنتیت را تایید می نانوذرات حضور حاصل، طیف

مربوط به کیتوسان،  NH2و  OHمربوط به ارتعاش کششی  3414

مربوط به آمید نوع یک، پیک در محدوده  1617پیک در محدوده 

های مربوط به گروه 1074گروه کربوکسیل و پیک در  مربوط به 1398

حاصل از این  باشند. بنابراین طیفهیدروکسیل مربوط به کیتوسان می

های عاملی مربوط به پلیمرکیتوسان را در این تکنیک حضور گروه

 (.6شکل کند )ختار تایید میسا

 
 

 

 
 پس از اصلاح سطح نانوذرات DLSنمودار نتیجه آزمایش : 2شکل 

 

 
 نانوذرات قبل از اصلاح DLSنمودار نتیجه آزمایش : 3شکل 

 

 
 از نانوذرات اکسیدآهن اصلاح نشده XRD آزمون نتیجه دارنمو :4شکل

 

 
 وسانکیت با شدهاصلاح آهن اکسیدذره نانو از XRD آزموننتیجه نمودار :5شکل
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 دست آمده از پراش پرتو ایکسبه d-valueو مقایسه آن با مقدار  Fe3o4و  Fe2o3محاسبه شده برای  d-valueمقایسه مقدارهای نظری  :2جدول 

 صفحات بلوری
d-value  محاسبه شده 

 Fe2o3*نظری برای  

d-value  محاسبه شده 

 Fe3o4*نظری برای 

d-value با  به شدهمحاس 

 نتیجه پراش پرتو ایکس
 (2Ɵزاویه پراش )

220 950/2 960/2 96801/2 11/30 

311 510/2 532/2 53077/2 4709/35 

400 089/2 099/2 09668/2 1466/43 

422 700/1 710/1 71314/1 4887/53 

511 610/1 615/1 6177/1 922/56 

440 470/1 480/1 48513/1 5438/62 

 پودرها استفاده شده است. استاندارد پراش نگاری کمیته مشترک 19-0629های نظری مربوط به کارت شماره ضای بین صفحات بلوری مگنتیت و مگهمیت از داده* در محاسبه ف

 

 آنالیز حرارتی نانو نتیجه :TGA آزمون نتایج حاصل از -5-الف       

درصد  97/8 گراددرجه سانتی 600ذرات مگنتیت نشان داد تا دمای 

 200که افت وزنی تا دمای جااز آن .از وزن ذرات افت داشته است

باشد، گراد مربوط به آب جذب شده بر سطح ذرات میدرجه سانتی

درصد از این افت وزنی مربوط به رطوبت  5 نتیجه گرفت تقریباً توانمی

شود پایداری حرارتی ذرات طورکه مشاهده میهمان ذرات بوده است.

 ،گراد بسیار بالا رفته است و تا این محدوده دماییرجه سانتید 200تا 

 600آن تا  زکه پس ادرحالی .شودافت وزنی چشمگیری مشاهده نمی

ها درصد کاهش وزن نشان داده شده است. داده 5 ،گراددرجه سانتی

حرارتی بالاتری در مقایسه  پایداری شده داده پوشش دهد ذراتمی نشان

که الگوی رفتار حرارتی اند. علاوه بر اینشش پیدا کردهبا ذرات بدون پو

آمیز این اصلاح متفاوت این دو نمونه خود تاییدی بر انجام موفقیت

 (.8و  7های شکلباشد )می

 

 
از نانوذره اکسیدآهن اصلاح  FTIRنمودار نتیجه آزمایش : 6شکل 

 شده با کیتوسان

 
 نوذرات مگنتیتنمودار طیف آنالیز حرارتی نا: 7شکل 

 

 
تیت اصلاح شده نمودار طیف آنالیز حرارتی نانوذرات مگن: 8شکل 

 نتوسط پلیمر کیتوسا
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 سودوموناس تشخیصی هایتست نتایج بررسی -ب       

نجام نمونه مشکوک، پس از ا 100در این مطالعه از بین : آئروژینوزا

ها از منابع نهنمونه مورد تایید قرار گرفت. نمو 60های تشخیصی تست

ای همختلف چون ادرار، زخم، مایعات، ترشحات، تراشه و سایر نمونه

 بالینی)خون، خلط، آبسه( جداسازی شدند. 

: دههای تیمار نشلم تشکیل شده در نمونهمیزان بیوفی -ج       
قوی  دهندهتشکیل (% 55) مورد 33نمونه سودوموناس آئروژینوزا  60از 

ضعیف بیوفیلم بودند. در این  دهنده( تشکیل% 45مورد ) 27بیوفیلم، 

 منفی مشاهده نشد. ای با بیوفیلمروش هیچ نمونه

غلظت مهاری  حداقل تعیین و شدهتشکیل بیوفیلم میزان -د       

(MIC) اکسیدآهن با پوشش با نانوذرات  تیمارشده هاینمونه رد

 بعد نانودر مرحله : کیتوسان بر باکتری سودوموناس آئروژینوزا

های بالینی سودوموناس آئروژینوزا با پوشش کیتوسان بر سویه آهن ذره

تاثیر داده شد. این نانوذره باعث تبدیل بیوفیلم قوی به بیوفیلم ضعیف 

های متفاوت گردید. لذا برای هر سویه حداقل غلظت مهاری در رقت

وژینوزای آئر سودوموناس سویه 60 در گردید. تعیین نانوذره توسط بیوفیلم

( 5%) مورد 3باکتری  تشکیل بیوفیلممورد مطالعه حداقل غلظت مهار 

گرم/ میلی 4 غلظت ( در% 66/6) مورد 4 ،لیترگرم/میلیمیلی 2 غلظت در

 مورد 7،  لیترگرم/میلیمیلی 60( مورد در غلظت 10%) 6،  لیترمیلی

( % 66/11) مورد 9، لیترگرم/میلیمیلی 512/0( در غلظت % 66/11)

 20( در غلظت % 66/51) مورد 31و  لیترگرم/میلیمیلی 80در غلظت 

روش به MICنتایج بررسی بیوفیلم و  مشاهده شد. لیترگرم/میلیمیلی

 سودوموناس هایجدایه جداسازی منشا فراوانی و پلیت میکروتیتر

 شده است. ارائه  3جدول در آئروژینوزا، 

 

 های بالینی با نانوذره آهن با پوشش کیتوسانخلاصه نتایج تیمار نمونه :3جدول 

 

 حثب

سودوموناس  جنس در زابیماری عامل ترینشایع آئروژینوزا سودوموناس       

خصوص های مختلف بهکلونیزه شدن این باکتری در مکان توانایی است.

های بیمارستانی در ایجاد عفونت در محیط بیمارستان بر اهمیت آن

سودوموناس آئروژینوزا  (.Amiri ،2013و  Shah Zeidiافزوده است )

و  Rasamiravaka) های بیمارستانی شایع استعفونت %10عامل 

جمله زا از(. این پاتوژن تعداد زیادی از عوامل بیماری2015همکاران، 

منجر  کند. بیوفیلمتولید می بیوفیلمها و ها، پیگمانها، توکسینآنزیم

های دباکتریایی هومورال و سنتتیک از سلولداشتن عوامل ضنگه دوربه

 افزایش .(2010 همکاران، و Kalishwaralal) گرددمی باکتریایی

این  دهندههای سودوموناس آئروژینوزا نشانکلونیزاسیون و بیوفیلم

وسایل و تجهیزات بیمارستانی  با های مرتبطواقعیت است که عفونت

های تا با گرفتن تصمیم هستند در تلاش محققینرو به افزایش است. 

آن کمک پیشگیری، از انتقال جلوگیری و در نتیجه جدی در زمینه 

به ایمنی و سلامت بیماران نمایند. امروزه نانوذرات هم توجه خاصی 

صنعت و پزشکی  آن در خود اختصاص داده و استفادهاین زمینه به را در

زا در مقبول گشته است. این فناوری از طریق کنترل عوامل بیماری

لحاظ بازدهی بالا، عملی بودن و رو بهباشد. از اینشر میخدمت ب

صرفه بودن از لحاظ اقتصادی و سازگاری ها و مقرون بهافزایش ظرفیت

های با محیط زیست و ماندگاری بسیار زیاد در مقایسه با دیگر روش

 .(Costerton ،2002و  Donlanیت دارد )حبهبود فناوری و تولید ارج

Unsoy  آهن با پوشش کیتوسان سیدنانوذرات اک (2012)و همکاران

پلی فسفات از تری استفاده با (Cross linking) لینکینگ کراس روشرا به

با هم تولید کردند.  کیتوسان هایمولکول عرضی منظور ایجاد اتصالاتبه

بودند.  (4O3Feنانوذرات نشان داد که نانوذرات مگنتیت ) XRDنتایج 

تایید  FTIRکیتوسان بر سطح مغناطیسی از طریق نتایج  وجود لایه

حاکی از آن بود که نانوذرات ساختار کروی دارند و  TEMشد. نتایج 

 Unsoyخلاف تحقیق بر .شد گزارش نانومتر DLS ،183 میانگین در قطر

رسوبی برای سنتز ، در پژوهش حاضر از روش هم(2012) و همکاران

حد واسطی جهت برقراری  نانوذرات استفاده شده که نیاز به ماده

نانوذرات  (2009)و همکاران  Lopez-Cruz رضی ندارد.اتصالات ع

آهن با اتصالات کوالانسی کیتوسان را از روش تجزیه حرارتی و اکسید

های تعداد نمونه

 سایر

های تعداد نمونه

 تراشه

های تعداد نمونه

 ترشحات

های تعداد نمونه

 زخم

های تعداد نمونه

 ادرار
 MIC تعداد سویه بیوفیلم

 512/0 7 ضعیف 3 1 0 2 1

 2 3 ضعیف 2 1 0 0 0

 4 4 ضعیف 0 0 1 2 1

 20 13 ضعیف 5 4 1 1 2

 20 18 قوی 3 1 4 6 4

 60 6 قوی 3 2 0 1 0

 80 9 قوی 4 1 0 2 2
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تغییر لیگاند سطحی به یک سیلان کربوکسیلیک اسید تولید کردند. 

سازی اتصال امیدی بین کیتوسان و نانوذرات مغناطیسی از طریق فعال

ایط افزایش حلالیت کیتوسان تحت شر (Carbodiimide) کربودیایمید

 دهندههای تشخیصی نشانو پایداری ذرات مشاهده شد. نتایج تست

تواند در نانوذرات سوپرپارامغناطیس با پوشش کیتوسان بود که می

در پژوهش حاضر بر خلاف  .در آب پایدار بماند pHوسیعی از  محدوده

رات از روش ، برای سنتز نانوذ(2012)و همکاران Lopez-Cruzتحقیق 

های واسطه استفاده رسوبی بدون نیاز به اتصلات جانبی و مولکولهم

خود جلب -دلیل سادگی، توجه بسیاری را بهرسوبی بهروش همشد 

های هیدروترمال چون روشهای دیگر همکرده است و نسبت به روش

علاوه حلال مورد استفاده تری دارد. بهو تجزیه حرارتی، دما و زمان کم

محیطی ندارد، راندمان واکنش بالا )آب( مشکل زیست این روشدر 

چنین تولید نانوذرات در مقیاس بالا نیز وجود دارد. هم و امکان باشدمی

 صورت ثابت بودن شرایط سنتز، کیفیت نانوذرات تشکیل شده کاملاً  در

قوتی برای این پژوهش محسوب  و این خود نقطه پذیر خواهد بودتکرار

باکتری سودوموناس  توسط بیوفیلم تشکیل میزان بررسی هتج گردد.می

عنوان استاندرد طلایی مطرح آئروژینوزا از روش میکروتیتر پلیت که به

مورد  سویه 60شود استفاده شد. نتایج حاکی از آن بود که از می

بیوفیلم ضعیف تشکیل دادند و  %45بیوفیلم قوی و  %55مطالعه 

 O’Toole (2011)ها مشاهده نشد. ام از سویهکدبیوفیلم منفی در هیچ

سودوموناس  یافتههای وحشی و جهشبا بررسی تشکیل بیوفیلم گونه

ای از تواند برای طیف گستردهآئروژینوزا نشان داد که این روش می

 های متحرک بههای میکروبی مورد استفاده قرار گیرد. میکروبگونه

که حالیچسبد درلیت و یا ته آن میهای پطور معمول به دیواره

طور معمول فقط به ته چاهک هایی که تحرک ندارند بهمیکروب

چنین بیان کرد که شرایط مطلوب برای تشکیل چسبند. وی هممی

عنوان مثال: متوسط رشد، دما و مدت زمان انکوباسیون باید بیوفیلم به

و همکاران  ishidaیج نتا .طور تجربی برای هر میکروب تعیین شودبه

با استفاده از مطالعات میکروسکوپ الکترونی روی بیوفیلم ( 1998)

روزه ضخامت و ساختار بیوفیلم، بیش از  7های نشان داد، در بیوفیلم

به جنس  شده تولید بیوفیلم میزان چنینهم باشد.روزه می 1 هایبیوفیلم

نوزا به بستر نیز وابسته است. تشکیل بیوفیلم در سودوموناس آئروژی

چون قند )گلوکز ویا عوامل متعددی از قبیل فاکتورهای محیطی هم

چنین که در محیط کشت وجود دارند هم لاکتوز( یا میزان پروتئازهایی

آهن  .های سودوموناس آئروژینوزا وابسته استنتیکی سویهژ زمینه

 100 تا 10های که غلظت حالیکند درحرکت کششی را القا می

کند. خارج از بیوفیلم را تحریک می ع سلولی و توسعهتجم میکرومتر

صورت پلانکتونیکی تواند بهمی فقط آئروژینوزا سودوموناس محدوده، این

سازد. تحت شرایطی که میزان آهن بالاست، زندگی کند و بیوفیلم نمی

کنند، بنابراین شوند اما به سطح اتصال پیدا نمیها تکثیر میسلول

طبق آزمایشات انجام شده مشاهده شد که  شود.نمیبیوفیلم تشکیل 

های مختلف سودوموناس حداقل غلظت مهاری نانوذرات در جدایه

دلیل بالینی تواند بهمی باشد. این مساله احتمالاًآئروژینوزا، متفاوت می

ترین ها باشد. کمها، تفاوت و افزایش میزان مقاومت آنبودن جدایه

MIC ترین بیش  و جدایه 7 در لیترگرم/میلیمیلی 512/0 شده گیریاندازه

MIC جدایه 60سویه از  7در  لیترگرم/میلیمیلی 80 گیری شدهاندازه 

 ( در غلظت%66/51 =نمونه 31ها )تر نمونهمورد بررسی است و بیش

و همکاران   Zafariمهار تشکیل بیوفیلم شدند. لیترگرم/میلیمیلی 20

 γ-Fe2O3 آهن مغناطیسی اکسید نانوذرات باکتریاییضد اثرات (2012)

کننده بر سه باکتری دیسپرس عامل عنوانحضور نشاسته به در Fe3O4 و

اورئوس بررسی  استافیلوکوکوس و اشریشیاکلای آئروژینوزا، سودوموناس

های تعیین مشخصات ساختاری نانوذرات سایز طبق نتایج تست کردند.

نانومتر داشتند. نتایج آنالیزهای میکروبی حاکی از آن  40تا  30بین 

حتی در بالاترین غلظت و بعد از دیسپرس γ-Fe2O3  د که نانوذراتبو

 های مورد مطالعه را ندارد اما نانوشدن، توانایی از بین بردن باکتری

خصوص های استفاده شده را بهتوانایی غلبه بر باکتری Fe3O4ذرات 

و  لیترگرم/میلیمیلی 50 غلظت مورد بررسی یعنی ترین بازهدر بیش

 نتایج تحقیق حاضر از لحاظ نوع نانو .باشددر حضور نشاسته دارا می

( 2012)و همکاران  Zafari و سایز نانوذرات با تحقیق 4O3Fe ذره

منظور افزایش مطابقت دارد اما در تحقیق حاضر از پوشش کیتوسان به

و   Zafariتحقیقکه در حالینفوذ نانوذرات به باکتری استفاده شد در

نانوذرات  کنندهسپرسعنوان عامل دیاز نشاسته به( 2012)همکاران 

ها به باکتری استفاده شد. مزیت نتایج این مطالعه و افزایش نفوذ آن

کنندگی های مهارغلظت( 2012)و همکاران  Zafari نسبت به مطالعه

 %( 66/51) مهارکنندگی میزان ترینبیش کهطوریتر است بهپایین بسیار

باشد از نانوذرات می لیترگرم/میلیمیلی 20 ها مربوط به غلظتنمونه

ساکاریدی کیتوسان از پوشش پلی استفاده دلیلبه تواندمی مساله این هک

 قوتی برای این تحقیق است. روی نانوذرات باشد که این خود نقطه

Shah Zeidi وAmiri  (2013) آهن )همراه اثر دونوع از نانوذرات اکسید

 سودوموناسسه باکتری  رشد مهار بر همراه با مرکاپتواتانول( و نشاسته با

آئروژینوزا، اشریشیا کلی و استافیلوکوکوس اورئوس را بررسی کردند. 

 Fe3O4 نانومتر و سایز نانوذرات 23برابر با  Fe3O4 (s)سایز نانوذرات 

(ME)  نانومتر گزارش شد. در مورد باکتری سودوموناس  22برابر

ت کسید آئروژینوزا نتایج حاکی از آن بود که در هر دو نمونه از نانوذرا

آهن همراه با نشاسته و همراه با مرکاپتواتانول قطر هاله عدم رشد در 

ها از نانوذرات نسبت به دیگر غلظت لیترگرم/میلیمیلی 25 غلظت

سودوموناس آئروژینوزا از دو باکتری مورد تر بود و گزارش شد که بیش

مستقیمی  تر است و رابطهبررسی دیگر نسبت به این نانوذرات حساس
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. از برتری وذرات و میزان مهار باکتری مشاهده شدبین غلظت نان

توان می Amiri  (2013)و Shah Zeidi حاضر نسبت به مطالعه مطالعه

های سودوموناس آئروژینوزا از هم و میزان قدرت مشخص بودن جدایه

 Shah Zeidi خلاف مطالعهها در تشکیل بیوفیلم را ذکر کرد که برآن

ضر میزان مهار به غلظت نانو بستگی حا در مطالعه Amiri  (2013)و

تمامی  باشد.باکتری مورد مطالعه می نداشت بلکه وابسته به نوع جدایه

ساختارشان  دلیلبه آئروژینوزا سودوموناس جملهاز منفی گرم هایباکتری

محیط خارجی از طریق غشای خارجی،  در مجبور به انتقال آهن موجود

منظور وارد کردن آهن به بهپلاسمی و غشای سلولی فضای پری

تواند مورد استفاده قرار گیرد و اند که آهن در آن میسیتوپلاسم

ای را برای گانههای چندذخیره شود. سودوموناس آئروژینوزا مکانیسم

دهد. آهن نقش مهمی در مراحل مختلف تشکیل جذب آهن نشان می

ماتریس دارد. های انتقال پیام و ثبات جمله در مکانیسمبیوفیلم از

بیوفیلم را  تجمع سلولی و توسعه میکرومتر 100 تا 10های غلظت

کند. خارج از این محدوده، سودوموناس آئروژینوزا فقط تحریک می

تحت   سازد.صورت پلانکتونیکی زندگی کند و بیوفیلم نمیتواند بهمی

شوند اما به سطح ها تکثیر میشرایطی که میزان آهن بالاست، سلول

شود. در نتیجه در کنند، بنابراین بیوفیلم تشکیل نمیپیدا نمی اتصال

توسط باکتری و خواص  جذب آهن حاضر با توجه به اطمینان از پژوهش

بیوفیلم  محرک توسعه های بالاتر از محدودهآن در غلظت بیوفیلمیضد

نتایج این مطالعه نشان داد که از نانوذرات اکسید آهن استفاده شد. 

عنوان توانند بهسنتزی میاکسید آهن با پوشش کیتوسان رات نانوذ

عمل سودوموناس آئروژینوزا  هایجدایه ماده مهارکننده بیوفیلم در یک

های بالینی شود که میزان بیوفیلم در نمونهکنند. بنابراین پیشنهاد می

آهن عوارض جانبی نانوذرات اکسیدچنین تر و همتر و اختصاصیبیش

 وسان بر انسان جهت تولید دارو بررسی شود.با پوشش کیت
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پیشوا -باشد که با حمایت دانشگاه آزاد اسلامی واحد ورامینارشد می

وسیله از کلیه کسانی که در انجام این به انجام رسیده است. بدین

 گردد.دند، تشکر و قدردانی میتحقیق حمایت کر
        

  منابع

1. Baniasadi, M.; Tajabadi, M.; Nourbakhsh, M. and 
Kamali, M., 2014. Synthesis and characterization of Core 
Shell nanostructure containing super Paramagnetic Magnetite 
and PAMAM Dendrimers. Vol. 8, No. 3, pp: 51-63. 

2. Bjamsholt, T.; Jenson, P.O.; Fiandca, M.J.; Pedersen, J.; 
Hansen, C.R. and Anderson, C.B., 2009. Pseudomonas 
aeruginosa biofilms in the respiratory tract of cystic fibrosis 
patients. PediatrPulmonol. Vol. 44, pp: 547-558. 

3. Donlan, R.M. and Costerton, J.W., 2002. Biofilms: 
Survival mechanisms of clinically relevant microorganisms. 
ClinMicrobiol Rev. Vol. 15, pp: 16-93. 

4. Fricks-Lima, J.; Hendrickson, C.M.; Allgaier, M.; Zhuo, 
H.; Wiener-Kronish, J.P. Lynch, S.V., 2011. Difference in 
biofilm formation and antimicrobial resistance of 
Pseudomonas Aeruginosaisolated from airways of 
mechanically ventilated patients and cystic fibrosis patiens. 
Intern J Antimicrob agents. Vol. 37, pp: 309-315. 

5. Ishida, H.; Ishida, Y.; Kurosaka, Y.; Otani, T.; Sato, K. 
and Kobayashi, H., 1998. In vitro and in vivo activities of 
levofloxacin against biofilm-producing Pseudomonas 
aeruginosa. Antimicrobial agents and chemotherapy. Vol. 42, 
No. 7, pp: 1641-1645. 

6. Kalishwaralal, K.; Barath, M.K.S.; Pandian, S.; Deepak, 
V. and Gurunathan, S., 2010. Silver nanoparticles impede 
the biofilm formation by Pseudomonas Aeruginosa and 
Staphylococcus epidermidis. Colloids and Surfaces B: 
Biointerfaces. Vol. 79, pp: 340-344. 

7. López-Cruz, A.; Barrera, C.; Calero-DdelC, V.L. and 
Rinaldi, C., 2009. Water dispersible iron oxide nanoparticles 
coated with covalently linked chitosan. Journal of Materials 
Chemistry. Vol. 19, No. 37, pp: 6870-6876. 

8. Mathur, T.; Singhal, S.; Khan, S.; Upadhyay, D.; Fatma, 
T. and Rattan, A., 2006. Detection of biofilm formation 
among the clinical isolates of staphylococci: an evaluation of 
three different screening methods. Indian journal of medical 
microbiology. Vol. 24, No. 1, pp: 25-36. 

9. Morovati, A.; Ahmad Panahi, H. and Yazdani, F., 2016. 
Grafting of allylimidazole and n-vinylcaprolactam as a 
thermosensitive polymer onto magnetic nano-particles for the 
extraction and determination of celecoxib in biological 
samples. International Journal of Pharmaceutics. Vol. 513, 
pp: 62-67. 

10. Núñez, N.O.; Tartaj, P.; Morales, M.P.; Bonville, P. and 
Serna, C.J., 2004. Yttria-coated FeCo magnetic 
nanoneedles. Chemistry of materials. Vol. 16, No. 16,  
pp: 3119-3124. 

11. O'Toole, G.A., 2011. Microtiter dish biofilm formation 
assay. J of Visualized Experiments. Vol. 47, pp: 2437-2446. 

12. Pier, GB. 2000. Peptide, Pseudomonas aeruginosa, 
Polysaccharides and lipopolysaccharides players in 
predicament of cystic fibrosis patients. Trend Microbiolo. 
Vol. 8, pp: 247-250. 

13. Rasamiravaka, Q.L.; Pierre, D. and El Jaziri, M., 2015. 
The Formation of Biofilms by Pseudomonas aeruginosa: A 
Review of the Natural and Synthetic Compounds Interfering 
with Control Mechanisms BioMed Research International. 
Volume 2015, Article ID 759348, 17 p. http://dx.doi. 
org/10. 1155/2015/759348. 

14. SepehriSeresht, S.; NajarPeerayeh, S.; Sattari, M. and 
Rezaee, M.A., 2007. Production of plasmid-mediated ß-
lactamases in Pseudomonas aeruginosa isolated from 
burn. Hakim Research Journal. Vol. 10, No. 1, pp: 61-65. 

15. Shah Zeidi, Z. and Amiri, G.H., 2013. Synthesis and Study 
of iron oxide nanoparticles on the growth of Pseudomonas 
aeruginosa. Second national conference on nanotechnology 
from theory to application. 

16. Tre-Hardy, M.; Vanderbist, F.; Traore, H. and 
Devleeschouwer, M.J., 2008. In vitro activity of antibiotic 
combinations against Pseudomonas aeruginosa biofilm and 
plaktonic cultures. Int J antimcrob agent. Vol. 31, pp: 329-336 

17. Unsoy, G.; Yalcin, S.; Khodadust, R.; Gunduz, G. and 
Gunduz, U., 2012. Synthesis optimization and 
characterization of chitosan-coated iron oxide nanoparticles 
produced for biomedical applications. Journal of 
Nanoparticle Research. Vool. 14, No. 11, pp: 964. 

18. Winn, W.C.; Allen, S.D.; Janda, W.; Koneman, E.W.; 
Procop, G.W. and Schreckenberger, P.C., 2006. 
Koneman’s Color Atlas and Textbook of Diagnostic 
Microbiology. 6thed. Philadelphia: Lippincott Williams and 
Wilkins.  

19. Zafari, M.; Jafarpour, M. and Biazar, E., 2012. 
Antibacterial effects of Iron Oxide nanoparticles in the 
presence of dispersing agent, Young research club, 
Tonekabon branch, Islamic Azad university. 

 


