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مورد ها نقره و فعالیت ضدمیکروبی آن اثرات نانوذرات اخیراًی، یایمیبی در برابر عوامل ضدمیکربی شوکریجاد مقاومت میدر پی ا :سابقه و هدف
 يهاغلظتها و  زمانبه روش احیاي شیمیایی در تولید شده نقره در این تحقیق اثر ضدمیکروبی نانوذرات. توجه ویژه محققان قرار گرفته است

  .بررسی شد کلی اشرشیا و اورئوس استافیلوکوکوسمختلف بر دو باکتري 
عنوان ترتیب بهبلو بهمتیلنهاي کشت مانیتول سالت آگار و ائوزین محیط .ندد شدلیی تویایمینقره به روش احیاي ش نانوذرات :هامواد و روش
- آگار به عنوان محیط کشت براي بررسی خواص ضدهینتونو محیط مولر کلی اشرشیا و اورئوس استافیلوکوکوسهاي اختصاصی محیط کشت

تکرار و در سطح  6مارها در قالب کاملا تصادفی با یکامل استفاده و تبراي بررسی اثر ضدمیکروبی از طرح آزمایشی عاملی . میکروبی استفاده شد
،  1(ها نقره با باکتريزمان تماس نانوذراتدیگر و دو فاکتور کمی انتخاب شد  متغیر کیفی دو سطحی نوع باکتري. شدند انجام 05/0معنی داري 

  .دلحاظ ش) ppm 50 و 25، 10، 5(و غلظت نانوذرات ) ساعت 48 و 24، 12
متغیرهاي نوع باکتري و غلظت نانوذره اما  دار بر مهار رشد میکربی داشتند، یسه متغیر مورد مطالعه تأثیر معنهر  نتایج نشان داد که :هایافته

در غلظت کم مقاومت بیشتري نسبت  استافیلوکوکوس اورئوسدر مقایسه با   کلی اشرشیا. تاثیر بیشتري نشان دادنددر مقایسه با زمان تماس 
- استافیلوکوکوسنقره کمترین غلظت بازدارندگی نانوذرات نقره براي هر دو باکتري  از نانوذرات ppm10 و 5غلظت . به حضور نانوذره نشان داد

  .دبه دست آم ppm 50هاي مورد مطالعه حدود  کمترین غلظت براي کشتن باکتري همچنین. است اشرشیاکلی واورئوس 
عوامل مؤثر بر بروز خاصیت نقره  نوع باکتري، زمان تماس و غلظت نانوذراتنتایج نشان داد متغیرهاي مورد بررسی یعنی  :گیري نتیجه

سنتز شده به روش احیاي در مقابل نانوذرات نقره اورئوس  استافیلوکوکوسنسبت به کلی  اشرشیا باکتري .بی نانوذرات نقره استوضدمیکر
  .نشان داد يمقاومت بیشترالکتروشیمیایی 
  ، احیا شیمیاییاثر ضدمیکروبی ،کلی اورئوس، اشرشیا استافیلوکوکوسنقره، نانوذرات :واژگان کلیدي

  مقدمه 
ــی   ــزات طبیع ــین فل ــوندر ب ــاي ی ــره ه خــواص داراي نق

هـاي باکتریـایی   شدیدي علیه بسـیاري از گونـه  ضدمیکروبی 
ي نقـره  ویژگی ضدمیکروبی فوق العادهبه دلیل  .)1-3( است

 پستانداران، هاي سلول برايهاي آزاد آن و سمیت اندك یون

 غـذایی  کاربردهاي جهت نانوذرات این از براي استفاده علاقه

 اروپا ياتحادیه قوانین حال این با). 4(است  حال افزایش در
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 ٨٤

 mg Ag/Kgبـه   را غـذایی  مـواد  در نقـره  هـاي مجاز یون حد
هــاي نقــره و ســمیت یــون ).5(محــدود کــرده اســت  05/0

ها شناخته شـده اسـت   ترکیبات آن در بسیاري از ریزسازواره
سال قبل از میلاد مسیح مـردم نقـره را بـراي     1000در ). 6(

ــی  ــتفاده م ــازي آب اس ــد پاکس ــه  ).7-9(کردن  1940در ده
سیلین استفاده از نقـره بـه حـداقل     میلادي بعد از کشف پنی

 5/0نقـره را در غلظـت    Moyerکـه  هنگامی). 10-12(رسید 
درصد به صورت نیترات نقره براي درمان سوختگی اسـتفاده  

مـیلادي بـه صـحنه آمـد      1960کرد، این فلز مجدداً در دهه 
هاي عفونی و افـزایش غیـر   در پی افزایش بیماري). 13، 14(

بسـیاري از   ،هـا بیوتیکها به آنتیمنتظره مقاومت ریزسازواره
رشد  مهارهاي جدیدي براي ان به فکر استفاده از روشمحقق

هــا در کــه اســتفاده از ایــن روشبــه نحــوي هــا افتادنــد آن
گســترش ). 1، 7، 15( هــا ایجــاد مقاومــت نکنــدریزســازواره

نقـره   ذرات فناوري نانو باعث افزایش توجه محققان بـه نـانو  
 ـ نـانوذرات . جهت مهار رشد میکروبی شد علـت ابعـاد   هنقـره ب

فرد فیزیکی و ه داراي خصوصیات منحصر ب کوچکی که دارند
باعث بالا رفتن نسبت  ،شیمیایی هستند، این کاهش در ابعاد

در نتیجه سطح تماس بـا  و سطح به حجم در نانوذرات شده 
نقره به همین دلیل نانوذرات .یابدها نیز افزایش میریزسازواره

ره ه فلـز نق ـ کشی بـالاتري نسـبت بـه تـود    داراي اثر میکروب
  ).16-18( هستند

 هـا دقیقـاً  نقـره بـر ریزسـازواره   دقیق اثر نانوذرات سازوکار
سه مکانیسمی که به طور معمول توسـط   مشخص نیست اما

 آزادسازي -1: محققان مختلف پیشنهاد شده است عبارتند از

و  ATPتولیـد   مهـار  نتیجـه  در و نقـره  هـاي تـدریجی یـون  
 توسـط  سلولی غشاي به مستقیم آسیب -DNA 2رونویسی 

 توسـط  فعـال  اکسـیژن  هايرادیکال ایجاد -3نقره  نانوذرات

 به توانندمی نقره هايیون). 19(نقره  هايو یون نقره نانوذرات

 نیتـروژن  یا اکسیژن گوگرد، مثل ي الکتروندهنده هايگروه

و همکـاران   Cho ).20(شـوند   متصل هاي زیستیمولکول در
نقـره و  کمترین غلظت بازدارندگی نـانوذرات   2005در سال 

-اسـتافیلوکوکوس  پلاتـین را بـر روي توقـف رشـد     ذراتنانو
همچنـــین  .)6(مطالعـــه کردنـــد اشرشـــیاکلی  واورئـــوس 
Ruparelia  نقـره را  اثـر نـانوذرات    2006و همکاران در سال

یا کلـی  اورئـوس و اشرش ـ اسـتافیلوکوکوس  هاي علیه باکتري
 ). 21(بررسی کردند 

هاي بسیار متنـوع فیزیکـی و شـیمیایی بـراي سـنتز       روش
هـاي   تـوان بـه روش   طور مثال مـی وجود دارد که به نانوذرات

ــوت     ــیمیایی، ص ــیمیایی، نورش ــیمیایی، الکتروش ــاي ش احی
شیمیایی، احیاء گرمایی، سنتز فیزیکی بخـار، چگـالش گـاز    

... سازي بخار فلز اتمی و خنثی، سنتز شیمیایی بخار، متراکم 
هـا مشـکل اساسـی     در تمام ایـن روش ). 22-26(اشاره کرد 

. تمایل به لختـه شـدن ذرات کلوئیـدي درون محلـول اسـت     
بـالاتر از  (علت نیاز به دماهاي بالا هاي فیزیکی بهروش). 27(

°C 1000 ( و نیــاز بــه تجهیــزات گــران قیمــت و پیچیــدگی
در . گیرنـد کنترل شرایط سنتز، کمتر مورد استفاده قرار مـی 

علـت سـهولت کنتـرل شـرایط     هاي شیمیایی بـه عوض روش
واکنش، کم هزینه بودن و ساده بودن تجهیزات و مواد اولیـه  

ــج هســتند ــان روش. رای ــاء  از می ــاي شــیمیایی، روش احی ه
علت عملیات و تجهیزات سـاده آن بیشـتر مـورد    شیمیایی به

در این روش بـا اسـتفاده از یـک    ). 28(گیرد استفاده قرار می
عامل احیاء کننـده، نمـک نقـره را در یـک محـیط آبـی بـه        

نقره احیاء کرده و توسط یک پایدار کننده مناسب از نانوذرات
شـود و کنتـرل شـرایط    هم پیوستن ذرات جلـوگیري مـی  به

دست آوردن ذرات با اندازه، شکل این روش براي به فرآیند در
  .و توزیع یکسان، بسیار مهم است

تولید شده به نقره از نانوذرات استفاده این تحقیق هدف از
-اثرات مهارکننـدگی غلظـت  روش احیاي شیمیایی و بررسی 

بـر دو  ) ppm 50و  25، 10، 5هـاي  غلظت(آن  هاي مختلف
-عنوان نمونههب اشرشیاکلی و اورئوساستافیلوکوکوسباکتري 

 زا در مـواد بیمـاري  گرم منفیگرم مثبت و هاي باکترياز اي 
  .باشدمی غذایی

  ها مواد و روش 
،  1330PTCC اشرشـیاکلی  هـاي بـاکتري  لیوفیلیزه کشت

)8739ATCC  (1112 اورئـوس اسـتافیلوکوکوس   وPTCC  ،
)6537ATCC  (  علمـی و صـنعتی    هـاي از سـازمان پـژوهش

 .گرفتنـد  قـرار  اسـتفاده  مورد بررسی جهت و شده تهیهایران 
 در لیـوفیلیزه  هـاي کشـت  ابتدا سازي باکتري، در جهت فعال

 بـه  دوبـار  سـاعت  18 مدت به C° 37دماي  درTSB محیط 

بـا   یـک  بـه  پـنج  با نسبت سپس. شد داده کشت متوالی طور
 در اسـتریل  اپندرف هايلوله در و مخلوط استریل گلیسیرین

 مادر، کشت ذخیره کشت از  .شدند نگهداري -C° 20دماي 

  .شد استفاده ذخیره کشت از بعدي مراحل در و شده تهیه
ایـران،  (ها و مواد استفاده شده عبارتنـد از اتـوکلاو   دستگاه

 MEMERT(، انکوبــاتور )RT-2شــرکت ریحــان طــب مــدل 
و تـرازوي   )آلمان HELLIOS(و فور ) BVM601مدل  آلمان

ــال  ــدل  آلمــان SARTORIUS(دیجیت ، محــیط )GM312م
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-آگـار و نوترینـت  و مولرهینتون آگارسالتنیتولامهاي کشت
 ).شرکت مرك آلمان(بلو متیلنائوزین و  براث

پیرولیـدون  وینیـل ابتـدا پایدارکننـده پلـی    :د نانوذراتیتول
بــا آب دیــونیزه  ml 25تــوزین و در بــالن دو دهنــه  55000

دار در دماي مورد نظر به مـدت  کن همزنمخلوط و روي گرم
در طی این مـدت از گـاز نیتـروژن بـا     . دقیقه قرار گرفت 10

خلوص بالا براي خارج کردن اکسیژن اضـافی از آب دیـونیزه   
استفاده شد زیرا پس از افزودن نیترات نقره اکسیژن موجـود  

ولید اکسـید نقـره تیـره رنـگ     در آب با نقره واکنش داده و ت
کند که رنگ محلول را از فرآیندي غیـر از فرآینـد اصـلی    می

دهد و موجب ایجاد خطا در زمان به اتمام رسـیدن  تغییر می
 10بعـد از گذشـت   . شـود واکنش از روي رنـگ محلـول مـی   

پیرولیـدون در آب مقـدار لازم از   وینیـل دقیقه و انحلال پلـی 
به محلول اضافه شده ) اتانول(کننده همراه احیاء نقره بهنمک

رنگ محلول . زدن شدید قرار گرفتو در همان دما تحت هم
وجود . کندرنگ به زرد میکم شروع به تغییر کردن از بیکم

گر اتمام واکـنش و تولیـد   اي بیانیک رنگ زرد مایل به قهوه
  ).28-31(نقره کروي شکل است نانوذرات

تـدا بـراي شـاهد یـک     اب :میکروبـی  بررسی خواص ضـد 
بـه ایـن منظـور     ).30، 32(فارلند تهیه شد مکاستاندارد نیم

ml 6/0   ــاریم ــرور بـ ــول کلـ ــد در  1از محلـ  ml 100درصـ
رسانده شد و جذب نـوري یـا    100اسیدسولفوریک به حجم 

هـاي  محـیط . خوانده شد 1دانسیته نوري این محلول برابر با 
هاي در دار ریخته ولهبراث که از قبل آماده و درون لنوترینت

شده بود را در نزدیکی شـعله قـرار داده و سـپس یـک لـوپ      
فعال شده بود به  لکه از قباورئوس استافیلوکوکوس کامل از 

براث وارد کرده و تکان داده شـد تـا بـاکتري    محیط نوترینت
 24هاي مذکور به مـدت  لوله. کاملا در محیط یکنواخت شود

سپس کدورت . خانه گذاري شدگرم C° 37ساعت در دماي 
ایـن  . براث و بـاکتري بررسـی شـدند   هاي حاوي نوترینتلوله

فارلند است و جـذب  مککدورت مشابه کدورت استاندارد نیم
فارلنـد شـمارش   مکو طبق استاندارد نیم 1نوري آن برابر با 

ــاکتري در آن   ــداد بـ ــاکتري CFU/ml 108× 5/1تعـ  از بـ

طور مشـابه  عملیات یاد شده به. بوداورئوس استافیلوکوکوس 
براي تهیـه سـري   . نیز تکرار گردید اشرشیاکلی براي باکتري

رقت و رسم نمودار کالیبرسـیون تعـداد بـاکتري بـر حسـب      
آب  ml 9هاي حـاوي  تایی از لوله 6دانسیته نوري، دو سري 

هـاي  از هر یک باکتري ml 1پپتونه استریل در کنار شعله با 
ــوس  اســتافیلوکوکوس ــیاکلی واورئ ــیط  اشرش ــال در مح فع

شـایان ذکـر   . تهیه شد CFU/ml108 براث با غلظت نوترینت
دقیقـه در   15مـدت  است که سرسمپلرها قبلا در اتوکلاو به 

هـاي  لوله. استریل شدند lbf/in2 15در فشار  C° 121 دماي
روي دستگاه تکانه قرار گرفت تـا  حاوي آب پپتونه و باکتري 

 ــ ــت ش ــوب یکنواخ ــه . وندخ ــت لول ــن حال ــاويدر ای ــا ح   ه
CFU/ml 107 ــاکتري ــتافیلوکوکوس از بــ ــوس اســ  واورئــ

از هر دو سري لوله  ml 1سپس میزان . باشند می اشرشیاکلی
آب پپتونـه اضـافه شـد و     ml 9هاي حـاوي  با سمپلر به لوله

خـوبی یکنواخـت شـود    مجددا روي تکانه قرار گرفـت تـا بـه   
ایــن کــار تــا رســیدن بــه غلظــت . )CFU/ml106 غلظــت (

CFU/ml 103 هـاي  محـیط کشـت  . ادامه یافـت  هااز باکتري
 محـیط کشـت اختصاصـی بـاکتري    عنوان به بلومتیلنائوزین

محیط کشت عنوان آگار بهسالتو محیط مانیتولاشرشیاکلی 
نیـز محــیط  و  اورئـوس اسـتافیلوکوکوس  اختصاصـی بـاکتري  

استفاده شـدند  میکروبی ضدبررسی اثر براي آگار مولرهینتون
ــیط). 1، 30، 33( ــه،  مح ــت تهی ــاي کش ــتریل و درون ه اس

-از غلظـت  ml 1/0ن سپس میـزا  .ندها قرار داده شدبشقابک
عنـوان  ي یاد شده بـه هامحیط کشت درهاي مختلف باکتري 

 ml 1گـاه میـزان   آن .شـدند کنترل کشت داده هاي بشقابک
وسـیله  بـه  ppm 50 نقره با غلظـت محلول کلوئیدي نانوذرات

آزمـایش حـاوي سوسپانسـیون آب پپتونـه و      سمپلر به لوله
ــاکتري  ــتافیلوکوکوسب ــوساس ــیاکلی  و اورئ ــت اشرش غلظ
CFU/ml 103   کـار را بـراي تمــامی  سـپس ایـن  . اضـافه شـد 

ــت ــاي غلظــ ــاکتري CFU/ml 107-103هــ ــاياز بــ  هــ
هاي انجام گرفت و لولهاشرشیاکلی  واورئوس استافیلوکوکوس

نقره با باکتري روي تکانه آزمایش براي تماس کامل نانوذرات
) C°25(ساعت در دماي محیط  1مدت سپس به. قرار گرفت

ها مشـخص شـود   نقره روي باکتريقرار گرفته تا اثر نانوذرات
 هـاي تمامی عملیات یاد شده براي غلظت). 1، 30، 32، 33(

ره نیز انجام نق از محلول کلوئیدي نانوذرات ppm 25و  10، 5
نقـره و   ساعت اجازه داده شد تا نانوذرات 1گرفت و به مدت 

  .ها در تماس با هم قرار بگیرندباکتري
هـاي  ساعت به هر یک از بشـقابک  1بعد از گذشت زمان  

ــانیتول  ــیلن ســالتمحــیط کشــت م ــوزین مت ــار، ائ ــو و آگ بل
از محلـول حـاوي    ml 1/0در کنـار شـعله،    آگـار مولرهینتون
ــانوذرات ــتافیلوکوکوسنقــره، ن ــیاکلی  واورئــوس اس اشرش

)CFU/ml 103 (هاي کار را براي تمامی غلظتاین. اضافه شد
که در تماس اشرشیاکلی  واورئوس استافیلوکوکوسباکتریایی 
ي هـا در انتها تمامی بشقابک .نقره بودند تکرار شدبا نانوذرات
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 ٨٦

گرمخانه  C° 37 ساعت در دماي 24کنترل به مدت نمونه و 
از نظـر شـمارش   هـا  بعد از این زمان بشـقابک . شدندگذاري 

بـراي مشـاهده اثـر زمـان     . سلولی مورد مطالعه قرار گرفتنـد 
اورئوس استافیلوکوکوس نقره علیه دو باکتري تماس نانوذرات

ساعت  48و  24، 12هاي ، این عملیات در زماناشرشیاکلی و
ها با سه بار تکـرار صـورت پـذیرفت و    آزمونکلیه . تکرار شد

  .انحراف معیار گزارش شد ±نتایج به صورت میانگین 
هاي مربوط به بررسی براي انجام آزمایش: طراحی آزمایش

عاملی کامل در غالب طـرح  اثر ضدمیکروبی از طرح آزمایشی 
استفاده شـد و بررسـی داده هـا بـا نـرم افـزار       کاملا تصادفی 

Design-Expert در این آزمایش نـوع بـاکتري   . صورت گرفت
به عنوان فاکتور کیفی ناپیوسـته دو سـطحی و دمـا و زمـان     

سطحی تعریـف   4گرمخانه گذاري به صورت دو فاکتور کمی 
، 1(سـطح   4نقره بـا بـاکتري در   زمان تماس نانوذرات. شدند

نقره در چهار سـطح  و غلظت نانوذرات) ساعت 48و  24، 12
متغیر وابسته یـا پاسـخ   . انتخاب شد) ppm 50و  25، 10، 5(

مانی باکتري بود و مقـدار آن بـا محاسـبه    سامانه میزان زنده
از تعـداد نهـایی کلنـی     بـاکتري  اختلاف تعـداد اولیـه کلنـی   

  .دست آمدبه) نقرهپس از تیمار با نانوذرات( باکتري
 هایافته  

قـرار  بررسـی  مـورد  هـا  سـاعت کلیـه بشـقابک    24بعد از 
ها حاکی از تشـکیل هالـه و   مشاهده ابتدایی بشقابک .گرفتند

 از نـانوذرات  ppm 50در تیمار با غلظـت   هاعدم رشد باکتري

 نتایج حاکی از عدم رشد بـاکتري . ها بودنقره در تمامی زمان
ــتافیلوکوکوس  ــوس اسـ ــیاکلی واورئـ ــت  اشرشـ ــا غلظـ   بـ

CFU/ml 107 نقره ساعت با نانوذرات 1مدت در پی تماس به
جهت ارائه اثـر مسـتقل هـر کـدام از     . بود ppm 50با غلظت 

ها و اثر متقابل آنها با یکدیگر، درصد کاهش تعداد هر فاکتور
ارزیابی شد اشرشیاکلی  واستافیلوکوکوس اورئوس  دو باکتري

. درصـد بـه دسـت آمـد     05/0ها در سـطح  داري داده و معنی
کامـل را نشـان   طـرح عـاملی   تایج آنالیز واریـانس  ن 1جدول 

دهـد کـه اثـر فاکتورهـاي     نشان مـی  1نتایج جدول . دهد می
ــانوذرات  ــاکتري، غلظــت ن ــوع ب ــان، ن نقــره روي مســتقل زم

 ها پس از طی زمان کـافی تمـاس و همـین   مانی باکتري زنده
نقـره، نـوع بـاکتري و    طور اثر متقابل زمان و غلظت نانوذرات

غلظـت نـانوذرات   نقره و زمان، نوع بـاکتري،  غلظت نانوذرات
طـور اثـر   همـین . دار شده اسـت درصد معنی 1نقره در سطح 

درصـد معنـی دار شـده     5زمان و نوع باکتري نیز در سـطح  
 سـه ي خطـی تـوأم بـین    وجود رابطه این نتایج بیانگر. است

از . باشـد مـی ها درصد کاهش باکتريفاکتور مورد بررسی بر 
هـا را  طلـوب داده وسیله آن بـرازش م هتوان باطلاعاتی که می

R2 ،R2ارزیــابی کــرد مقــادیر 
adj  وC.V  یــا ضــریب تغییــرات

و  R-Squared= 9974/0 عبارتنـد از باشد که این مقادیر  می
9969/0 = R2

adj ١١/٢و =C.V .  

  
  طرح عاملی کسري ها بااثر متغیرها بر درصد کاهش تعداد باکتري )ANOVA(آنالیز واریانس  .1جدول 

 مقدار-P مقدار F میانگین مربعات درجه آزادي مجموع مربعات منبع

027/2 معنی داري مدل E+005 31 43/6538  43/2003  < 0001/0  

A- زمان    32/312  3 11/104  90/31  < 0001/0  

B- نوع باکتري   58/28316  1 58/28316  42/8676  < 0001/0  

C-95/95974 غلظت نانونقره  3 65/31991  49/9802  < 0001/0  

AB 13/29  3 71/9  97/2  0334/0  

AC 00/345  9 33/38  75/11  < 0001/0  

BC 25/77520  3 08/25840  61/7917  < 0001/0  

ABC 01/193  9 45/21  57/6  < 0001/0  

18/522 خطاي محض  1460 26/3    

032/2 جمع E+005 191    

  درصد CV 11/2 و R-Squared  9974/0 ،Adj R-Squared  9969/0 ،Pred R-Squared  9963/0، 53/85، میانگین 81/1انحراف معیار 
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ها ينقره بر میزان کاهش باکتراثر غلظت نانوذرات 2جدول 
 دهد که بیانگر اثر بخشی مناسـب ایـن ذرات بـه   را نشان می

مقایسـه   1نمـودار   .باشـد عنوان یک ترکیب ضدمیکروبی می
هـا را  هاي مختلف بر درصد کاهش بـاکتري میانگین اثر زمان

هـاي  مقایسه میانگین بین اثر غلظت 2جدول . دهدنشان می
هـا را نشـان   نقره بر درصـد کـاهش بـاکتري   مختلف نانوذرات

طــور کــه از جــدول مشــخص اســت بــین  همــان. دهــد مــی
از  ppm 50  و 10، 5یـــا  ppm 25و  10، 5هـــاي  غلظـــت

ــانوذرات ــی ن ــره اخــتلاف معن ــین  نق ــا ب ــود دارد ام داري وج
نقـــره اخـــتلاف از نـــانوذرات ppm 50و  25هـــاي  غلظـــت

هـاي  داري وجود ندارد و بالاترین اثر کـاهش را غلظـت   معنی
و  5هـاي  و کمترین اثرها را به ترتیب غلظـت  ppm 50و  25

ppm 10 نقره دارند از نانوذرات .  
اثـر نـوع بـاکتري را بـر درصـد       مقایسه میـانگین  3جدول 
شـود   طور که مشـاهده مـی   همان. دهدها نشان میکاهش آن

دار در مهـار  ها با یکدیگر اختلاف معنـی تغییر در نوع باکتري
ــه  ــی را بـ ــر   میکربـ ــاهش بـ ــترین کـ ــراه دارد و بیشـ همـ

  .باشدمی استافیلوکوکوس اورئوس
. هـد د اثر متقابل زمان و نوع باکتري را نشان مـی  2نمودار 

 شود اثر زمان به تنهایی بر کـاهش طور که مشاهده می همان
 48سـاعت بـه   1موثر نبود اما با افزایش زمان از اشرشیا کلی 

کاهش  اورئوساستافیلوکوکسهاي زنده ساعت تعداد باکتري
  .یابد می

  

  
  

نقره بر درصد کاهش هاي مختلف نانوذراتاثر غلظت. 2جدول 
  *ها باکتري

 (ppm) غلظت
 نانوذرات 

کاهش غلظت باکتري 
  )درصد(

بندي گروه
 دانکن

5  93/46 C 

10  90 B 

25 76/99 A 

50 100 A 

نشان دهنده  Cتا  A، حروف انگلیسی )>05/0P(تکرار،  6نمونه کلی در  24*
  .دارآماري بین پاسخ سامانه یعنی درصد کاهش تعداد باکتري هستند تفاوت معنی

ها در حضور هاي مختلف بر درصد کاهش باکترياثر زمان .1نمودار 
  )>C°25) (05/0P(در دماي محیط  ppm5نانوذرات نقره با غلظت 

  
اثر نوع باکتري را بر درصد کاهش باکتري در حضور نانوذرات  .3جدول 

  *)C°25(در دماي محیط  ppm5نقره با غلظت 
 بندي دانکنگروه )درصد(کاهش غلظت باکتري  نوع باکتري

E.coli 38/73 B 
S.aureus 67/97 A 

نشان دهنده تفاوت  Bو  Aحروف انگلیسی ، )>05/0P(بار تکرار،  6* 
  .دارآماري بین پاسخ سامانه یعنی درصد کاهش تعداد باکتري هستند معنی
  

  
  )>C°25) (05/0P(اثر متقابل زمان و نوع باکتري بر درصد کاهش باکتري در حضور نانوذرات نقره در دماي محیط  .2نمودار 
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نقره و نوع باکتري را بر نانوذراتاثر متقابل غلظت 3نمودار 
طور کـه مشـاهده    همان. دهددرصد کاهش باکتري نشان می

-اسـتافیلوکوکوس  نقره بر از نانوذرات ppm 5شود غلظت  می
هـاي زنـده شـده    اثر داشته و باعث کـاهش بـاکتري   اورئوس

ــر    ــري را ب ــیچ اث ــانوذرات ه ــا همــین غلظــت از ن ــت، ام  اس
ــدارد اشرشــیاکلی ــانوذرات. ن ــدگی ن ــرشــروع بازدارن ــره ب  نق
 این امـر بـه  . شودمشاهده می ppm 10از غلظت اشرشیاکلی 

ت بازدارنـدگی ایـن دو بـاکتري را    خوبی میزان کمترین غلظ
 )گرم مثبـت (اورئوس استافیلوکوکوسدهد که براي نشان می

 ppmغلظـت  ) گرم منفـی (اشرشیاکلی  و براي ppm 5غلظت 
از  ppm 50همچنـین غلظـت   . باشـد از نانوذرات نقره می 10

برد درصد از بین می 100نانوذرات نقره هر دو نوع باکتري را 

ها در نظر راي از بین بردن کامل باکتريعنوان شاخصی بو به
  . شودگرفته می

از  ppm 5مشخص است غلظـت   4طور که از نمودار همان
ها تاثیري بر کاهش تعـداد  یک از زماننقره در هیچنانوذرات 

از نانوذرات نقـره   ppm 10ها نداشته است، اما غلظت باکتري
ها از باکتري با افزایش زمان باعث از بین رفتن تعداد بیشتري

نقـره  از نانوذرات ppm 50و  25اما نکته مهم غلظت . شودمی
و  اشرشـیاکلی  باشد که اثر ضدمیکروبی بسیار بالایی علیهمی

دهـد  خوبی نشان مـی دارد و شکل به اورئوساستافیلوکوکس
نقـره بـا   ها از نانوذراتساعت از تماس این غلظت 1که زمان 

  .بردها را از بین میخوبی آنها مذکور بهباکتري

 
 

 
  )C°25(ها در دماي محیط نقره و زمان بر درصد کاهش باکترياثر متقابل غلظت نانوذرات .3نمودار 

  
 )C°25(نقره و نوع باکتري بر درصد کاهش باکتري در دماي محیط اثر متقابل غلظت نانوذرات .4نمودار 
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  بحث  
 در این مطالعه از روش احیا شیمیایی براي تولید نانوذرات

هاي مختلف آن بر نقره استفاده شد و اثر ضدمیکروبی غلظت
ــاکتري  ــوس و اشرشــیاکلی اســتافیلوکوکوسدو ب ــورد اورئ م

همچنین دو متغیر دیگـر نـوع بـاکتري و    . مطالعه قرار گرفت
هر سه متغیـر  نتایج نشان داد . زمان تماس نیز بررسی شدند

بـر مهـار رشـد    نوع غلظت نانوذره، بـاکتري و زمـان تمـاس    
در مقایسـه بـا    اشرشـیا کلـی  . داري داشتند میکربی اثر معنی

در غلظـت کـم مقاومـت بیشـتري      استافیلوکوکوس اورئـوس 
 دلیـل مقاومـت بیشـتر   . نسبت به حضـور نـانوذره نشـان داد   

تفـاوت بـین    اورئـوس استافیلوکوکوس نسبت به  اشرشیاکلی
هاي گرم مثبت و گرم منفی و تفاوت در ساختار غشاء باکتري

هـاي گـرم مثبـت    باکتري. ها استضخامت پپتیدوگلیکان آن
داراي پپتیدوگلیکان چندلایـه  س اورئو استافیلوکوکوسمانند 

 اشرشیاکلی هاي گرم منفی مانندو ضخیم هستند اما باکتري
ها تري هستند اما غشاء خارجی آنداراي پپتیدوگلیکان نازك

پـذیري کمـی در مقابـل    ساکارید است که نفوذپلیداراي لیپو
همـین دلیـل   بـه . ها و عوامـل ضـدمیکروبی دارد  بیوتیکآنتی

ــیا مقاومــت ــتر از  کلیاشرش ــتافیلوکوکوسبیش ــوس اس  اورئ
  ).1، 34(باشد  می

هـا بـا   نتایج این مطالعه نشـان داد کـه بـین نـوع بـاکتري     
داري وجود دارد و بیشترین کاهش بـر  یکدیگر اختلاف معنی

کمترین غلظت بازدارندگی . باشدمی استافیلوکوکوس اورئوس
ــراي   ــره ب ــانوذرات نق ــتافیلوکوکوسن ــوس اس و  ppm 5اورئ

 ppmدست آمـد و همچنـین غلظـت    به ppm 10 کلیشرشیاا
درصـد از بـین    100از نانوذرات نقره هر دونوع باکتري را  50
و  Choدسـت آمـده توسـط    ها با نتـایج بـه  این یافته. بردمی

 را بـه  ppm 10و  5ها نیز غلظـت  همکاران مطابقت دارد، آن
کمترین اشرشیا کلی و اورئوس استافیلوکوکوس ترتیب براي 

بـراي   ppm 50غلظت بازدارندگی اعلام کردنـد، امـا غلظـت    
اشرشـیا کلـی   را بـراي   ppm 100و  اورئوساستافیلوکوکوس
و همکاران اثر نانوذرات مس   Ruparelia).6(کشنده دانستند 

هاي دیگري از دو باکتري مـذکور بررسـی    و نقره را بر سوش
برابر هر دو نوع  در اشرشیاکلی نتایج نشان داد باکتري. کردند

 اورئـوس استافیلوکوکوس نانوذره مقاومت بیشتري نسبت به 
دارد، اما این اختلاف در مـورد نـانوذرات نقـره بیشـتر اسـت      

قابل ذکر است غلظت نانوذره، سوش میکربـی و روش  ). 21(
. تولید نانوذرات در تحقیق مذکور با این تحقیق متفاوت است

Kim  1(و همکاران (وFeng  کاران و هم)نتایج متفاوتی ) 34

تري از در غلظت پایین اشرشیا کلیرا گزارش کرده که در آن 
. مهار شـد  )اورئوساستافیلوکوکوس نسبت به (نقره  نانوذرات

وجود  را بهاورئوس استافیلوکوکوسها علت مقاومت بالاتر آن
  .تر دیواره سلولی مرتبط دانستندپپتیدوگلیکان ضخیم

Hernandez میکروبـی نـانوذرات نقـره،    مکاران اثر ضـد و ه
روي و طلا تولید شده به روش احیـاء شـیمیایی را بـر    اکسید

شــاهوردي و ). 32(نشــان دادنــد  موتــانسکوکــوساســترپتو
نقره را بـه روش احیـاء شـیمیایی توسـط      همکاران نانوذرات

هاي نقره تولید و اثرات ضدمیکروبی آن را بررسـی  احیاء یون
نقـره  اثر ضدمیکروبی نانوذراتو همکاران   Chou).30(کردند 

ها و کلرید نقـره را بـر   سنتز شده با روش احیا شیمیایی، یون
نقره با اثر بـر  نانوذرات). 35(گزارش کردند  اشرشیا کلیرشد 

ــاکتري  ــواره ســلولی ب ــابودي و مــرگ آن دی ــث ن ــا باع هــا ه
یـواره  تجمع نانوذرات نقـره بـر د   Salopekو   Sondi.شود می

ها و نفوذ به درون سلول را عامل مرگ باکتري سلولی باکتري
ها همچنین اندازه و شکل نانوذرات نقره را در اثر آن. دانندمی

به ایـن صـورت کـه     دانندثر میؤها بسیار مکشی آنمیکروب
تر و شـکل کـروي داراي اثـرات    نانوذرات نقره با ابعاد کوچک

گزارش  و همکاران  Cho.)36( کشی بالاتري هستندمیکروب
در تمـاس بـا    اشرشـیاکلی  کردند که سـطح دیـواره سـلولی   

ــانوذرات ــده ن ــه شــدت آســیب دی ــود نقــره ب ــد .ب ــدم رش  ع
 هاي تسـت در بشقابک اشرشیاکلی واورئوس استافیلوکوکوس
نشـان دهنـده اثـر     ppm 50 نقـره بـا غلظـت   حاوي نانودرات

بین بردن دیواره  وسیله ازهبخشی بالا و موثر نانوذرات نقره ب
  ).6( بود این دو باکتري سلولی

 نقره هايمجاز یون حد اروپا ي اتحادیه جا که قوانیناز آن

اعـلام   mg  05/0به ازاي هر کیلوگرم بـدن   را غذایی مواد در
کرده است و نظر به ایـن کـه کـاربرد نـانوذرات تولیـدي بـه       
صورت مستقیم در توده ماده غذایی مجاز نیست، لذا به نظـر  

نتـایج ایـن تحقیـق در رابطـه بـا کمتـرین غلظـت        رسـد   می
ــده در   ــد ش ــانوذرات تولی ــدگی ن ــراي ppm 10و  5بازدارن  ب

کـارایی  شایسـتگی و  اشرشیا کلی و اورئوس استافیلوکوکوس 
. لازم براي کاربردهاي ضـدمیکربی در صـنایع غـذایی را دارد   

ها در طول زمـان نسـبت بـه    علاوه، در این بررسی باکتريبه
نقره مقاومت نشان ندادند که با استفاده از ایـن امـر   نانوذرات

جـاي عوامـل   تـوان ایـن ذرات را جـایگزینی مناسـب بـه     مـی 
   .ضدمیکروبی رایج دانست
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 ٩٠

تواند نقره مینانوذراتتولید که اضر فرض اینمطالعه حتایج ن
ــد     ــوگیري از رش ــراي جل ــه ب ــم هزین ــاده و ک ــک روش س ی

از ایـن تحقیـق    .کنـد ها فراهم آورند را حمایـت مـی   میکروب
تواننــد در تــوان نتیجــه گرفـت کــه نــانوذرات نقـره مــی   مـی 

-اسـتافیلوکوکوس هاي کم بـا از بـین بـردن بـاکتري      غلظت
هـاي مضـر در   از بـاکتري  دو نـوع که ( اشرشیاکلی واورئوس 

کمک شـایانی بـه صـنعت غـذا در دنیـا       )صنایع غذایی است
گرچه اسـتفاده مسـتقیم نـانوذرات در مـاتریکس غـذا       .نماید

شود و براي بررسی اثرات مفید یا مضـر اسـتفاده    توصیه نمی

هاي متعـدد بـالینی در حیوانـات     مستقیم هر نانوذره، تحقیق
به هر حـال اسـتفاده   . اوطلب نیاز استآزمایشگاهی و افراد د

ها،  کننده، پوشش محتاطانه این ذرات در فیلترهاي ضدعفونی
بندي مواد غذایی و پاکسازي خطوط تولید قابل توصـیه   بسته

 .و کاربرد است
اي  تحقیقات تغذیه از همکاران محترم انستیتو: سپاسگزاري

نامــه  جهــت حمایــت از ایــن پایــان و صــنایع غــذایی کشــور
  .گردد ارشناسی ارشد سپاسگزاري میک
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Background and Objective: Due to development of microbial resistance against chemical antimicrobial 
agents, recently, special attention has been paid to effects of silver nanoparticles and its the antimicrobial 
impact. In this study the antibacterial effects of different concentrations of silver nanoparticles on 
Staphylococcus aureus and Escherichia coli was investigated.  

Materials and Methods: Silver nanoparticles were produced by chemical reduction. Manitol salt agar 
media and eosin methylene blue media were used as specific media for S. aureus and E. coli, respectively, 
and Mueller-Hinton media was used to examine the antimicrobial properties of the cultures. Trials were 
conducted in a completely randomized full factorial design with 6 replications (P < 0.05). One qualitative 
factor was kind of bacteriumin and two other quantititative factors were duration of microbial contact with 
nanosilver (1, 12, 24, 48 h) and concentration of nanoparticles (5, 10, 25, 50 ppm). 

Results: The results showed that all three factors have significant impacts on microbial growth, but kind 
of bacterium and nanoparticle concentration showed more significantinfluence in comparison to contact 
time. In low concentration of nanosilver, E. coli showed more resistant to presence of nanparticle 
incomparison to S. aureus. The minimum inhibitory concentration of silver nanoparticles for S. aureus and 
E. coli was 5 and 10 ppm. A concentration of 50 ppm of silver nanoparticles completely eliminated both 
bacteria.  

Conclusion: The results suggest that effective factors on antimicrobial activities of silver nanoparticles 
are the type of bacteria, exposure time to silver nanoparticles, and concentration of nanoparticles. E. coli 
were significantly more resistant to silver nanoparticles in comparison to S. aureus. 

Keywords: Silver nanoparticles, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Antimicrobial activity  
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