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  چکیده

اند شده یدهپوش یخارج سلول مريیتوسط مواد پلسطوح هستند که  يبر رو هاباکتري از اجتماعی هابیوفیلمو هدف:  زمینه

 روي اکسید نانوذرات سبز سنتز مطالعه این از هدف. باشدمیاستفاده از نانوذرات  ها،یوفیلمبردن ب یناز ب ياز راهکارها یکیو 

  مقاوم به دارو بود.  یهپنومون یلاکلبس هايسویه در بیوفلیم ژن بیان روي بر آنمیضدبیوفیل اثرات تعیین و

و  يرو یترات) به روش سبز با استفاده از محلول نZnO( يرو یدنانوذرات اکس یشگاهی،مطالعه آزما یندر ا :هاروش و مواد

 الکترونی میکروسکوپ هايروش توسط آن شیمیایی و فیزیکی خصوصیات. گردید سنتز) Typha latifolia( یلوئ یاهعصاره گ

 FTIR) و Transmission electron microscopy( گذارهالکترونیمیکروسکوپ)، Scanning electron microscopy( نگاره

(Fourier-transform infrared spectroscopy)  هايایزوله روي بر آنمییوفیلو ضدب یکروبی. به دنبال اثرات ضدمیدگرد ییدتأ 

شد.  یبررس یتپل یکروتیترو م یحداقل غلظت مهارکنندگ هايروش از استفاده با ترتیب به  دارو به مقاوم پنومونیه یلاکلبس

  شد. یبررس Real Time PCRروش  با wzm یوفیلمژن ب یانبر ب يرو یددر انتها، اثرات نانوذرات اکس

نشان داد که  یجنانومتر بود. نتا 100 یراندازه ز يبوده و دارا يکرو يمورفولوژ يسنتز شده دارا يرو یدنانوذرات اکس :هایافته

مقاوم به  یهپنومون یلاکلبس هايسویه علیهمییوفیلو ضدب یکروبیاثرات معنادار ضدم يسنتز شده دارا يرو یدنانوذرات اکس

  ). P<0.05( دادند کاهش معناداري طور به را wzm یوفیلمژن ب یاننانوذرات ب یندارو بودند و ا

 و ضدمیکروبی اثرات داراي شده سنتز روي اکسید نانوذرات که داد نشان مطالعه این هايیافته :گیرينتیجه

  استفاده نمود.  یوفیلمضدب یبنانوذره به عنوان ترک یناز ا تربیش مطالعات با توانمی آینده در و بوده گیريچشممیضدبیوفیل

  یوفیلمژن ب یانب یوفیلمی،ضدب یکروبی،ضدم یه،پنومون یلاکلبس ي،رو یدنانوذرات اکس :کلیدي هايواژه
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 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  

  

  

 

  مقدمه

 باکتري یک) Klebsiella pneumoniae( پنومونیه کلبسیلا

 که است غیرمتحرك و اختیاري بیهوازي منفی،گرم ايمیله

 کشورها از بسیاري در. است انتروباکتریاسه خانواده به متعلق

 کلبسیلا هايسویه هابیوتیک آنتی رویهبی مصرف دلیل به

و  اندمقاوم شده هابیوتیکآنتی از بسیاري به پنومونیه

 وسیع بتالاکتامازهاي مانند مختلف هايآنزیم توانندمی

 هم. کنند تولید هابیوتیک آنتی به مقاومت جهت الطیف

 این در بیوتیکیآنتی مقاومت هايمکانیسم از یکی چنین

 از جمعیتی بیوفیلم واقع در و باشدمی بیوفیلم تولید باکتري

 سلولی خارج ماتریکس یک درون که باشندمی هاباکتري

 ،هاپروتئین از متشکل ماتریکس این]. 1[ اندشده محبوس

 هايسویه. باشدیم یپوپپتیدهاو ل DNA ید،ساکار یاگزوپل

 دسترس از توانندمی یوفیلمب یلبا تشک یهپنومون یلاکلبس

 یجاددور بمانند و منجر به ا هابیوتیک آنتی و ایمنی سیستم

 هايژن کلی طور هب]. 2[ شوندیم یوتیکیب یمقاومت آنت

 پنومونیه کلبسیلا يهاسویه در بیوفیلم تشکیل در متنوعی

 یدهاساکار یاگزوپل یددر تول هاژن این از برخی. دارند نقش

نقش  یوفیلمب یلتشک یتاو کپسول) و نها یدساکار یپوپلی(ل

 یلاکلبس در wzmژن  یوفیلمب یدتول ياز ژنها یکیدارند. 

دارد  یوفیلمب یددر تول سزایی هب نقش که باشدمی یهپنومون

 یدساکار یپوپلیدر ساختار ل Oژن  یکه مسئول سنتز آنت

 که باشدمی wb یژن یمربوط به خوش wzm. ژن باشدمی

را کد  یدساکار یپوپلیل O ژنآنتی کننده سنتز يهاآنزیم

دارد. مطالعات  یوفیلمب یلتشک در میمه نقش که کندمی

 تواندمین wzmفاقد ژن  يهاموتانت که است داده نشان

که  دهدمیمطالعات نشان  چنیندهند. هم یوفیلمب یلتشک

 نصاب حد حس هايدر ارتباط با ژن wzmژن  یانب

)Quorum sensing( به محققان بنابراین]. 2[ باشدمی یزن 

 هايعفونت کنترل براي جایگزین درمانی راهکارهاي دنبال

راهکارها  یناز ا یکیدارند که  یهپنومون یلااز کلبس یناش

]. 3[ باشدمی يو فلز یکسنتت یعی،طب یمرهاياستفاده از پل

) ZnO( روي اکسید مانند فلزي نانوذرات نانوذرات، میان در

 داراي و است کرده جلب خود به را محققان توجه

 سنتز و محیطی شرایط در پایداري مانند ايویژه خصوصیات

  ]. 3[ باشدمی پایین دماهاي در

 فلزي نانوذرات سنتز جهت مختلفی هايروش کلی طور هب

 یعنیروش سنتز سبز  هاروش این از یکی که دارد وجود

 در]. 4[ باشدمی یاهانسنتز نانوذرات با استفاده از عصاره گ

) جهت سنتز Typha latifolia( لوئی گیاه عصاره مطالعه، این

). مطالعات نشان 1استفاده شد (شکل  يرو یدنانوذرات اکس

 مانند ثانویه ترکیبات داراي گیاه این عصاره که دهدمی

 اثرات داراي که باشندمی یدهاو فلاوونوئ یدهاترپنوئ ،هاترپن

 یتاهم یزحا ذرات نانو سنتز در و بوده کنندگی ءاحیا

 يهاسویه افزون روز مقاومت به توجه با]. 5[ باشدمی

 یوفیلم،و گسترش ب هابیوتیک آنتی به پنومونیه کلبسیلا

و  یوفیلمبردن ب ینجهت از ب یگزینجا ياستفاده از راهکارها

و  باشدمی یتاولو يدارا هایهسو ینا یوتیکیب یمقاومت آنت

 هدف بنابراین و باشدمیاز راهکارها استفاده از نانوذرات  یکی

 یاه) از عصاره گZnO( روي انوذرات سبز سنتز مطالعه این از
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 5  نوید کلهر و همکاران

 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

 یکروبیاثرات ضدم یبه منظور بررس )Typha latifolia( لویی

مقاوم به  یهپنومون یلاکلبس هايسویه علیه آن مییوفیلو ضدب

 بررسی زمینه در مختلفی مطالعات تاکنون. باشدمیدارو 

 روي اکسید نانوذرات میبیوفیل ضد و باکتریایی ضد اثرات

بار از  یناول يمطالعه برا یناما ما در ا ،است شده انجام

 سنتز جهت لوئی نام به کشورمیبو یاهاناز گ یکیعصاره 

 و واکنش سرعت که ایمنموده استفاده روي اکسید نانوذرات

 تفاوت دیگر مطالعات با شده سنتز روي اکسید ذرات نانو نوع

 گیاهان فیتوشیمیایی ترکیبات نوع که شکل این به] 6[ دارد

 یکروباثر م یشدر افزا تواندمی و است متفاوت مختلف

  سنتز شده دخالت داشته باشد.  ذرات نانو کشی

  

  . ییلو یاهاز گ یريتصو -1 شکل
  

  هاروش و مواد

 مرداد تا 1398 آذرماه از که آزمایشگاهی مطالعه این در

 انجام مرکزي تهران واحد میاسلا آزاد دانشگاه در 1399 ماه

 یلاناستان گ از) Typha latifolia( لویی گیاه گرفت،

از جاده شهرك  یجانبه سمت لاه یاهکلس 4 یلومتر(ک

شد و  يجاده مجاور مزارع برنج) جمع آور یهحاش ی،صنعت

 آزاد دانشگاه حمدي، مهدي محمد(دکتر  شناس گیاه توسط

 تایید مورد) شناسی زیست گروه مرکزي، تهران واحدمیاسلا

. شد گرفته نظر در 1286میهرباریو کد آن براي و گرفت

خشک و  یاه،گرم از برگ گ 10 یاه،گ یعصاره آب یهته يبرا

روش  از استفاده با گیري عصاره و یدگرد یابسپس آس

گرم از پودر  5در ابتدا  خلاصه، طور هانجام شد. ب یونماسراس

 آب مقطر به یس یس 100سپس  و یدوزن گرد یاهعصاره گ

ساعت در  48به مدت  یاهعنوان حلال افزوده شد. پودر گ

قرار گرفت و بعد از  یسیهمزن مغناط يتماس با حلال بر رو

کردن  یظغلآن را صاف کرده و به منظور ت شده،یینمدت تع

) استفاده شد ایران تجهیز، ژال ،R100( يروتار اهآن از دستگ

جهت  لیترمیلیدر  گرممیلی 10عصاره با غلظت  یتو در نها

  ]. 7شد [ یهادامه مطالعه ته

با خلوص بالا  يرو یدنانو ذرات اکس یستیزسنتز  براي

یلیم 5/1( يرو یتراتن یعاز محلول ما لیتریلیم 200ابتدا 

 لویی گیاهاز محلول عصاره برگ  لیتریلیم 20) به مولار

 1( یدروکسیده یمسد لیتریلیم 10و سپس با  یداضافه گرد

 60 يو در دما ریکیحاصل در تا یبشد. ترک یمارمولار)  ت

 تجهیز، ژال ،MS300HS( یرراست يو بر رو گرادیدرجه سانت

که نشان  یدرنگ سف یلتشک 24) انکوبه شد. بعد از ایران

. یداست مشاهده گرد يرو یددهنده ظهور نانو ذرات اکس

 یگما،(س یفیوژسانتر  یشترب سازيخالص يمحلول حاصل برا

) شده و با آب مقطر و سپس با اتانول یکا، آمر16/2مدل 

 نانو ساختار ییدتأ جهت]. 7[ یدشسته شده و خشک گرد

 :گردید استفاده زیر يهاروش از شده سنتز روي اکسید ذرات
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 برگ گیاه لویی نانوذرات اکسید روي سنتز شده توسط عصارهمیاثرات ضدبیوفیل 6

 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

از گذشت  بعدفرابنفش:  یمرئ یسنج یفط آنالیز - 1

و  يرو یتراتاز زمان واکنش افزوده عصاره به ن یقهدق 120

فرابنفش  یمرئ یسنج یفط یزرنگ واکنش، آنال ییرتغ

 UV-Vis یسنج یفبا استفاده از دستگاه ط ينانوذرات رو

)Agilent, Cary 300،Spectrophtometer, USA (بین 

 قرار گرفت.   یابینانومتر مورد ارز 700تا  200

 Transmission( گذاره الکترونی میکروسکوپ -2

electron microscopy, TEM:( یختر یمنظور بررس به 

 يعکس بردار ي،رو یداندازه نانو ذرات اکس ییدو تأ یشناس

 EM10C-100توسط دستگاه  يرو یداز نانو ذرات اکس

KV Zeiss یدنجام گردکشور آلمان، ا . 

 Transmission( گذاره الکترونی میکروسکوپ - 3

electron microscopy, SEM :(و اندازه  یشناس ریخت

با استفاده از  یستیسنتز شده به روش ز ينانو ذرات رو

 شد. عکس ی) بررسSEM( یروبش یالکترون یکروسکوپم

 TE-SCANشرکت  MIRAتوسط دستگاه  SEM يبردار

 .یدکشور ژاپن انجام گرد ساخت

 X-ray powder یکسالگوي پراش اشعه ا - 4

diffraction (XRD) :(بلورین فازهاي تعیین منظور به 

 چنینهم شده سنتز روي اکسید نانوذرات) یستالی(کر

 از روي اکسید ذرات نانو کریستالی ثابتهاي گیرياندازه

بهره استفاده  هانمونه )XRD( ایکس اشعه پراش الگوي

امکان شناخت نوع ساختار  یکسشد. تفرق اشعه ا

. در کندمیرا فراهم  يرو یدنانوذرات اکس یستالوگرافیکر

 XRDتوسط دستگاه  یکسمطالعه آزمون اشعه ا ینا

)Explorer، GNR، Italy با تشعشع لامپ (CuKa، در 

  .شد انجام درجه 110 تا 0 دامنه

 Fourier-transform( قرمزمادون سنجی طیف -5

infrared spectroscopy:( قرمز  مادون سنجییفط

 یباتترک يمختلف موجود بر رو یعامل هايگروه تواندیم

 یساختار احتمال یجهنت کرده و در ییرا شناسا یمولکول

ما مشخص کند. با استفاده از دستگاه  يرا برا یباتترک

ن)، (ژاپ PerkinElmerاز شرکت   Spectrum Twoمدل 

  .یدقرمز انجام گرد مادون ينگار یفط

 کلبسیلا به مشکوك نمونه 50 تعداد مطالعه، این در

 مختلف هايبیمارستان کننده مراجعه بیماران از پنومونیه

 زخم، ادرار، شامل) آباد یافت شهداي و خمینی امام(پارس، 

 هاشدند. نمونه يخون و خلط جمع آور ی،نخاع- مغزي مایع

 دانشگاه بشناسیمیکرو تحقیقاتی آزمایشگاه به انتقال از پس

 Eosin Methylene هايمحیط روي مرکزي تهران واحد آزاد

Blue )EMBآگار (مرك یآلمان) و مک کانک- ) (مرك-

گراد به مدت  یدرجه سانت 37آلمان) کشت داده شدند و در 

لام و مشاهده  یهشدند. بعد از ته يساعت نگهدار 24

 نظیر معمول بیوشمیایی يهاتست منفی، گرم هايباسیل

 Sulfide indole motilityکشت  يهامحیط در کشت

)SIM ،(Triple sugar iron agar )TSI ،(Methyl Red 

(MR) and Voges-Proskauer (VP) )MRVPمرك) (-

 يآلمان) برا- (مرك یدازتست اکس و سیترات و اورهآلمان)، 

 یطدر مح هاباکتري سپس. شد انجام پنومونیه کلبسیلا ییدتأ

Tryptic Soy Broth )TSBیسرول)(مرك، آلمان) و گل 
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 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

 انجام براي گراد سانتی درجه - 70درآلمان) - (مرك

  ].8[ شدند ذخیره و مطالعه بعدي يهاتست

 پنومونیه کلبسیلا هايسویه بیوتیکی آنتی مقاومت الگوي

 Clinical استاندارد اساس بر دیفیوژن دیسک روش توسط

and Laboratory Standards Institute )CLSI (گرفت انجام 

 و شد تهیه هاسویه میتما از فارلند مک نیم غلظت ابتدا]. 9[

 میزان و شد داده کشت آگار مولرهینتون کشت محیط در

 سیلین،آمپی هايبیوتیکآنتی به هاسویه حساسیت

 یم،سفپ یکلین،تتراسا یکاسین،آم یسین،جنتاما

 یممتوپر يو تر ینلووفلوکساس یپروفلوکساسین،س

  ]. 9شد [ ی) بررسیرانا-سولفامتاکسازول (پادتن طب

استفاده  روش مورد یپیمورداستفاده در تست فنوت روش

Freeman کشت  یطروش از مح ین. در اباشدیو همکاران م

 یطمح يکشت حاو یطمح ینکنگو رد آگار استفاده شد. ا

-(مرك )BHI( Brain heart infusion) یترگرم در ل 37(

)( لیتر در گرم 10)، آگار (لیتر در گرم 50آلمان)، سوکروز (

-مرك) لیتر در گرم 8/0آلمان) و رنگ کنگو رد (- مرك

 یتپل رد پنومونیه یلاکلبس ینیبال هايیه. سوباشدیآلمان) م

 37 يساعت در دما 24کشت کنگورد به مدت  یطمح يحاو

 یطیشرا ینگراد کشت داده شدند. تحت چن یدرجه سانت

 یررنگ و سا یمشک يهایکلن یوفیلمکننده ب یدتول هايیهسو

  ]. 10دهند [یم یلقرمز رنگ تشک يهایکلن هایهسو

 روي اکسید نانوذرات ضدمیکروبی اثرات بررسی منظور به

 طبق بر اي خانه 96 پلیت در میکرودایلوشن روش از

منظور ابتدا  یناستفاده شد. به ا CLSI يهاپروتوکل

 ینتونکشت مولر ه یطدر مح یهپنومون یلاکلبس يهاسویه

گراد  یدرجه سانت 37 يساعت در دما 24براث به مدت 

در  یکروگرمم 95/1 يهاکشت داده شدند. نانوذره در غلظت

به داخل  لیتریلیدر هر م یکروگرمم  500تا  لیتریلیهر م

 MHBبراث ( ینتونکشت مولر ه یطو با مح یختهر هاچاهک

:Mueller-Hinton broth195آلمان)، تا حجم - ) (مرك 

 یکرولیترم 5با مقدار  هاچاهک يرسانده شد. همه یکرولیترم

 یمبا غلظت ن یلاپنومونیهکلبس هايیهسو یکروبیاز کشت م

 MIC )Minimum. مقدار یدمک فارلند اضافه گرد

inhibitory concentrationغلظت  ینترعنوان کم) به

. لازم به ذکر است شودیمحسوب م يمهارکننده رشد باکتر

فاقد  يباکتر ي، از چاهک حاوMICغلظت  یینکه جهت تع

 به ذره نانو يو از چاهک حاو منفیعنوان کنترل به ذره نانو

 گردید استفاده مثبت کنترل عنوان به کشت محیط همراه

]10.[  

 یدنانوذره اکس مییوفیلب اثرات ضد یمبه منظور مطالعه ک

کشت  یکاستفاده شد. سپس  یکروتیترپلیتاز روش م يرو

و سپس با برداشتن از  یدگرد یهته یزولهساعته از هر ا 24

 TSB یطها به محآن یحساعته و تلق 24کشت  يهایکلن

به دست آمد که  یکروبیم یونگلوکز، سوسپانس 2/0 يحاو

 یطمک فارلند تطابق داشت. از مح یمبا کدورت ن آنکدورت 

TSB ها اضافه شد چاهک به همه چاهک يباکتر یحبدون تلق

 11ستون  يها) و چاهکي(بدون باکتر یکنترل منف 12

 یونسوسپانس یکرولیترم 100 يعنوان کنترل مثبت (حاوبه

 يهااز چاهک یک) در نظر گرفته شد. سپس به هر يباکتر
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 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

اضافه  یاییباکتر یونوسپانساز هر س یترکرولیم یتپل 100

 یرز يهااز غلظت یکرولیترم 50شد و به دنبال آن 

 یتو سپس پل یدبه آن اضافه گرد ينانوذره رو یحدکشندگ

گراد انکوبه  یدرجه سانت 37 يساعت در دما 24به مدت 

را  هاچاهک ییساعت، محلول رو 24شد. بعد از گذشت 

 یلاستر زیولوژيیبا سرم ف بهمرت 3و هر چاهک  یدخارج گرد

 250با  یوارهمتصل به د هاييشسته شد. سپس باکتر

 یقهدق 15شدند. بعد از  یتتثب %96از اتانل  یکرولیترم

به  هایتشدند. بعد از خشک شدن پل یچاهک خال یاتمحتو

(به  یداضافه گرد یولهو یستالرنگ کر یکرولیترم 200آن 

 يهارنگ، زمانمدت ین). بعد از گذشت ایقهدق 15مدت 

شسته شدند. بعد از  یلبا استفاده از آب مقطر استر یاضاف

اضافه  یلهوس هب یوفیلمب یمها، سنجش کیتخشک کردن پل

به هر چاهک  درصد 33 یکاست یداس ترییکرولم 200کردن 

نانومتر توسط  570صورت گرفت و جذب آن در طول موج 

ژاپن) خوانده  ،ELISA Reader )JASCO, V-530دستگاه 

  ]. 10شد [

 در wzm یوفیلمژن ب یانب ییراتتغ یزانم یمنظور بررس به

 quantitativeاز روش  یوفیلم،دهنده ب یلتشک يهاسویه

Real Time PCR  منظور ابتدا  ین. به اشودمیاستفاده

 کنندگی مهار زیرحد غلظت با پنومونیه کلبسیلا هايسویه

)Sub-minimum inhibitory concentrationشدند و  یمار) ت

RNA استخراج  یتسلول توسط کRNA )Bioneer, Korea (

سنتز  یتاستخراج شده توسط ک يهاRNA. یداستخراج گرد

cDNA )TaKara, Japan به (DNA ) مکملcDNA( یلتبد 

 پرایمر از  ،Real Time PCR. جهت انجام تست گردید

به  16S rRNA استفاده نموه و ژن  wzmهدف  ژن یاختصاص

عنوان کنترل داخلی مورد استفاده قرار گرفت. توالی 

) ژن Forward and reverseرفت و برگشت ( یمرهايپرا

 -'5 صورت به wzmهدف 

TGCCAGTTCGGCCACTAAC -3'    5رفت، و'- 

GACAACAATAACCGGGATGG -3'  ،بود.  برگشت

به  16S rRNAرفت و برگشت ژن مرجع  یمرهايتوالی پرا

رفت، و   'CGTCTGCCCTATCAACTTTCG-3-'5صورت 

5'-CGTTTCTCAGGCTCCCTCT-3'   برگشت است

]11  .[  

آستانه به دست آمده از  هايچرخه اختلاف ادامه، در

) و نانوذرهتیمار شده با  هاي(نمونه یشمورد آزما يهانمونه

 محاسبه) نانوذرههاي تیمار نشده با کنترل (نمونه يهانمونه

هدف  ، نسبت ژنΔΔCtژن با استفاده از فرمول  یانب میزانو 

  . دمحاسبه ش CtΔΔ– 2 یق) از طرS rRNA16به ژن مرجع (

 و بوده تکرار بار 3 صورت به مطالعه این يهاتستمیتما

نسخه   SPSSافزارنرم از استفاده با مطالعه این آماري محاسبه

  . یدانجام گرد 16

 یعنرمال بودن توز یبررس يبرا Shapiro-wilkآزمون  از

 طرفه یک واریانس آنالیز با نتایج و استفاده شد هایانگینم

)one-way analysis of varianceقرار گرفت و  ی) مورد بررس

داده  یشنما یانگینم ± یاراطلاعات به صورت انحراف مع

در نظر گرفته  05/0 هاآزمون در داريیو سطح معن اندهشد

  شد. 
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 9  نوید کلهر و همکاران

 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  نتایج

 یباتدر معرض ترک Zn يهایونسنتز،  یندفرآ یدر ط

کاهش  یقطر ینقرارگرفته و از ا گیاه عصارهکننده  ءیااح

به نانو  Zn يهایونکامل  یاي. احشودیشروع م ينمک رو

انجام  سنجییفو ط یطرنگ مح ییربا تغ يرو یدذرات اکس

نانو  یلو تشک ينمک رو یايرنگ نشان دهنده اح ییرشد. تغ

  ).2در محلول است (شکل  يذرات رو

  

  

  

  

  

 

 

  

  

  

  

  روي اکسیدسنتز سبز نانوذرات  -2شکل 

)A ( روي، نیترات): محلولBسنتز شده.  يرو ید): نانوذرات اکس  

نانو ذرات  ينانومتر برا 340در طول موج  یکوجود پ 

 يهازمان یط UV-vis سنجییفبا دستگاه ط يرو یداکس

  ).3شد (شکل  ییدمختلف واکنش تأ

 

  

  

  

  

  

  

  

  

 اکسید ذرات نانو ینانومتر نشان دهنده سنتز احتمال 340شاخص در طول موج  یکسنتز. وجود پ يرو یدنانوذرات اکس يبرا UV یسنج یفط -3 شکل

  .باشد می روي

 یکروگرافم یقنانو ذرات از طر یشناس یختاندازه و ر 

قرار  یابی) مورد ارزSEMنگاره ( یالکترون یکروسکوپم

 توسط يرو یدنانو ذرات اکس یشناسیخترگرفت. اندازه و 

SEM مختلف،  يهایینماولت و با بزرگ یلوک 30 یربا ولتاژ ز

قرار گرفت.  یابی) مورد ارزTorr 5-10تحت فشار خلاء (

اندازه نانو ذرات مشخص است،  4همان گونه که در شکل 

 یرتصاو چنین،همبوده است.  یرنانومتر متغ 110تا  60ینب

دهد که نانو ینشان م TEMگذاره  یالکترون یکروسکوپم

  . )5 شکل( باشندمی يساختار کرو دارايذرات سنتز شده 

  

A B 
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سنتز  ياز نانوذرات رو SEM یالکترون یکروسکوپم یرتصاو -4 شکل

 100 یرو ز يشود که نانوذرات کرو یکه مشاهده م طورنهماشده. 

  .باشندینانومتر م

  

  

  

  

  

که نشان دهنده ساختار  TEMتصویر میکروسکوپ الکترونی  -5شکل 

  کروي نانوذرات اکسید روي سنتز شده است.
  

  

 يرو یدنانو ذرات اکس یلتشک تأییدبه منظور   XRDیزآنال

 یکساشعه ا یرایشآمده از ودستبه یفط يانجام گرفت. الگو

، 28/33، 45/34، 29/36، 56/46 يهایکپ يدارا θ یهدر زاو

مطابقت دارد  ZnO یکسبود که با الگو پراش اشعه ا 8/33

 ي،رو یدنانو ذرات اکس FTIR سنجییف). در ط6(شکل 

مربوط  1048 ناحیه و 1014 ناحیه یدر نواح یجذب يباندها

بر اثر واکنش  تواندی) است که مC-O-C( ياتر یباتبه ترک

 ناحیه یجذب يشده باشد. باندها یجادا یاهیبا عصاره گ

 يرو یدنانو ذرات اکس سنجییفدر ط 3344 ناحیه و  2368

بوده است.  يرو یتراتبا ن یاهیمربوط به واکنش عصاره گ

دار  يرو یباتترک يبرا cm-11595باند  ینچنهم

  ).7شده است (شکل گزارش

  

آمده از دستبه یفط يباشد. الگو یم يرو یدنشان دهنده سنتز نانوذرات اکس XRD یجسنتز شده. نتا يرو یدنانوذرات اکس XRD یزآنال - 6 شکل

  مطابقت دارد.  ZnO یکسبود که با الگو پراش اشعه ا 8/33، 28/33، 45/34، 29/36، 56/46 يهایکپ يدارا θ یهدر زاو یکساشعه ا یرایشو
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 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  
  

سطح نانوذرات  يبر رو یاهیگ یباتمختلف ترک یوندهايمختلف نشان دهنده پ يها یکسنتز شده. وجود پ يرو یدنانوذرات اکس FTIR یزآنال -7 شکل

-C( ياتر یباتمربوط به ترک 1048 ناحیه و 1014 ناحیه یدر نواح یجذب يباندها ي،رو یدنانو ذرات اکس FTIR سنجییف). در ط باشد یم يرو یداکس

O-Cیدنانو ذرات اکس سنجییفدر ط 3344 ناحیه و  2368 ناحیه یجذب يشده باشد. باندها یجادا یاهیبر اثر واکنش با عصاره گ تواندی) است که م 

  شده است دار گزارش يرو یباتترک يبرا cm-11595باند  ینچنبوده است. هم يرو یتراتبا ن یاهیمربوط به واکنش عصاره گ يرو

 به مشکوك بالینی نمونه 50 بین از مطالعه این در

 موکوئیدي و مثبت لاکتوز هايکلنی پنومونیه، کلبسیلا

و  یکروسکوپیم هايتست از استفاده با و شد جداسازي

 يجداساز یهپنومون یلاکلبس یهسو 20تعداد  بیوشیمیایی

  . )1 جدول( یدگرد

  

  .بیوتیکی آنتیمقاومت  الگويمقاوم به دارو و  پنومونیه کلبسیلا هاي سویه جداسازيمحل  - 1جدول 

  بیوتیکی آنتیمقاومت  الگوي  بالینینوع نمونه   سویهشماره 

  تتراسایکلین جنتامایسین، سیلین، آمپی  ادرار  4

  سولفامتاکسازول متوپریم تريو  لووفلوکساسین، آمیکاسین،  خون  7

  یکلینتتراسا یم،سفپ جنتامایسین،  ادرار  9

  یکلینتتراسا یپروفلوکساسین،س سفپیم،  ادرار  12

  سولفامتاکسازول متوپریم تري سیپروفلوکساسین، سیلین،آمپی  خلط  16

  لووفلوکساسین آمیکاسین، سیلین،آمپی  ادرار  21

  یکلینتتراسا یپروفلوکساسین،س سفپیم،  ادرار  26

  سولفامتاکسازول متوپریم تريو  لووفلوکساسین، آمیکاسین،  خون  34

  تتراسایکلین جنتامایسین، سیلین، آمپی  ادرار  35

  لووفلوکساسین آمیکاسین، سیلین،آمپی  ادرار  37

  یکلینتتراسا یپروفلوکساسین،س سفپیم،  ادرار  39

  سولفامتاکسازول متوپریم تريو  لووفلوکساسین، آمیکاسین،  ادرار  42

  یکلینتتراسا یم،سفپ جنتامایسین،  ادرار  45

  سولفامتاکسازول متوپریم تريو  لووفلوکساسین، آمیکاسین،  خون  48

  لووفلوکساسین آمیکاسین، سیلین،آمپی  ادرار  49
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 برگ گیاه لویی نانوذرات اکسید روي سنتز شده توسط عصارهمیاثرات ضدبیوفیل 12

 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

نمونه  15نشان داد که تعداد  بیوتیکیآنتی مقاومت نتایج

 یوتیکیب یمقاومت آنت يالگو يدارا )درصد 75(

)multidrug-resistant  :MDR (بودند) .MDR :هايسویه 

 خانواده سه از هابیوتیکآنتی از یکی به مقاومت داراي

 تشخیص منظور به مطالعه این در). بیوتیکی آنتی مختلف

 کنگوردآگار کشت محیط از بیوفیلم دهنده تشکیل هايسویه

 MDR )15 هايسویهمیتما داد نشان نتایج. شد استفاده

 يهاسویه که طوري هبودند، ب یوفیلمدهنده ب یلتشک )سویه

 یطمح يرنگ بر رو یمشک هايکلنی داراي دهنده تشکیل

  ). 8کشت کنگو رد آگار بودند (شکل 

 میکروبی ضد اثرات مطالعه منظور به مطالعه این در

 96 پلیت در متوالی سازيرقتاز روش  يرو یدنانوذرات اکس

 روي اکسید نانوذرات که داد نشان نتایج. شد استفاده ايخانه

 MIC یزاندارند و م يمعنادار میکروبی ضد اثرات داراي

 MIC ترینکم که طوري هب باشدمی 8/7-5/62 ینب هایهسو

می لیترمیلیدر  یکروگرمم MIC 25/31 ترینیشو ب 9/3

  ).2(جدول  باشد

  

 و) a( رنگ مشکی کلنی آگار رد کنگو کشت محیط در بیوفیلم دهنده تشکیل هايسویه. آگار رد کنگو کشت محیط در بیوفیلم تشکیل تست -8 شکل

  ).b( دهندمی تشکیل رنگ سفید هايکلنی منفی بیوفیلم هايسویه

مختلف شهر  هاينبیمارستامراجعه کننده  بیماران میاناز  پنومونیه کلبسیلامختلف  هايسویه) MIC( مهارکنندگیغلظت  ترینکم میزان - 2جدول 

  .1397-98تهران در سال 
  

  سویهشماره 
 یکروگرم(م MICغلظت 

  )لیترمیلیدر 
  سویهشماره 

 MICغلظت 

  )لیترمیلیدر  یکروگرم(م

4  5/62  35  62/15  

7  62/15  37  8/7  

9  8/7  39  8/7  

12  8/7  42  25/31  

16  5/62  45  5/62  

21  62/15  48  8/7  

26  5/62  49  5/62  

34  8/7  
ATCC 

13883 
62/15  
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 13  نوید کلهر و همکاران

 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

 روي اکسید نانوذراتمیضدبیوفیل اثرات بررسی منظور به

 ضد اثرات نتایج. شد استفاده میکروتیترپلیت روش از

 توانندمی روي اکسید نانوذرات که داد نشان میبیوفیل

). 1(نمودار  دهند کاهش معناداري طور به را بیوفیلم تشکیل

 یمارنشان داد که پس ار ت Real Time PCR یجنتا چنینهم

 مهار حد زیر غلظت با بیوفیلم دهنده تشکیل هايسویه

در   wzmژن  یانب یزانم يرو یداکس ذرات نانو کنندگی

کاهش  16S rRNAنسبت به ژن مرجع  هاسویهمیتما

 از برخی در که طوري هب)، >0P/ 05داشته است ( يمعنادار

  ).  2بود (نمودار  یافتهبرابر کاهش  5 یانب یزانم هاسویه

  

  

  اندشده مقایسه تیمار از قبل نمونه اب مقایسه صورت هب داده. پلیت تیتر میکرو روش توسط روي اکسید نانوذرات ضدبیوفیلمی اثرات - 1 نمودار

  ***)001/0P 3(کنترل) :  یماربا گروه قبل از ت ي(اختلاف معنادارn=.( مربوط افق ستون. تگرف قرار بررسی مورد طرفه یک واریانس آنالیز با نتایج 

 هاشور با هايستون). یوفیلمب یلتشک یزان(م دهدینانومتر را نشان م 570طول موج  در جذب میزان عمودي محور و پنومونیه کلبسیلا هايسویه شماره به

 یدبا نانوذرات اکس یمارت از بعد هاسویه همان به مربوط رنگ طوسی شورها با هايستون و تیمار از قبل پنومونیه لاکلبسی هايسویه به مروبط رنگ مشکی

  . باشدیم يرو
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 برگ گیاه لویی نانوذرات اکسید روي سنتز شده توسط عصارهمیاثرات ضدبیوفیل 14

 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 بیوفیلم دهنده تشکیل هايسویه در  wzmژن  یانب ییراتتغ یزان). مb( 16S rRNAو   wzm هاينژ ذوب منحنی آنالیز و) a( تکثیر نمودار -2 نمودار

)cم .(یوفیلمژن ب یانب یزان wzm  اند یافته کاهش معناداري طور هب روي نانوذرات با تیمار از پس هایهدرسو  ***)001/0P  با گروه  يمعنادار اختلاف

 ژن بیان میزان وديعم محور و پنومونیه کلبسیلا هايسویه شماره افقی محور. گرفت قرار یطرفه مورد بررس یک یانسوار یزبا آنال یج). نتا=3n :کنترل 

  .باشد می wzmمربوط به ژن  یرنگ مربوط به ژن کنترل و ستون مشکل یدسف هايستون. باشد می

c 

Cycle
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 15  نوید کلهر و همکاران

 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  

   بحث

 بسیاري هابیوتیک آنتی رویهبی مصرف به توجه با امروزه

 دلیل به پنومونیه کلبسیلا بخصوص میکروبی يهاپاتوژن از

استفاده  یراًاخ. اندهمقاوم شد هابیوتیک آنتی بیوفیلم تشکیل

بردن سد  ینو نانوذرات جهت از ب یعیطب یباتاز ترک

 محققان توجه مورد بیوفیلم تولید و بیوتیکییمقاومت آنت

 با روي اکسید نانوذرات مطالعه این در]. 12[ اندگرفته قرار

 دلیل(به  لویی گیاه عصاره توسط سبز سنتز روش از استفاده

 و گردید تولید) ترپنوئیدي و فلاوونوئیدي محتواي داشتن

. گرفت قرار ییدتأ مورد آن شیمیایی و فیزیکی صیاتخصو

 سنتز روياکسید نانوذرات موروفولوژي که داد نشان نتایج

که  باشدمینانومتر  110از  ترکم آنها سایز و بوده کروي شده

 يجنبه مثبت در نانوذرات بخصوص نانوذرات فلز یک

 نانوذرات که است داده نشان مطالعات طوریکه هب باشد،می

 تريبیش ضدمیکروبی اثرات داراي ترکوچک سایز داراي

  ].13[ هستند

  Pillaiرا با استفاده از  يرو یدهمکارانش نانوذرات اکس و

 ,Beta vulgaris یاهانروش سنتز سبز با عصاره گ

Cinnamomum tamala, Cinnamomum verum, Brassica 

oleracea var. Italica مطالعه نشان  ینا نتایج. نمودند سنتز

 يبوده و دارا يساختار کرو يداد که نانوذرات سنتز شده دارا

و همکارانش  Naseer]. 14[ باشدمینانومتر  20اندازه 

سنتز  ،را با استفاده از روش سنتز سبز يرو یدنانوذرات اکس

مطالعه نشان داد که نانوذرات سنتز شده  ینا یجنمودند. نتا

]. نقطه نظر 15[ باشدمی ينانومتر و کرو 1/68 یزسا يدارا

 که باشدمینکته  ینبا مطالعه ما ا مطالعات میتما مشابه

 و راحت روش یک روي نانوذره سنتز براي سبز سنتز روش

 به مربوط ذره نانو سایز در اختلاف و است صرفه به مقرون

مطالعات  که طوري هب ،است استفاده مورد گیاهی گونه نوع

 سنتز باعث گیاهی مختف يهاگونه که دهدمینشان 

 از یکی چنینهم. شودمی مختلف هاياندازه با نانوذرات

 مهارکنندگی غلظت میزان مطالعات با مطالعات این اختلافات

 نوع دلیل به تواندمیکه  باشدمی هاباکتري علیه نانوذرات

 بیوتیکی آنتی مقاومت میزان و مطالعه مورد يهاباکتري

  ].16باشد [ هاآن

Zare را با استفاده از  يرو یدو همکارانش نانوذرات اکس

Cuminum cyminum نانوذرات  یاتسنتز نمودند و خصوص

 یالکترون یکروسکوپو م UVسنتز شده با استفاده از تست 

مطالعه نشان داد که  ینا یجمطالعه قرار دادند. نتاگذاره مورد 

 ترینیشنانومتر ب 370نانوذرات سنتز شده در طول موج 

 با و کروي ظاهري شکل داراي نانوذرات و داشته را جذب

 سنتز نانوذرات اندازه]. 17[ بودند نانومتر 7 میانگین اندازه

 از یکی که داشت اختلاف مطالعه با مطالعه این در شده

نوع  تواندمیمختلف نانوذرات سنتز شده  يهااندازه دلایل

 ارتباط دهدمیعصاره استفاده شده باشد. مطالعات نشان 

 سنتز نانوذره یزسا و مختلف گیاهان عصاره بین معناداري

 محتواي که گیاهانی ترتیب ینا به دارد وجود شده

 يهااندازه با نانوذرات توانندمیدارند  تريبیش فلاوونوئیدي

  ].    18کنند [ یدرا تول ترکوچک
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 برگ گیاه لویی نانوذرات اکسید روي سنتز شده توسط عصارهمیاثرات ضدبیوفیل 16

 1400، سال 1، شماره 20دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

 ضد اثرات تعیین مطالعه این اهداف از دیگر یکی ادامه در

 یوفیلمژن ب یانب يآن بر رو ثیرو تأ میبیوفیل ضد میکروبی،

wzm ما مطالعه نتایج. بود پنومونیه کلبسیلا يهاسویه در 

 ضدباکتریایی اثرات توانندمی روي اکسید نانوذرات داد نشان

 پایین يهاغلظت در که طوري هب که باشند داشته معناداري

 يهامکانیسم. شد مشاهده قوي کش میکروب اثرات نانوذرات

 يرو یدنانوذرات اکس یکروبیجهت خواص ضدم يمتعدد

 یمکه تماس مستق دهدمیوجود دارد. مطالعات نشان 

 یبکه منجر به تخر یسلول یوارهبا د يرو یدنانوذرات اکس

و  +Zn2 يهایون آزادسازي یا و شودمی یسلول یوارد

 ضد اثرات داراي که باشدمی اکسیژن  میس يهایکالراد

 میس يهارادیکال از ناشی سلولی سمیت. هستند میکروبی

 اکسیداسیون خاصیت و بالا پذیري واکنش دلیل به اکسیژن

و همکارانش نشان دادند که  Raghupathi]. 19[ باشدمی آن

 دلیل به روي اکسید ذرات نانو میکروبی ضد یتخاص یشافزا

 این. باشدمی اکسیژن میس يهارادیکال تولید افزایش

)، O2( سوپراکسید آنیون شامل اکسیژنمیس يهارادیکال

. باشدمی) OH-( هیدروکسید و) 2O2H( پراکسید هیدروژن

 یسلول ياجزا یبتخر خاطر هب ترکیبات این سلولی سمیت

هم. باشدیم یسلول يو غشا هاپروتئین ،DNA یپید،مانند ل

باعث مهار انتقال فعال  +Zn2 يهایون آزادسازي چنین

و  یدآمینهاس یسممتابول ینو هم چن يسلول باکتر يغشا

  ].    20[ شودمی مییآنز یستمعملکرد س یبتخر

 wzm یوفیلمژن ب یانب يبر رو ينانوذرات رو یرتاث نتایج

نسبت به ژن کنترل  هایهدر سو wzmژن  یاننشان داد که ب

 تشکیل کاهش در تواندمیداشته است که  يمعنادار کاهش

 در ژن بیان کاهش میزان. باشد داشته نقش بیوفیلم

 از برخی در که وريط به است متفاوت مختلف يهاسویه

کاهش  یگرد یو در برخ يبرابر 2 یانباعث کاهش ب هاسویه

 الگوي نبی معناري ارتباط چنینشده است. هم يبرابر 5

ژن مشاهده  یاننانوذره بر ب ثیرتأ و بیوتیکی آنتی مقاومت

 روي بر توانندمیکه نانوذرات  دهدمینشد. مطالعات نشان 

 و بگذارند اثر) Transcription factors( رونویسی فاکتورهاي

باعث  توانندمی ینرا کاهش دهند و بنابرا هاآن فعالیت

 در نانوذرات کهینشوند. علت ا wzm یوفیلمن بژ یانکاهش ب

 تواندمی یزژن را کاهش داده است ن یانب ترکم هاسویه برخی

  ورود نانوذره به درون سلول نقش داشته باشد.  یزانبه م

Akhil  ِو همکاران فعالیت ضد میکروبی و ضد بیوفیلمی

نانوذرة اکسید روي علیه استافیلوکوکوس اورئوس و 

نتیجۀ پژوهش آن  .سودوموناس آئروژینوزا را ارزیابی کردند

بود که این نانوذره، فعالیت ضد میکروبی و ضد بیوفیلمی 

 روي اکسید نانوذرات Jayaprakash]. 21[ داشت گیريچشم

 ضد اثرات و کردند سنتز زیستی روش از استفادده با را

 این نانوذرات. نمودند بررسی را آنمیبیوفیل ضد و باکتریایی

 ییدمورد تأ SEMو  FTIR، UV-Vis يهاروش توسط مطالعه

 داراي شده سنتز نانوذرات مطالعه این نتایج. گرفتند قرار

پاتوژن علیهمیضدبیوفیل اثرات داراي و بوده کروي ساختار

و  Shakerimoghaddam]. 22بودند [ یکروبیم هاي

 بر را روي اکسید نانوذرات میبیوفیل همکارانش اثرات ضد

 fluژن  یانو ب یکل یااشرش یوروپاتوژنیک يهاسویه روي
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 نانو که داد نشان مطالعه این نتایج. دادند قرار مطالعه مورد

 توانندمی مهارکنندگی زیرحد غلظت در روي اکسید ذرات

]. 23را کاهش بدهند [ یوفیلمب یدتول درصد 50

RamachandranI  را با  يرو یدو همکارانش نانوذرات اکس

سنتز  Ulva lactucaروش سنتز سبز با استفاده از عصاره 

. دادند قرار مطالعه مورد را آنمیبیوفیل نمودند و اثرات ضد

 لیزر میکروسکوپ روش توسطمیضدبیوفیل اثرات نتایج

 ضد اثرات داراي ذره نانو این که داد نشان کونفوکال

]. نقطه نظر 05/0p<( ]24( باشدمی معناداري میبیوفیل

 ضد معنادار اثرات ما مطالعه با مطالعات این میمشابه تما

با اندازه کوچک  ذرات نانو که طوري هب ،بود میبیوفیل

 با و شوند بیوفیلم ناپذیز نفوذ ساختار وارد توانندمی یبراحت

شوند.  یوفیلمب یلباعث کاهش تشک هاباکتري تعداد کاهش

کاهش  یزانمطالعات با مطالعه ما م یناز اختلافات ا یکیاما 

 بیوفیلم نوع آن دلایل از یکی که باشدمی یوفیلمب یلتشک

نانوذره سنتز شده و هم یزو سا هاباکتري توسط شده تشکیل

موجود در سطح نانوذرات  یتوشیمیاییف یباتنوع ترک چنین

 بیوفیلم تشکیل روي بر متفاوتی اثرات تواندمیکه  باشدمی

 ].25[ باشند داشته

 ضد اثرات بررسی مطالعه این يهامحدودیت از یکی

 هايپاتوژن سایر روي بر روي اکسید نانوذرات میبیوفیل

و  یاییاثرات ضدباکتر شودمی یشنهادبود که پ یمارستانیب

 سایر روي بر شده سنتز روي اکسید نانوذرات میبیوفیل ضد

 نانوذرات باکتریایی شود تا بتوان اثرات ضد یبررس هاپاتوژن

 شودمی یشنهادپ چنینهم. نمود اثبات تر راحت روي اکسید

 یزن یرولانسو هايژن سایر بیان روي بر ذره نانو این اثرات

  شود.       یبررس

   گیرينتیجه

 روي اکسید نانوذرات که داد نشان مطالعه این نتایج

قابل  )Typha latifolia( لوئی گیاه عصاره توسط براحتی

اثرات معنادار  ينانوذرات سنتز شده دارا ینسنتز است و ا

ژن  یانب توانسنتدمیو  داشتندمیبیوفیل و ضد یکروبیضدم

 یلادهنده کلبس یلتشک يهاسویه در را wzm یوفیلمب

 مطالعات با آینده در توانمی ینکاهش دهند. بنابرا یهپنومون

 اکسید نانوذرات میبیوفیل ضد اثرات دقیق مکانیسم تربیش

  .شود شناسایی پنومونیه کلبسیلا يهاسویه روي بر روي

  یتشکر و قدردان

 و اشد کارشناسی دانشجویی نامه پایان از برگرفته پژوهش این

 تهران واحد میاسلا آزاد دانشگاه پژوهشی معاونت مالی حمایت با

 مالی حمایت از را خود قدردانی مراتب نویسندگان و بوده مرکزي

 میجهت از تما یناز ا .نمایندمی اعلام دانشگاه پژوهشی معاونت

 یدانشگاه بابت هماهنگ یشناس یکروبم یشگاهآزما همکاران

  .آیدمیو تشکر به عمل  یرتقد یشناس یکروببخش م
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Anti-biofilm Effects of Zinc Oxide Nanoparticles Synthesized by Leaf Extract 

of Typha Latifolia on Biofilm Gene Expression in Multidrug-Resistant 

Klebsiella Pneumoniae Strains: A Laboratory Study 
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Background and Objectives: Biofilms are a community of bacteria on surfaces coated with extracellular polymeric 

materials, and one strategy to remove biofilms is to use nanoparticles. The aim of this study was to synthesize green 

zinc oxide (ZnO) nanoparticles and determine its anti-biofilm effects on biofilm gene expression in multidrug-

resistant Klebsiella pneumoniae strains. 

Materials and Methods: In this in vitro study, ZnO nanoparticles were synthesized by green method using zinc 

nitrate solution and Typha latifolia extract. Its physical and chemical properties were confirmed by scanning electron 

microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM) and FTIR (Fourier-transform infrared spectroscopy) 

methods. Its antimicrobial and anti-biofilm effects against multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae isolates were 

investigated using minimum inhibitory concentration and plate microtiter methods, respectively. Finally, the effects 

of ZnO nanoparticles on the expression of wzm biofilm gene were investigated using Real Time PCR. 

Results: The synthesized ZnO nanoparticles had a spherical morphology and had a size of less than 100 nm. The 

results also showed that the synthesized ZnO nanoparticles had significant antimicrobial and anti-biofilm effects 

against multidrug-resistant K. pneumoniae strains and these nanoparticles significantly reduced the expression of 

wzm biofilm gene (p<0.05). 

Conclusion: The findings of this study showed that the synthesized ZnO nanoparticles have significant antimicrobial 

and anti-biofilm effects and in the future, with further studies, these nanoparticles can be used as an anti-biofilm 

candidate. 

Key words: Zinc oxide nanoparticles, Klebsiella pneumoniae, Antimicrobial, Anti-biofilm, Biofilm gene expression 
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