
 

  مقاله پژوهشی

  مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

  1233- 1252 ،1398 اسفند ،18دوره 
  

 شکیسر اهیگ عصاره توسط شده سنتز نقره نانوذراتمیلیوفیب ضد اثرات

)Asphodelus dendroides (و  کیتبیوآنتیمقاوم به  ینیبال يهازولهیا يرو بر

  یشگاهیآزما مطالعه کی: هیپنومون لایکلبس لمیوفیمولد ب
 

  3ییرزایم ریام ،2يحمد يمهد محمد دیس ،1یصباح مهتاب
 

 

  9/9/98مقاله:  رشیپذ   18/8/98 :سندهیاز نو هیاصلاح افتیدر   5/8/98 جهت اصلاح: سندهیارسال مقاله به نو   9/4/98 :مقاله افتیدر
  

  چکیده

 کاربردهاي از یکی و باشدمی صرفه به مقرون هايروش از یکی گیاهان عصاره توسط نقره نانوذرات سنتزو هدف:  زمینه

 نقره نانوذرات میضدبیوفیل اثرات تعیین مطالعه این از هدف و باشدمی آنمیبیوفیل ضد و میکروبی ضد اثرات نقره، نانوذرات

  است.  یوفیلمو مولد ب تیکبیوآنتیمقاوم به  پنومونیه کلبسیلا ینیبال هايایزوله روي بر سریشک گیاه عصاره توسط شده سنتز

 یاتو خصوص یدسنتز گرد یشکسر یاهابتدا نانوذرات نقره توسط عصاره گ یشگاهی،مطالعه آزما یندر ا :هاروش و مواد

 نانوذرات مییوفیلو ضد ب یکروبیشد. به دنبال آن اثرات ضد م ییدمختلف تأ یمیاییو ش یزیکیف هايآن توسط روش يساختار

و  ینهغلظت به ینترکم هايتوسط روش یببه ترت یوفیلممولد ب پنومونیه کلبسیلا ینیبال هايایزوله روي بر شده سنتز نقره

Real Time PCR یدگرد یبررس . 

 یجنانومتر بود. نتا 420جذب در طول موج  یشینهب ينشان داد که نانوذرات نقره سنتز شده دارا UV-visتست  یج: نتاهایافته

SEM )scanning electron microscope ،(TEM )transmission electron microscopy و (XRD )X-ray powder 

diffraction (41/30±22 معیار انحراف و میانگین اندازه داراي و کروي ساختار داراي شده سنتز نقره نانوذرات که داد نشان 

 پنومونیه کلبسیلا هايسویه علیه داريمعنی میبیوفیل ضد و میکروبی ضد اثرات داراي نقره نانوذرات چنینهم. بودند نانومتر

 پنومونیه کلبسیلا هايسویه در) mrkA( بیوفیلم کدکننده ژن دارمعنی بیان کاهش باعث نقره نانوذرات کهطوريداشتند، به

  ). 001/0P شده بود (

 نشان را پنومونیه کلبسیلا هايسویه علیه نقره نانوذرات مییوفیلو ضد ب یکروبیمطالعه اثرات ضد م ینا یجنتا :گیرينتیجه

 استفاده بیوفیلم مهار براي آینده در ترکیب این از بتوان احتمالاً میلیتک مطالعات انجام با مطالعه، این نتایج به توجه با. داد

  .نمود

     mrkAژن  یوفیلمی،اثرات ضد ب یکروبی،اثرات ضد م ،پنومونیه کلبسیلانانوذرات نقره،  :کلیدي هايواژه
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 ...ي) بر روAsphodelus dendroides( یشکسر یاهنقره سنتز شده توسط عصاره گ نانوذراتیوفیلمیاثرات ضد ب 1234

 1398، سال 12، شماره 18دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  مقدمه

 ایجاد باعث هاتیکبیوآنتیگسترش استفاده از  امروزه

 به مقاوم هايباکتري آمدن وجودبه و دارویی هايمقاومت

 ،]1-2[) شده است Multi Drug Resistant( دارو چند

 عفونت ایجاد باعث که هاییباکتري از درصد 70 کهطوريبه

 رایج داروهاي از یکی به حداقل شوند،می هابیمارستان در

 کننده تولید هايباکتري. ]3-4[ اندشده مقاوم درمانی

 در جدید معضلات از یکی الطیفوسیع بتالاکتاماز هايآنزیم

 از توانایی هاباکتري این کهطوريبه اند،شده هاباکتري درمان

  . ]5[نسل سوم را دارند  هايسفالوسپورین بردن بین

 بتالاکتاماز آنزیم تولیدکننده هايباکتري ترینمهم از یکی

 خصوصبه انتروباکتریاسه خانواده هايباکتري الطیف،وسیع

مقاومت دلایل از دیگر یکی. ]6[ باشدیم پنومونیه کلبسیلا

 تولید ،پنومونیه کلبسیلابخصوص  هاباکتري دارویی هاي

 درحال هايباکتري از جمعیتی هابیوفیلم. باشدمی بیوفیلم

 به و کنندمی اگزوپلیمري ماتریکس تولید که هستند رشد

 یک ماتریکس دیگر، طرف از. ]7[ شوندمی متصل سطوح

 شده ضدمیکروبی ترکیبات ناکافی و آرام نفوذ موجب بیوفیلم

 خنثی به قادر آن مختلف نقاط در موجود غلظتی گرادیان و

 شودمی بیوفیلم درون به یافته راه ترکیبات از برخی سازي

]8[ .  

 هايسویه در بیوفیلم تشکیل در مؤثر هايژن از یکی

 mrkA )Type 3 Fimbrialژن  پنومونیه، کلبسیلا ینیبال

Shaft (ژن این که است داده نشان مطالعات و باشدمی 

را به سطوح مختلف  یهپنومون یلاکلبس هايسویه اتصال

 یی. توانا]9[ گرددمی بیوفیلم تشکیل سبب ونموده  یلتسه

زنده  ییتوانا پنومونیه کلبسیلا يدر باکتر یوفیلمب یدتول

 و دهدمی را میزبان در خشن هايیطماندن آن را در مح

  . ]10[ باشدمی پایدار و مزمن هايعفونت ایجاد مسئول

و مقاومت  یوفیلمب یدمقابله با تول کارهايراه از یکی

. ]11[ باشدمی نانوتکنولوژي علم از استفاده تیکی،بیوآنتی

 بیوفیلم بردن بین از جهت استفاده مورد نانوذرات از یکی

 مطالعات تاکنون. ]12-13[ باشدمی نقره نانوذرات باکتریایی،

نقره به  نانوذرات میبیوفیل ضد اثرات بررسی زمینه در میک

و همکارانش اثرات ضد  Gutierrezاست.  یدهانجام رس

مختلف پاتوژن  هايباکتري بروي را نقره نانوذرات مییوفیلب

مطالعه نشان داد که  ینا یجمورد مطالعه قرار دادند. نتا

 باعث لیترمیلیدر  یکروگرمم 100نانوذرات نقره در غلظت 

 سودوموناس هايسویه در بیوفیلم تولید از جلوگیري

  . ]14[ شودیم آئروژینوزا

و  یزیکیف يهابه منظور سنتز نانوذرات نقره روش امروزه

 یتوگرافی،ل یمیایی،ش یاءاز جمله اح یمیاییش

وجود دارد. از  یمتفاوت یکروویوو امواج م یزرل یمیایی،الکتروش

 یبتو تث یاییکه نقش عوامل اح یمیاییش يهاروش یبمعا

به صورت  یعتاست که در طب اینکنند، یم یفاءکننده را ا

 یموجب آلودگ یتدر نها ومانند یم ینشده باق یهتجز

 یستیسنتز ز یراً. اخ]15[شوند یم یستز یطمح یمیاییش

 یاهانمانند گ یستیو ز یعینانوذرات نقره توسط عوامل طب

 یاهان. تاکنون از گ]16[مورد توجه محققان قرار گرفته است 

 Plumbago zeylanica ،Albiziaمانند  یمختلف
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adianthifolia ،Acacia leucophloea, Chrysanthemum 

indicum L., Achillea biebersteinii, Lantana camara. 

  . ]17[ اندکرده استفاده نقره نانوذرات سنتز جهت

 Asphodelus( یشکسر یاهمطالعه از عصاره گ ینا در

dendroides .جهت سنتز سبز نانوذرات نقره استفاده شد (

درختان  علف یرخانوادهز از سرده یکنام  یشکسر

در جنوب و  است که غالباً یاهیگ یشکسر .است یدآآسفودلو

می مشاهدهتان و هندوستان و پاکس یقاشمال آفر يکشورها

ماه تا اواسط  یبهشتآن از اواسط ارد یفصل گلده و شود

کبد و  يهایدر درمان ناراحت یاه،گ ینخرداد است. عصاره ا

 یکننده در طب سنت یثر است و به عنوان ضد عفونؤمعده م

می نشان مطالعات کهاین به توجه با .]18[ شودیاستفاده م

 و فلاوونوئیدها ثانویه ترکیبات داراي گیاه این عصاره که دهد

 سنتز در سزاییبه نقش ترکیبات این و باشدمی ترپنوئیدها

 و گیاه این عصاره درمانی اثرات به بنا و دارند نقره نانوذرات

 براي مطالعه این از هدف نقره، نانوذرات وسیع کاربردهاي

 عصاره از استفاده با نقره نانوذرات بیولوژیک سنتز بار اولین

 هايایزوله بروي آن میبیوفیل ضد اثرات و سریشک گیاه

  .  باشدیم پنومونیه کلبسیلا ینیبال

  هاروش و مواد

 تا 97 ماه اردیبهشت از که آزمایشگاهیمطالعه  یندر ا

تهران مرکز به  واحدمیاسلا آزاد دانشگاه در 97 ماه شهریور

 ,IR.IAUکد اخلاق  ياست و دارا یدهانجام رس

Tehran.REC.1397.019 نمونه مشکوك  50، تعداد باشدمی

امام  یمارستانمراجعه کننده ب یماراناز ب پنومونیه کلبسیلابه 

خون و خلط  ی،نخاع- يمغز یعشامل ادرار، زخم، ما ینیخم

 آزمایشگاه به انتقال از پس هانمونه. شدند آوريجمع

 ائوزین کشت يهاطیمح يرو میکروبشناسی تحقیقاتی

 آگار) آلمان(مرك،  کانکی مک و) EMB( آگار بلو متیلن

 24 مدت به گرادسانتی درجه 37 در و شدند داده کشت

 هايباسیل مشاهده و لام تهیه از بعد. شدند نگهداري ساعت

 در کشت نظیر معمول بیوشمیایی هايتست منفی، گرم

 ،Sulfide, Indole, Motility (SIM( کشت هايمحیط

Triple Sugar Iron Agar (TSI)،  Proskauer-Vogesو 

Methyl Red )MRVP ،(اکسیداز تست و سیترات و اوره 

انجام شد. سپس  پنومونیه کلبسیلا ییدأت براي) آلمان(مرك، 

 گلیسرول و) TSB(  براث يسو یکرپتت محیط در هايباکتر

مطالعه  يبعد هايتست انجام براي گرادسانتی درجه - 70 در

 روش با میکروبی ضد حساسیت تست. ]19[شدند  یرهو ذخ

 مولر کشت محیط روي) یفیوژند یسک(د انتشار بائر کربی

 ,MAST( تیکیبیوآنتی هايدیسک به نسبت آگار، هینتون

UK (اکسون سفتري )CRO, 30 µg ،(سفتازیدیم )CAZ, 30 

µg ،(سفوکسیتین )FOX, 30 µg ،(سفوتاکسیم )CTX, 30 

µg ،(اسید نالیدیکسیک )NA, 30 µg ،(سیپروفلوکساسین 

)CP, 5 µg ،(پینممیای )IPM, 10 µgیج) انجام شد و نتا 

  . ]20[شد  ی) بررسCLSI )2018 يطبق راهنما

 یوفیلم،مولد ب پنومونیه کلبسیلا هايسویه تعیین جهت

 گرم 40 داراي آگار گنگورد کشت محیط روي بر هایهسو

 37 دماي در ساعت 24 مدت به و شدند داده کشت سوکروز

) Memert, Germany( شدند گذاري انکوبه گرادسانتی درجه
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 1398، سال 12، شماره 18دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

کلنیاتاق قرار گرفتند.  يساعت در دما 24و سپس به مدت 

 هايکلنی و بیوفیلم مولد هايسویه عنوان به رنگ سیاه هاي

 ییشناسا یوفیلمفاقد قدرت ب هايسویه عنوان به روشن قرمز

  . ]21[شدند 

 با زیستی ذخایر مرکز گیاهی بانک از سریشک گیاه

 ابتدا گیاه هوایی اندام. شد خریداري 1395 میهرباریو شماره

 شدند خشک کاملاً سایه در سپس و داده قرار هوا جریان در

 ,IKA M20 Universal( برقی آسیاب دستگاه توسط و

China (ايشیشه هايظرف درون و گردیده پودر کاملا 

 اتانولی گیريعصاره براي شده تهیه پودر از. شدند نگهداري

 دست هب عصاره. شد استفاده ماسراسیون روش از استفاده با

 جهت و شد فیلتر) آلمان(واتمن،  صافی کاغذ توسط آمده

 هايیون احیاي با گذاريرسوب روش از نقره، نانوذرات سنتز

 صورت ینا به. گرفت انجام سریشک گیاه عصاره توسط نقره

 mM غلظت با عصاره لیترمیلی 2 افزودن با نقره نانوذرات که

 60 دمایی شرایط نقره (مرك، آلمان) تحت یتراتاز ن 001/0

 شدند. احیاي کامل  و همزدن سنتز گرادسانتیدرجه 

  مشخص محیط رنگ تغییر با نقره نانوذرات به نقره هايیون

 و واکنش زمان از ساعت یک شدن سپري از پس .شودمی

 مقطر آب با رسوب شستشوي مرتبه سه محلول، رنگ تغییر

به  rpm 13000 دور با شستشو مراحل تمامی .گیردمی انجام

. گرددمی )Hettich, Germanyسانتریفیوژ ( یقهدق 20مدت 

 ساعت شیشه در شدن خشک از بعد نهایی رسوب نهایت در

  . ]22[ شودمی آوريجمع

 گذاري،رسوب واکنش زمان از دقیقه 60 گذشت از بعد

 یسنج یفط یزرنگ واکنش و سنتز نانوذرات نقره، آنال ییرتغ

فرابنفش نانوذرات نقره سنتز شده با استفاده از دستگاه  یمرئ

 UV-vis )JASCO V-670 یسنج طیف

Spectrophtometer, USAنانومتر مورد  700تا  200 ین) ب

ساختار  یینمنظور تع به. ]17[قرار گرفت  یابیارز

توسط  یکسنانوذرات نقره از آزمون اشعه ا یستالوگرافیکر

در  ، ژاپن) CuKa )Olympusبا تشعشع لامپ  XRDدستگاه 

 یختر یمنظور بررس به درجه استفاده شد. 110تا  0دامنه 

قطره از نمونه  یکاندازه نانوذرات نقره،  ییدو تأ یشناس

قرار داده  یبنکر یلمف یدگر يذرات نقره بر رو یونیسوسپانس

با استفاده  یشگاهآزما يشد و پس از خشک شدن آن در دما

 Leo 906) (TEMگذاره ( یالکترون یکروسکوپاز دستگاه م

ساخت کشور آلمان با ولتاژ شتاب  ،KV 100( Zeissمدل 

  .شد برداري تصویر Kv120دهنده 

 میکروسکوپ از استفاده با نقره نانوذرات مورفولوژي

) ژاپن کشور ،KYKY شرکت) (SEM( روبشی الکترونی

 مطالعه و روبشی الکترونی میکروسکوپ تصاویر. شد بررسی

 نانوذرات مورفولوژي و اندازه بررسی جهت نقطه، به نقطه

 تحت و  KV 30 زیر ولتاژ در طلا با دهی پوشش از پس

- الکترونی میکروسکوپ از استفاده با) Torr 5-10( خلاء فشار

 مطالعه مورد ژاپن کشور ساخت فیلیپس شرکت XL30 مدل

 و شده حل آب مقداري در نانوذرات. گرفت قرار

 تصویربرداري مورد طلا گرید روي حاصل سوسپانسیون

SEM طلا نشانی لایه دستگاه. گرفت قرار Sputter coater، 
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 SBC12 دستگاه مدل و ژاپن کشور ،KYKY شرکت ساخت

  . ]23[ بود

 از نقره نانوذرات ییایباکتر ضد خواض یبررس منظور به

استفاده شد. ) MIC( یمهارکنندگ غلظت نیترکم روش

سه بار تکرار بر اساس استاندارد  صورتبه MIC شیآزما

CLSI ياخانه 96 تیکروپلیم در لوشنیکرودایم روش به 

 غلظت ترینکم ) بهMICمهاري ( غلظت . حداقلگرفت انجام

 ،نمایدمی مهار را میکروارگانیسم رشد که نقره نانوذرهاز 

 در نقره نانوذرات ابتدا، منظور نیا بهشود.  اطلاق می

گرم  کرویم 125/3، 25/6، 5/12، 25، 50، 100( يهاغلظت

مختلف نانوذرات  يهاغلظت هیشد. طرز ته ) تهیهتریلیلیمبر 

ابتدا  یعنیبود  یمتوال يسازقینقره، استفاده از روش رق

 ساخته نقره نانوذرات از تریلیلیمدر  کروگرمیم 100غلظت 

. ]23[) 2/1شد (به نسبت  يسازقیرق یمتوال صورت هب و شد

 95 توزیع کمک به چاهکی 96 هايپلیت آن دنبال به

 تلقیح از میکرولیتر 5 و براث مولرهینتون محیط از میکرولیتر

 به) هیپنومون لایکلبسشده  يجداساز يها(نمونه میکروبی

 از تریکرولیم 100. گردید فراهم هاچاهک از یک هر داخل

. شد ختهیر هاچاهک در مختلف يهاغلظت در نانوذرات

 و براث هینتون مولر محیط میکرولیتر 95 شامل آخر چاهک

 کنترل منزله به ردیف هر در میکروبی تلقیح از تریکرولیم 5

 استریلپلیت درپوش با پلیت .گرفت قرار استفاده مورد

 Cleaver( شیکر روي چاهک هر محتویات و شد پوشانده

Scientific ،UK(  دور ثانیه با  60 مدت به rpm 100 

 ساعت 24 مدت به درجه 37 دماي در سپس و گردید مخلوط

عدم رشد  ایساعت رشد  24از مدت زمان  بعد و شد انکوبه

  . ]23[شد  یبررس یکروبیم

نقره از روش  نانوذرات یملیوفیضدب اثرات نییتع منظور به

Real Time PCR  هیسو ابتدا که يطوربه ]24[استفاده شد

) MIC )SubMIC رحدیبا غلظت ز هیپنومون لایکلبس يها

تحت  يهاهیسو از آن دنبال به و شدند ماریت نقره نانوذرات

استخراج  تیبا استفاده از ک RNAبا نانوذره، استخراج  ماریت

RNA بر طبق دستورالعمل انجام گرفت. در کایآمر اژن،ی(ک (

 Quanti Tect تیبا استفاده از ک cDNAادامه، سنتز 

Reverse Transcription kit انجام گرفت. کایآمر اژن،ی(ک (

 Realاز روش  mrkA لمیوفیژن ب انیب یابیبه منظور ارز

Time PCR یمکQuantitative Real-Time-PCR (qRT-

PCR) (نیبرگریسا يحاو کسیمسترم استفاده با )Applied 

Biosystem،  انگلستان) انجام گرفت. مواد مورد استفاده در

از  تریکرولیم 2شامل  کسیمسترم تریکرولیم 20حجم 

cDNA، 10 10رفت و برگشت،  يمرهایاز پرا کومولیپ 

بود که در  نیگر بریسا يحاو کسیاز مسترم تریکرولیم

مورد  ییکره انجام گرفت برنامه دما Bioneerدستگاه 

 10به مدت  گرادیسانتدرجه  90شامل  qPCRاستفاده در 

 60 يدما قهیدق 1 ه،یثان 15 گرادیسانتدرجه  95 قه،یدق

 نیانجام شد. هم چن کلیس 40بود که در  گرادیسانتدرجه 

ده قرار مورد استفا یبه عنوان کنترل داخل 16S rRNAژن 

 ΔΔCтتوسط روش  mrkAژن  ینسب انیگرفت. در انتها ب

مورد استفاده  يمرهای. لازم به ذکر است پرادیمحاسبه گرد

TTCTTCTCTCTGCAGCAATG -/F 5 mrkA -ژن  يبرا

- mrkA R-5’- TACCGGAGACAGGTAAACGTو  ’3

 F5’- GAGCGGCGGACGGGTGAGTA نیچنو هم ’3
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-3’ 16SrRNA  16وSrRNA -R 5’- 

GGGCACATCTGATGGCATGA -3’  24[بود[  .  

بار تکرار انجام  3 صورتبه ها تستیمتما مطالعه نیا در

و با استفاده از  20نسخه   SPSSتوسط نرم افزار  جیشد و نتا

 لیو تحل هیمورد تجز طرفهکی انسیوار زیآنال يآزمون آمار

 نظر در داریمعن اختلاف عنوان به  05/0Pگرفت و  قرار

 نیانگیم ± اریبه صورت انحراف از مع جی. نتاشد گرفته

  گزارش شد.   

  نتایج

مشکوك به  ینینمونه بال 50 یانمطالعه، از م ینا در

 موکوئیدي و مثبت لاکتوز هايکلنی ،پنومونیه کلبسیلا

و  یکروسکوپیم هايتست از استفاده با و شد جداسازي

 يجداساز پنومونیه کلبسیلا یهسو 20تعداد  بیوشیمیایی،

نشان داد که  یکروبیم یتتست حساس یج. نتایدگرد

 یلپروفا يشده دارا يجداساز پنومونیه کلبسیلا هايیهسو

 نشان 1 جدول در که هستند متنوعی بیوتیکییمقاومت آنت

 دارو چند به مقاوم هاسویه اکثر کهطوريبه است، شده داده

)MDR .بودند (  

 بالینی هاي نمونه از شده جداسازي پنومونیه کلبسیلا سویه 20 بیوگرام آنتی تست نتایج - 1 جدول
  

  کیوتیب یآنت نام
  هیسو شماره

  اکسون يسفتر میدیسفتاز  نیتیسفوکس  میسفوتاکس  دیاس کیکسیدینال  نیپروفلوکساسیس  پنمیمیا

S R R  R  R  R R 2  

R R  R  R  S R  R  6  

R R  S  R  R  R  R  7  

R R  R  R R S R  9  

S R R R R R  S 11  

R R R R R R R  16  

R  R  R  S I R  R  19  

S R R R R R S 22  

S R  S R R R R 23  

S R R R R R S 25  

S I R R R R R 26  

R R S R R R S 31  

S S R I R R R 33  

R R R R I S R  39  

I R R R R R R 40  

S R R R R S R 42  

S R R R R R R 44  

I S  R R R R I  46  

S R  I  R R R R 49  

S R R S R R R 50  
 

R ،مقاوم :Iحساس،  یمه: نS :حساس  
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 بررسی براي آگار کنگورد کشت محیط از مطالعه، این در

 مثبت بیوفیلم هايباکتري. شد استفاده بیوفیلم فنوتیپی

 که صورتی در کنندمی یدرنگ تول یمشک هايکلنی

قرمز  یعنی یهبه همان حالت اول یوفیلمفاقد ب هايباکتري

 کلبسیلا ینیبال یهسو 20 یان. از ممانندمی باقیرنگ 

 مثبت بیوفیلم فنوتیپی تست نظر از هاسویهمیتما ،پنومونیه

  ).1(شکل  بودند

  

  

  

  

  

  

  

  مثبت). یوفیلمرنگ (ب یمشک يها ی: کلنB)، یمنف یوفیلمرنگ (ب یب يها ی: کلنA. یوفیلمب یپیتست فنوت یجنتا -1شکل 

  

 از بعد اتاق دماي در نقره نیترات محلول احیاء واکنش

 نقره نیترات محلول به شده خشک عصاره کردن اضافه

 رنگ تغییر این که گردید حاصل رنگ تغییر و گرفت صورت

 از بعد). 2 شکل( بود نقره نانوذرات ساخت دهنده نشان

 دست هب و  rpm  9000دور با دقیقه 20 مدت به سانتریفیوژ

 از شو و شست مرحله چندین و نقره نانوذرات رسوب آوردن

 ،TEM، SEM آنالیز براي نقره نانوذرات شده خشک پودر

XRD، UV-Vis آنالیز و بررسی منظور به. شد استفاده 

 از شده سنتز نقره نانوذرات اندازه و شناسیریخت

 نتایج .شد استفاده SEM و TEM الکترونی میکروسکوپ

TEM و SEM داراي شده سنتز نقره نانوذرات که داد نشان 

 بود نانومتر 41/30 سایز میانگین داراي و کروي ساختار

 چگالی سنجش نتایج طورکه همان). 3C و 3A -3B شکل(

 جذب میزان حداکثر دهدمی نشان نقره نانوذرات نوري

 نانومتر 420 موج طول در نقره نانوذرات حاوي هايمحلول

 اثبات منظور به XRD سنجی طیف ).4 شکل( است

 هب نتایج اساس بر. شد انجام نقره، فلزي هاينانوکریستال

 ،)5A شکل( است شده داده نشان طیف در که آمده دست

 311 و 220 ،200 ،111 سطوح در نقره کریستالی نانوذرات

 و 51/64 ،225/46 ،1/38 مقادیر با هایی پیک ترتیب به

 هاينانوکریستال استاندارد نمونه با که داد نشان را 82/76

 اضافی هايپیک. دارد همخوانی کاملاً) 5B شکل( نقره

 و داشته وجود گیاه بافت در که است هاییناخالصی به مربوط

  . است کریستالی ساختار داراي

  

A B 
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  )یاهینقره و سمت چپ، پس از افزودن عصاره گ یتراتسنتز نانوذرات نقره (سمت راست، محلول ن -2شکل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 نانوذرات شودمی مشاهده که طورهمان). C( نانوذرات سایز میانگین و) B) (SEM( نگاره ،)A) (TEM( گذاره الکترونی میکروسکوپ نتایج -3 شکل

  .باشد می نانومتر 41/30 اندازه میانگین داراي و کروي ساختاري داراي شده سنتز

  

 B 

A 
C 
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 نانومتر 700 تا 250 بین موج طول در شده سنتز نقره نانوذرات UV جذب شکل، به توجه با. شده سنتز نقره نانوذرات UV-Vis سنجی طیف -4 شکل

  .بود نانومتر 438 موج طول در جذب ماکزیم و شد خوانده

  

  

  

 

  

 
  

 
 

 

 

 

 

 

 

  نقره هاينانوکریستال استاندارد نمونه XRD طیف: B شده، سنتز نانونقره XRD طیق): A( -5 شکل

  

  

A 

B 
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 یاییاثرات ضد باکتر یینمطالعه، به منظور تع ینا در

 MICاستفاده شد. در روش  MICنانوذرات نقره از روش 

 هايتحت غلظت پنومونیه کلبسیلا یاییباکتر هايیهسو

 یجقرار گرفتند. نتا لیترمیلی در میکروگرم 100 تا 125/3

مورد  يهايباکتریمتما يرو نقره نانوذره که داد نشان

 ترینیشو ب تریندارد و کم یاییضد باکتر یتمطالعه خاص

 لیترمیلیدر  یکروگرمم 100و  25/6برابر بود با  MICغلظت 

  ).2(جدول 
  

  پنومونیه کلبسیلا هايیهسو یهنانوذرات نقره عل MIC یجنتا - 2 جدول

  هیسو شماره  2  6  7  9  11  16  19  22  23  25  26  31

25  50  50  100  50  25  5/12  25/6  5/12  25  25  25/6  

MIC 

در  کروگرمی(م

  )تریل یلیم

- - 50  49  46  44  42  40  39  
33  

  
  هیسو شماره  49  50

  25/6  50  100  100  50  5/12  5/12  25/6  25/6  
25  

  

MIC 

در  کروگرمی(م

  )تریل یلیم

  

مثبت  یوفیلمب هايیزولهدر ا mrkA یوفیلمژن ب ینسب بیان

نانوذرات نقره قرار گرفته بودند، توسط روش  یرتأثکه تحت 

Real Time PCR نشان داد  یجمورد مطالعه قرار گرفتند. نتا

از نانوذرات نقره،  subMICمختلف در غلظت  هايیهکه سو

تفاوت  يرا داشتند و از نظر آمار mrkAژن  یانب ییرتغ

ژن  یانبا ب یسهمقا در mrkAژن  یاندر کاهش ب داريیمعن

16S rRNA ) 05/0داشتندp<یانب ییرحاصل از تغ یج). نتا 

 نمودار و 1 نمودار در مثبت بیوفیلم هايیهدر سو mrkAژن 

آمده  7bو  7a هايشکل ذوب منحنی و تکثیر از حاصل

  است.

  

  

 پنومونیه کلبسیلا مختلف هايسویه در mrkA ژن بیان میزان - 6 شکل

 نتایج. 16S rRNA دارخانه ژن با مقایسه در نقره نانوذره با تیمار تحت

 صورت به پنومونیه کلبسیلا هايسویه در mrkA ژن بیان دارمعنی

  001/0P *** ( است شده گزارش) 16S rRNA( کنترل ژن با مقایسه

 :n=3 .(مرجع، ژن گرفتن نظر در با شودمی مشاهده که طورهمان 

  .اند داشته معناداري بیان کاهش هاسویه تمامی
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  mrkA ژن: سبز ،16S rRNA ژن: قرمز. ذوب منحنی آنالیز نمودار: B پنومونیه، کلبسیلا بالینی هاينمونه Real Time PCR تکثیر نمودار: A -7 شکل

  

  بحث

 از استفاده با نقره نانوذرات بار اولین براي مطالعه این در

 از استفاده با نقره نانوذرات. شدند سنتز سریشک گیاه عصاره

 تعیین گذاره و روبشی الکترونی میکروسکوپ هايروش

 شده سنتز نقره نانوذرات که داد نشان نتایج. شدند ساختار

 به. باشدمی نانومتر 41/30 میانگین اندازه داراي و کروي

نقره به  نانوذراتمیبیوفیل ضد و میکروبی ضد اثرات آن دنبال

 یجادو ا یوفیلمب یدشد. تول یبررس Real Time PCRروش 

بخصوص  یاییباکتر هايسویه در دارویی هايمقاومت

و مورد توجه  یراز معضلات اخ یکی پنومونیه کلبسیلا

 درمیک اطلاعات هنوز اما باشد،می یامحققان در سرتاسر دن

مقاوم به  هايسویه در بیوفیلم تولید هايمهارکننده مورد

 تاکنون. ]25[وجود دارد  پنومونیه کلبسیلا تیکبیوآنتی

. اندشده گزارش محققان توسطمیکمیبیوفیل ضد ترکیبات

Wood يباکتر یوفیلمضد ب یبترک ینو همکارانش چند 

 ،brominated furanones، ursolic acidمانند  کلی یااشرش
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. ]26[ اندکرده گزارش را فلئورویوراسیل 5 و ایندول مشتقات

 تولید هايسویه توسط تیکبیوآنتیمقاومت به  یسممکان

 یکی اما است نشده شناخته کامل طوربه هنوز بیوفیلم کننده

 که باشدمی هاسلول در گلیکوکالیکس تولید عوامل از

ها فرار تیکبیوآنتی یتو فعال یزبانم یمنیاز دفاع ا توانندمی

 یدتول یکروبیم هايسلول بردن بین از منظور به. ]27[کنند 

 ماترکس به باید تیکیبیوآنتی یباتترک یوفیلم،کننده ب

 علم. برسند سلول به تا کنند نفوذ ساکاریديپلی

 پاسخ معضل به تواندمی نانوذرات از استفاده با نانوتکنولوژي

-می نقره نانوذرات فلزي، نانوذرات از یکی که طوريبه دهد،

 اشاره آن میکروبی ضد اثرات به مختلفی مطالعات که باشد

  .]28[ اندکرده

جهت سنتز نانوذرات  یمختلف یاهاناز عصاره گ تاکنون

و همکارانش با استفاده از  Mousaviنقره استفاده شده است. 

نقره را سنتز  ذراتنانو Artemisia turcomanica یاهعصاره گ

مطالعه نشان داد که نانوذره سنتز شده  ینا یجکردند. نتا

 یتخاص ينانومتر بوده و دارا 22اندازه  یانگینم يدارا

و همکارانش   Ghanbar.]29[ باشدمی يمعنادار یکروبیضدم

 Artemisia یاهنانوذرات نقره را با استفاده از عصاره گ

quttensis podlech محققان اثرات ضد  ینسنتز کردند. ا

مورد مطالعه قرار دادند و  یکرودایلوشنرا با روش م یاییباکتر

 یتخاص يمطالعه نشان داد که نانوذره نقره دارا ینا یجنتا

و  Khanna P چنینهم. ]30[ باشدمی یاییضدباکتر

نانوذرات  یانوفیسههمکارانش با استفاده از عصاره جلبک س

 20- 100 ینب یانگینبا اندازه م ینقره را سنتز نموده و ذرات

مطالعه ما نشان داد که  یج. نتا]31[دست آوردند هنانومتر ب

 یانگینم اندازه يو دارا ينانوذرات نقره سنتز شده کرو

 اندازه در اختلاف دلایل از یکی. باشدمینانومتر  41/30

 دلیل به مختلف مطالعات در شده سنتز نقره نانوذرات

 و مختلف گیاهی هايعصاره کننده احیاء ترکیبات محتواي

  .باشدمیواکنش مختلف  یطشرا چنینهم

 کلبسیلا هايسویه جداسازي دنبال به مطالعه، ادامه در

 مییوفیلب و ضد یکروبیاثرات ضد م یوفیلم،مولد ب پنومونیه

 ضد هايتست نتایج. گرفت قرار مطالعه مورد نقره نانوذرات

 اثرات داراي نقره نانوذرات که داد نشان میکروبی

 به داشت بیوفیلم مولد هايسویه میتما روي بر ضدمیکروبی

 100تا  25/6نانوذرات نقره سنتز شده از غلظت  کهطوري

. داشتند کشی میکروب خاصیت لیترمیلیدر  یکروگرمم

 Real Timeروش  توسطمیبیوفیل ضد تست نتایج چنین،هم

PCR تحت  هاسویه کهمینانوذرات نقره نشان داد که هنگا

قرار  یحد مهارکنندگ یرنانوذرات نقره در غلظت ز یرتأث

 بنابراین. ندارند را بیوفیلم تشکیل توانایی گیرند،می

 گیرند،می قرار نقره نانوذرات مجاورت در هاسویه کهمیهنگا

 و شودمیممانعت  هاسویه این در ساکاریداگروپلی تولید

 یرتأث یاصل یسمدهد. مکان یلتشک یوفیلمب تواندنمی ارگانیسم

 یقاز طر پنومونیه کلبسیلا هايیهسو ينانوذرات نقره بر رو

 باشدمی سلولی دیواره تخریب و پروتئین ،DNAبه  یبآس

. مطالعات نشان داده است که نانوذرات نقره رفتار ]32[

 اکسیژنمیس هايرادیکال توانندمیدارند و  یستیفوتوکاتال

 باکتریایی سلول غشاي رفتن بین از به منجر و کنند تولید
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 را باکتري سلول غشاي یکپارچگی نانوذرات واقع در شوند

 شودمیسلول  گریزيآب سطح کاهش باعث و نموده مختل

 استرس برابر در مقاومت هايژن از رونویسی تنطیمو 

  . ]33[ دهدمی کاهش را اکسیداتیو

Moteriya  و همکارانش نشان دادند که نانوذرات نقره

 Caesalpinia pulcherrima یاهسنتز شده توسط عصاره گ

 و میکروبی ضد اتاثر داراي بودند، نانومتر 8 اندازه داراي که

 استافیلوکوکوس هايباکتري علیه داريمعنی میبیوفیل ضد

 یوممور یفیسالمونلا تا و ینوزاآئروژ سودوموناس ،اورئوس

 MIC یزانم يدارا هاسویه از یک هر کهطوريبه باشد،می

مطالعه ما  یجآن با نتا MIC یزانبودند که م یمتفاوت

در مطالعات  MIC یزانتفاوت م. ]34[نداشت  خوانیهم

 سازيآماده هايتفاوت در روش یلمختلف ممکن است به دل

 باکتریایی هايسوش در تفاوت و نانوذره اندازه نانوذرات،

 به فقط نانوذرات به هاباکتري حساسیت. باشد مطالعه مورد

 به است ممکن بلکه شود،نمی مربوط سلولی دیواره ساختار

 یزن یژنفعال اکس هايگونه تولید و چربی پراکسیداسیون

  مربوط باشد. 

و همکارانش  Kalishwaralalتوسط  یمشابه نتایج

 در که دادند نشان محققان این کهطوريگزارش شد، به

 سودوموناس هايسویه نقره نانوذرات نانومولار 100 غلظت

 ییتوانا درصد 95تا  اورئوس استافیلوکوکوسو  آئروژینوزا

و  Moulavi P. ]35[ دهندیرا از دست م یوفیلمب یلتشک

 یاههمکارانش، اثرات نانوذرات نقره سنتز شده توسط عصاره گ

و  اورئوس وساستافیلوکوک هايیهسو یوفیلمب يدرمنه را برو

 ینا یجمورد مطالعه قرار دادند. نتا یوفیلمب هايژن یانب

اندازه  يمطالعه نشان داد که نانوذرات نقره سنتز شده دارا

و نانوذرات نقره باعث  باشندمینانومتر  100 یرز یانگینم

را در  icaRو  icaA يهاژن یانو ب شده یوفیلمب یلمهار تشک

. ]36[ دهندمیکاهش  اورئوس استافیلوکوکوس هايیهسو

G Rajivgandhi نانوذرات مییوفیلو همکارانش، اثرات ضد ب 

 اورئوس استافیلوکوکوس هايسویه در را شده سنتز نقره

مطالعه نشان داد که  ینا یجمورد مطالعه قرار دادند. نتا

 50تا  20 یانگیناندازه م ينانوذرات نقره سنتز شده دارا

و گزارش  باشدمی مییوفیلاثرات ضد ب ينانومتر بوده و دارا

 ترکیبات جایگزین توانندمینانوذرات  ینکردند که ا

 مطالعات اینمیتما نظر نقطه. ]37[باشند  دیگر میضدبیوفیل

اما  باشدمی نقره نانوذرات میبیوفیل ضد اثرات ما، مطالعه با

 یزانو م یوفیلمب یلدرصد تشک یزاننقطه نظر متفاوت، م

 تفاوت این دلایل از یکی. باشدیم mrkAژن  یانکاهش ب

 در هابیوتیکآنتی رویه بی مصرف دلیل به تواندمی

 به تممقاو ایجاد موجب که باشدمی مختلف کشورهاي

 هايمکانیسم ظهور چنینهم و مختلف هايبیوتیکآنتی

 ژن بیان میزان و باشدمی یوفیلممقاومت از جمله ب یدجد

 یرمختلف که تحت تأث هايسویه در) mrkA( بیوفیلم

 یزان، چون ماست متفاوت گیرندینانوذرات نقره قرار م

در  mrkAژن  یانمتفاوت ب یزانم یلبه دل یوفیلمب یلتشک

  . باشدمیمتفاوت  هایهسو

نانوذرات  یرتأث ییناز اهداف مطالعه حاضر تع یگرد یکی

 هايیهدر سو mrkA یوفیلمکننده ب یدژن تول یاننقره بر ب
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مطالعه نشان داد که  ینا یجبود. نتا پنومونیه کلبسیلا

-معنی ژن بیان کاهش باعث هاسویهمینانوذرات نقره در تما

-می بنابراین و شدند بیوفیلم مولد هايسویهمیتما در دار

 یانشوند. با توجه به مهار ب یوفیلمب یلباعث مهار تشک توانند

 توانندمی نقره نانوذرات که گرفت نتیجه توانمی یوفیلمژن ب

 بنابراین و شده بیوفیلم کننده تولید ژن بیان مهار باعث

 در بیوفیلم بردن بین از جهت مناسبی کاندید نقره نانوذرات

در مورد  یباشد. مطالعات مختلف پنومونیه کلبسیلا هايسویه

 یدهنقره به انجام رس نانوذرات مییوفیلاثرات ضدب یبررس

 را نقره نانوذرات مییوفیلو همکارانش اثرات ضد ب Looاست. 

 مطالعه مورد آئروژینوزا سودوموناس هايسویه بیوفیلم برروي

 بر کوچک اندازه با وذراتنان که داد نشان نتایج. دادند قرار

 90 میزان به آئروژینوزا سودوموناس هايکلنی بیوفیلم روي

 میوجه اشتراك تما ینو بنابرا ]38[است  ثرؤمدرصد 

نانوذرات  دارمعنیمیبیوفیل ضد اثرات ما مطالعه با مطالعات

  .  باشدمینقره 

 تعداد بودن محدود مطالعه، این هايمحدودیت از یکی

 دهنده تشکیل و دارو به مقاوم پنومونیه کلبسیلا هايسویه

 در که شودمی پیشنهاد دلیل همین به ،باشدمی بیوفیلم

مقاوم به دارو  تریشب هايسویه تعداد از آتی مطالعات

 يجداساز یاییکه از نقاط مختلف جغراف یهپنومون یلاکلبس

 هايیهدر سو mrkAژن  یانب یزانشود تا م استفادهاند شده

 ضد اثرات میزان توانمی چنینهم. شود بررسی مختلف

 این در شده سنتز نقره نانوذراتمیبیوفیل ضد و میکروبی

  .نمود مقایسه تجاري نانوذرات با را مطالعه

 ضد و میکروبی ضد اثرات مطالعه این نتایج

 را پنومونیه کلبسیلا هايسویه علیه نقره نانوذراتمیبیوفیل

نانوذرات  یرمورد تأث درمیک مطالعات کهجاییآن از. داد نشان

انجام  پنومونیه کلبسیلا يها یهسو یوفیلمب ينقره بر رو

بتوان در  ي،باکتر ینا ینیبال یتگرفته است، با توجه به اهم

 ترکیب این از بتوان احتمالاً میلیبا انجام مطالعات تک یندهآ

  .نمود استفاده بیوفیلم مهار براي

 قدردانی و تشکر

 آزاد دانشگاه ارشد کارشناسی نامهپایان از جهمنت مقاله این

می لازم برخود محققان لذا باشد،می مرکزي تهران واحد میاسلا

 اعتبار نمودن فراهم دلیل به پژوهشی محترم معاونت از که دانند

 که شناسی میکروب آزمایشگاه پرسنل کلیه از چنینهم و مالی

 پنومونیه کلبسیلا یاییباکتر هايسویه نمودن فراهم جهت

   .یندنما یهمکاري نمودند، تشکر و قدردان
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Anti-biofilm Activity of Synthesized Silver Nanoparticles Using Asphodelus 
dendroides Extract against Antibiotic Resistant and Biofilm Forming Klebsiella 

pneumoniae Clinical Strains: A Laboratory Study 
 

M. Sabahi1, S. M. M. Hamdi2, A. Mirzaie3 
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Background and Objectives: Synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using plant extract is cost effective, while, 

one of the applications of AgNPs is its antimicrobial and anti-biofilm activities. The aim of this study was to 

investigate the anti-biofilm activity of synthesized AgNPs using A. dendroides against antibiotic resistant and biofilm 

forming clinical isolates of Klebsiella pneumoniae. 

Materials and Methods: In this laboratory study, the AgNPs were first synthesized using Asphodelus dendroides 

extract and their size and structural characteristics were determined using various physico-chemical methods. 

Subsequently, the antimicrobial and anti-biofilm activities of synthesized AgNPs on antibiotic resistant and biofilm 

forming clinical isolates of K. pneumoniae were investigated via minimum inhibitory concentration (MIC) and Real 

Time PCR, respectively.  

Results: The results of the UV-vis test showed that the synthesized AgNPs had a maximum absorbance at 420 nm. 

The SEM (scanning electron microscope), TEM (transmission electron microscopy) and XRD (X-ray powder 

diffraction) results showed that the synthesized AgNPs had a spherical structure with a mean size of 30.41±22 nm. 

Also, AgNPs had significant antimicrobial and anti-biofilm activities against K. pneumoniae strains, so that the 

AgNPs down-regulated the expression of biofilm coding gene (mrkA) in K. pneumonia strains (p<0.001).  

Conclusion: The results of this study showed the antimicrobial and anti-biofilm activities of AgNPs against K. 

pneumoniae strains. According to the results, with further studies, the synthesized AgNPs may be used as biofilm 

inhibitors in future.  

Key words: Silver nanoparticle, Klebsiella pneumoniae, Antibacterial activity, Anti-biofilm activity, mrkA gene 
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