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 چکیده

های مناسبی به منظور مقابله با تشکیل  به دلیل فعالیت ضدمیکروبی نانوذرات و عدم ایجاد مقاومت می توانند گزینه  :سابقه و هدف

بیوفیلم باکتریایی باشند. هدف از این مطالعه بیوسنتز نانوذرات اکسید روی با استفاده از عصاره چای سبز و تعیین میزان تأثیر آن بر 

 جدا شده از عفونت زخم بود. سودوموناس آئروجینوساهای  تشکیل بیوفیلم در جدایه

در این مطالعه مقطعی نانوذرات بیوسنتز شده توسط آنالیزهای پراش اشعه ایکس، طیف سنجی پراش انرژی پررترو   : ها مواد و روش

ایکس، میکروسکوپ الکترونی روبشی و عبوری بررسی شدند. تعیین فعالیت ضدمیکروبی و حداقل غلظت مهارکنندگی نانوذرات با 

  .روش میکروبراث دایلوشن انجام شد. فعالیت ضدبیوفیلمی با تشکیل بیوفیلم به روش اُتول بررسی شد

نانومتر تعریریرن شرد.  01با متوسط زیر  01تا  11بیوسنتز نانوذرات توسط آنالیزها تأیید گردید. اندازه نانوذرات در محدوده  : ها یافته

 511لیتر فعالیت ضدمیکروبی داشتند و حداقل غلظت مهارکننردگری  میکروگرم بر میلی 1111و  511، 251های  نانوذرات در غلظت

درصد تشکیل بیوفیلم را مهار کرردنرد.  01تا  25لیتر  میکروگرم بر میلی 1111و  511های  لیتر گزارش شد. غلظت  میکروگرم بر میلی

  .ها افزایش یافت اثرات ضدمیکروبی و ضدبیوفیلمی نانوذرات با افزایش غلظت آن

تر، ضایعات  بیوسنتز نانوذرات با عصاره مزایای متعددی مانند سادگی، ثبات مناسب، عدم صرف انرژی، صرف زمان کم  :نتیجه گیری

غیرسمی، صرفه اقتصادی و قابلیت سنتز در مقیاس بزرگ را دارد. با توجه به خواص ضدمیکروبی و ضدبیوفیلمی کاربرد این 

  گردد. نانوذرات به عنوان پوشش در تجهیزات پزشکی و صنایع غذایی پیشنهاد می

  سودوموناس آئروجینوسا.روی، عصاره چای سبز، بیوفیلم، حداقل غلظت مهارکنندگی،  نانوذرات اکسید  :واژگان کلیدی

 09آبان ماه پذیرش برای چاپ:   09مهر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: اراک، دانشگاه آزاد اسلامی واحد اراک، گروه زیست شناسی 

 esmaeili.microbiology@gmail.comپست الکترونیک:   10390441012تلفن:  

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب

 م دمه     

، ( Pseudomonas aeruginosa)   آئروجینوسرا  سودوموناس     

 یرک  برا  متحرک  غیرتخمیری،  هوازی اجباری،  منفی، گرم  باسیل

 طلب فرصت  پاتوژن  غذایی حداقل و یک  نیازهای  با  قطبی  تاژه

   سرودومرونراس         جنس گونره              ترین      شایع        (. این باکتری             1است )     

  پروسرتری،          اولیره         های     عفونت         های ریوی،           عفونت         عامل        که      بوده    

  بره      طرلرب       فرصرت        های     و سایر عفونت                گوش       ادراری،           مجاری     

 رود.     می    شمار    
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  سومین           و     سوختگی          های     عفونت         عامل        دومین         عنوان         به علاوه به          

اورئوس              استافیلوکوکوس               بیمارستانی پس از                        های         شایع عفونت                عامل      

  a    o o  us aureus(     )   کلی           اشریشیا             و ( s  eri  ia  o i )  

زایی فراوان و                     (. توانایی این باکتری در تولید عوامل بیماری                                             2باشد )         می    

 ها قرار               ترین پاتوژن                 تشکیل بیوفیلم باع  شده که در زمره مهم                                       

   (.  1گیرد )        

( اجتماعات پی یده باکتریایی متصل به                                     io ilms ها )      بیوفیلم       

سطو  هستند که توسط یک ماتریکس خار  سلولی تولید شده                                                    

،      شوند. این ماتریکس از                       ها ایجاد می             توسط باکتری           

(. بیوفیلم            3ساکاریدها تشکیل شده است )                          ها و اگزوپلی              پروت ین       

باشد. مشخصه تمام                    های انسانی می                 از عفونت          5 عامل      

های       ها مقاومت قابل توجه و طو نی مدت به روش                                        بیوفیلم       

هاست که دلیل                بیوتیک        حذف فیزیکی و بیوشیمیایی مانند آنتی                                  

های باکتری در این ساختار و ممانعت از                                        آن تراکم با ی سلول                  

بیوتیک به مرکز بیوفیلم و هم نین بیرون راندن                                               عدم ورود آنتی             

زمانی که باکتری در معر                          (.      0ها از بیوفیلم است )                     بیوتیک        آنتی    

ها و یا کمبود مواد                      بیوتیک        استرس قرار بگیرد، درمان با آنتی                               

شود. این فرم مقاومت با یی                             غذایی سبب تشکیل بیوفیلم می                          

های موجود             ها دارد به طوری که باکتری                           بیوتیک        نسبت به آنتی            

(.    5های منفرد هستند )                   تر از سلول            در بیوفیلم تا هزار برابر مقاوم                              

تشکیل بیوفیلم توانایی محافظت در برابر سیستم ایمنی میزبان و                                                            

 (.   کند )       عوامل ضدمیکروبی مختلف را ایجاد می                                 

عوامل ضدمیکروبی بر اساس ترکیب شیمیایی به دو دسته آلی و                                                        

بسیاری از نواق  عوامل                           شوند.       بندی می         غیرآلی تقسیم            

ضدمیکروبی آلی باع  محدودیت استفاده آنها و مورد توجه                                                     

قرار گرفتن عوامل غیرآلی از جمله نانوذرات اکسید فلزات مانند                                                            

شده         اکسید تیتانیوم، اکسید روی، اکسید منیزیم و اکسید مس                                                    دی  

ها به عنوان عوامل                     که در تحقیقات مختلف استفاده از آن                                 

ضدمیکروبی توصیه شده است. این نانوذرات بسیار فعال بوده و                                                         

های گرم م بت و منفی فعالیت مهاری و                                      در مقابل باکتری               

 (.    9دهند )        کشی قابل توجهی نشان می                        باکتری      

اعتقاد بر این است که نانوذرات فلزی علاوه بر اثر مهاری                                                      

ذرات، به دلیل اندازه کوچک و نسبت سط  به حجم با یی که                                                      

دارند باع  تماس بیشتر با محیط و در نتیجه تأثیر ضدباکتریایی                                                            

(. فعالیت ضدباکتریایی نانوذرات اکسید                                      2بیشتر خواهند شد )                 

های گرم م بت و منفی بیشتر از نانوذرات                                         روی علیه باکتری               

 (.  9باشد )        اکسید تیتانیوم می                   اکسید مس و دی             

  های     ساخت نانوذرات، روش                      در بین روش های گوناگون                      

 زیست هستند.                 محیط        دار     ودوست         بسیار ساده              بیولوژیکی         

  برای سایر             مناسبی          و     جایگزینی آسان                 روش های زیستی،              

  هزینه         مانند         مزایایی           می باشند و              فیزیکی وشمیایی                  های     روش   

  مقیاس         در      آسان        تولید         زیست، امکان               محیط        با      سازگاری           تر،     کم  

  دلیل        همین        را دارند. به                با        فشار        و     دما       از      استفاده       عدم       با  و     

  در      دسترس،          در      پایدار          منابع         به عنوان            گیاهان          عصاره         از      استفاده       

  توجه بسیاری از                  سازگار          فلزی زیست             نانوذرات            تهیه    

     (.  4است )       نموده       خود معطوف           به    را    پ وهشگران         

های      بیوتیک در باکتری                  با توجه به مشکل مقاومت به چند آنتی                                  

نبود ترکیب            و     تشکیل دهنده بیوفیلم                     سودوموناس آئروجینوسا                    

که تا کنون              های مقاوم و این                 مناسب برای از بین بردن این عفونت                                

با استفاده از                 اکسید روی         ای در زمینه تهیه نانوذرات                             مطالعه      

های بالینی              عصاره گیاهی و بررسی تأثیر این نانوذرات بر جدایه                                               

ها و        ها انجام نشده است بررسی جدایه                               و بیوفیلم حاصل از آن                    

   رسد.      ها ضروری به نظر می                    تأثیر نانوذرات بیوسنتز شده بر آن                                

نانوذرات اکسید روی بیوسنتز                            هدف از این مطالعه، بررسی تأثیر                                

 شده با استفاده از عصاره چای سبز بر میزان تشکیل بیوفیلم                                                        

 جدا شده از عفونت                    سودوموناس آئروجینوسا                    های       در جدایه        

 زخم بود.        

 

 ها    مواد و رو           

های چای سبز برای  ابتدا برگ  :الف( تهیه عصاره چای سبز

ثانیه با  31و هر بار به مدت   بار 2حذف گرد و خاک سطحی، 

ها را در دمای  آب دیونیزه شست و شو داده شدند. سپس برگ

های خشک کاملاً  گرم از برگ 51اتاق قرار داده تا خشک شدند. 

سی آب  سی 9پودر شد. سپس به ازای هر گرم پودر برگ، 

که آب دیونیزه روی پودر را به طور  دیونیزه اضافه شد به طوری

دور در دقیقه به مدت   9111در   کامل پوشاند. در نهایت عصاره
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دقیقه سانترفیوژ شد و محلول رویی توسط کاغذ واتمن  15

صاف گردید. عصاره فیلتر شده تا زمان استفاده در  1شماره 

 درجه سلیسیوس در تاریکی نگهداری شد. 0دمای 

: به منظور سنتز سبز ب( بیوسنتز نانوذرات اکسید روی

سی عصاره به صورت  سی 111نانوساختارهای اکسید روی، 

استات  مو ر زینک 1/1سی محلول  سی 111قطره قطره به 

زدن ثابت در دمای  با هم 1:1  هیدرات )مرک، آلمان( با نسبت دی

درجه سلیسیوس اضافه شد. مخطوط واکنش در شرایط  91-41

دست  زدن ثابت تا به درجه سلیسیوس و هم 41-91با دمای 

آمدن ژل تقریباً چسبناک سبز مایل به سیاه قرار گرفت. ژل 

 01منظور تولید پودر نانوذرات اکسید روی در آون  حاصل به

دست آمده در کوره  درجه سلیسیوس قرار گرفت. سپس پودر به

ساعت کلسینه شد که منجر به  2درجه سلیسیوس به مدت  011

پودر سفید رنگ حاصله   تولید پودر سفید رنگی شد.

نانوساختارهای اکسید روی بود که برای بررسی خصوصیات 

 (.0فیزیکوشیمیایی آنالیز شدند )

برای بررسی حضور :  تعیین مشخصات نانوذرات اکسید روی ( 

و نوع ساختار کریستالی نانوساختارهای سنتز شده با استفاده از 

دست آمده بلافاصله بعد از  عصاره، پودر نانوساختارهای به

پراش اشعه ایکس مدل   دستگاه  کلسینه شدن با استفاده از

P  alitical, X PERTPRO ی  ساخت کشور هلند با زاویه

و دستگاه طیف سنجی پراش  41-21ی  در محدوده  تتا 2  براگ

کشور  ZEISSساخت شرکت   SIGMانرژی پرتو ایکس مدل 

و پراکنش اندازه نانوساختارهای   آلمان انجام شد. شکل، اندازه

و   برداری الکترونی عبوری بیوسنتز شده به وسیله دستگاه عکس

 HIT CHIعکس برداری الکترونی روبشی ساخت شرکت 

 بررسی شدند. کشور ژاپن

نمونه جدا  31:  های سودوموناس آئروجینوسا د( تشخی  جدایه

شده از عفونت زخم بیماران بستری در بیمارستان امیرالمؤمنریرن 

اراک با توجه به ناحیه عفونی با استفاده از سواب بره صرورت 

گیری و جمع آوری شد. که برا  ماه نمونه 0عمقی در بازه زمانی 

 SIM ،TSIهای رنگ آمیزی گرم، اکسیداز، کاتا ز،  انجام آزمون

، کشت در برلاد MR/VP، مدیا، هند( )های OF)مرک، آلمان(، 

آگار، مکانکی آگار، ستریماید آگار، سیمون سریرتررات )مررک، 

 درجه سلیسیوس مرورد برررسری قررار  02آلمان( و رشد در 

 (.11گرفتند )

نانوذرات اکسریرد  ( MIC) تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی ه(  

های  با غلظتاکسید روی آزمایش ضدمیکروبی نانوذرات :  روی

جردایره مرقراوم  21های استرانردارد و  مختلف علیه باکتری

برای انجام این آزمرایرش بررسی شد.   سودوموناس آئروجینوسا

لریرترر بررای  میکروگرم بر میلی 1111و  511، 251های  غلظت

گرم از پودر نانروذرات  1/1نانوذرات تهیه شد. برای این منظور 

لیتر آب مقرطرر  میلی 111بیوسنتز شده به طور دقیق توزین و به 

 از  هرا، آن  مرنراسرب  شردن  منظور پراکرنرده به  استریل اضافه شد

 حرل  از  برعرد  گرردیرد.  استفاده  دقیقه  31  مدت به شیکر  دستگاه

 اکسریردروی   نرانروذرات  اولیره  غلظت  از  نانوذرات،  کامل  شدن

هرای  ( و تهیه سریال رقت، غلطتلیتر میکروگرم بر میلی 1111) 

(. حداقل غلظت 2لیتر آماده شد ) میکروگرم بر میلی 251و  511

 مهارکنندگی نانوذرات بیوسنتز شرده برا اسرترفراده از روش

سوسپرانسریرون براکرترری   .تعیین گردیدمیکروبراث دایلوشن 

تهیه  1/1معادل (   Oجذب نوری )با  سودوموناس آئروجینوسا

میکرولیتر مرحریرط  111چاهکی مقدار   0شد. در میکروپلیت 

میکرولیتر از سروسرپرانسریرون  01و)مرک، آلمان(   TSکشت 

میکررولریرترر از  01و  CFU/ml 3-11باکتری تهیه شده با رقت 

 های مختلف ریخته شرد. استوک تهیه شده از نانوذرات با غلظت

میکرولیتر محیط کشت  111که فقط م بت کنترل ها شامل  کنترل

TS    و فراقرد  میکرولیتر سوسپانسیون براکرترری 01به همراه

و   TSمیکرولیتر محیط کشت  111کنترل منفی فقط نانوذرات، 

های مرخرترلرف  غلظتمیکرولیتر  01فقط کنترل نانوذرات هم 

در نظر گررفرتره   TSمحیط کشت  میکرولیتر 111نانوذرات و 

به مردت شد. این آزمایش با سه بار تکرار انجام و میکروپلیت 

هرای  سویرهدرجه سلیسیوس گرماگذاری شد.  39ساعت در 20

 P O1  و TCC27853 آئروجینوسرا   سودوموناساستاندارد 

تهیه شده از بخش میکروب شناسی بیمارستان امیرالرمرؤمرنریرن 

مورد استفاده قرار گرفتنرد.   در این آزمایش به عنوان کنترلاراک 

مردل ها با دستگراه ا یرزاریردر  هریک از چاهکجذب نوری 
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ELx800 14گیری شد. سپس بعد از  ساخت کشور ژاپن اندازه 

گریرری  های میکروپلیت مجدد اندازه چاهکجذب نوری ساعت 

ترین غلظتی از نانروذرات  پایینشد و نتایج خوانده شد. در پایان 

 کدورت  فاقد) نشد   مشاهده  باکتری از رشدی گونه هیچکه در آن 

مهارکنندگری در   غلظت  حداقل  عنوان  به  باکتری(  رشد  از  ناشی

لریرترر گرزارش  نظر گرفته شد و به صورت میکروگرم بر میلری

 (.11گردید )

 روش  برا  بیروفریرلرم  تشکیل  توانایی  آزمایش:  و( تشکیل بیوفیلم

 انرجرام(  O'Toole)   2111اُتول  روش  اساس  بر  تیتر  میکروپلیت

 شرب  یرک  براکرترری  سوسپانسیون  ازمیکرولیتر  111(.  12شد )

میکررولریرترر  111  بهدرجه سلیسیوس  39  دمای  در  شده  انکوبه

 سراعرت  20  مدت  به  و  شده  اضافهگلوکزدار   TSمحیط کشت 

 ها میکروپلیت  بعد  روز  شد.  انکوبهدرجه سلیسیوس  39 دمای  در

 ریرخرتره  دور  آن  اضافه  و  شده  شسته  استریل  فیزیولوژی  سرم  با

 15  از  بعرد  و  شده  رنگدرصد  1/1  ویوله  کریستال  با  سپس  شد.

 اسریرد  برا  شسرترشرو  بار  3  از  پس  و  شد  ریخته  دور  رنگ  دقیقه

 505  طول مو   در  نتایج  نهایتاًشد. فیکس   باقیمانده  رنگ  استیک

 سراخرت کشرور ژاپرن ELx800مدل  ا یزا  دستگاهنانومتر با 

 محریرط  از  و  م بت  کنترل  عنوان  به P O1جدایه  ازخوانده شد. 

 جرذب  و  استرفراده آزمایش منفی کنترل برای باکتری فاقد  کشت

  گررفرتره  درنرظرر O  (C)  عنوان  به  کشت  محیط  حاوی  چاهک

 (. 0) شد

: به منظور تأثیر نانوذرات اکسیدروی بر مهار تشکیل بیوفیلم  ز(

بررسی تأثیر ضدبیوفیلمی نانوذرات تشکیل بیوفیلم به روش 

های  (. ابتدا جدایه12( انجام شد )O'Toole)  2111اُتول 

کشت داده و به   TSدر محیط کشت  سودوموناس آئروجینوسا

درجه سلیسیوس انکوبه شدند.  39ساعت در 20مدت 

که حاوی   TSساعت با  20های کشت داده شده بعد از  باکتری

میکرولیتر از  111  گلوکز است رقیق شدند. سپس 1

های  سوسپانسیون میکروبی تهیه شده از هر یک از جدایه

خانه   0های میکروپلیت  میکروبی مورد بررسی به چاهک

میکرولیتر محیط  111استایرن که حاوی  استریل از جنس پلی

های  میکرولیتر از هر یک از غلظت 111گلوکزدار و   TSکشت 

لیتر نانوذرات اکسیدروی  میکروگرم بر میلی 1111و  511، 251

 20بیوسنتز شده با عصاره چای سبز است اضافه شد و به مدت 

 3درجه سلیسیوس گرماگذاری شد )به صورت  39ساعت در 

خانه برای هر نمونه(.   0تایی در سه چاهک از میکروپلیت 

ها  ساعت( میکروپلیت 20پس از طی این مدت )بعد از گذشت 

برگردانده شدند تا محیط کشت موجود در هر چاهک خالی 

میکرولیتر بافر  311ها  گردد سپس در سه مرحله به چاهک

( استریل )سیگما، آمریکا( اضافه شد و P Sفسفات سالین )

هایی  ها با این بافر سه مرتبه شستشو داده شدند تا باکتری چاهک

ها خار  شوند. بعد از این  که بیوفیلم تشکیل ندادند از چاهک

درجه سلیسیوس  1 ساعت در  1ها به مدت  مرحله میکروپلیت

انکوبه و خشک شدند. به منظور ت بیت باکتری به هر چاهک در 

دقیقه اضافه شده و  21میکرولیتر متانول به مدت 151دمای اتاق 

ها برگردانده و خالی شدند. سپس  دقیقه میکروپلیت 21پس از 

درصد  1/1میکرولیتر کریستال ویوله  151آمیزی  به منظور رنگ

ها اضافه شد و  لیتر( به چاهک میلی 111گرم در  1/1)

 39دقیقه بدون حرکت در دمای  15ها به مدت  میکروپلیت

ها  درجه سلیسیوس قرار گرفتند. پس از آن میکروپلیت

ها خار  گردید و  برگردانده شدند و رنگ داخل چاهک

 211ها با آب مقطر به طور ملایم شستشو شدند.  چاهک

استیک به هر چاهک اضافه  درصد اسید 31میکرولیتر از محلول 

های تشکیل دهنده بیوفیلم خار   شد تا رنگ باند شده با باکتری

نانومتر  505شود سپس جذب نوری میکروپلیت در طول مو  

 ساخت کشور ژاپن(  ELx800مدل ا یزا خوانش )با دستگاه 

ثبت شد. یک ردیف از میکروپلیت به عنوان کنترل نانوذرات در 

های  میکرولیتر از هر یک از غلظت 111نظر گرفته شد که فقط 

در   TSمیکرولیتر محیط کشت  111مختلف نانوذرات و 

ها ریخته شد. یک ردیف هم به عنوان کنترل منفی  چاهک

میکرولیتر  111)کنترل محیط کشت( در نظر گرفته شد که فقط 

ها ریخته شد و یک ردیف هم به  در چاهک   TSمحیط کشت 

عنوان کنترل م بت فاقد ترکیبات ضدمیکروبی در نظر گرفته شد 

 111به همراه   TSمیکرولیتر محیط کشت  111که فقط 

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی و فاقد نانوذرات اکسیدروی 
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 سودوموناسها ریخته شد. هم نین سویه استاندارد  در چاهک
به عنوان کنترل مورد استفاده قرار گرفت.  P O1  آئروجینوسا

بعد از به دست آوردن جذب نوری، طبق فرمول زیر درصد 

در  سودوموناس آئروجینوساهای  مهار تشکیل بیوفیلم جدایه

 های مختلف نانوذرات اکسیدروی تعیین شد  حضور غلظت

(13  .) 

-درصد مهار رشد بیوفیلم= )جذب کنترل رشد هر باکتری

جذب نمونه بدون باکتری(/جذب -)جذب نمونه حاوی باکتری

 کنترل رشد هر باکتری

: در این پ وهش، تمام آزمایشات با حداقل سه آنالیز آماری   (

 از  استفاده  بانتایج  آماری  های بررسیبار تکرار انجام شد و 

 سط   ( در OV  آنالیز واریانس یک طرفه )  روش

( مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. برای > 1/15داری ) معنی

    P افزار  انجام آنالیز آماری از نسخه بیست و چهارم نرم

 استفاده شد.
 

 ها    یافته     

 31از   :های سودوموناس آئروجینوسا الف( تشخی  جدایه

نمونه توسط  21نمونه عفونت زخم جمع آوری شده از بیماران 

سودوموناس های بیوشیمیایی انجام شده به عنوان  تست

 تأیید شدند. آئروجینوسا

ب( نتایج بیوسنتز نانوذرات اکسید روی توسط عصاره چای 

( نانوذرات اکسید روی  XR: الگوی پراش اشعه ایکس )سبز

نشان داده شده  1بیوسنتز شده با عصاره چای سبز در شکل 

، 09،  3، 30، 31های  تتا در زاویه 2ها در موقعیت  است. پیک

شوند که به ترتیب با سطو  کریستالی  دیده می 0 و  9 ،  5

مرتبط است. الگوی  211و  112، 111، 112، 111، 112، 111

شماره  JCP Sپراش اشعه ایکس نانوذرات با الگوی مرجع )

های  برای اکسید روی( مطابقت دارد. تمام پیک 1051- 3

مشاهده شده در این طیف مربوط به فاز ساختاری هگزاگونال 

ورتسایت )شش وجهی متقارن( و همه خطوط پراش گویای 

سنتز نانوذرات اکسیدروی است و هیچ پیک ناخالصی و یا 

 کند. وجود فاز دیگری غیر از اکسید روی را بیان نمی

( مورفولوژی SEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی ) 

ای  عمدتاً مستطیلی و در بعضی موارد مربعی، شش وجهی، میله

و بیضی شکل را برای نانوذرات اکسید روی نشان داد. در 

( نیز حضور TEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی عبوری )

نانوذرات با ساختار مستطیلی به روشنی قابل مشاهده است. 

تصاویر میکروسکوپ الکترونی عبوری محدوده اندازه نانوذرات 

نانومتر نشان داد.  01نانومتر با متوسط اندازه زیر  01تا  11را 

تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی و عبوری را  2شکل 

 دهد. نشان می

(،  E  Xتجزیه و تحلیل طیف سنجی پراش انرژی پرتو ایکس ) 

های اکسید روی بیوسنتز شده  فلز روی را در نانوساختار حضور 

با استفاده از عصاره چای سبز تأیید کرد. ترکیب حاصل از 

حضور   تجزیه و تحلیل طیف سنجی پراش انرژی پرتو ایکس

تر از  های قوی از روی، اکسی ن و سیگنال کمی ضعیف سیگنال

کربن را نشان داد. حضور کربن در نمونه نشان دهنده دخالت 

های عاملی کربن در عصاره چای سبز و نقش این عوامل  گروه

های اکسید روی است. سیگنال کربن  در سنتز نانوساختار

تصاویر)الف( میکروسکوپ الکترونی روبشی و )ب( میکروسکوپ : 2شکل 
الکترونی عبوری نانوذرات اکسید روی بیوسنتز شده توسط عصاره چای سبز 

  لیتر عصاره. میلی 11درجه سلیسیوس و مقدار  91در دمای 
نانوذرات اکسید روی بیوسنتز شده توسط  پراش اشعه ایکسالگوی :  1شکل 

 . عصاره چای سبز
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هایی مانند  تواتد ناشی از حضور کربوهیدرات مشاهده شده می

استویول و گلیکوزید در سط  نانوساختارهای اکسید روی 

الگوی طیف سنجی پراش انرژی پرتو ایکس  3باشد. شکل 

 دهد. نانوذرات را نشان می

نانوذرات اکسید (  MIC) ( تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی 
 511، 251های مورد بررسی در هر سه غلظت  همه جدایه  :روی

لیتر نانوذرات اکسید روی بیوسنتز  میکروگرم بر میلی 1111و 

 251شده با استفاده از عصاره چای سبز مهار شدند. در غلظت 

درصد مهار  51جدایه بیش از  0لیتر تعداد  میکروگرم بر میلی

لیتر بیش از نیمی از  میکروگرم بر میلی 511شدند و در غلظت 

جدایه( مهار  21جدایه از  11های مورد بررسی )تعداد  جدایه

میکروگرم  1111درصد را نشان دادند و در غلظت  51بیش از 

های  درصد علیه سویه 51جدایه بیش از   1لیتر تعداد  بر میلی

ها  مؤثر بوده و موجب مهار رشد آن سودوموناس آئروجینوسا

درصد بیش از  51شده است. بنابراین با توجه به مهار با ی 

میکروگرم بر  511ها و مشاهده کدورت، غلظت  نیمی از جدایه

لیتر نانوذرات اکسید روی به عنوان حداقل غلظت  میلی

نتایج  0مهارکنندگی در این پ وهش در نظر گرفته شد. شکل 

علیه تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی نانوذرات اکسید روی 

 دهد. را نشان می سودوموناس آئروجینوساهای  جدایه

 داد  نشان  بالینی  جدایه  21  در  بیوفیلم  سنجش:  د( تشکیل بیوفیلم

 های چاهک  در  بیوفیلم  تشکیل  به  قادر (  01جدایه ) 14که 

 .بودندمیکروپلیت 

: غلظرت آزمون تأثیر نانوذرات اکسید روی بر تشکیل بیوفیلمه(  

لیتر نانوذرات اکسید روی تأثیرر قرابرل  میکروگرم بر میلی 251

و  511های  توجهی بر مهار تشکیل بیوفیلم نداشت. اما غلظت

لیتر نانوذرات اکسید روی تشرکریرل  میکروگرم بر میلی 1111

 1111ها را با موفقیت مهار کردند و غلرظرت  بیوفیلم در جدایه

درصد تشکیل بیوفیلرم  51لیتر با مهار بیش از  میکروگرم بر میلی

جردایره مرورد  14جدایه از  13ها   ) در بیش از نیمی از جدایه

هرا  بررسی( بیشترین مهارکنندگی را در تشکیل بیوفیلم در جدایه

نشان داده است. هم نین در این پ وهش با افزایرش غرلرظرت 

نانوذرات اکسید روی بیوسنتز شده، مهار تشکیل بیوفریرلرم در 

یابد. به عبارت دیگر اثررات  های مورد بررسی افزایش می جدایه

ضدبیوفیلمی نانوذرات اکسید روی بیوسنتز شده برا افرزایرش 

 5باشد. شرکرل  ها افزایش یافته و وابسته به دوز می غلظت آن

سرودومرونراس هرای   نتایج درصد مهار تشکیل بیوفیلم جدایه

لیترر  میکروگرم بر میلی 1111و  511های  در غلظت آئروجینوسا

 دهرررد.  نرررانررروذرات اکسررریرررد روی را نشررران مررری

هم نین آنالیز آماری نشان داد که بین میانگین مهار بیوفیلم در 

الگوی طیف سنجی پراش انرژی پرتو ایکس نانوذرات اکسید روی : 3شکل 
  بیوسنتز شده توسط عصاره چای سبز.

تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی نانوذرات اکسید روی علیه  : 0شکل 
  .سودوموناس آئروجینوساهای  جدایه

در    سودوموناس آئرروجریرنروسرا های    درصد مهار تشکیل بیوفیلم جدایه :  5شکل  
  لیتر نانوذرات اکسید روی.   میکروگرم بر میلی   1111و    511های    غلظت 
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لیتر نانوذرات اکسیرد  میکروگرم بر میلی  1111و  511های  غلظت

 داریتفاوت مرعرنریروی بیوسنتز شده توسط عصاره چای سبز 

و  511مهار بیوفیلم در دو غلظت   میانگین  بنابراین  . وجود دارد

 لیتر نانوذرات اکسید روی برابر نیست. میکروگرم بر میلی 1111

 
 بح    

 های بیمارستانی از جمله معضلات و مشکلات مهم عفونت

 پزشکی در کشورهای توسعه یافته و در حال توسعه محسوب

 های سومین عامل عفونت سودوموناس آئروجینوسا. شود می

شده از ا های جد ترین باکتری بیمارستانی است و یکی از مهم

رسد که تشکیل بیوفیلم و  به نظر می باشد. های مختلف می نمونه

قدرت بقای باکتری در محیط اطراف و انتقال آن به بیماران 

ها در  ترین عامل شیوع این عفونت توسط عوامل مختلف، مهم

گیر  بر و وقت از این رو با توجه به هزینه (. ) باشد این مراکز می

های عفونی، مشکلات مرتبط با درمان، پدیده  بودن درمان بیماری

های دارویی و اثرات  های ژنتیکی و افزایش مقاومت جهش

های  های مصرفی نیاز به معرفی جایگزین بیوتیک جانبی آنتی

 استفاده از (.10دارای خاصیت ضدمیکروبی وجود دارد)

باکتریایی  های نانوذرات اکسید فلزی به منظور مقابله با عفونت

تواند مؤثر باشد زیرا  ها می بیوتیک به عنوان روش جایگزین آنتی

ها  دارویی، باع  مهار باکتری نانوذرات، بدون افزایش مقاومت

با توجه به معایب و مشکلات استفاده از  (.15شوند ) می

منظور از بین بردن و یا کاهش  های فیزیکی و شیمیایی به روش

این اثرات، امروزه روش تولید زیستی نانوذرات معرفی گردیده 

(. در این مطالعه نانوذرات اکسید روی با استفاده ار  1است )

نانومتری و با متوسط  01تا  11عصاره چای سبز در محدوده 

نانونتر با ساختار هگزاگونال ورتسایت مطابق با  01اندازه زیر 

بیوسنتز برای اکسید روی(  1051- 3شماره  JCP S)استاندارد 

 & Senthilkumarسنتیل کومار و سیواکومار )شدند. 

Sivakumar نانوذرات اکسید روی را با استفاده  2110( در سال

با ساختار نانومتر و مطابق   1از عصاره چای سبز در اندازه 

 شماره  JCP S)هگزاگونال ورتسایت مطابق با استاندارد 

 (. 19( بیوسنتز نمودند )1051- 3

 2115( در سال Sutradhar & Sahaهم نین سوترادار و ساها )

اندازه  نانوذرات اکسید روی را با استفاده ار عصاره چای سبز با

 نانومتر سنتز نمودند   2نانومتر و متوسط اندازه  51تا  21بین 

( و همکاران hanemozhi دانموژی ) 2119در سال  (.14)

متوسط اندازه نانوذرات اکسید روی را بیوسنتز شده با عصاره 

  (.10نانومتر تعیین کردند ) 50/40چای سبز را 
 نانوذرات اکسید روی را 2119( و همکاران در سال ava ناوا )

با استفاده از مقادیر مختلفی از عصاره چای سبز سنتز نمودند 

ترین مقدار  ها اندازه نانوذرات در نمونه دارای کم در مطالعه آن

نانومتر و نمونه دارای بیشترین مقدار عصاره  19/09عصاره 

نانومتر گزارش شد.  4 ±1/5نانومتر و متوسط اندازه  0/10

هم نین نانوذرات حاصل دارای ساختار هگزاگونال ورتسایت 

 (.21( بودند )1051- 3شماره  JCP S)مطابق با استاندارد 

د یل تفاوت جزئی اندازه نانوذرات بیوسنتز شده در مطالعه 

توان به تفاوت در مقادیر  حاضر با سایر پ وهش ها را می

ها،آمینو اسیدها،  فنل عصاره مورد استفاده و محتوای پلی

ها و لیپیدهای موجود در عصاره در طی بیوسنتز  پروت ین

نانوذرات مرتبط دانست که به طور مؤثری در اندازه، شکل، 

 یکنواختی، کنترل رشد و ت بیت نانوذرات نقش دارند. 

در مطالعه حاضر نانوذرات اکسید روی بیوسنتز شده با استفاده 

 1111و  511، 251از عصاره چای سبز، در سه غلظت 

به ها  اثرات ضدمیکروبی آنلیتر تهیه گردید و  میکروگرم بر میلی

های مورد بررسی ارزیابی  روش میکروبراث دایلوشن بر جدایه

ضدمیکروبی این نانوذرات را در هر شد. نتایج حاصل اثرات 

 سه غلظت تأیید کرد و نشان داد که اثرات ضدمیکروبی

با افزایش غلظت نانوذرات افزایش یافته و وابسته به دوز 

  511نانوذرات   مهارکنندگی حداقل غلظت  باشد. هم نین می

 لیتر تعیین شد.    میکروگرم بر میلی 

( Vijayaraghavanویجی ارقاوان ) ( و   Padmavathy) پادماواسی 

این  حداقل غلظت مهارکنندگی 2114در سال  در تحقیقی 

 111و  51، 11، 5، 1، 1/1، 1/11های  نانوذرات در غلظت

  4111و  0111، 411، 011، 41، 4، 1/4مو ر را به ترتیب  میلی

  (.21لیتر گزارش کردند ) گرم بر میلی میلی
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حداقل  2112( در سال anial ( و دنیل )  Youseیوسف )

سودوموناس نانوذرات اکسید روی برای  غلظت مهارکنندگی

 (. 22لیتر اعلام نمودند ) میکروگرم بر میلی 0را  آئروجینوسا

ای حداقل غلظت  در مطالعه 1301سعادت و همکاران در سال 

 سودوموناسبرای اکسید روی   نانوذرات مهارکنندگی
 لیتر گزارش کردند  میکروگرم بر میلی 1/1113 آئروجینوسا

زاده و همکاران،  حسین 1301(. در مطالعه دیگری در سال 23)

سودوموناس  برایاین نانوذرات  حداقل غلظت مهارکنندگی

لیتر تعیین و اشاره  میکروگرم بر میلی 25/ 15را  آئروجینوسا

با افزایش غلظت نانوذرات خاصیت ضدمیکروبی افزایش  کردند

با  1300شان در سال  رجایی و همکاران در مطالعه (.9یابد ) می

هدف بررسی خاصیت ضدباکتریایی نانوذرات اکسیدروی بر 

فعالیت  بیان کردند که سودوموناس آئروجینوسامهار رشد 

ضدباکتریایی نانوذرات اکسیدروی با افزایش غلظت و کاهش 

یابد. به عبارت دیگر این اثرات  اندازه نانوذرات افزایش می

   (.2باشد ) وابسته به دوز می
نانوذرات اکسید روی را با   130افلاطونیان وهمکاران در سال 

 ها استفاده از بذر زیره به روش سبز سنتز نمودند و در مطالعه آن

های  این نانوذرات برای سویه حداقل غلظت مهارکنندگی

لیتر گزارش  گرم بر میلی میلی 25/  سودوموناس آئروجینوسا

به طور کلی نتایج مطالعات یاد شده نتایج مطالعه  (.20شد )

حداقل غلظت کند و دلیل تفاوت مقدار  حاضر را تأیید می

در مطالعات مختلف ممکن است به دلیل تفاوت  مهارکنندگی

های آماده سازی  های مورد مطالعه، روش در مقادیر غلظت

های  های باکتری نانوذرات، اندازه نانوذرات و تفاوت در سوش

مورد مطالعه باشد. در زمینه بررسی تأثیر نانوذرات اکسید روی 

در  سودوموناس آئروجینوساهای  بر تشکیل بیوفیلم در جدایه

لیتر  میکروگرم بر میلی 1111و  511های  غلظتمطالعه حاضر 

ها را به خوبی  نانوذرات اکسید روی تشکیل بیوفیلم در جدایه

میکروگرم  1111مهار کردند و بیشترین مهارکنندگی در غلظت 

لیتر رخ داد. به طور کلی در این مطالعه نانوذرات اکسید  بر میلی

درصد در  5 ها و  درصد در جدایه 01تا  25روی بیوسنتز شده 

، تشکیل بیوفیلم را مهار کردند. هم نین P O1سویه استاندارد 

ها افزایش  اثرات ضدبیوفیلمی نانوذرات با افزایش غلظت آن

 یافت و وابسته به دوز بود. 

 2110ای در سال  ( و همکاران در مطالعهwivedi دویودی )

توسط  سودوموناس آئروجینوسامهارکنندگی تشکیل بیوفیلم 

ها نشان  نانوذرات اکسید روی را بررسی نمودند نتایج مطالعه آن

میکروگرم بر  111و  51های  داد این نانوذرات در غلظت

لیتر تشکیل بیوفیلم در این باکتری را به خوبی مهار کردند  میلی

لیتر  میکروگرم بر میلی 111و بیشترین مهارکنندگی در غلظت 

ها بیان کردند نانوذرات اکسید روی به  آن نانوذرات رخ داد.

کنند و  عنوان عوامل ضدمیکروبی و ضدبیوفیلمی بالقوه عمل می

ها بر تشکیل بیوفیلم کاملاً روشن و واض  است  کنترل مؤثر آن

( و همکاران فعالیت Vincentوینسنت ) 2110در سال  (.25)

در مهار تشکیل  ضدبیوفیلمی خوبی برای نانوذرات اکسید روی

تشکیل دهنده  سودوموناس آئروجینوساهای  بیوفیلم باکتری

میکروگرم بر  511و  211، 111های  بیوفیلم قوی در غلظت

 511گزارش کردند و بیشترین مهار را در غلظت  لیتر میلی

( Leeمطالعه لی ) در (. 2لیتر اعلام نمودند ) میکروگرم بر میلی

این نانوذرات به طور قابل توجهی  2110و همکاران در سال 

شدند به  سودوموناس آئروجینوسادر  مانع از تشکیل بیوفیلم

مو ر این نانوذرات تشکیل  ای که در غلظت یک میلی گونه

درصد مهار شد و  05بیش از  سودوموناس آئروجینوسابیوفیلم 

این مهارکنندگی به صورت وابسته به دوز بود و با افزایش 

   (.29غلظت نانوذرات افزایش یافت )
پوششی از نانوذرات  2110و همکاران در سال ( Eshed) ایشید

اکسید روی و اکسید مس بر روی دندان درست کردند و نتایج 

درصد  44تا  91ها حاکی از آن بود که این پوشش  تحقیق آن

 حسنی سنگانی  (.24) دهد تشکیل بیوفیلم را کاهش می

(Hassani Sangani و همکاران در سال )اعلام کردند 2115 
 00لیتر بیش از  میکروگرم بر میلی 351این نانوذرات در غلظت 

سودوموناس  جدایه بالینی 15درصد مهار تشکیل بیوفیلم در 
 (. 20نشان دادند ) آئروجینوسا

( و همکاران در سال García‐Laraنتایج مطالعه گارسیا را )

نشان دادند که نانوذرات اکسید روی در غلظت یک  2115
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Abstract 

Background & Objectives: Owing to the antimicrobial activity of ZnO nanoparticles without causing 

resistance, such substances could be considered as an appropriate alternative to prevent bacterial  

biofilm formation. The aim of this study was to the biosynthesis of ZnO nanoparticles using green tea 

extract and determination of its effect on biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa isolates  

separated from wound infection.  

Materials & Methods: In this cross-sectional study, biosynthetic nanoparticles were evaluated by  

X-ray diffraction, energy dispersive X-ray analysis, scanning electron microscopy and transmission 

electron microscopy. Determination of antimicrobial activity and minimum inhibitory concentration of 

nanoparticles were done by micro broth dilution method. The antibiofilm activity was investigated  

using biofilm formation by O'Toole 2011 method.  

Results: The biosynthesis of nanoparticles was confirmed by analysis. The size of the nanoparticles 

was determined in the range of 10 to 90 with an average of less than 40 nm. The nanoparticles had anti

-microbial activities in concentrations of 250, 500 and 1000 ug/mL and minimum inhibitory  

concentration of 500 ug/mL was reported. The antimicrobial and antibiofilm effects of the  

nanoparticles rose with increasing the concentrations.  

Conclusion: The biosynthesis of nanoparticles with the extract has a variety of benefits such as  

simplicity, good stability, without energy consumption, less time-consuming, non-toxic wastes,  

economical efficiency, and large scale synthesis capability. According to the antimicrobial and  

antibiofilm properties, the use of these nanoparticles as coatings in medical equipment and food  

industries is recommended.  

Keywords: Zinc oxide nanoparticles, Green tea extract, Biofilm, Minimum inhibitory concentration, 

Pseudomonas aeruginosa. 
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