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  چکیده
 يآلا قزل ماهی  گوارش دستگاه از آمده دسته ب پلانتاروم لاکتوباسیلوس يدیتول نقره ذرات نانو اثر یبررساین پژوهش با هدف 

لاکتوباسیلوس گونه جداسازي، شناسایی و تایید جنس و  پس از بدین منظور. شد انجام شاخص يزايماریب يهايباکتر بر کمان نیرنگ
، پلانتاروم لوسیلاکتوباس ییرو عیاستخراج شده از ما )میکرولیتر 100و  50( کننده دو غلظت از نانوذرات نقره مهار اثرات، پلانتاروم
 لوسیباساستافیلو کوکوس اورئوس، شاخص زاي هاي بیمارييبر باکترو آمیکاسین  ساسینسیپروفلوک هايبیوتیک آنتی نفره و  نیترات
تعیین حداقل (و ماکرودایلوشن آگار طیروش انتشار در محبه  کلی آئروجینوزا و اشرشیا سودوموناس سوبتیلیس، باسیلوس، سرئوس

ایج نشان داد بیشترین جذب نوري براي نانو ذرات نت. بررسی قرار گرفتمورد  ) MBC و کشندگی یا MICغلظت مهارکنندگی یا 
ه شکل نانو ذره نقره به صورت کروي و انداز .)تکرار 3با ( می باشد که تائید کننده تولید نانو ذرهنانومتر بود 510 قره در طول موجن

 .) P> 05/0( ذرات نقره معنی دار بودبیوتیک هاي منتخب و نانو  آنتی اثرات ضد میکروبی اختلاف بین .نانومتر بود 27/5-  58/3آن بین 
سودوموناس  ،سیلیسوبت لوسیباس نانوذرات نقره کمترین تعداد 50تیمار آمیکاسین بیشترین تعداد و نیترات نقره و غلظت کهطوريبه

ی نانو ذره نقره در خصوص تاثیر ضد باکتریای .را دارا بودند اشرشیا کلی، استافیلوکوکوس اورئوس و باسیلوس سرئوس ،نوزایآئروج
مقاوم ترین باکتري بودند به  موناس آئروجینوزاسودوحساس ترین و  و کوکوس اورئوساستافیلدر بین باکتري هاي مورد بررسی 

و  5/2به ترتیب  سودو موناس آئروجینوزاو استافیلو کوکوس اورئوس طوري که کمترین غلظت مهار کننده نانو ذرات نقره براي 
می توان  اثرات ضد میکروبی نانو ذره نقرهمیکرو گرم بر میلی لیتر بود باتوجه به  40 و 10کشندگی نیز به ترتیب  ترین غلظت و کم 10

  .ده و آنتی سپتیک ها استفاده نموداز آن به عنوان مواد ضد میکروبی در فرمولاسیون انواع مواد ضد عفونی کنن
  

  .باکتري هاي بیماري زا ،اسیلوس پلانتاروملاکتوب ،مایع رویی، نانو ذرات نقره: کلیدي هايواژه
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  مقدمه -1
و افزایش مقاومت  ها بیوتیک آنتیاز  رویه بیاستفاده  به توجه با

هاي مولد فساد غذایی و  باکتري ویژه بهها در برابر باکتري
ي مناسب هاها گوارشی، یافتن جایگزینافزایش مسمومیت

اي  گسترده مطالعات بنابراین .است ضروري ها بیوتیک آنتی براي
در مورد پتانسیل استفاده از ترکیبات ضدمیکروبی موجود در 

گیاهان و نیز استفاده از نانوذرات نقره براي کنترل  حیوانات و
نانو  ).25(گرفته است  صورت زا بیماريو درمان عوامل 

. شوندو شیمیایی تولید میذرات نقره به دو روش فیزیکی 
هاي هاي فیزیکی و شیمیایی علاوه بر تحمیل هزینهروش
. بسیاري را به همراه دارندمحیط زیستی هاي ، آلودگیزیاد

هاي زیستی مانند استفاده هاي اخیر استفاده از روشدر سال
ها و عصاره گیاهان به دلیل ساده بودن، ها، باکترياز قارچ

بودن و سازگار  سمی، غیرزیادداشتن راندمان ه بودن، هزین کم
     معطوفبه خود را  خاصی  زیست توجه  بودن با محیط

در ها این روش وقتی میکروارگانیسم در). 13(اند  ساخته
گیرند، این مواد از طریق هاي فلزي قرار مینمک یون معرض

 صورت داخل سلولی و یا خارج مکانیزم کاتالیستی احیا و به
جمله باسیلوسها  ها ازدر مورد باکتري. شوندتولید می سلولی

کاري ژنتیکی به دلیل نداشتن  هاي لاکتیک دست و باکتري
پذیر است و تولید سویه صنعتی  امکان سهولت به مشخص هسته
ها ها از قبیل قارچها در مقایسه با سایر میکروارگانیسم در آن
ه باعث به وجود فناوري نانوذره نقر). 24(باشد تر می آسان

آمدن انقلابی شگرف در مواد ضد میکروبی شده است و 
بیوتکنولوژي نمایان شده،  سرعت در بازار و صنعت نانو به

رشد کرده و فعالیت ضدمیکروبی قوي آن موجب شده که 
. نقره روي آورند بسیاري به گسترش محصولات نانو

اي نانوذرات نقره تولید شده با روش زیستی داراي ویژگی
 مفید و مؤثري از قبیل میزان سطح بالا، اندازه کوچک و

شود تا  باشند که همین عوامل سبب می پراکندگی بالا می
قره افزایش میکروبی نانوذرات نقره در مقایسه با ناثرات ضد

) 27(و همکاران  Popoola ).16(د قابل توجهی داشته باش
 لاکتیکسید اهاي  حاصل از باکتري سوپرناتانت که دادند نشان
و ) Lactobacillus casei( کازئی لاکتوباسیلوس مانند

 )Lactobacillus fermentum(لاکتوباسیلوس فرمنتوم 

حاصل از غذاهاي تخمیري قادر به تولید نانوذرات نقره با 
اشرشیا کلی، استافیلوکوکوس اثرات ضد میکروبی بالا علیه 

 )Klebsiella pneumoniae(اورئوس، کلبسیلا نومونیا 
  Streptococcus(پیوژنز استرپتوکوکوس و باسیلوس هايگونه

pyogenes( بررسی در .هستند  Hoseynzadeh  و همکاران
 Bacillus(سرئوس  باسیلوس هاي باکتري که شد مشخص )11(

cereus ( آئروجینوزاو سودوموناس )Pseudomonas 

 aeruginosa (خاك توان تولید نانوذرات  از شده جداسازي
 هاي باکتري  علیه  را  زیاد  میکروبی  ضد  اثرات  با  نقره

استافیلوکوکوس اورئوس، باسیلوس سرئوس، اشرشیا کلی و 
) 33(و همکاران   Singh  .باشند باسیلوس سوبتیلیس دارا می

 آسینتوباکتر کالکواستیکوستولید نانوذرات نقره را توسط 
نتایج نشان . درجه سلسیوس بررسی کردند 80تا  4دماهاي  در

سویه این باکتري قادر به تولید نانوذرات نقره در  12داد که 
صورت برون  تمامی شرایط دمایی و نوري بررسی شده و به

نشان دادند که ) 9(و همکاران  El-Batal. سلولی بودند
آنزیم نیترات ردوکتاز موجود در سوپرناتانت کشت باکتري 

هاي احیا یون قش مهمی درباسیلوس استروترموفیلوس ن
و همکاران  Saravanan. تشکیل نانوذرات نقره داردنقره و

براي تولید  باسیلوس مگاتریومکشت  رویی از مایع) 30(
  Kalimuthu. بهره بردند سلولی برون صورت به نقره نانوذرات

باسیلوس لیچنی گزارش کردند که باکتري  )14(و همکاران 
قادر به احیا یون نقره  )Bacillus licheniformis( فورمیس

با توجه به مطالب ذکر شده . و تولید نانوذرات نقره است
بررسی اثر نانو ذرات نقره تولیدي هدف از پژوهش حاضر 

هاي بیماري بر باکتري کتوباسیلوس پلانتاروملااز مایع رویی 
باکتري مذکور جزء باکتریهاي مفید   .می باشد زاي شاخص

د نانوذره از این باکتري اهمیت آن و پروبیوتیک بوده و تولی
  .را دوچندان می کند

  
  هامواد و روش -2
  لاکتوباسیلوس پلانتارومجداسازي و شناسایی  - 2-1

قطعه ماهی قزل آلاي رنگین کمان  20در این مطالعه تعداد 
از مزرعه سردابی مورد تایید گرم  350 ±50 با دامنه وزنی
به پژوهشکده اکولوژيخریداري و  مازندران استان دامپزشکی
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غذاي مورد استفاده این ماهیان . دیدریاي خزر منتقل گرد 
و فاقد پروبیوتیک بوده و از کارخانه  به شکل اکسترود

علت انتخاب این وزن . خوراك آبزیان فرادانه تهیه شده بود
در ابتدا . کامل بودن فلور دستگاه گوارش ماهی بوده است

باکتري شناسی و انگل شات سلامت ماهیان با انجام آزمای
ماهیان با زدن ضربه به سر کشته شده  سپس. شناسی تایید شد

و بلافاصله به آزمایشگاه میکروبیولوژي پژوهشکده 
جداسازي باکتري  جهت .شدند منتقل خزر اکولوژي دریاي

در شرایط استریل پس از ضد  بدین صورت عمل شد که 
ه، خط میانی شکم درج 70 الکل عفونی سطح بدن با بتادین و

ها از محتویات رودهبا اسکالپل استریل شکافته شد سپس 
. سانتی متري انتهایی، جمع آوري و توزین شد 1ابتدا تا 

با سرم ) 102- 104(سپس از محتویات روده رقت سریال 
  MRSفیزیولوژي استریل تهیه و کشت روي محیط هاي 

(De Man Rogosa & Sharp agar)  جهت جداسازي و
 BHI (Brain هاي گروه لاکتیک و مارش باکتريش

Heart Infusion agar)   به منظور شمارش باکتریهاي
جهت انکوباسیون باکتریهاي . مزوفیل هوازي انجام گرفت

. استفاده شد Cلاکتیک از جار بی هوازي و گاز پک نوع 
و ساعت انکوبه شده  48درجه به مدت  35نمونه ها در دماي 

  هاي لاکتیک و باکتري ها باکتريکلی  شمارشپس از آن، 
مشخص در هر گرم از محتویات روده  CFUحسب بر

ازآنتاییدولاکتیکتعیین دقیق گونه باکتریایی جهت .گردید
 16S  تعیین توالی ژن(بیوشیمیایی و مولکولی آزمایش

rRNA  ( به روشPCR توالی باکتري تعیینو استفاده شد
در این ). 26(نیز صورت گرفت ) Sequencing(نظر  مورد

- ژنومی با استفاده از روش فنل DNAروش استخراج 
همانندي توالی نوکلئوتیدي ). 5(کلرفروم صورت گرفت 

با  NCBIبرنامه بلاست در به کمک 16S rRNA ژن 
توالی ثبت شده در پایگاه اطلاعاتی ژنوم بانک ژنی مقایسه 

درخت  MEGA4شد و سپس با استفاده از نرم افزار 
-جهت انجام تعیین توالی نمونه. فیلوژنی مربوط ترسیم شد

هر یک از  PCRهاي مورد مطالعه یک نمونه از محصول 
ها براي شرکت تکاپوزیست ارسال گردید و نتایج ارسال ژن

هايشده توسط شرکت جهت بررسی مقایسه ترادف

برنامه بلاست در حاصله با ترادف ژن موجود در بانک ژن  
NCBI بعد از تائید . ورد مطالعه و بررسی قرار گرفتم

باکتري، کشت خالص آن جهت تولید نانوذرات نقره مورد 
  .استفاده قرار گرفت

  
  لاکتوباسیلوس پلانتارومکشت اولیه  - 2-2

  MRS لاکتیک در محیط کشتاسید کشت اولیه باکتري 
 pHیلی مولار با  5/3هوازي حاوي نیترات نقره شرایط بی در
صورت خطی صورت  به) CO2گاز  حضور پنج درصد در( 7

درجه سانتیگراد انکوباتور شیکردار به  30گرفته و دماي 
براي بررسی توانایی تولید نانوذرات  .شد انجام ساعت 18مدت 

نقره، از رسوب سلولی و مایع کشت استفاده شد و براي 
بررسی تولید نانوذرات نقره مایع رویی کشت از فیلترهاي 

عبور داده شد و همچنین توده سلولی در یکرون م 0.22
سپس . شرایط استریل سه بار با سرم فیزیولوژي شستشو شد

و توده سلولی باکتریایی ) حجمی/حجمی 1:1(مایع کشت 
)108 CFU/ml ( هر یک جداگانه در معرض محلول نیترات

درون ارلن مایر  pH 7میلی مولار با  3.5و  1نقره  با غلظت 
ساعت در  48- 72تریل و تاریکی  به مدت در شرایط اس

در انکوباتور  دقیقه در دور 200 سرعت با سانتیگراد درجه 30 دماي
در صورت دیده  .درجه سانتیگراد شد 30شیکر دار در دماي 
هاي جداسازي  هر یک از نمونه باکتري شدن تغییر رنگ در
ده قادر به تولید نانوذرات نقره با استفا ها شده بیومس باکتري

دقیقه  6دور در دقیقه در مدت  6000از سانتریفوژ با سرعت 
میلی مولار براي  10از نیترات نقره  .خواهد شدجداسازي 

  ).34، 32(کنترل منفی استفاده شد 
  
  تولید نانوذرات نقره با استفاده از مایع رویی - 2-3
میلی مولار  2میلی لیتر محلول  95میلی لیتر از مایع رویی با  5

ساعت در دماي  48مدت ه ت نقره مخلوط شده و بنیترا
بعد از این .  (pH= 7)اطاق و فضاي تاریک قرار داده شد

مرحله تغییر رنگ محلول از زرد به قهوه اي تیره تائید اولیه 
میلی مولار فاقد  2از محلول نیترات نقره  .بودنانوذرات نقره 

ایان دوره در پ. مایع رویی بعنوان نمونه کنترل استفاده گردید
کنترل زرد باقی مانده و تغییري حاصل  نمونه نگهداري، رنگ

.نشد
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  جداسازي نانو ذرات نقره - 2-4
میکرون استفاده  22/0از فیلتر  نانوذرات نقره، جداسازي جهت
بدین ترتیب که مایع قهوه اي حاوي نانوذرات نقره با . شد

ن و میکرو 22/0استفاده از سیستم میلی پور مجهز به فیلتر 
پمپ وکیوم، صاف شده و مایع عبور داده شده، جمع آوري 

فرآیند فیلتراسیون . درجه سانتیگراد خشک شد 45 دماي و در
هنگام  شد؛انجام ) یی و توده سلولیمایع رو( براي دو روش 

استفاده از توده سلولی، تولید نانو ذرات نقره بصورت خارج 
، نانوذرات سلولی بوده و بعد از صاف کردن سوسپانسیون

 22/0از فیلتر  به راحتی) نانومتر(نقره به لحاظ اندازه کوچکتر 
  .داشتندجداسازي  یتمیکرون عبور کرده و قابل

  
  شناسایی و تایید نانو ذرات نقره - 2-5
  UV-visروش اسپکتوفتومتري  -1- 2-5

نانوذرات نقره امواج الکترومغناطیسی را در ناحیه مرئی با 
به دلیل تولید خارج . کنند جذب می نانومتر 430- 470طیف 

سلولی نانوذرات نقره بوسیله باکتري، از محلول تغییر رنگ 
میکرولیتر  25داخل کووت ریخته و درمیکرولیتر50شدهداده

 300آب مقطر به آن اضافه شد و طیف سنجی در طول موج 
از محلول بیومس به همراه نیترات . نانومتر قرائت شد 700تا 

) در زمان صفر قبل از شیک انکوباسیون(بلانک عنوان نقره به
  ).31(استفاده شد 

  
  میکروسکوپ الکترونی  -2- 2-5
از وزن خیس باکتري لاکتیک پس از سه بار شستشو  گرم دو

درصد   5/2 آلدئید با سرم فیزیولوژي استریل به همراه گلوتار
. درجه سانتیگراد انکوبه شد 4ساعت در دماي  1.5به مدت 

 1از شستشو با بافر فسفات به همراه تتراکسید اسمیوم  بعد
سپس از . ساعت در دماي اتاق قرار گرفت 1درصد به مدت 

میلی متري برداشته  2تا  1نمونه جامد تهیه شده یک برش 
گیري با درجات مختلف الکل انجام شده و  مرحله آب. شد

با مخلوط رزین و اکسید پروپیلن نگهداري و متعاق ها درسلول
این . ساعت به محلول رزین خالص منتقل شدند 2براي 

درجه سانتیگراد  60روز در اون با حرارت  2ترکیب به مدت 

نانومتري به وسیله  70هاي نازك سپس برش. قرار گرفت
اي بر روي اولترا میکروتوم صورت گرفته و با روش قطره

 نهایت در  و  شد  سوار SEM 1  میکروسکوپ  مسی  گرید
  ).14(ویربرداري انجام گرفت تص
  
  )روش (ارزیابی اثرات ضدباکتریایی - 2-6
 هايياز باکتر ییایانجام مطالعات خواص ضد باکتر يبرا
 سرئوس لوسیباس،)PTCC 1112( اورئوس لوکوکوسیاستاف

)PTCC 1015( ،سیلیسوبت لوسیباس )1023 PTCC( ،

 یلک ایاشرشو  )PTCC 1074( نوزایسودوموناس آئروژ
)O157H7( هايوهشژسازمان پ یکروبیم ونیکه از کلکس 

باکتریهاي . استفاده شد گردید، يداریخر رانیا یصنعت و یعلم
هاي بیماریزاي فرصت طلب بوده  مورد استفاده جزء باکتري

هاي مختلف و همچنین مسمومیت غذایی در  و عامل بیماري
انسان بوده و از طریق آب و مواد غذایی آلوده انتقال می 

 Foodهاي  ها جزء باکتري در حقیقت برخی از آن. یابند

born Pathogen تیفعال زانیم یابیمنظور ارز به. می باشند 
. استفاده گردید آگاردار طیمح در انتشار روش از یکروبیم ضد
مورد  هاي يباکتر ونیاز سوسپانس تریکرولیم 20که ترتیب بدین

 يبر رو)  مک فارلند میمعادل ن 5/1×108 يحاو(مطالعه 
مورد  يغلظت ها. اگار کشت داده شد نتونیمولر ه طیمح

و  50آگاردار،  طیهاله عدم رشد در مح یبررس ياستفاده برا
 ونیکاسیاز نانوذرات نقره بوده که بعد از سون تریکرولیم 100
 ونیسوسپانس هیو ته قهیدق 30مدت  به هرتز لویک 40 فرکانسدر 

( کشت  طیدر سطح محشده  هیتعب يهموژن، به چاهک ها
و  نیکاسیاز آم. اضافه شدند) متر یلیم یلیم 7به قطر 

شاهد استفاده  يها کیوتیب یبعنوان آنت نیلیپروفلوکساسیس
بعنوان نمونه کنترل استفاده  زیدرصد ن DMSO  4از  .دیگرد
 35ساعت در  24نمونه ها به مدت  ونیبعد از انکوباس. شد

در اطراف چاهک ها، بر شده  لیتشک يدرجه، قطر هاله ها
تمامی ازمایشات در این  .شد يریمتر اندازه گ یلیحسب م

حداقل غلظت  براي تعیین ). 28(تکرار انجام شد  3مرحله با 
 روش ماکرود از MBC باکتري کشندگیو MIC مهارکنندگی

                                                             
1-Scanning Electron Microscopy 
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در ابتدا استوك نانوذرات نقره تهیه . ایلوشن استفاده گردید
میلی لیتر  10گرم از نانوذره به  میلی 1شده بدین ترتیب که 

از سرم فیزیولوژي اضافه شده و بعد از سونیکاسیون در 
دقیقه، استوك اولیه آن  30کیلو هرتز به مدت  40 فرکانس
 .میکروگرم در میلی لیتر می باشد تهیه گردید 100 که معادل
 ،2.5 هاي سریال در لوله هاي مختلف به ترتیب سپس رقت

پس از . لیتر تهیه شد میکروگرم در میلی 80و  40، 20، 10، 5
)  5/1×108معادل  ( باکتري سوسپانسیون از میکرولیتر 20 کردن اضافه

میلی لیتر از محیط کشت تریپتیک سوي براث به هریک  1و 
درجه  35ساعت در دماي  24از لوله ها، نمونه ها به مدت 

ش گروه کنترل در این آزمای .گذاري شد گرمخانه سانتیگراد
محیط کشت فاقد سوسپانسیون نانوذره (کنترل مثبت  شامل

محیط کشت حاوي (و کنترل منفی ) نقره، حاوي باکتري
. نیز لحاظ شد) باکتري  فاقد  و  نقره  ذره سوسپانسیون نانو

کمترین غلظتی از سوسپانسیون نانوذرات نقره که در آن 
 از. در نظر گرفته شد MICعنوان  کدورت مشاهده نشد، به

میکرولیتر بر روي  10و بیشتر از آن به میزان  MICهاي رقت
      شده و پس از   داده  کشت  آگار  سوي  تریپتیک  محیط

 24درجه سانتیگراد به مدت  35دماي  گذاري در گرمخانه
درصد رشد باکتري  99.99که توانسته  غلظتی ترین کم ساعت،

   شد گرفته نظر در MBC عنوان به دهد کاهش را
  
  تجزیه و تحلیل آماري - 2-7

تجزیه و تحلیل آماري نتایج از طریق تجزیه واریانس در 
ها به روش دانکن کاملاً تصادفی و مقایسه میانگین قالب طرح

براي تجزیه تحلیل . درصد صورت گرفت 5در سطح آماري 

 صورت به ها داده تمام .، استفاده شدSPSS 22افزار از نرم

 تکرار 3 در هاارزیابی و گزارش یارمع انحراف ± میانگین

  .گردید انجام
 
 نتایج و بحث -3
  باکترينتایج - 3-1

کشت از ارگانهاي داخلی (آزمایشات باکتري شناسی  با انجام
و انگل شناسی ) مغذي آگاردار محیط در مثل کبد، کلیه و قلب

ماهی ) نمونه برداري از سطح بدن، آبشش و محوطه داخلی(
هاي نتایج نشان داد که ارگان. گرفتمورد بررسی قرار 

گونه انگل  داخلی فاقد هرگونه باکتري بیماریزا بوده و هیچ
. پریاخته و تک یاخته از نمونه هاي مورد بررسی جدا نشد

همزمان با آزمایشات میکروب شناسی، دستگاه گوارش 
نتایج آزمایشات شمارش . ماهی نیز مورد بررسی قرار گرفت

 86/5±75/0لگاریتم  مورد بررسی هاي نمونه در هاباکتري کلی
 هايمیانگین تعداد باکتري. در هر گرم ار محنویات روده بود

        و  محتویات بودهاز   57/3±34/0  لگاریتم لاکتیک نیز
یافته ریز، سفید تا شیري، با قوام و داراي  هاي رشد کلنی

در مشاهدات میکروسکوپی باسیل هاي . حاشیه صاف بودند
اي اولیه جهت تائید ه تست. وتاه و گرم مثبت نمایان بودک

 که  بوده  اکسیداز و کاتالاز  هايآنزیم  ها،لاکتوباسیلوس
 هاي مذکور بوده و اصطلاحاً ها فاقد آنزیم کتوباسیلوسلا

 نهایی  ائید ت جهت  .باشند می  منفی  اکسیداز و کاتالاز
بیوشیمیایی هاي  خصوصا پلانتارووم از تست ها لاکتوباسیلوس

  .استفاده شد  2و 1اختصاصی طبق جداول 

  
  نتایج تخمیر قندها براي کلنی هاي مشکوك به لاکتوباسیلوس - 1جدول 

  تست
  کلنی

  آرابینوز  مانوز  گزیلوز  سلوبیوز  فروکتوز  لاکتوز  تري هالوز  سوربیتول  مانیتول

1  +  +  +  +  +  +   -   -   -  

2  +  +  +  +  +  +   -  +  +  

3  +  +   -  +  +  +   -   -   -  
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  نتایج تاثیر فاکتورهاي مختلف بر رشد لاکتوباسیلوس ها - 2جدول 

  تست
  کلنی

رشد 
  در

9=pH  

رشد در دماي 
سانتی  درجه 40

  گراد

 رشد در نمک
  درصد  5/6

 رشد در نمک
  درصد  5/2

 رشد در صفرا 
  درصد  5/0

 رشد در صفرا 
  درصد  3/0

 رشد در
5/3=pH  

1   -  +   -  +   -  +  +  

  +  +  +ضعیف   +  +  +  -   2
3   -  +   -  +   -  +  +  

  
با پرایمرهاي  PCRمقایسه محصولات  از پس که داد نشان نتایج

، باند مشخصی در ) bp100مارکر (  recAاختصاصی ژن 
شده که تائید کننده تشکیل) جفت باز bp300 )300محدوده 

بنابراین، با توجه به نتایج . می باشد لاکتوباسیلوس پلانتاروم
یمیایی و تائید آن با آزمایشات حاصل از تست هاي بیوش

 لاکتوباسیلوس پلانتاروممربوط به  2مولکولی، کلنی شماره 
متعلق به گونه هاي دیگر جنس  3و  1بوده ولی کلنی هاي 

  ).1تصویر (لاکتوباسیلوس بوده اند 

 
و مقایسه الکتروفورز ژل در  bp300تشکیل باند  - 1 شکل

  پلانتاروم  سیلوسلاکتوبا تائیدکننده مارکر، باند با آن
  
براي تائید نانو ذرات نقره از دو روش اسپکتوفتومتري  ادامه در

بیشترین جذب . و میکروسکوپ الکترونی استفاده گردید
نانومتر   510نوري براي نانو ذرات نقره در طول موج 

بالا بودن جذب نوري در طول موج مزبور . مشاهده گردید
در مطالعه انجام . می باشدتائیدکننده تولید نانو ذرات نقره 

در خصوص ) 19(و همکاران  Maghsoudyگرفته توسط 
 Erodium تولید نانو ذرات نقره با استفاده از عصاره گیاه 

cicutarium  بالاترین طول موج قرائت شده براي نانو ،
نانومتر بوده که نتایج مطالعه حاضر بالاتر از   420ذرات نقره 

، )20(و همکاران  Mahmoud در مطالعه  .آن می باشد
نانومتر بوده که  430بیشترین طول موج براي نانوذرات نقره 

در ) Begam )2در مطالعه . کمتر از مطالعه حاضر بوده است
خصوص تولید نانو ذرات با استفاده از باکتریهاي دریایی نیز 

 .براي نانوذرات نقره به ثبت رسیده است 420طول موج 
کترونی نگاره نشان داد که نانوذرات نتایج میکروسکوپ ال

نقره تولید شده به صورت کروي منظم بوده ولی با این 
. وجود اشکال دیگر نیز به صورت پراکنده مشاهده گردید

 80نانومتر بوده و  25- 45میانگین اندازه نانوذرات نقره بین 
). 1شکل (تولید شده در این دامنه بودند  درصد از نانوذرات

وسکوپی نانو ذرات تولید شده مقداري تجمع در شکل میکر
ذرات مشاهده شده ولی با این وجود تماس مستقیمی بین 
ذرات وجود نداشته که این امر به دلیل پایداري نسبی آنها 

پایداري نانوذرات تولید شده احتمالاً به دلیل تولید . می باشد
 متابولیت هاي ثانویه با ماهیت پروتئینی از باکتري بوده که

باعث پوشاندن نانوذرات شده و در نتیجه باعث پایداري آنها 
حاکی از ) Begam )2در مطالعه انجام شده توسط . می شود
نانومتر  100مشابه بوده و اندازه نانوذرات تولید شده زیر  نتایج

بوده و بسته به نوع میکروارگانیسم مورد استفاده، نانوذرات 
شکل نانوذرات تولید . دتولید شده دامنه هاي متفاوت داشتن

شده در مطالعات مزبور کروي تا مکعبی بوده و بیشترین 
.درصد مشاهده شده به این فرم ها اختصاص داشته است
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  پلانتاروم لوسیلاکتوباس ییرو عیمادر  SEM نانو ذرات نقره مشاهده شده با میکروسکوپ - 2شکل

  
 ییرو عیاز نانوذرات نقره استخراج شده از ما میکرولیتر 100و  50 و غلظتاثرات مهار کننده دنتایج تجزیه واریانس  - 3جدول 

  انتشار در محیط آگاردار در روش بیماري زاي شاخصهاي يبر باکتر پلانتاروم لوسیلاکتوباس
  سطح معناداري Fآماره   میانگین مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  منبع  باکتري شاخص

  000/0  36/682  412/119  650/477  4  تیمار  استافیلو کوکوس اورئوس
      175/0  875/0  5  خطا  
        525/478  9  کل  

250/107 429 4 تیمار  باسیلوس سرئوس  25/536  000/0  
2/0 1 5 خطا      
    430 9 کل  

15/419 4 تیمار  سیلیسوبت لوسیباس  787/104  61/220  000/0  
375/2 5 خطا    475/0    
525/421 9 کل       
650/334 4 تیمار  نوزایئروجسودوموناس آ  6625/83  07/478  000/0  
875/0 5 خطا    1750/0    
525/335 9 کل       
650/652 4 تیمار  یکل ایاشرش  162/163  02/251  000/0  

25/3 5 خطا    65/0    
9/655 9 کل       
  
 نانوذرات از غلظت دو کننده مهار اثرات انسیوار هیتجز جینتا 

 بر پلانتاروم لوسیلاکتوباس ییرو عیما از شده استخراج نقره
 طیمح در انتشار روش در سرئوس لوسیباس شاخص يباکتر

 اثرات جدول مطابق. است شده آورده 3 جدول در آگاردار
 عیما از شده استخراج نقره نانوذرات از غلظت دو کننده مهار
 لوسیباس شاخص يباکتر بر پلانتاروم لوسیلاکتوباس ییرو

 باشد یم معنادار آگاردار طیمح در ارانتش روش در سرئوس

)01/0 < p.( از غلظت دو کننده مهار اثرات جدول مطابق 
 لوسیلاکتوباس  ییرو  عیما  از  شده  استخراج  نقره  ذرات نانو

 روش در سیلیسوبت لوسیباس شاخص يباکتر بر پلانتاروم
 مطابق ). p > 01/0( باشد یم معنادار آگاردار طیمح در انتشار
 استخراج نقره نانوذرات از غلظت دو کننده مهار اثرات ولجد
 يباکتر بر پلانتاروم لوسیلاکتوباس ییرو عیما از شده

 روش در یکل ایاشرش شاخص و  نوزایسودوموناس آئروج
  ). p > 01/0( باشد یم معنادار آگاردار طیمح در انتشار
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 لوسیلاکتوباس ییرو عیاز نانوذرات نقره استخراج شده از ما ولیترمیکر 100و  50 اثرات مهار کننده دو غلظت جینتا - 4جدول 
  آگاردار طیشاخص در روش انتشار در مح ي هايبر باکتر پلانتاروم

  اشرشیا کلی  نوزایسودوموناس آئروج  باسیلوس سوبتلیس  باسیلوس سرئوس  استافیلوکوکوس اورئوس  تیمارها
50  c 5/1 ± 19  d 5/5 ± 5/11  d 6/4 ± 75/15  c 85/3 ± 5/9  c 35/4 ± 25/12  
100  b 4 ± 5/24  c 3 ± 14  c 6/1 ± 75/18  b 6/0 ± 75/12  b 1/1 ± 5/15  
  a 25/9 ± 75/29  a 5/9 ± 5/26  a 15/10 ± 5/30  a 4/10 ± 75/25  a 4/15 ± 32  آمیکاسین

  c 25/1 ± 25/19  b 6± 23  b 15/4 ± 5/24  b 65/0 ± 14  bc 85/1 ± 75/14  نیپروفلوکساسیس
  d 5/10 ± 10  d 7 ± 10  d 1/8 ± 25/12  d 6/6 ± 75/6  d 1/8 ± 5/8  نقره راتتین

  .درصد بین تیمارها هاي مختلف می باشد 95سطح  حروف متفاوت در هر ستون نشانگر اختلاف معنادار در*
  

 سیلیسوبت لوسیباس تعداد لحاظ از مارهایت نیب 4 جدول با مطابق
 ولجد نیا در اوتمتف حروف. وجود دارد معنادار تفاوت
نتایج  .باشد یم مارهایت نیب) p>05/0(معنادار تفاوت نشانگر

خواص  داراي نقره هايیون طبیعی فلزات بین نشان داد در
 به باکتریایی هايگونه از بسیاري علیه شدیدي ضدمیکروبی

و ) 17(است   نقره يالعاده فوق ضدمیکروبی ویژگی دلیل
 اي سلول هاي پستانداران،آزاد آن بر هايونیاندك  تیسم

نانوذرات جهت کاربردهاي  نیبراي استفاده از ا علاقه
کمترین ) 6(چو و همکاران  ). 3( است شیحال افزا در ییغذا

غلظت بازدارندگی نانوذرات نقره و نانو ذرات پلاتین را 
. مطالعه کردند اشرشیا و اورئوس استافیلوکوکوس توقف برروي
هاي  علیه باکتري را نقره نانوذرات اثر رانهمکا و روپلیریا همچنین

و . بررسی کردند اشرشیاکلیو  استافیلوکوکوس اورئوس
  کیسنتت  مهین  کیوتیب  یآنت  کی نیکاسیآمنشان دادند که 

 ونیلاسیاز  است که  باشد یم  دهایکوزینوگلیآم  خانواده Dردة   از
 ). 10( دیآ یبه همراه نمک سولفات به دست م A  نیسیکاناما
هاي گذشته کاملاً اثبات شده که نقره براي بسیاري   در سال
لیکن ). 8(اي سمی است  ه عنوان ماد هاي باکتریایی به  از سلول

ها نه تنها در برابر نقره مقاومت  انواع دیگري از باکتري
درصد وزنی سلول زنده  25توانند به میزان  دارند؛ بلکه می

 يها سازوکاراز تجمیع این .کنند ريآو جمع خود دیواره در را نقره
هاي انتشار به   توان به سیستم شود که می متفاوتی ناشی می

بودن با تغییر حالت احیاي  خارج، تغییر میزان انحلال و سمی
هاي بیرون سلولی و رسوب فلز   یون فلزى، تشکیل کمپلکس

 )21(نمود اشاره نظر مورد سیستم در خاصی فلزي انتقال عدم و

تیمار آمیکاسین بیشترین تعداد و  شدکه ملاحظه  طور همان 
 لوسیباس نانوذرات نقره کمترین تعداد 50 غلظت و نقره نیترات
با ) 29(سلمانی و همکاران . باشند را دارا می سیلیسوبت

هاي  باکتري هینانو ذرات نقره عل ییایضد باکتر تیفعال بررسی
ان دادند ی نششگاهیآزما طیدر مح یگرم مثبت و گرم منف

 ،یاکلیاشرش هاي باکتري يبرا یحداقل غلظت مهارکنندگ
سودوموناس و  اورئوس لوکوکوسیاستاف، سرئوس لوسیباس
 1600و  1500، 1600، 1700در غلظت  بیبه ترت نوزایآئروژ

 نیکمتر ن،یهمچن. می باشدنانوذره نقره  تریدر ل گرم کرویم
 4ه مدت ب سرئوس لوسیباسهاي  باکتري يبرا را زمان مرگ

اي که توسط ملکوتیان و  در مطالعه. آوردندساعت به دست 
گرم  استافیلوکوکوس اورئوسهمکاران انجام شد باکتري 

 سودوموناس آئروژینوزايو  یاشرشیا کلمثبت، نسبت به 
هاي  تر بوده و در غلظت سه نانوذره، حساس مقابل در منفی گرم
 نیب 4ل جدو با مطابق ).35(تري از نانو ذرات نابود شدند کم
 معنادار تفاوت نوزایآئروج سودوموناس تعداد لحاظ از مارهایت

 تفاوت نشانگر جدول نیا در متفاوت حروف. وجود دارد
همانطور که ملاحظه . باشد یم مارهایت نیب) p>05/0( معنادار
تعداد و نیترات نقره نانوذرات  بیشترین آمیکاسین تیمارشود  می

را دارا می  نوزایوموناس آئروجسود نقره کمترین تعداد
گرم  یک باکتري سودوموناس آئروژینوزاباکتري . باشند
عنوان یکی از عوامل مهم عفونت هاي   که به است منفی

هاي تمیز بیماران عمل  بیمارستانی، به خصوص در زخم
این باکتري، روي پوست مرطوب و در ). 12(شده، می باشد 

ها از  د و در بیمارستانافراد سالم نیز وجود دار ي روده
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این . شود سپتیک نیز جدا می هاي حاوي مواد آنتی بطري
 ه شیرخوارگا در کوچک هاي گیري همه پیدایش به منجر باکتري
هاي جراحی و هاي مراقبت ویژه، به خصوص بخش و بخش

عنوان اولین عامل   گردد که در این بخش ها به سوختگی می
عفونتهاي . معرفی شده استپوستی و سپتی سمی  هاي عفونت

جراحی و سوختگی با این باکتري ممکن است سپتی سمی، 
پنومونی، مننژیت و بیماریهاي کشنده ي دیگر را به دنبال 

 ازلحاظ مارهایت نیب 4 جدول با مطابق ). 18(داشته باشد 
. است شده داده نشان معنادار تفاوت یکل ایاشرش تعداد
) p>05/0( معنادار تفاوت نگرنشا جداول نیا در متفاوت حروف

 ماریت شود یم ملاحظه که طور همان. باشد یم مارهایت نیب
 نیکمتر نقره نانوذرات نقره تراتین و تعداد نیشتریب نیکاسیآم

با توجه به این نکته که .  باشند یم دارا را یکل ایاشرش تعداد
E . coli منفی بوده و براي پذیرش  گرم هاي در دسته باکتري

هاي گرم  سیلورها با ممانعت بیشتري در مقایسه با باکترينانو
هاي گرم مثبت به  مثبت مواجه می باشد، لذا دیرتر از باکتري

در این مطالعه دلیل اثرات نانو . دهد نانوذرات پاسخ می
ذرات نقره بر روي این باکتري گرم منفی با وجود مقاومت 

اي نقره و ه دیواره اي را می توان به کوچک بودن قطر یون
 مادگی. در نتیجه نفوذ پذیري بیشتر این نانوذرات نسبت داد

نشان دادند تأثیرات نانوذرات بر روي  )22(و همکارانش 
هاي موجودات زنده به قطر، اندازه و شکل نانوذرات سلول

نانو ذرات نقره به دلیل اندازه کمی که دارند، . بستگی دارد
شته و تأثیر بیشتري برسطح تماس بیشتري با فضاي بیرون دا

نتایج حاصل از تحقیقات ). 23(ها می گذارند غشاي سلول
انجام شده نشان می دهد مکانیسم مهار کنندگی نانو ذرات 
نقره به عملکرد بونهاي نقره در محلول کلوئیدي بر می 

همچنین دگرگون ساختن میکروارگانیسم به وسیله . گردد
در این . گیرد یصورت م SA-2به  SHتبدیل پیوندهاي 

ونهاي نقره از یمکانیسم ذرات نانو نقره فلزي به مرور زمان 
این یون ها طی واکنش جانشینی، . کنند ساطع می خود

 2SAرا در جداره میکروارگانیسم به باندهاي  SH باندهاي

تبدیل کرده، که نتیجه آن از بین رفتن میکروارگانیسم است 
نو ذرات نقره احتمالا از طرفی، تولید و نگهداري نا ).4(

همچنین نانو . ارزان تر و ساده تر از داروهاي رایج استخیلی
ذرات نقره می تواند جایگزین مناسبی براي درمان هاي 

  ). 7(روتین توسط آنتی بیوتیک ها باشد 
  
  :MBCو  MICتعیین - 3-2

نانوذرات نقره بر باکتري هاي  MBC و MIC آزمایشات نتایج
نتایج حاکی از . ان داده شده است نش 5شاخص در جدول 

آن است که کمترین و بیشترین غلظت مهارکننده نانو ذرات 
 سودوموناس آئروجینوزاو  اورئوس کوکوس استافیلو براي نقره

و کمترین  میکروگرم بر میلی لیتر بوده 10و  5/2به ترتیب 
غلظت کشندگی نانو ذره نقره براي این دو باکتري به ترتیب 

که مشابه روش انتشار یکرو گرم بر میلی لیتر بوده م 40 و 10
در محیط آگاردار حاکی از مقاومت بالاي سودوموناس و 

به غلظت هاي مورد استفاده نانو حساسیت استافیلوکوکوس 
  .ذرات نقره بوده است 

هاي شاخص در روش بر باکتري وس پلانتاروملاکتوباسیلنانوذرات نقره استخراج شده از مایع رویی و توده سلولی   MBCو  MICنتایج  -5جدول 
  ماکرودایلوشن

 مهارکنندگی
 باکتري

MIC 
 میکروگرم بر میلی لیتر

  MBC 
 میکروگرم بر میلی لیتر

 استافیلوکوکوس اورئوس
 

5/2  10 

5/2  10 

 
 باسیلوس سرئوس

5 10 

5 10 

 
 باسیلوس سوبتی لیس

10 20 

10 20 

 سودوموناس آئروجینوزا
 

20 40 

20 40 

 10 5 اشرشیا کلی

5 10 
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  گیرينتیجه -4
اثرات مهار کننده دو غلظت از نانوذرات نقره نتایج نشان داد 

 يبر باکتر پلانتاروم لوسیلاکتوباس ییرو عیما از شده استخراج
 لوسیباس ،سرئوس لوسیباس ،اورئوس کوکوس لویاستاف شاخص
وش انتشار در ر یکل ایاشرش ، سیلیسوبت لوسیباس ،سیلیسوبت

اثرات مهار کننده  جینتا. می باشد معنادار آگاردار طیدر مح
 ییرو  عیما  از  شده  استخراج  نقره  ذرات نانو  از  غلظت  دو

 کوکوس لویشاخص استاف يبر باکترپلانتاروم   لوسیلاکتوباس
در سطح احتمال  آگاردار طیاورئوس در روش انتشار در مح

بدین   تیمارها  تمامی  در  تغییرات  روند . بود  معنادار 01/0
 نیکاسیآمآمد که بیشترین مقدار مربوط به تیمار  بدست شکل
از خود  راهاي شاخص  باکتريتعداد  نیتر نقره کم تراتیو ن

نشان داد در ارزیابی اثرات ضد میکروبی مشخص گردید در 
و  استافیلو کوکوس اورئوسبین باکتري هاي مورد بررسی 

به ترتیب حساس ترین و مقاوم  روجینوزاسودوموناس آئ
ما بین  باسیلوس سرئوسو  اشرشیاکلیترین باکتري بوده و 

این دو قرار داشتند باتوجه به اثرات ضد میکروبی نانو ذرات 
می توان از آنها به عنوان آلترناتیوهاي بیولوژیک و مذکور 

نانو ذرات تولید شده دوستدار محیط زیست جهت کاهش 
در آب شاخص ي میکروبی خصوصا باکتري هاي آلاینده ها

استفاده کرد و به سلامت و امنیت غذایی جامعه کمک 
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Abstract  
The aim of this study was to investigate the effect of silver nanoparticles produced from 
Lactobacillus plantarum supernatant on pathogenic bacteria using supernatant of lactic acid 
bacteria obtained from the gastrointestinal tract of rainbow trout. The inhibitory effects of two 
concentrations (50 and 100 µl) of silver nanoparticles extracted from L. plantarum 
supernatant on Bacillus cereus in agar medium are significant (p<0.05). There is a significant 
difference between the treatments in terms of the number of B. cereus. Amikacin treatment 
had the highest number and silver nitrate and concentration of 50 silver nanoparticles had the 
lowest number of B.cereus. There is a significant difference between the treatments in terms 
of the number of Pseudomonas aeruginosa (p<0.05). The inhibitory effects of two 
concentrations of silver nanoparticles extracted from L. plantarum supernatant on Escherichia 
coli index indicator are significant in the diffusion method in the agar medium (p<0.05). 
There is a significant difference between the treatments in terms of the number of E.coli 
(p<0.05). Silver nanoparticles had the lowest number of E.coli. However, by reducing the 
density of silver nanoparticles to concentrations of 500 and 100 μg / ml, antibacterial activity 
against B.cereus and Ceracia marcensis, respectively, is observed. The average size of 
nanoparticles produced is between 25-45 nm and 80% of nanoparticles produced. They were 
in this range.  
 
Keywords: Silver Nanoparticles, Supernatant, Lactobacillus Plantarum, Pathogenic Bacteria. 
 

 

 

 

 

 

 
*Correspondence Author:eatayesalehi@yahoo.com 

 

mailto:Author:eatayesalehi@yahoo.com

