
 ها مجله دنیای میکروب
 8931( تابستان 93سال دوازدهم شماره دوم )پیاپی 

 871-811صفحات 

 اثرات ضدباکتریایی و ضدبیوفیلمی نانوذرات اکسید بیسموت تولید شده توسط 

 جدا شده از عفونت زخمسودوناس آئروجینوسا بر روی سویه های  باسیلوس سوبتیلیس 
 1، الهام سیاسی تربتی9، شهرام مرادی دهقی1*، فرزانه حسینی8لیلا فیروزی دالوند

استادیار، گروه میکروب شناسی، واحد تهران شمال، 2دانشجوی دکتری، گروه میکروب شناسی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران، 1

 دانشیار، گروه شیمی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. 3دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران، 

 چکیده

ها به دلیل سازگاری بالا با محیط زیست و کاهش  های زیستی توسط میکروارگانیسم بیوسنتز نانوذرات با روش  :سابقه و هدف

هدف از این پژوهش تعیین اثر نانوذرات اکسید بیسموت سنتز شده به   ای برخوردار است. ها از جایگاه ویژه مصرف انرژی و هزینه

  باشد.‌های بیمارستانی می‌روش سبز بر روی باکتری ایجاد کننده عفونت

در این پژوهش از نمونه های زخم بیماران مبتلا به عفونت سوختگی بستری در بیمارستان سوانح سوختگی مطهرری   : ها مواد و روش

های مقاوم  سودوموناس آئروجینوسا از نظر فنوتیپی و ژنوتیپی شناسایی شدند. سنتز نرانروذرات ‌نمونه جمع آوری گردید. سویه 161

وحشی انجام گرفت. تشکیل نانوذرات اکسید بیسموت سنتز شرده از ررریر   باسیلوس سوبتیلیساکسید بیسموت به کمک سویه 

های ریف سنجی مادون قرمز، پراش اشعه ایکس و میکروسکوپ الکترونی روبشی مورد تائید قرار گرفت. در نهرایرت، اثرر ‌تکنیک

 های جدا شده به روش استاندارد دیسک دیفیوژن مورد بررسی قرار گرفت. ‌ضدباکتریایی نانوذرات بر روی سویه

سویره    71% ) 44سویه  77به دست آمدند. تمامی  باسیلوس سوبتیلیسنانومترتوسط  44نانوذرات سنتز شده با میانگین اندازه  : ها یافته

هرای  % سرویره5، بر روی ppm  2111جدا شده بیوفیلم تشکیل دادند. نانوذرات اکسید بیسموت با غلظت   آئروجینوساسودوموناس 

 اثر بازدارندگی داشت.  آئروجینوساسودوموناس 

های مورد  اثر مهارکنندگی آن افزایش یافت. نتایج نشان داد که بین گروه  با افزایش غلظت نانوذرات اکسید بیسموت  :نتیجه گیری

 مواجهه با نانوذرات و سیپروفلوکساسین تفاوت معنی داری وجود دارد.

  بیوفیلم. آئروجینوسا،سودوموناس ، باسیلوس سوبتیلیسنانو ذرات اکسید بیسموت،  :واژگان کلیدی

 77آبان ماه پذیرش برای چاپ:   77مهر ماه دریافت مقاله: 

  ملایرتهران، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال، گروه میکروب شناسی آدرس برای مکاتبه:  *  

  fa_hosseini@iau-tnb.ac.irپست الکترونیک:    17123472441تلفن:  

 مقدمه     

های ناشی از  های اخیر به دلیل شیوع عفونت در سال    

بیوتیک، تحقیقات بسیاری برای  های مقاوم به آنتی باکتری

ساخت و تولید ترکیبات ضدمیکروبی جدید انجام شده است. 

به همین دلیل نانوتکنولوژی و نانوبیوتکنولوژی یکی از 

شود. سنتز  های پژوهشی که امروزه بدان بسیار توجه می زمینه

های ضدمیکروبی که با عنوان  ذرات با ابعاد نانومتری با ویژگی

شوند، در تولید محصولات جدید  بیوتیک شناخته می نانوآنتی

  .1بسیار مورد توجه هستند )

  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
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های مختلف فیزیکی، شیمیایی و زیستی  در حال حاضر روش

های فیزیکی و  اند. روش برای تولید نانوذرات شناخته شده

شیمیایی بسیار گران قیمت هستند و از مواد شیمیایی سمی و 

 . در حالی که در روش زیستی که 2شود ) خطرناک استفاده می

نزدیک به روش شیمیایی است از باکتری، قارچ و عصاره 

شود. اخیرا سنتز زیستی  گیاهان برای سنتز نانوذرات استفاده می

های تحقیقات پزشکی بسیار مورد توجه قرار  نانوذرات در زمینه

های اکسیداسیون یا کاهش  گرفته است. در روش زیستی واکنش

ها یا مواد  های تولید شده توسط میکروارگانیسم از رری  آنزیم

 . در تولید زیستی، ترکیبات 3شود ) شیمیایی گیاهی انجام می

ها کاندیدای مؤثری برای  بیولوژیکی مختلف ازجمله میکروب

آیند. روش زیستی تولید نانوذرات،  سنتز نانوذرات به شمار می

  .4مقرون به صرفه، آسان و سازگار با محیط زیست است )

های  ها برای سوخت و ساز و انجام فرآیند میکروارگانیسم

حیاتی خود از منابع آلی و معدنی موجود در محیط تغذیه 

های فلزی قرار  کنند. همچنین هنگامی که در معرض یون می

گیرند توانایی کاهش فلزات و یا تجمع آن ها در درون یا بر  می

ی سلولی می باشند. این انباشتگی اغلب منجر به  روی دیواره

 شوند های نانو بسته بندی می شود که در اندازه تولید ذراتی می

 . مشخص شده به دلیل کاهش اندازة نانوذرات، سطح تماس 5)

ترین غلظت با سطح سلولی  یابد و درکم این ذرات افزایش می

  .6دهند ) باکتریایی واکنش نشان می

ترین  فلز بیسموت به صورت شکننده، کریستالی و ربیعی

باشد. معمولاً بیسموت به صورت سولفید  دیامغناریس می

 .شوند بیسموت، اکسید بیسموت و کربنات بیسموت یافت می

بیسموت به عنوان فلز دارای مقاومت الکتریکی بالاست و 

تر است  هدایت حرارتی آن از هر فلزی دیگری بجز جیوه پائین

 . اکسید بیسموت در تکنولوژی از اهمیت بالایی برخوردار 7)

است و در ساخت شیشه، سرامیک و همچنین به عنوان 

شود در  ها استفاده می کاتالیزور در اکسیداسیون هیدروکربن

های کاربردی به ویژه در میکروالکتریک،  نتیجه از آن در برنامه

  .  1گرها استفاده می شود ) تکنولوژی حس

ترکیبات بیسموت در پزشکی معمولا برای درمان اختلالات 

معده و روده، همچنین ترکیبات متنوع از بیسموت برای درمان 

 .شوند سفلیس و تومورها و درمان رادیوایزوتوپ استفاده می

های ضدمیکروبی  اخیرا نانوذرات بیسموت به عنوان مولکول

  .7شوند ) وسیع الطیف به کار برده می

های رایج مقاوم  بیوتیک های تشکیل دهنده بیوفیلم به آنتی باکتری

هایی تولید  است و نسبت به فرم پلانکتونیک خود مولکول

دهند. به نظر  کنند که با سیستم ایمنی میزبان واکنش می می

رسد که بیوفیلم ده هزار مرتبه نسبت به فرم پلانکتونیک خود   می

دلایل افزایش مقاومت   تر هستند. ها مقاوم بیوتیک نسبت به آنتی

بیوتیکی در بیوفیلم باکتریایی به رور کامل شناخته نشده  آنتی

است. عوامل متعددی موجب حفاظت از بیوفیلم در برابر 

  .11شود ) ها می بیوتیک آنتی

ای در زمینه تولید زیستی نانوذرات اکسید  تاکنون مطالعه

انجام نشده باسیلوس سوبتیلیس بیسموت با استفاده از باکتری 

است. بنابراین هدف از این مطالعه، بررسی اثر ضدمیکروبی 

باسیلوس نانوذرات اکسید بیسموت سنتز شده با استفاده از 

جداسازی شده از خاک پارک جنگلی بر روی سوبتیلیس 

 بالینی بود. سودوموناس آئروجینوساهای  سویه

 مواد و رو  ها             

نمونه خاک از  45  :الف  جداسازی باسیلوس سوبتیلیس از خاک

 منار  مختلف پارک جنگلی رالقانی شهر تهران از عم 

 1375متری در شرایط استریل در ماه آذر سال  سانتی 11-7

به   لیتری میلی 51استریل   های و درون فالکون  جمع آوری

 2ها به وسیله الک استریلی به قطر  آزمایشگاه منتقل شدند. نمونه

گرم خاک الک شده با استفاده از   متر الک شدند. یک میلی

 7ترازوی دقی  وزن شد و در کنار شعله به لوله آزمایش حاوی 

های سوسپانسیون  آب مقطر استریل اضافه شد. نمونه  لیتر میلی

درجه  11خاک در بن ماری )حمام آب گرم  در درجه حرارت 

دقیقه قرار داده شد تا بدین ترتیب تنها  5سلیسیوس به مدت 

 کلاستریدیومو  باسیلوسهای اسپوردار خاک )شامل  باکتری

 باقی بمانند. 

ها از روش پورپلیت )کخ  استفاده شد.  سازی نمونه برای خالص
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های سریالی در نه لوله تهیه شد. به این ترتیب  و در نتیجه رقت

اختلاف داشت سپس برای  1/1رقت هر لوله قبل و بعد از خود 

لیتر  میلی 1    هر لوله، پلیتی مجزا در نظر گرفته شد و به هر پلیت

لیتر از محیط  میلی 15-21از لوله مربوط به همان پلیت به اضافه 

درجه  45نوترینت آگار )مرک، آلمان  مذاب با دمای حدود 

درجه  31ها در دمای  سلیسیوس اضافه گردید. سپس پلیت

ساعت در شرایط هوازی گرماگذاری  24سلیسیوس به مدت 

های مشکوک با سطحی خشن انتخاب شدند و   . کلنی11شدند )

سازی  ای در محیط نوترینت آگار خالص مرحله 4ری کشت 

های بیوشیمیایی  گردیدند. پس از انجام رنگ آمیزی گرم آزمون

به منظور شناسایی گونه باکتری استفاده گردید و برای ارمینان، 

  . 12هر آزمون سه بار تکرار شد )

: بررای ها با قابلیت تحمل نیترات بیسموت ب  جداسازی باکتری

های جدا شده از نظر تحمل بیرسرمروت از  بررسی قابلیت سویه

محیط کشت بیسموت سولفید آگار )مرک، آلمان  استفاده شرد. 

سی سی از محیط کشت نوترینت آگار تهیه گردید  111همچنین 

دقریرقره  21درجه سلیسیوس به مردت  121  و سپس در دمای

درجره  45گرماگذاری شد.  سپس در هنگام رسیدن دمرا بره 

% وزنی/1/2سلیسیوس، نیترات بیسموت )مرک، آلمان  به مقدار 

حجمی اضافه گردید. سپس سوش باکتری جداسرازی شرده از 

خاک بر روی محیط یاد شده به شکل خطی کشت داده شدند و 

درجه سلیسیوس گررمراگرذاری  31ساعت در دمای 24به مدت 

   .13شدند )
آبره برا  5نیترات بیسمروت   : ج  تهیه محلول نیترات بیسموت

مولار تهیه گردید. کره  1/15و  1/13، 1/115، 1/113های  غلظت

 2/42و  1/45، 1/24، 1/14برای تهیه این مقادیر به ترتیب مقدار 

لیتری به وسیلره  میلی 111گرم از نمک نیترات بیسموت در بالن 

آب مقطر به حجم رسانده شد و به عنوان پیش ماده در اخرتریرار 

  .13قرار داده شد ) باسیلوس سوبتیلیسباکتری 
در :  د  سنتز نانوذرات اکسید بیسموت به روش خارج سلولی

ابتدا برای مشخص کردن بهترین غلظت از محلول آبی نیترات 

با غلظت نیم   باسیلوس سوبتیلیسبیسموت سنتز شده، باکتری 

لیتر محیط کشت نوترینت  میلی 51های  مک فارلند در فالکون

 24درجه سلیسیوس به مدت  35مایع )مرک، آلمان ، در دمای 

در    1111دقیقه با دور 21سپس به مدت .  ساعت کشت شدند

 شفاف روماند  مایع  .درجه سلیسیوس سانتریفیوژ شدند 4  دمای

 به  بیسموت  نانوذرات اکسید  تولید  به منظور  آمده  دست  به

روماند به   گرفت. سپس  قرار  استفاده  مورد  سلولی  خارج  روش

رور مساوی تقسیم  لیتر به میلی 51های  دست آمده در فالکون

های تهیه شده نیترات  ها از غلظت شدند و در هر کدام از فالکون

% حجمی/حجمی اضافه شد و مجدداً در 11بیسموت با نسبت 

ساعت گرماگذاری  24درجه سلیسیوس به مدت  35دمای 

ها  شدند. در صورت مشاهده تغییر رنگ در محیط کشت، نمونه

درجه سلیسیوس  4  در دمای 1111دقیقه با دور  21به مدت 

سانتریفیوژ شدند. سپس رسوب به دست آمده سه بار با محلول 

% وزنی/حجمی کلرید سدیم  شسته شد و دوباره با شرایط 1/7)

یادشده سانتریفیوژ گردید. این کار برای حصول ارمینان حذف 

کامل سایر موارد اضافی انجام گرفت و رسوب به دست آمده به 

درجه سلیسیوس قرار گرفت تا  41  روز در دمای 3تا  2مدت 

  .14و13کاملاً خشک شد )

: پس از مشاهده های تاییدی نانوذرات اکسید بیسموت آزمونه   

تغییر رنگ محیط و تایید اولیه، پودر نانوذرات توسط دسرترگراه 

  Nicolet 8700, Thermo Scientificسنجی مادون قرمز ) ریف

برای تشخریرص پریرونردهرای  cm 411-4111-1در رول موج 

 اکسیژن و میرکرروسرکروپ الرکرتررونری روبشری  -بیسموت

 (EM-3200, KYKYساختار، شکل و اندازه آن هرا برررسری   

  .15شدند )

و  بررسی مشخصات بلوری نانوذرات اکسید بیسموت توسط 

: در این مرحله، پودر تولید شده از روماند پراش اشعه ایکس

درجه سلیسیوس در  551ساعت در دمای  2باکتری به مدت 

  سپس به 16کوره به منظور کلسینه شدن قرار داده شد )

 آزمایشگاه  تحقیقاتی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال 

ها از لحاظ تعیین فاز  به منظور رسم نمودار و بررسی نمونه

 کریستالی تشکیل شده توسط دستگاه پراش پرتوایکس

(STADI P, STOE ارسال گردید و پس از مشخص شدن  

  Debye-Scherrerشرر )-ها با فرمول دبای ساختار اندازه آن
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  . 15محاسبه گردید )

  :ز  جمع آوری نمونه از بیماران بستری در بیمارستان

نمونه گیری از عفونت زخم بیماران سوختگی بستری در 

بیمارستان سوانح سوختگی شهید مطهری شهر تهران از  آذر ماه 

نمونه به کمک  161انجام گرفت. تعداد  1376تا مرداد  1375

انتقالی    سواب و لانست استریل جمع آوری شدند و در محیط

  به آزمایشگاه Cary- Blair transport mediumبلیر ) -کری 

منتقل گردید. سپس از محیط ستریماید آگار )مرک، آلمان  برای 

استفاده گردید. به  سودوموناس آئروجینوساجداسازی باکتری 

های  های جمع آوری شده از آزمون منظور تعیین هویت سویه

ای پلی مراز  افتراقی بیوشیمیایی استاندارد و واکنش زنجیره

  .17استفاده گردید )

ژنومی از کیت  DNAبرای استخراج   :ح  شناسایی مولکولی

های  شرکت پیشگام )ایران  مخصوص باکتری DNA استخراج

به منظور شناسایی باکتری  oprLژن   .گرم منفی استفاده شد

استفاده شد. به منظور تکثیر این ژن از  سودوموناس آئروجینوسا

و  F: 5′-ATGGAAATGCTGAAATTCGGC-3′پرایمرهای 

R: 5′- CTTCTTCAGCTCGACGCGACG-3′  .استفاده شد

های مورد نظر  ها ابتدا توالی نوکلئوتیدی ژن برای ساخت پرایمر

، بلاست شدند. سپس پرایمر مورد نیاز برای NCBIدر سایت 

توسط شرکت پیشگام   ای پلیمراز انجام واکنش زنجیره

بیوتکنولوژی ساخته شدند. مخلوط ترکیبات استفاده شده در 

میکرولیتر آب واکنش  11باشد:  واکنش به این صورت می

 11ای پلی مراز، پرایمر رفت و برگشت با غلظت  زنجیره

میکرولیتر،  PCR  2/5میکرولیتر، بافر  1پیکومول هر کدام 

dNTP  1  ،میکرولیترTaq  1میکرولیتر، نمونه ژنوم  1/5پلیمراز 

میکرولیتر تهیه و مورد استفاده  25میکرولیتر در حجم نهایی 

جفت بازی برای تایید وزن  111قرار گرفت. از نشانگر 

مولکولی محصولات تکثیر شده استفاده شد. برنامه حرارتی 

مراز بدین صورت بود: واسرشت شدن اولیه در  واکنش پلی

دقیقه، واسرشت شدن  11درجه سلیسیوس به مدت  74دمای 

درجه  55دقیقه، اتصال در دمای  1درجه سلیسیوس  74ثانویه 

درجه  72ثانیه، گسترش در دمای  45سلیسیوس به مدت 

 دقیقه  11دقیقه، گسترش نهایی به مدت  1سلیسیوس به مدت 

های ژنوم استخراج شده با  سیکل  انجام گردید. نمونه 35)

% 1استفاده از سیستم الکتروفورز افقی بر روی ژل آگارز 

الکتروفورز شدند. سپس ژل با مجاورت با اشعه ماورای بنفش 

جفت باز مشاهده  514در دستگاه ترانس ایلومینیتور با اندازه 

  .11شد و مورد عکسبرداری قرار گرفت )

های جداسازی شده مقراوم بره  ط  بررسی میزان مقاومت سویه
: جهت بررسی هاله عدم رشد و ترعریریرن مریرزان بیوتیک آنتی

های بالینی مرورد  بیوتیک در ابتدا تمامی سویه حساسیت به آنتی

هرای ترک از  بررسی پس از خالص سازی و دسترسی به کلنی

ها، به صورت متراکم بر روی محیط کشت مولر هینتون آگرار  آن

)مرک، آلمان  که بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده ترهریره 

 گردیده بود، کشت داده شدند. با استفاده از روش انتشار دیسک

 (Kirby Bauer و جدول استاندارد  CLSI  حساسیت جدایه هرا

های زیر )شرکت پرادترن ررب  انرجرام  بیوتیک نسبت به آنتی

 میکروگرم ، سیرپرروفرلروکسراسریرن  11پذیرفت: جنتامایسین )

 میکروگررم ، کرانرامرایسریرن 31میکروگرم ، تتراسایکلین ) 5) 

 میکروگررم ، سرفروتراکسریرم  31میکروگرم ، آمیکاسین ) 31) 

 سریرلریرن  میکرروگررم ، آمرپری 11پنم ) میکروگرم ، ایمی 31) 

 آئروجینروسرا  سودوموناس  میکروگرم  برای بررسی سویه  11) 

 37  ساعرت در دمرای 24ها به مدت   . پلیت17تعیین گردید )

بیوگرام برا  درجه سلیسیوس گرماگذاری شدند. نتایج آزمون آنتی

 اندازه گیری قطر هاله مشخص گردید. 

ی  روش دیسک گذاری جهت بررسی اثرر ضردمریرکرروبری 
به منظور بررسی اثر ضدمریرکرروبری   : نانوذرات اکسید بیسموت

، بر روی محیرط باسیلوسنانوذرات بیسموت تولید شده توسط 

لیتر از کشرت ترلرقریرح براکرترری  مولر هینتون آگار یک میلی

رور جداگانه به محیط کشت مرولرر  به سودوموناس آئروجینوسا

هینتون آگار افزوده شد و سپس با کمک سواپ استریل بر روی 

صورت متراکم کشت داده شد )مشرابره روش  محیط کشت به

های بلانک از شرکت داروسازی پادتن رب  دیسک.بیوگرام  آنتی

عدد از  31متر بود.  میلی 6های مصرفی  تهیه شدند. قطر دیسک

هرای  از رقرت ppm  1/1های بلانک استریل، در حجم  دیسک
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، ppm 111،ppm  311مختلف محلول نانوذرات اکسید بیسموت 

ppm 611 ،ppm  711 ،ppm  1211  وppm  2111  برر اسراس(

  به مدت یک ساعرت قررار داده X mg/l =ppm  2111فرمول 

که جذب کامل صورت گرفت. سپس بره مردت  شدند تا زمانی

درجه سلیسیوس قرار گرفتند  41ها در دمای  یک ساعت دیسک

های تهیه شرده  سپس دیسک .  21) که کاملاً خشک شدند  تا این

با استفاده از پنس استریل بر روی محیط کشت مولر هریرنرترون 

آگار با رعایت فاصله مناسب از یکدیگر و از لبه پلیت قرار داده 

درجه  37ساعت در دمای  24ها به مدت  شدند. در نهایت پلیت

سلیسیوس گرماگذاری شدند. پس از گذشت زمان یاد شده قطر 

 .هاله عدم رشد اندازه گیری گردید

تعیین حداقل غلظت بازدارندگی نانوذرات اکسید    ک  آزمون 

  7/1ب ر ا ی   ا ی ن   م ن ظ و ر   ا ز   ر ق ت   س ر ی ا ل ی   ا ز   غ ل ظرت     :بیسموت 

.     ppm   2111ت ا  ت ف ا د ه   ش د  ا س  ی ن ت و ن    ل ر   ه  ی طرر  ک ش ت   م ا ی ع   م و  د ر   م ح 

ی د   و     ppm   2111ا ب ت د ا   م ح ل و ل   پ ا ی ه   ن ا ن و ذ ر ا ت   ب ا   غ ل ظرت  ی ه   گ ر د  ت ه 

ا ر     7ت ا    .   م ق د  ی د  ق ی  رر  گ ر د  ب ع د ی   ر  ل ه    ی و ن     م ی ل یرر  1ل و  ن س  ا  ل ی ت ر   ا ز   س و س پ 

ل ن د     1/5ب ا   غ ل ظ ت     آئروجینوساس و د و م و ن ا س   ه ا یرر    ب ا ک ت ر ی  م کرر  ف ا ر 

ا ف ز و د ه   ش د .   ک ه   ا ی ن   م ق د ا ر   ا ز   ل و ل ه   ا و ل   ت ا   آ خ ر   م ن ت ق ل   ش د   و   ا ز   ل و ل ه   

آ خ ر   ب ی ر و ن   ر ی خ ت ه   ش د .   ی ک   ل و ل ه   ه م   ح ا و ی   م و ل ر   ه ی ن ت و ن   م ا ی ع   ب ه   

ه     ع ن و ا ن   ل و ل ه   ک ن ت ر ل   م ن ف ی   د ر   ن ظ ر   گ ر ف ت ه   ش د   س پ س   ل و ل ه  ه ا   ب 

ا ع ترر  د ر   د م ا ی     24م د ت    ا ر ی     31س  م ا گ ذ  ی و س   گ ر  ل ی سرر ه   س  د ر ج 

آ و ر ی     ش د ن د   س پ س   ک د و ر ت  ا د  ا ن   ی  ا ی  .   شر ن د  ب ت   ش د  ث  ا ئ ت   و    ق ر  ا    ه 

 ا س ت   ک ه   ل و ل ه   ش م ا ر ه   د ه   ل و ل ه   ک ن ت ر ل   م ن ف ی   د ر   ن ظ ر   گ ر ف ت ه   شرد 

(21 . 
های کشت خالص سویه  از تک کلنی  :ل  تشکیل بیوفیلم

با کدورت استاندارد  LBمحیط   در سودوموناس آئروجینوسا

  برای هر نمونه تنظیم و 1/5×  111مک فارلند )با رقت  1/5

کنترل به میزان   بعد هر نمونه و سویه  کشت داده شد. درمرحله

 76چاهک موازی در پلیت میکروتیتر  6میکرولیتر به  111

استیرن افزوده شد و به عنوان شاهد از محیط مایع  چاهکی پلی

LB  چاهک استفاده   تایی 6% گلوکز در یک ردیف 1به همراه

درجه سلیسیوس  37ساعت در  41ها به مدت  گردید. نمونه

ها به آرامی  گرماگذاری شدند. پس از این مدت محتوی چاهک

ایزوتونیک با سالین   1/11تخلیه شدند و بافر فسفات پتاسیم 

7/5  pH  استریل به هر چاهک اضافه شد و تخلیه گردید. سپس

میکرولیتر متانول خالص  211جهت تثبیت به هر چاهک حدود 

دقیقه در دمای اتاق قرار گرفتند. بعد از  11افزوده شد و مدت 

% وزنی/حجمی 1ی بعد رنگ کریستال ویوله  تخلیه در مرحله

دقیقه در دمای اتاق قرار گرفتند. بعد از  21افزوده شد و مدت 

% 33رنگ و شستشو با آب، اسید استیک گلاسیال   تخلیه

حجمی افزوده گردید و با کمک دستگاه  قرائت کننده الایزا  

BioTek  مدلELx808  631جذب هر چاهک در رول موج 

و کنترل  1/14نانومتر قرائت گردید )جذب نوری کنترل منفی 

  .22) خوانده شد . هر آزمون سه بار تکرار شد 1مثبت 

م  بررسی اثر ضد میکروبی نانوذرات اکسید بیسموت و 

 ppm  511محلول سیپروفلوکساسین به میزان   :سیپروفلوکساسین

بعد از استریل نمودن به رری  فیلتراسیون، نانوذرات اکسید 

ها  تهیه گردید و تاثیر آن ppm   2111بیسموت محلول به میزان

جداسازی  سودوموناس آئروجینوساهای  بر روی بیوفیلم سویه

شده بررسی قرار گرفت. جذب نوری بیوفیلم در مقایسه با 

کنترل مثبت و منفی با استفاده از دستگاه قرائت کننده الایزا  

BioTek  22)ارزیابی گردید.  
ها با استفاده از نسخه بیست و دوم  داده  :ن  آنالیز آماری داده ها

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. اختلاف بین   SPSSنرم افزار 

 tها با استفاده از آزمون مستقل  مقادیر جذب نوری و میانگین

در نظر  1/15ها  مقایسه شدند و سطح معنی داری در آزمون

 گرفته شد.

 ها    یافته     

های بیوشیمیایی و  : براساس آزمونباسیلوسشناسایی الف  

باسیلوس جدایه  43رنگ آمیزی گرم انجام شده تعداد 

  .1شناسایی شد )جدول  سوبتیلیس
پس   :ها با قابلیت تحمل نیترات بیسموت گری باکتری ب  غربال

و گرما گذاری در محیط  باسیلوس سوبتیلیساز کشت سویه 

کشت بیسموت سولفید آگار و نوترینت آگار که به آن مقدار 

هایی به رنگ  % نیترات بیسموت اضافه شده بود، کلنی1/2



 لیلا فیروزی دالوند و همکاران.... باسیلوساثر ضدباکتریایی و ضدبیوفیلمی نانوذرات اکسید بیسموت تولید شده توسط  .1371ها، سال دوازدهم شماره دوم تابستان  دنیای میکروب

 

177 

ای با جلای فلزی ظاهر شدند که به دلیل قابلیت سنتز  قهوه

 نانوذرات اکسید بیسموت بوده است.
: های باسیلوس ج  سنتز نانوذرات اکسید بیسموت توسط سویه

مولار از محلول نیترات بیسموت  1/115فالکون حاوی غلظت 

روز تغییر رنگ داد و رنگ زرد محیط کشت  7پس از گذشت 

های  ها یعنی فالکون ای تیره شده بود. ولی سایر فالکون قهوه

مولار از محلول نیترات  1/15و  1/13، 1/113حاوی غلظت 

ای روشن  روز به رنگ قهوه 13بیسموت بعد از گذشت 

ای رنگ   . پس از سانتریفیوژ محلول قهوه1درآمدند )شکل 

دقیقه در  21به مدت  1111با دور  1/115حاصله از غلظت 

ای رنگ با جلای فلزی  درجه سلیسیوس، رسوب قهوه 4دمای 

توانایی  باسیلوس سوبتیلیسسویه  43مشاهده گردید. تمامی 

توان نتیجه گرفت که  تولید اکسید بیسموت را داشتند. می

باکتری قابلیت سنتز نانوذرات اکسید بیسموت به روش خارج 

 سلولی را داشت.

های حاصل از رشد  : کلنید  شناسایی سودوموناس آئروجینوسا

بر روی محیط کشت ستریماید آگار  سودوموناس آئروجینوسا

به اشکال مختلف با حاشیه نامنظم و سطح مات یا براق مشاهده 

بوی شبیه انگور  سودوموناس آئروجینوساشدند. از پلیت حاوی 

نشان داده  2استشمام شد. نتایج آزمون بیوشیمیایی در جدول 

 شده است.
هرای  تائید کننده آزمرون oprLحضور ژن  :شناسایی مولکولیه  

برود  سودوموناس آئروجریرنروسرابیوشیمیایی و وجود باکتری 

نمونه جداسازی شده از بریرمراران  161 . از مجموع 2)شکل 

سرودومرونراس سویه  71دچار سوختگی در این مطالعه، تعداد 

های بیوشیمیایی و مرولرکرولری  پس از انجام آزمون آئروجینوسا

 شناسایی شدند.

های ارتعاشی اکسید  رول موج  :و  ریف سنجی مادون قرمز

برای  3437و  cm  513 ،611 ،737-1های بیسموت در رول موج

مشاهده شد.   باسیلوس سوبتیلیسنانوذرات تولید شده توسط 

 .باسیلوس سوبتیلیسهای بیوشیمیایی برای شناسایی  نتایج آزمون: 1جدول 

مولار نیترات  1/115  غلظت Bمولار نیترات بیسموت،  1/15  غلظت Aباسیلوس سوبتیلیس نسنتز خارج سلولی نانوذرات اکسید بیسموت : 1شکل 

 مولار نیترات بیسموت. 1/113  غلظت Dمولار نیترات بیسموت،  1/13  غلظت Cبیسموت، 

 نتیجه آزمون

 مثبت رنگ آمیزی گرم

 مثبت آزمون کاتالاز

 منفی آز آزمون اوره

 مثبت آزمون مصرف سیترات

 مثبت آزمون ژلاتیناز

 TSI Alk/acidآزمون 

 منفی MRآزمون 

 مثبت VPآزمون 

 مثبت آزمون کازئین

 منفی آزمون لسیتین

 مثبت آزمون هیدرولیز نشاسته

 مثبت آزمون تخمیر قند گلوکز

 مثبت آزمون تخمیر قند آرابینوز

 مثبت آزمون تخمیر قند مانیتول

 SIMآزمون 

 حرکت

 اندول

 H2Sتولید 

  

 مثبت

 منفی

 منفی

 مثبت INMآزمون 
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 مربوط به ارتعاشات کششی cm  3437-1 باند جذبی در ناحیه

H-O 1و باندهای جذبی-cm  711-411  مربوط به ارتعاشات-Bi

O  3بود )شکل.  

با توجه به   :ز  ارزیابی با میکروسکوپ الکترونی روبشی

میکروسکوپ الکترونی روبشی، نانو   تصاویر بدست آمده از

به  باسیلوس سوبتیلسذرات اکسید بیسموت تولید شده توسط 

نانومتر بودند. که به وضوح در  23-41صورت نامنظم با اندازه 

باشد  تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی قابل مشاهده می

 111تر از  ای کم  . تمامی نانوذرات تولید شده اندازه4)شکل 

 نانومتر داشتند.
: رب  الگوی پراش پرتو ایکس ساختار ح  پراش پرتو ایکس

 11تا  11       (2Th)نانو ذرات اکسید بیسموت در محدوده زاویه

  شناسایی JCPDS = 00-027-0053بر رب  الگوی استاندارد )

، (121-)، (112-)، (002)که ارلاعات ریفی آن عبارتند از  ; شد

بر رب  فرمول دبای شرر      (143-)و  (322-)، (223-)،  (202-)

(βCos/λ  1/7(D=  میانگین اندازه نانوذرات سنتز شده

 نانومتر تخمین زده شد  44  باسیلوس سوبتیلیستوسط باکتری 

  .5)شکل 

: قطر بیوتیکی های آنتی ط  بررسی قطر هاله عدم رشد دیسک

بیوگرام در  های مورد مطالعه در آزمون آنتی هاله عدم رشد سویه

های  نشان داده شده است. حساسیت سویه 3و جدول  6شکل 

بیماران سوختگی   جداسازی شده از سودوموناس آئروجینوسا

ها مورد بررسی در  بیوتیک بستری در بیمارستان نسبت به آنتی

نشان داده شده است. بیشترین قطر هاله عدم رشد در  7شکل 

بیوتیک  هر دو سویه مورد بررسی مربوط به آنتی

 سیپروفلوکساسین بود.
به  سودوموناس آئروجینوساهای حساس  میزان سویه

، 75پنم % %، ایمی11سیپروفلوکساسین   های بیوتیک آنتی

% ، 23%، آمیکاسین 52%، تتراسایکلین 56سیلین  آمپی

% مشاهده 1%، سفوتاکسیم 1%، کانامایسین 11جنتامایسین 

   .7گردید )شکل 

ی  بررسی اثر ضدمیکروبی نانوذرات اکسید بیسموت تولید شده  

بر اساس نتایج حاصل از روش   توسط باسیلوس سوبتیلیس: 

دیسک گذاری، بیشترین اثر بازدارندگی نانوذرات اکسید 

 .سودوموناس آئروجینوساهای بیوشیمیایی  نتایج آزمون: 2جدول 

رنگ آمیزی 

 گرم

تولید  اندول
H2S 

آزمون  حرکت

 سیترات

آزمون 

 اوره آز

 آزمون

 OF 

آزمون 

VP-MR 

آزمون  TSIآزمون 

 اکسیداز

آزمون 

 کاتالاز

آزمون 

 بیوشیمیایی

سودوموناس  مثبت مثبت Alk/Alk منفی اکسیداتیو منفی مثبت مثبت منفی منفی منفی

 آئروجینوسا

سودوموناس های  سویه oprL، ژن bp  514الکتروفورز قطعه :  2شکل 
: محصول واکنش زنجیره پلیمراز Cو  A ،B%.  1بر روی ژل آگارز  آئروجینوزا

 . DNA Ladder 1Kbp: مارکر Mو  oprLژن 

نمودار ریف سنجی مادون قرمز حاصل از نانوذرات اکسید بیسموت :  3شکل 
 .باسیلوس سوبتیلیس تولید شده توسط باکتری
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سودوموناس برای  ppm  2111بیسموت مربوط به غلظت 
متر مشاهده شد و  میلی  17  با قطر هاله عدم رشد آئروجینوسا

نانوذرات اکسید بیسموت به دلیل عدم  ppm  111غلظت 

ترین غلظت بازدارندگی در  مشاهده هاله عدم رشد، به عنوان کم

 نظر گرفته شد.

 :ک حداقل غلظت مهارکننده رشد نانوذرات اکسید بیسموت

سودوموناس حداقل غلظت مهارکننده رشد برای سویه 
بود. نتایج نشان داد که نانوذرات اکسید  ppm  2111  آئروجینوسا

بیسموت تنها اثر مهارکنندگی بر روی رشد باکتری داشت. در 

تحقی  حاضر با افزایش غلظت نانوذرات اثر ضدباکتریایی آن 

 افزایش یافت.

مقایسه تشکیل بیوفیلم در   :ل  بررسی توانایی تشکیل بیوفیلم

نانوذرات اکسید بیسموت و با میزان  ppm  2111حضور غلظت 

سودوموناس تولید بیوفیلم در غیاب نانوذرات توسط سویه 
نشان داد، جذب نوری با افزایش غلظت نانوذرات  آئروجینوسا

ها در مقایسه با کنترل مثبت کم شد که نشان دهنده  در چاهک

آن بود که میزان تشکیل بیوفیلم در حضور نانوذرات کاهش 

 سودوموناسسویه  71 . سنجش بیوفیلم 1یافت )شکل 

بالینی در مقایسه با کنترل مثبت نشان داد که تمامی  آئروجینوسا

%  قادر به تشکیل بیوفیلم قوی در پلیت میکروتیتر 111ها ) سویه

 استیرن بودند. چاهکی پلی 76

مستقل، تفاوت  tرب  آزمون   :ها م  نتایج آنالیز آماری داده

ها پس از استفاده از نانوذرات  داری در جذب نوری سویه معنی

 . ولی تفاوت p>1/15مشاهده نشد ) ppm  2111با غلظت 

بیوتیک سیپروفلوکساسین از  جذب نوری پس از استفاده از آنتی

 t . همچنین بر اساس آزمون p<1/15نظر آماری معنی دار بود )

برا  باسیلوس سوبتیرلریرسنانوذرات اکسید بیسموت تولیده شده با :  4شکل 
 .KX 40.0 میکروسکوپ الکترونی روبشی با بزرگنمایی 

الگوی پراش پرتو ایکس حاصل از نانوذرات اکسریرد بریرسرمروت :  5شکل 
 باسیلوس سوبتیلیس.تولیدی 

 ب الف

جدا    سودوموناس آئروجینوسا الف و ب قطر هاله عدم رشد مربوط به  :  6شکل  
شده از عفونت بیماران مبتلا به سوختگی مورد مطالعه در برابر  

 ، جنتامایسین  CTX ، سفوتاکسیم ) TE ، تتراسایکلین ) CPسیپروفلوکساسین ) 
(GM) پنم )   ، ایمیIPM ( کانامایسین ، K ( آمپی سیلین ، AM ( آمیکاسین ، AN.  

 جداسازی شده از سودوموناس آئروجینوساهای  حساسیت سویه:  7شکل 

 ، تتراسایکلین CPبیماران سوختگی بستری در بیمارستان. سیپروفلوکساسین )
(TE( سفوتاکسیم ، CTX( جنتامایسین ، GMپنم       )  ، ایمیIPM ، 

  .AN ، آمیکاسین )AMسیلین )  ، آمپیKکانامایسین )
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مستقل، تفاوت معنی داری بین اثربخشی نانوذرات و 

سودوموناس سیپروفلوکساسین بر هاله عدم رشد سویه 

  .p<1/15مورد آزمایش مشاهده شد    ) آئروجینوسا

 بح    

های میکروبی برای سنتز مواد در ابعاد نانو استفاده  از سلول

ها که اخیرا  شود. بیوسنتز نانوذرات از رری  میکروارگانیسم می

بسیار مورد توجه قرار گرفته است در واقع تعامل بین 

آوری  باشد و در استخراج یا جمع میکروارگانیسم و فلزات می

  .  23شوند ) فلزات در فرایندهای بیوتکنولوژی استفاده می

ها توانایی تولید فلزات در ابعاد نانو به صورت  بعضی از باکتری

درون سلولی و خارج سلولی را دارند و برای سنتز نانوذرات 

فلزاتی مانند رلا، نقره، کادمیوم، سولفید، بیسموت و روی 

هایی مانند باکتری، قارچ و   . ارگانیسم24شوند ) استفاده می

شوند. استفاده از  گیاهان برای تولید نانوذرات فلزی استفاده می

ها در سنتز نانوذرات به عنوان فرایندی سازگار با  میکروارگانیسم

  . 25شوند ) محیط زیست در نظر گرفته می

ها قادرند  مطالعات محققان نشان داده است که میکروارگانیسم

    .26ذرات فلزی با ابعاد نانومتر را سنتز نمایند )

های  ها در زمینه نانوذرات تولید شده توسط میکروارگانیسم

های  ی پزشکی و سیستم مختلفی کاربرد دارند اما اغلب در رشته

، عوامل DNAانتقال دارو، درمان سرران، ژن درمانی، آنالیز 

ها، حذف  ضدباکتری، بیوسنسور، افزایش دهنده سرعت واکنش

شوند. به منظور تولید  پاتوژن، تخریب بافت به کار گرفته می

نانوذرات فلزی مختلف سه روش شیمیایی، فیزیکی و زیستی 

های شیمیایی و فیزیکی به دما، فشار  وجود دارد. اما چون روش

و زمان بالا نیاز دارند و بسیار گران قیمت هستند و در ضمن 

های نانوذرات بر روی سطح نانوذرات  میزان کمی از پیش ماده

شود  ماند و سبب ایجاد سمیت برای انسان می تولیدی باقی می

های زیستی توسط  در نتیجه بیوسنتز نانوذرات با روش

ها به دلیل سازگاری بالا با محیط زیست و  میکروارگانیسم

ای برخوردار  ها از جایگاه ویژه کاهش مصرف انرژی و هزینه

است. همچنین به علت سازگاری بیشتر با بدن انسان و عدم 

  .27تولید مواد سمی ارجحیت دارند )

از خاک پارک   باسیلوس سوبتیلیسدر مطالعه حاضر باکتری 

گری  جنگلی رالقانی تهران، جداسازی و شناسایی شد. در غربال

و  1/15، 1/113، 1/3اولیه، با استفاده از نیترات بیسموت 

ساعت  24مولار و با مشاهده تغییر رنگ پس از  1/115

درجه سلیسیوس مشخص شد که  31  گرماگذاری در دمای

 1/115ها قادر به احیای نیترات بیسموت در غلظت  تمامی سویه

 . پس از مشاهدة تغییر رنگ 1تر بودند )شکل  مولار در زمان کم

ای تیره و تأیید اولیة تولید نانوذرات اکسید  محیط از زرد به قهوه

بیسموت توسط سویه مورد مطالعه، ویژگی های شیمیایی و 

تایید نهایی سنتز نانوذرات توسط آنالیزهای ریف سنجی مادون 

میکروسکوپ الکترونی روبشی   پراش پرتو ایکس،  قرمز،

صورت پذیرفت. نتایج حاصل از میکروسکوپ الکترونی 

قادر به سنتز نانوذرات  باسیلوس سوبتیلیس  نشان داد که  روبشی

 قطر هاله عدم رشد های مورد بررسی بیوتیک آنتی

 14 (GM)جنتامایسین 

 26 (CP)سیپروفلوکساسین 

 صفر (K)کانامایسین 

 5 (AM)آمپی سیلین 

 صفر (CTX)سفوتاکسیم 

 IPM  15ایمی پنم )

 15 (AN)آمیکاسین 

 1 (TE)تتراسایکلین 

بر  سودوموناس آئروجینوسانتیجه بررسی قطر هاله عدم رشد : 3جدول 
 متر. حسب میلی

هرای    با میزان نانوذرات موجود در چاهکODارتباط جذب نوری ): 1شکل 
 .سودوموناس آئروجینوساپلیت حاوی بیوفیلم 
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باشد.  نانومتر  و نامنظم می 23-41اکسید بیسموت در ابعاد )

 سودوموناس آئروجینوساهای  پس از تشکیل بیوفیلم سویه

جداسازی شده از بیماران سوختگی بستری در بیمارستان شهید 

و پس از  1376تا مرداد ماه  1375مطهری تهران ری آذرماه 

ای  های بیوشیمیایی تشخیصی و واکنش زنجیره انجام آزمون

مراز شناسایی شدند. در ادامه با بررسی نتایج آزمون  پلی

هایی که دارای بالاترین سطح مقاومت  بیوگرام، سویه آنتی

بیوتیکی بودند، جداسازی گردیدند. در نهایت اثر  آنتی

ضدمیکروبی نانوذرات سنتزی بر روی فرم پلانکتونیک و 

 .بررسی شد سودوموناس آئروجینوسابیوفیلم سویه 

تحقیقات ما نشان داد که نانوذرات اکسید بیسموت با افزایش 

باشد، اما در مقایسه با  غلظت بر روی فرم پلانکتونی موثر می

 ppmسیپروفلوکساسین، فعالیت ضدبیوفیلم نانوذرات در غلظت 

سو با نتایج حاصل از مطالعه ما، در مطالعه  اندک بود. هم 2111

که به بررسی  2115  و همکاران در سال Tarjomanترجمان )

 اثر ضدمیکروبی نانوذرات بیسموت ساب سیترات با ابعاد

کلبسیلا  بر ppm  3511-351های  نانومتر در غلظت 211-171

 بالینی پرداختند، گزارش کردند این سویه باکتریایینمونیه 

 ppmنسبت به نانوذرات بیسموت ساب سیترات در غلظت 

  .21نیز مقاومت بالایی را نشان داد ) 3511

و حراترم  2111در سال     و همکارانSaiffudinسیف الدین )

نانوذرات نقره را  2117  و همکاران در سال Hatam fuadفواد )

 نانومتر و شرمرس  43-142نانومتر و  5-61به ترتیب با اندازه 

 (Shams اکسید روی را به ترتریرب برا انردازه 2114  در سال 

بره صرورت  باسیلوس سوبتیلیرسنانومتر با استفاده از  31-21

ها نیز تغییرات رنگ بره وجرود  خارج سلولی سنتز نمودند آن

های سنتز نانوذرات قلمداد نمودند و دلیرل  آمده را یکی از نشانه

های فوق در سنتز نانوذرات به صورت خرارج  بر توانایی باکتری

های مورد مطالعره  سلولی دانستند که از نظر اثبات توانایی سویه

 در این پژوهش در بیوسنتز نانومواد به صورت خارج سرلرولری

خوانی دارد و ترفراوت در انردازه  با نتایج مطالعه حاضر هم 

سازهای متفراوت  نانوذرات ممکن است به علت استفاده از پیش

  .27-31باشد )

نتایج به دست آمده از مطالعه حاضر بر اساس تعیین خاصیت 

 های ضدباکتریایی نانوذرات اکسید بیسموت بر روی سویه

بالینی نشان داد که بین غلظت  سودوموناس آئروجینوسا

نانوذرات و درصد حذف باکتری ارتباط مستقیم وجود دارد. به 

که افزایش غلظت نانوذرات اثر مهارکنندگی بر روی  روری 

یابد.  های یاد شده در فرم پلانکتونیک و بیوفیلم افزایش می سویه

بر اساس تحقیقات گذشته اندازه و شکل نانوذرات بر روی اثر 

  .32گذارد ) ها نیز تاثیر می ضد باکتریایی آن

ای در سال    و همکاران در مطالعهWenru- Liلی ) -ونرو

، اثر ضد میکروبی نانوذرات نقره سنتز شده به روش 2111

را  µg/ml  11-51های  نانومتر در غلظت 111شیمیایی با اندازه 

اشریشیا و  سالمونلا تایفی، استافیلوکوکوس اورئوس  بر روی

مورد بررسی قرار دادند، که همسو با این مطالعه نتایج   کلی

ها نیز نشان داد که اثر ضدمیکروبی نانوذرات  حاصل از کار آن

باشد و با افزایش غلظت نانوذرات اثر باکتری  وابسته به دوز می

  .33یابد ) ها افزایش می کشی آن

نانوذرات  2115  و همکاران در سال Abdulkadirعبدالقدیر )

  31/77-17اکسید بیسموت را به روش شیمیایی در ابعاد 

 نانومتر سنتز نمودند و اثر ضدمیکروبی این نانوذرات را بر روی

در  اشریشیا کلی  و اسینتوباکتر، سودوموناس آئروجینوسا

بررسی کردند. نتایج حاصل از کار  ppm    11-2/27های  غلظت

های مختلف این نانوذرات اثر  ها نشان داد که غلظت آن

برده نداشت. این یافته با  های نام مهارکنندگی بر روی باکتری

خوانی. این اختلاف ممکن است به علت  نتایج مطالعه حاضر هم

تفاوت در شکل نانوذرات و یا به دلیل روش سنتزی متفاوت 

باشد. زیرا گزارش شده است که رابطه مستقیمی بین اندازه 

 ها وجود دارد  بزرگ نانوذرات و کاهش اثر ضدمیکروبی آن

  .32و  34)

به بررسی اثر  2113  و همکاران در سال Nazariنظری )

ضدمیکروبی نانوذرات بیسموت سنتز شده با استفاده از باکتری 

 111جداسازی شده از دریای خزر با ابعاد سراشیا مارسسنس 

 هلیکوباکتر پیلوری  نانومتر پرداختند و اثر مهاری آن را برسویه 

ها نشان داد که  بررسی نمودند. نتایج حاصل از مطالعه آن
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اثر بازدارندگی بر  μg/ml  111نانوذرات بیسموت در غلظت 

  که با نتایج مطالعه 13داشتند   )هلیکوباکتر پیلوری روی سویه 

خوانی در نتایج این دو  این عدم هم .خوانی نداشت حاضر هم

های  تواند به علت تفاوت در اندازه نانوذرات یا سویه مطالعه می

 مورد بررسی باشد.
 

 نتیجه  یری          

در این مطالعه، با استفاده از روش سربرز نرانروذرات اکسریرد 

جداسازی شده از  باسیلوس سوبتیلیسبیسموت توسط باکتری 

نانومتر و به شکل نامنظرم  23-41خاک منطقه جنگلی در اندازه 

 سنتز شد. نتایج حاصل از این مطرالرعره نشران داد کره ایرن 

 سویه توانایی سنتز نانروذرات اکسریرد بریرسرمروت را دارد. 

نتایج بررسی اثر ضدباکتریایی نانوذرات اکسید بیسموت نشران 

 ، برر روی بریروفریرلرمppm 2111داد که نانوذرات با غلظت 

اثر بازدارندگی داشت. با  سودوموناس آئروجینوساهای  % سویه5

افزایش غلظت نانوذرات اکسید بیسموت اثر مهارکنرنردگری آن 

 هرای افزایش یافت. همچنین نتایج  نشان داد که  بریرن گرروه

مورد تاثیر با نانوذرات و سیپروفلوکساسین اختلاف معنی داری 

 وجود دارد.

 
 ملاح ات اخلاقی            

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل: عدم سرقت ادبی، 

انتشاردوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این مقاله 

 رعایت کرده اند.
 

 

 ت کر و قدردانی                

نویسندگان مقاله از خانم پریسا سراج پرسنل محترم آزمایشگاه 

تحقیقاتی محمودیه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال به 

 دلیل همکاری و مساعدت کمال تشکر را دارند.
 

 ت ار  در مناف               

 وجود ندارد. 
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Abstract 

Background & Objectives: The biological method of nanoparticles synthesis by microorganisms 

has a special place due to its high environmental compatibility and reduced energy consumption 

and costs. The aim of this study was to determine the effect of bismuth oxide nanoparticles  

produced by green methods on bacteria causing hospital infections. 

Materials & Methods: In this study, 160 samples were collected from burn wound infections in 

patients hospitalized in Motahari Burn Rescue Hospital. Resistant strains were identified  

phenotypically and genotypically. Synthesis of bismuth oxide nanoparticles by Bacillus  

subtilis wild type strain. The synthesis of bismuth oxide nanoparticles was confirmed by infrared 

spectroscopy, X-ray diffraction, and scanning electron microscopy. Finally, the antibacterial  

activity of nanoparticles against isolated strains was investigated with the standard disk  

diffusion test.  

Results: Biosynthesis of nanoparticles showed an average size of 44 nm using Bacillus subtilis. 

All 44% (71 strains) of Pseudomonas aeruginosa formed a biofilm. Bismuth oxide nanoparticles 

at a concentration of 2000 ppm were inhibited 5% of Pseudomonas aeruginosa.  

Conclusion: By increasing the concentration of bismuth oxide nanoparticles, its inhibitory effect 

increased. The results showed that there is a significant difference between the groups exposed 

nanoparticle and ciprofloxacin.   

Keywords: Bismuth oxide nanoparticles, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Biofilm. 
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