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 چکیده

نانوذرات تولید شده با روش بیولوژیکی در عین بی خطر بودن، دارای اثرات ضد باکتریایی مناسبی بر علیه جدایه                        سابقه و هدف:  

های مسبب عفونت های انسانی می باشند. این مطالعه با هدف جداسازی و شناسایی سویه های تولید کننده نانوذرات طلا از خاک                        

باکتری بیماری زا انجام شده       11و نیز بررسی خواص ضد باکتریایی نانوذرات طلای تولیدی بر علیه     به صورت درون و برون سلولی 

 است.

پس از جداسازی باکتری ها از خاک و تولید نانوذرات طلا توسط روماند و سلول های آن ها، تولید                     در این مطالعه    مواد و روش ها:   

شناسایی بیولوژیکی نانوذرات از طریق اسپکتروفوتومتر، میکروسکوپ الکترونی گذاره و پراش اشعه اکس تایید گردید. به منظور                     

و سپس تعیین توالی استفاده شد. در نهایت خواص ضد باکتریایی نانوذرات                PCRسویه های تولید کننده نانوذرات طلا از روش          

 باکتری بیماری زا با روش چاهک گذاری مورد بررسی قرار گرفت.   11تولیدی بر علیه 

سویه توانایی تولید     11سویه قادر به تولید نانوذرات طلا به صورت خارج سلولی بودند. از این میان                      33در مجموع     :یافته ها 

نانوذرات طلا به صورت درون سلولی را نیز دارا بودند. تصاویر میکروسکوپ الکترونی گذاره حاصل از نانوذرات طلا نشان داد که                      

نانومتر بوده اند و نتایج پراش اشعه اکس حضور ساختار کریستالین نانوذرات طلا را تایید نمود.              111نانوذرات دارای ابعادی کمتر از 

نتایج   بودند.  باسیلوس والیسمورتیس و    اسپیزیزنی  باسیلوس،  موجاونسیس  باسیلوسشامل  سویه برتر تولید کننده نانوذرات طلا          3

ذرات تولیدی به   نوبررسی اثر ضد باکتریایی نانوذرات طلا تولیدی نشان داد که نانوذرات تولیدی به روش خارج سلولی بهتر از نا                     

 روش درون سلولی توانایی مهار رشد باکتری های بیماری زا را دارند. 

تولید نانوذرات طلا با روش بیولوژیکی قابل انجام است و نانوذرات طلا تولیدی دارای خواص ضد باکتریایی مشابه بر                      :گیری نتیجه

 علیه باکتری های گرم مثبت و منفی می باشند.  

  تولید بیولوژیکی، نانوذرات طلا، اثرات ضد باکتریایی. :واژگان کلیدی

 11مهر ماه پذیرش برای چاپ:    11اردیبهشت دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: شاهرود، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شاهرود، دانشکده پزشکی، گرروه       

 parastoo_pourali@yahoo.comپست الکترونیک:     11133131331پزشکی.     تلفن: 

 

 م دمه         

می باشد. امروزه از                                11-1پیشوندی یونانی به معنای                                         نانو              

(. از کاربردهای                     1این واژه در فناوری نانو استفاده می گردد                                                                 

بندی،        نانوذرات می توان به مواد کامپوزیت، کاتالیزور، بسته                                                                          

   کننده          ها، روان           ها، باتری            های سوخت، ساینده                     ها، افزودنی              روک     

ها، پزشکی و داروسازی، دارو رسانی و تش ی  پزشکی                                                                          

اشاره نمود. در سال های اخیر نانوذرات فلزی به دلیل                                                                                       

کاربردهای متنوع در زمینه های م تل ، به طور گسترده ای                                                                              

 (.    3و     2مورد مطالعه قرار گرفته اند                              
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به منظور تولید نانوذرات فلزات م تل  سه روش شیمیایی،                                                                           

(. از این میان روش های                                    4فیزیکی و بیولوژیکی وجود دارد                                            

فیزیکی و شیمیایی به منظور تولید نانوذرات فلزی به دما، فشار                                                                        

و زمان با  نیاز دارند و هم نین پر هزینه نیز می باشند. از                                                                                          

طرفی باقی ماندن میزان کمی از پی  ماده های سنتز نانوذرات                                                                               

بر روی سط  نانوذرات تولیدی، سبب ایجاد سمیت در بدن                                                                           

انسان می گردد. بنابراین به دست آوردن نانوذراتی که دارای                                                                               

سازگاری بیشتری با بدن باشند، از اهداف مهم تحقیقات نانو                                                                              

می باشد. روش بیولوژیکی عمدتاا توسط فرآیندهای آنزیمی و                                                                         

گاهاا  یر آنزیمی ر  داده و به دلیل عدم تولید مواد سمی در                                                                                      

 محیط، به عنوان تکنولوژی سبز نیز خوانده می شود.                                                

یکی از د یل تولید نانوذرات فلزی توسط میکروارگانیسم ها،                                                                          

کاه  اثرات سمی یون های فلزی موجود در محیط رشد                                                                           

میکروب ها می باشد. این امر موجب شده که میکروارگانیسم                                                                          

ها بتوانند بر روی  لظت های با یی از یون های فلزی رشد                                                                                

نموده و زنده بمانند. میکروارگانیسم ها این عمل را از طریق                                                                                  

احیای بیولوژیکی یون های فلزی سمی  با استفاده از آنزیم                                                                                 

ردوکتاز و یا نیترات ردوکتاز( به                                                       های خاص مانند                       

(. علاوه بر این                        3عناصر فلزی کمتر سمی، انجام می دهند                                                          

حضور برخی پلی ساکاریدها و مواد آلی تولیدی توسط                                                                              

میکروارگانیسم ها در درون سلول ها و نیز درون محیط کشت                                                                          

سبب تولید نانوذرات فلزی می گردد. این مواد آلی از طریق                                                                                 

گروه های عملکردی خود مانند سیست ین، هیستیدین، آلد ید                                                                        

ها، کتون ها و ... موجب احیای یون های فلزی به نانوذرات                                                                                   

 (.      3فلز می شوند               

فرآیند احیای فلزات توسط میکروارگانیسم ها به دو صورت                                                                         

درون و بیرون سلولی قابل انجام می باشد. جایگاه احیا یون ها                                                                                 

و در نتیجه تولید نانوذرات بر اساس نوع میکروارگانیسم و                                                                                 

نوع آنزیم یا آنزیم های درگیر در فرآیند احیا که در درون یا                                                                                       

(. به طور               4بیرون از سلول قرار داشته باشند، تعیین می گردد                                                                     

معمول تولید نانوذرات خارج سلولی در مقایسه با تولید درون                                                                             

سلولی مناسب تر می باشد. زیرا در شکل درون سلولی نانو                                                                               

ذرات در داخل بیوماس تولید می گردند که این امر خود                                                                                   

نیازمند مرحله ای دیگر جهت جداسازی نانوذرات از بیوماس                                                                          

می باشد. هم نین از آنجایی که تولید نانو ذرات در روش                                                                                   

درون سلولی همیشه عملی نمی باشد، امروزه اکثر مطالعات بر                                                                              

 (.  3روی روش های تولید بیرون سلولی متمرکز شده است                                                

از میان انواع م تل  نانوذرات فلزی تولید شده توسط میکروب                                                                           

ها، تنها تعداد اندکی از آن ها در مصارف پزشکی قابل استفاده                                                                                   

می باشند. زیرا نانوذرات تولیدی علاوه بر خواص منحصر به                                                                              

فرد خود باید با بدن انسان سازگار و سمیت کمی نیز برای آن                                                                                     

داشته باشند. بر همین اساس امروزه نانوذرات طلا به عنوان                                                                                 

یکی از مناسب ترین گزینه ها مطر  می باشد. طلا دارای                                                                                   

خواص ضد باکتری، ضد قار  و ضد ویروسی است. اخیراا از                                                                            

در محیط و درون بدن                                   نانوذرات طلا به منظور شناسایی                                        

 (.      1و نیز در درمان برخی سرطان ها استفاده شده است                                                

امروزه از جمله مسا ل مهمی که در درمان عوامل باکتریایی                                                                                   

بیماری زا مطر  می باشد، به وجود آمدن سویه های مقاوم به                                                                                  

دارو در بیمارستان ها است. بر همین اساس قسمت عمده                                                                                

تلاش محققان در زمینه داروسازی، کش  راه های جدید برای                                                                         

مبارزه با این پاتوژن ها می باشد. در سال های اخیر تعداد آنتی                                                                                       

بیوتیک های جدید که مورد شناسایی و بهره برداری قرار گرفته                                                                              

اند، بسیار کم بوده و تقریباا هی  کدام از آن ها فعالیت مناسبی                                                                                          

بر علیه باکتری های مقاوم به چند دارو نداشته است. مطالعات                                                                                  

نشان داده است که نانوذرات طلا دارای فعالیت ضد باکتریایی                                                                              

(. این یافته دری ه جدیدی را به منظور درمان                                                                       می باشد                 

عفونت های مقاوم به دارو به روی بشر گشوده شده است.                                                                                 

تاکنون مواردی از ایجاد مقاومت به اثرات کشندگی نانوذرات                                                                              

طلا برای پاتوژن های مهم گزارش نشده است. زیرا این نانو                                                                                  

ذرات می توانند هم زمان در ب   های م تل  حیاتی سلول                                                                            

       میکروبی مانند پروت ین سازی، تولید انرژی و ساخت                                                                      

 (.   تاثیر بگذارند                 

از این رو لزوم به دست آوردن سویه های جدید  یر بیماری                                                                                  

زای باکتریایی با توانایی تولید نانوذرات سازگار با بدن و دارای                                                                                     

خواص ضد باکتریایی، احساس می گردد. این مطالعه با هدف                                                                           

جداسازی و شناسایی سویه های تولید کننده نانوذرات طلا از                                                                             
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و نیز بررسی خواص                          خاک به صورت درون و برون سلولی                                                 

باکتری بیماری                     11ضد باکتریایی نانوذرات طلای تولیدی علیه                                                   

 زا انجام شد.            

 

 مواد و رو  ها             

در این              ال ( جداسازی سویه ها از خاک و نگهداری آن ها:                                                                  

مطالعه از نواحی ریزوسفری خاک مناطق م تل  شهر مشهد،                                                                      

نمونه گیری به عمل آمد. تمامی نمونه ها با رعایت شرایط                                                                                  

پ وهشکده بوعلی مشهد                           استریل به آزمایشگاه بیوتکنولوژی                                             

منتقل گردیدند. به منظور جداسازی ذرات بزر ، نمونه های                                                                          

  311خاک الک شدند. سپس یک گرم از هر نمونه خاک در                                                                         

میلی لیتر آب مقطر استریل حل شد. با استفاده از آب مقطر از                                                                                    

تهیه گردید.                   11- تا          11-1سوسپانسیون یاد شده سری رقت                                          

  31به          11-4و         11-3،     11-1،     11- یک میلی لیتر از رقت های                                       

میلی          111میلی لیتر محیط کشت نوترینت برا  در ارلن های                                                                 

 لیتری اضافه شد. ارلن ها بر روی انکوباتور شیکر دار با دور                                                                                  

 rpm 131                ساعت          24درجه سانتی گراد به مدت                                         3و دمای

قرار داده شدند. به منظور به دست آوردن کلنی های خال                                                                                

باکتریایی، سوسپانسیون سلولی به دست آمده بر روی محیط                                                                         

 (.  3  نوترینت آگار کشت داده شد                          

نانوذرات طلا به روش خارج سلولی توسط                                                ب( بررسی تولید                      

ابتدا نمونه های باکتریایی بر روی محیط نوترینت                                                                   باکتری ها:            

درجه           3و دمای                rpm  131 برا  در شیکر انکوباتور با دور                                         

ساعت کشت داده شدند. پس از رشد،                                                24سانتی گراد به مدت                           

به        rpm    1111بیوماس سلولی به وسیله سانتریفیوژ در دور                                                             

دقیقه از محیط کشت جداسازی گردید. مای  روماند                                                                  11مدت       

جهت تولید نانوذرات طلا به صورت جداگانه مورد بررسی                                                                        

میلی لیتر از مای  رویی به                                           31قرار گرفت. برای این منظور،                                        

میلی لیتری اضافه گردید.                                       111دست آمده به ارلن های                                        

مو ر از آن تهیه شد. سپس                                       1کلرواوریک اسید وزن و محلول                                      

l     31                                                                              از آن به ارلن حاوی روماند مورد آزمون وارد شد

میلی مو ر بود(. در نهایت نمونه                                                1  لظت نهایی یون فلزی                                

ساعت          24درجه سانتی گراد به مدت                                       3در شیکر در دمای                 ها    

قرار گرفتند. تجم  خارج سلولی ذرات فلز با ت ییر رن  محیط                                                                               

(. در این مطالعه شاهدهای مورد                                           1و         3کشت بررسی گردید                         

استفاده محیط کشت استریل به همراه کلرواوریک اسید و نیز                                                                               

 کلرواوریک اسید در آب مقطر بودند.                                

ج( بررسی تولید نانوذرات فلز به روش داخل سلولی توسط                                                                              
در این مرحله کلنی های خال  باکتریایی با توانایی                                                                 باکتری ها:                

تولید نانوذرات طلا به صورت بیرون سلولی، جهت تولید                                                                              

نانوذرات طلا به صورت درون سلولی مورد بررسی قرار                                                                              

گرفتند. از آنجایی که کلرواوریک اسید باید در  لظتی که                                                                                    

کشنده باکتری ها نباشد به محیط کشت اضافه شود، در ابتدا به                                                                                  

واوریک اسید بر روی جدایه های                                              کلر       C  و          C  بررسی     

خانه استفاده                    11باکتریایی پرداخته شد. برای این منظور از پلیت                                                      

مو ر تهیه گردید. به تمامی چاهک ها                                                   2شد. کلرواوریک اسید                          

l     211                                                                    محیط کشت نوترینت برا  افزوده شد. سپس به خانه

مو ر اضافه                  2از کلرواوریک اسید                             l     211اول از سمت چ                        

از این              l     211شد. پس از پیپت نمودن محلول درون چاهک،                                                         

از همان ردی   به صورت افقی( که                                                  2محلول به خانه شماره                             

نوترینت برا  از قبل بود، اضافه گردید. پس از                                                                     l     211دارای         

  11پیپت نمودن این فرآیند تکرار و تهیه رقت تا چاهک شماره                                                                              

، جهت تیتراسیون                     11ادامه یافت. در نهایت از چاهک شماره                                                        

کنترل مثبت                  12دور ری ته شد. چاهک شماره                                        l     211مناسب         

 دارای باکتری و نوترینت برا  و فاقد کلرواوریک اسید( و                                                                                 

کنترل منفی  فاقد باکتری تلقی  شده و حاوی                                                            11چاهک شماره                

l     211                                                                      محیط کشت استریل( بودند. به تمامی چاهک ها  به

ساعته باکتری در نوترینت                                   24( از کشت                11جز چاهک شماره                     

  l     11مک فارلند( به میزان                                       3 1برا  با کدورت مش                                  

اضافه شد. این عمل برای هر جدایه از باکتری، هر کدام در یک                                                                                  

 ردی  مجزا در درون یک پلیت انجام شد.                                     

قرار گرفت.                      rpm    31با دور                 C°3پلیت درون شیکر انکوباتور                                  

در مرحله بعد از تمامی چاهک ها برای هر باکتری روی محیط                                                                               

کشت نوترینت آگار برده شد تا ایجاد و یا عدم ایجاد کلنی                                                                                       

مش   شود. در این مطالعه کمترین رقتی که باع  از بین                                                                                

رقت پس از                   ، C    از باکتری ها شود به عنوان رقت                                     11رفتن      
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آن که رشد باکتری ها در روی نوترینت آگار را سبب شود به                                                                                 

در نظر گرفته شد.                            C  و یک رقت کمتر به عنوان                            C  عنوان       

پس از به دست آوردن میزان کلرواوریک اسید در سط   یر                                                                            

کشنده برای باکتری، جهت تولید نانوذرات به روش درون                                                                           

سلولی مانند مرحله قبل هر تک کلنی بر روی محیط کشت                                                                              

ساعت          24به مدت                 C°3نوترینت برا  برده شد و در دمای                                                  

قرار گرفت. پس از                            rpm 131 بر روی شیکر انکوباتور در دور                                      

تولید بیوماس میکروبی، بیوماس از بقیه محیط کشت توسط                                                                          

دقیقه جداسازی و                         11به مدت                rpm    1111سانتریفیوژ با دور                         

سه بار به طور کامل                                     p     سپس توسط بافر فسفات در                                        

شستشو داده شد. تا تمامی محیط کشت از روی سط  باکتری                                                                          

ها پاکسازی شود، رشدی در طی انکوباسیون ر  ندهد و تولید                                                           

  31به سمت درون سلولی پی  رود. باکتری ها در ویال های                                                                          

میلی لیتر آب مقطر                             21میلی لیتری ری ته شدند و به هر ویال                                                      

مک        3 1اضافه شد. در نهایت کدورت حاصل با استاندارد                                                                    

  فارلند مقایسه و برابر گردید. سپس بر حسب نوع باکتری و                                                                              

به دست آمده از مرحله قبل برای همان باکتری، به                                                                       C  رقت       

میزان مش صی از کلرواوریک اسید به ویال ها اضافه سازی                                                                             

به        rpm     211شد. سپس باکتری ها در شیکر انکوباتور با دور                                                            

روز قرار گرفتند. حضور ت ییر رن  در درون                                                                 3تا          1مدت       

 (.  11ویال ها نشان دهنده تولید نانوذرات طلا بود                                            

د( است راج نانوذرات طلا تولید شده به صورت درون سلولی:                                                                        
ابتدا نمونه های سلولی دارای ت ییر رن ، در درون لوله                                                                                     

  11به مدت                rpm     111فالکون استریل ری ته شدند و با دور                                                 

دقیقه سانتریفیوژ گردیدند. به منظور انجام شکست سلولی،                                                                            

مای  رویی دور ری ته شد و سلول ها دوباره در آب مقطر                                                                                  

استریل  وطه ور شدند. در این مرحله سلول ها به صورت                                                                               

فیزیکی به وسیله شیشه لیز شدند. به این ترتیب که ذرات                                                                                   

  11شیشه در درون هاون به خوبی ساییده و به وسیله الکل                                                                                

درصد آت  زده شدند. تا ذرات شیشه استریل گردند. باکتری                                                                          

دقیقه به                13ها در درون فالکون به همراه ذرات شیشه به مدت                                                                 

  24خوبی م لو   ورتکس( شدند. سپس نمونه ها به مدت                                                                    

درجه سانتی گراد قرار گرفتند تا ی  زدن                                                         -21ساعت در دمای                    

نیز به پاره شدن سلول ها کمک کند. در نهایت نمونه ها در                                                                                       

دقیقه سانتریفیوژ و مای  روماند                                              11به مدت                rpm      111دور   

حاصل جهت بررسی تولید نانوذرات طلا مورد بررسی قرار                                                                          

 گرفت.         

 ه( تست های تاییدی تولید نانوذرات طلا توسط باکتری ها:                                                     
همانگونه که اشاره گردید تایید اولیه تولید                                                       اسپکتروفوتومتر:                       -1

نانوذرات فلز طلا بر اساس ت ییر رن  محیط آزمون به دلیل                                                                                  

ت ییر ماهیت مواد به صورت نانوذره می باشد. پس از مشاهده                                                                                

ت ییر رن  حاصله نمونه ها توسط اسپکتروفوتومتر در دامنه                                                                               

نانومتر بررسی شدند. شاهدهای منفی                                                11 تا          331طول موج             

آزمای  محیط کشت استریل به همراه یون فلزی افزوده شده به                                                                            

آن بود که در شرایط مشابه دمایی و به هم زنی با سایر نمونه ها                                                                                         

قرار گرفت. بلانک مورد استفاده در اسپکتروفوتومتر، جهت                                                                           

نانوذرات برون سلولی، روماند باکتری کشت داده شده در                                                                                

محیط کشت نوترینت برا  و جهت نانوذرات درون سلولی،                                                                        

سوسپانسیون باکتری در آب مقطر بود که نمک فلز به آن افزوده                                                                                

نشده بود. چنان ه تولید نانوذرات طلا به صورت درون و برون                                                                              

تا        311سلولی ر  داده باشد، اسپکتروفوتومتر جذبی حدود                                                                    

 (.    11و       3نانومتر را نشان خواهد داد                               3411

                - (پراش اشعه اکس                                 توسط    آنالیز                  -2

به منظور تایید تولید نانوذرات طلا توسط                                                         :                

جدایه های باکتریایی، پس از تایید توسط اسپکتروفوتومتر، در                                                                              

ابتدا نمونه روماند حاوی نانو ذره طلا و نیز نمونه های نانو                                                                                          

ذرات است راج شده از درون سلول و محلول در آب مقطر در                                                                             

قرار گرفته و لیوفلیزه گردیدند. سپس                                                       r    - ry r دستگاه          

پودر حاصله برای هر نمونه به صورت جداگانه تحت مطالعه                                                                             

 قرار            31°تا              31°از                2در زاویه                   R توسط دستگاه                     

 (.      12گرفت        

جهت         :(    آنالیز توسط میکروسکوپ الکترونی گذاره                                                        -3

بررسی به وسیله میکروسکوپ الکترونی، روماند  در حالت                                                                          

تولید خارج سلولی( و سلول های باکتریایی  در حالت تولید                                                                               

  31درون سلولی( مورد استفاده قرار گرفتند. نمونه ها به مدت                                                                               

دقیقه در مجاورت گریدهای مسی حاوی پوش                                                              1ثانیه تا                
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کربنی قرار داده شدند. پس از خشک شدن نمونه ها توسط                                                                             

 م  اینفرا رد، نمونه ها توسط میکروسکوپ الکترونی گذاره                                                                         

 i ss           مدل  o                                                        مشاهده و از آن ها عکسبرداری شد 

  13      .) 

در این مرحله به شناسایی                                   و( شناسایی جدایه های باکتریایی:                                             

جدایه هایی پرداخته شد که با ترین میزان تولید نانوذرات طلا                                                                            

را به صورت درون و بیرون سلولی داشتند. این جدایه ها                                                                                  

 دارای بیشترین میزان جذب نوری در اسپکتروفوتومتر بودند.                                                     

جهت شناسایی جدایه                       بررسی های فنوتایپین  جدایه ها:                                                -1

ها، از خواص ماکروسکوپی و میکروسکوپی آن استفاده                                                                            

ساعته از                24تا          12گردید. در بررسی های ماکروسکوپی کشت                                                

باکتری ها در محیط کشت نوترینت آگار از نظر حالت و شکل                                                                            

کلنی، منظره سط  کلنی، رن  و اندازه کلنی بررسی شدند.                                                                               

ارزیابی میکروسکوپی شامل رن  آمیزی گرم و بررسی                                                                           

مورفولوژی سلول ها بود. در نهایت بر اساس کلیدهای                                                                               

شناسایی ارایه شده در کتاب برگی، تست های  زم تش یصی                                                                        

 (.    14برای جدایه ها گذاشته شدند                             

در ابرتردا                    بررسی های ژنوتایپین  جدایه های باکتریایی:                                                   -2

 کلروفورم استر رراج گرردیرد                                          -جدایه ها با روش فنل                        

به وسیله دستگاه اسپکتروفروترومرترر برر                                                            (.  لظت           13    

حسب نانوگرم اندازه گیری گردید. این  لظت به وسیلره آب                                                              

بره             PCRنانوگرم رسانیده شد تا واکن                                    33مقطر استریل به                

در این مطالعه به منظور ترکرثریرر ژن                                                 خوبی قابل انجام باشد.                         

 و  نیز پرایمرهای                      PCRباکتریایی از  روش                         rR    ناحیه       
      ´3-C   CC   C C   C    C-´3 ) 3-F        و 

  ´3 C   C        C   --´3     ) 38 -R              استفاده

شامل      میکرولیتر                 21با حجم نهایی                         PCRواکن      (.      11گردید           

میکرولیتر               1،     11 میکرولیتر بافر                            2میکرولیتر آب مقطر،                              3 11

میلی          11  لظت              Fمیکرولیتر از پرایمر                                 2 2و         Rاز پرایمر               

  4 1میلی مو ر(،                     23  لظت               Cl2  میکرولیتر                 4 1مو ر(،          

میکرولیتر               1میلی مو ر(،                     11  لظت              P  i   میکرولیتر             

 میکرولیتر آنزیم                     2 1نانوگرم( و                      33الگو   لظت                         

 a      Polym ras              میکرولیتر(                111واحد در                 3  لظت

 (.    11انجام گردید               

با    در دستگاه ترموسایکلر  کوربت(                                                PCRدر ادامه واکن                           

  14دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                                          3شرایط دمایی                   

چرخه شامل واسرشت شدن                                31درجه سانتی گراد و در ادامه                                          

دقیقه، اتصال در                           3درجه سانتی گراد به مدت                                          14در دمای               

دقیقه، گسترش در                         1درجه سانتی گراد به مدت                                          1 31دمای        

دقیقه و در نهایت                                2درجه سانتی گراد به مدت                                            2 دمای        

  11درجه سانتی گراد به مدت                                          2 گسترش نهایی در دمای                                 

درصد واجد                 1به ژل آگاروز                        PCRدقیقه انجام شد. محصو ت                                

به           اتیدیوم برماید منتقل و الکتروفورز گردیدند. قطعات                                                                    

 (.  11    مشاهده و عکس برداری شدند                          i oc  دستگاه        کمک     
 از روی ژل                         به کمک کیت است راج                                PCRمحصول         

   F-  i a tis                                                          یک    ( جداسازی و به منظور انجام تعیین توالی

شرکت مربوطه ارسال گردید. در                                     قطعات به دست آمده به                                    جهته    

در         last نهایت توالی های به دست آمده با استفاده از برنامه                                                                        

 موجود مقایسه گردید.                            rR    ی با توالی ها               C سایت      

ز( بررسی خواص ضد باکتریایی نانوذرات طلا تولید شده                                                                              

برای این منظور از نانوذرات                                          توسط جدایه های باکتریایی:                                         

تولیدی توسط یک نمونه از باکتری ها استفاده شد. برای پاک                                                                                  

شدن محیط کشت از نانوذرات، ابتدا روماند حاوی نانوذرات                                                                            

دقیقه سانتریفیوژ گردید.                                 13به مدت                13111     طلا در دور                   

مرتبه توسط آب مقطر استریل شستشو                                               3سپس رسوب حاصل                     

. در        (  1  داده و مجدداا طبق شرایط با  سانتریفیوژ گردید                                                                        

آب مقطر استریل حل                               l     211مرحله بعد رسوب حاصل در                                    

شد. نانوذرات تولید شده به صورت درون سلولی نیز طبق                                                                               

آب مقطر استریل حل                               l     211شرایط با  سانتریفیوژ و در                                         

گردید. سپس جهت یکسان نمودن میزان نانوذرات در دو                                                                             

میکروتیوب حاوی نانوذرات درون و برون سلولی، جذب این                                                                        

دو محلول توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر اندازه گیری شد. با                                                                            

افزودن آب مقطر جذب هر دو نوع نانوذرات در میکروتیوب                                                                            

 .   های جداگانه یکسان سازی گردید                            

در نهایت اثر ضد باکتریایی نانوذرات طلا تولیدی به روش                                                                                 

درون سلولی و برون سلولی بر روی باکتری های بیماری زا                                                                                 
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و همکاران در سال                        (       a ( مطابق با روش وان                                  1 جدول         

 (.  13در پلیت بررسی شد                    با ایجاد چاهک                 2111

 
 

 نتای      

سویه          31در این مطالعه                       ال ( جداسازی جدایه ها از خاک:                                               

باکتریایی به صورت جداگانه از خاک شناسایی شدند. تمامی                                                                            

کلنی ها بر روی محیط نوترینت آگار کشت و سپس به منظور                                                                             

 تولید نانوذرات فلزی مورد بررسی قرار گرفتند.                                               

نانوذرات طلا به روش خارج سلولی توسط                                                  ب( بررسی تولید                      

کلنی توانایی تولید نانوذرات طلا                                            33در این مطالعه                     باکتری ها:                

را به صورت خارج سلولی داشتند. به طوری که محیط کشت                                                                           

(. اما در               1به رن  صورتی تا بنف  ت ییر رن  داده بود  شکل                                                                    

 هی  یک از ارلن های کنترل منفی ت ییر رنگی مشاهده نگردید.                                                       

 

   

 

 

 

 

 

ج( بررسی تولید نانوذرات طلا به روش داخل سلولی توسط                                                                           
خانه استفاده شد. تمامی                                  11برای این منظور از پلیت                                  باکتری ها:                

از سری رقت کلرواوریک اسید به عنوان                                                      1چاهک های شماره                      

 شناسایی گردید                         C   لظت        
(. نتایج نشان داد که                                1          4-11    

خود توانایی احیای                           C  نوع از باکتری های فو  در  لظت                                                 11

نانوذرات طلا را در درون سلول خود داشته اند. این امر با ت ییر                                                                                       

رن  واض  سلول های  وطه ور در آب مقطر و ت ییر رن                                                                                 

روز         3تا          2کلی سوسپانسیون به صورتی تا بنف  پس از حدود                                                                

 (.  2مش   گردید  شکل                 

د( است راج نانوذرات طلا تولید شده به صورت درون سلولی:                                                                            

نانوذرات تولید شده درون سلولی به وسیله ذرات شیشه و سرما                                                                             

از سلول ها خارج شدند. نتایج حاکی از آن بود که پس از                                                                                         

شکست سلولی باکتری های معلق در آب مقطر و سانتریفیوژ با                                                                             

دور با ، روماند باکتری ها حاوی رن  صورتی، نارنجی تا                                                                                   

 بنف  بود. این حالت پی  از شکست سلولی قابل مشاهده نبود                                                         

 (.  3 شکل      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PTCCs باکتری های مورد بررسی 

 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس 1433

 استافیلوکوکوس اورئوس 1113

 فاسیوماسترپتوکوکوس    1314

 لیستریا مونوسیتوژنز 1213

 شیگلا دیسانتریه 1133

 اشریشیا کلی 1331

 کلبسیلا نمونیا 1133

 یرسینیا انتروکولیتیکا   14

 سودوموناس آئروجینوزا 1311

 OXKپروتئوس میرابیلیس   1 11

 باکتری های مورد استفاده در آزمون حساسیت ضد باکتریایی: 1جدول 

ت ییر رن  محیط کشت از زرد به صورتی به دلیل تولید نانوذرات             :  1شکل  
طلا به روش خارج سلولی. ال ( محیط کشت پس از تولید نانوذرات طلا و              

 ب( روماند پی  از افزودن کلرواوریک اسید.

نمونه ای از نانوذرات طلا تولید شده به روش درون سلولی. ال (             :  3شکل  
سلول های حاوی نانوذرات پس از رسوب دادن به وسیله سانتریفیوژ ب(               
نانوذرات است راج شده به وسیله شکست سلول ها با شیشه و سرما که پس               
 از سانتریفیوژ شدن با همان شرایط دارای ت ییر رن  واض  در مای  روماند              

 می باشد.  

 تولید نانوذرات طلا به روش درون سلولی.: 2شکل 
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 ه( تست های تاییدی تولید نانوذرات طلا توسط باکتری ها:                                                     
ت ییر رن  حاصله از                              : پس از مشاهده                              اسپکتروفوتومتر                  -1

احیای یون های فلزی به نانوذرات، نمونه ها توسط                                                                                     

نانومتر بررسی                     11 تا          331اسپکتروفوتومتر در طول موج                                       

شدند. نتایج اسپکتروفوتومتر نشان داد که نانوذرات طلا به                                                                                 

نانومتر             341صورت برون سلولی دارای بیشینه جذب در حدود                                                      

 (.    4بودند  شکل            

                         - آنالیز پراش اشعه اکس                                            -2

به وسیله این آزمون می توان حضور حالت عنصر از                                                                    :        

یک فلز را از سایر  رفیت های آن تش ی  داد. همانطور که                                                                                

نشان می دهد، پیک جذب برای طلا به صورت فلزی                                                                   3شکل       

 قابل مشاهده بود.                

نتایج بررسی به                    (:       آنالیز میکروسکوپ الکترونی گذاره                                               -3

وسیله میکروسکوپ الکترونی حضور نانوذرات طلا را در                                                                           

روماند کشت و در درون سلول های باکتریایی تایید نمود. سایز                                                                                

(. هم نین از                  1نانومتر بود  شکل                              111متوسط آن ها کمتر از                                 

سلول های باکتری نیز در روش تولید نانوذرات به صورت                                                                               

درون سلولی عکسبرداری و حضور نانوذراتی با سایز کوچکتر                                                                          

تایید گردید. تجم  نانو ذرات طلا در درون فضای سیتوپلاسمی                                                                         

ال  نشان داده شده است.                                    1به صورت کاملالا مش   در شکل                                       

هم نین در این شکل برخی از نانوذرات دارای اشکال مثلثی                                                                              

  سمت راست قسمت پایین سلول( نیز می باشند.                                        

 و( شناسایی جدایه های باکتریایی:                               

نتایج بررسی               :       بررسی های فنوتایپین  جدایه های باکتریایی                                                      -1

که بهترین توانایی تولید نانوذرات طلا را                                                      سویه            3های فنوتایپی                  

نشان داد که هر                          به صورت درون و برون سلولی دارا بوده اند                                                           

 قرار داشتند.              باسیلوس       سه جدایه در جنس                 

پس از         بررسی های ژنوتایپین  جدایه های باکتریایی:                                                                     -2

جفت باز               1211باندی به اندازه                             PCRالکتروفورز محصو ت                       

ژنوم          3(. پس از انجام تعیین توالی                                               مشاهده گردید  شکل                           

    11دارای             1باکتریایی مش   گردید که باکتری شماره                                                            

   F     8 سویه            موجاونسیس             باسیلوس       همولوژی با ژنوم                           

                      strai   F     8                         2(، باکتری شماره  

  RR سویه            اسپیزیزنی             باسیلوس         همولوژی با ژنوم                         11دارای       

 - 3                                            strai   RR  

نتایج اسپکتروفوتومتر به دست آمده برای نانوذرات طلا برون              :  4شکل  

 نانومتر است. 341سلولی که دارای بیشینه جذب در حدود 

 ای نانوذرات طلابر  R نتایج : 3شکل 

شکل های میکروسکوپ الکترونی گذاره نانوذرات طلا تولیدی           :  1شکل  

توسط یکی از جدایه های باکتریایی. ال ( تولید نانوذرات درون سلولی ب(             

 (m  111تولید نانوذرات خارج سلولی  اندازه بارها = 



 پرستو پورعلی و همکاران تولید بیولوژیکی و بررسی خواص ضد باکتریایی نانوذرات طلا.  .1312ها، سال ششم، شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

205 

   همولوژی             13دارای                 3( و باکتری شماره                                         3 - 

  3      سویه                    باسیلوس والیسمورتیس                         با ژنوم                       

                        strai        3              .بوده اند ) 

 

ز( بررسی خواص ضد باکتریایی نانوذرات طلا تولید شده                                                                            

نتایج بررسی اثر ضد باکتریایی                                              توسط جدایه های باکتریایی:                                 

نانوذرات طلا تولیدی بر روی باکتری های مورد مطالعه نشان                                                                             

داد که نانوذرات تولیدی به روش خارج سلولی بهتر از                                                                                    

وذرات تولیدی به روش درون سلولی توانایی مهار رشد                                                                         ن نا  

(. از طرفی                    2باکتری های بیماری زا را دارند  جدول                                                                   

کلرواوریک اسید به تنهایی اثر ضد باکتریایی کمتری نسبت به                                                                               

 نانوذرات طلا داشته است.                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 بح    

در این مطالعه مش   گردید که برترین سویه های تولید کننده                                                                             

تعلق داشتند. هم نین                                   باسیلوس       نانوذرات طلا به جنس                                      

ذرات      نو  نانوذرات تولیدی به روش خارج سلولی بهتر از نا                                                                        

تولیدی به روش درون سلولی توانایی مهار رشد باکتری های                                                                              

 بیماری زا را داشتند.                        

امروزه یکی از مهم ترین نیازها در نانوتکنولوژی دسترسی به                                                                                 

روشی بی ضرر جهت تولید نانوذرات فلزی م تل  می باشد.                                                                          

همانگونه که در مقدمه اشاره شد، نانوذرات فلزات م تل                                                                                

 توسط روش های شیمیایی، فیزیکی و بیولوژیک قابل تولید                                                                            

می باشند. سنتز به روش بیولوژیک نسبت به دو روش فیزیکی                                                                              

و شیمیایی بهتر عمل می نماید. زیرا در مصرف انرژی و هزینه                                                                                   

ها با صرفه تر عمل نموده و سرعت تولید با تری در مقایسه با                                                                                    

روش های معمول دیگر دارد. علاوه بر این در روش های                                                                                 

فیزیکی و شیمیایی چنان ه هدف تولید مقادیر زیادی از                                                                                   

نانوذرات باشد معمو   تولید انبوه سبب افزای  سایز ذرات شده                                                                             

که از میکرومتر تجاوز می نماید. در حالیکه روش بیولوژیکی                                                                                

می تواند به صورت موثری در تولید نانوذرات با سایز کوچک                                                                               

به وسیله            ولی در حجم بزر  عمل نماید. تولید نانوذرات  فلزی                                                               

سیستم های بیولوژیکی، به کمک بررسی میکروارگانیسم ها و                                                                            

 تنظیم شرایط مناسب محیط کشت مانند دما، به هم زنی محیط و                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: مرارکرر    . PCRالکتروفورز محصو ت باندهای به دست آمده از :  شکل 

 می باشند. PCRمربو  به محصو ت  3تا  1کیلو جفت باز و باندهای  1

 باکتری های مورد بررسی (mm(کلرواوریک اسید  (mm(نانوذرات طلا درون سلولی  (mm(نانوذرات طلا خارج سلولی 

 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس 1 21 23

 استافیلوکوکوس اورئوس 11 13 13

 استرپتوکوکوس فاسیوم  1 13 21

 لیستریا مونوسیتوژنز 1 14 21

 شیگلا دیسانتریه 11 13 21

 اشریشیا کلی 3 11 23

 کلبسیلا نمونیا 11 14 21

 یرسینیا انتروکولیتیکا 11 13 21

 سودوموناس آئروجینوزا 11 14 21

 OXKپروتئوس میرابیلیس  11 14 21

 نتایج بررسی اثر ضد باکتریایی نانوذرات طلا تولیدی توسط یکی از جدایه های مورد بررسی: 2جدول 
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در تولید به                     . ( 11  سایر شرایط فیزیکی قابل انجام می باشد                                                          

صورت بیولوژیک، میکروارگانیسم های متنوعی توانایی تولید                                                                       

نانوذرات فلزی را از طریق احیا یون های فلزی موجود در                                                                                   

محیط دارند که شامل انواعی از باکتری ها، قار  ها و ویروس                                                                                 

ها می باشند. انواعی از آنزیم ها، مواد احیا کننده، پلی                                                                                             

ساکاریدهای خارج سلولی و شاتل های الکترونی در فرآیند                                                                           

 (.    11احیا موثر می باشند                      

چنان ه آنزیم های احیا کننده یون های فلزی در درون سلول                                                                               

قرار داشته باشند، احیا به صورت درون سلولی و چنان ه این                                                                                

آنزیم ها در خارج از سلول توسط میکروارگانیسم آزاد شود،                                                                               

(. در بسیاری از مواق  هر دو                                         11سنتز برون سلولی خواهد بود                                       

دسته آنزیم ها در فرآیند احیا یون های فلزی و  یر فعال                                                                                        

 نمودن اثرات سمی آن ها برای میکروارگانیسم ها دخیل                                                                              

می باشند. از میان میکروارگانیسم های درگیر در فرآیند بیوسنتز                                                                               

نانوذرات معمو   قار  ها دارای توانایی احیا قوی تری نسبت                                                                               

به باکتری ها می باشند. اما به دلیل تولید اگزوپلی ساکاریدهای                                                                                   

خارج سلولی توسط قار  ها، معمو   نانوذرات تولیدی به                                                                              

 (.    11آسانی قابل ت لی  نمی باشند                              

در مطالعه حاضر به بررسی تولید سبز نانوذرات طلا توسط                                                                              

باکتری های جداسازی شده از خاک پرداخته شد. یکی از                                                                                

اهداف مهم این پ وه ، دستیابی به باکتری هایی با بیشترین                                                                              

توانایی تولید نانوذرات طلا به صورت درون و برون سلولی                                                                             

  باسیلوس       شامل          بوده است. باکتری های به دست آمده                                                                

سویه            اسپیزیزنی             باسیلوس       ،       F     8 سویه              موجاونسیس         

 RR   - 3      ،                   3      سویه        باسیلوس والیسمورتیس  

بوده اند. تاکنون گزارشی مبنی بر بیماری زا بودن این جدایه ها                                                                                   

وجود نداشته و چنان ه ایجاد بیماری نمایند، عفونت های                                                                               

فرصت طلب ایجاد می کنند. بنابراین این باکتری ها برای افراد                                                                                 

سالم جامعه خطرناک نبوده و می توان آن ها را بدون هی                                                                                      

مشکلی در راکتورهای صنعتی کشت و جهت تولید نانوذرات                                                                       

 .     ( 21  طلا از آن ها استفاده نمود                          

امروزه استفاده از نانوذرات طلا به عنوان ماده ضد باکتری                                                                                     

قدمی بسیار بزر  در تولید دارو می باشد. بررسی ها نشان                                                                                  

 داده است که نانوذرات تولیدی نه تنها ارزان و مقرون به صرفه                                                                                     

 می باشند، بلکه تولید آن ها ساده و پایدار نیز می باشد.                                                     

در مطالعه انجام شده تعداد زیادی از باکتری ها به منظور تولید                                                                                     

نانو ذرات طلا  ربال گردیدند. از این میان توانایی تولید نانو                                                                                      

ذرات طلا به صورت درون و برون سلولی توسط سه جدایه                                                                             

ساعت مش   گردید. تولید نانوذرات طلا                                                    24خاک در مدت                  

در محیط با ت ییر رن  واض  محیط کشت به صورتی تا بنف                                                                              

قابل ردیابی بود. این ت ییر رن  از ت ییرات رزونانس سطحی                                                                                

نانوذرات ناشی می شود که به دلیل افزای  سط  ذرات نسبت                                                                              

، حضور          به حجم آن ها می باشد. با استفاده از اسپکتروفوتومتر                                                                        

نانوذرات طلا به دلیل ت ییر در جذب نوری محلول قابل پیگیری                                                                     

بود. به منظور تایید تولید نانوذرات طلا از میکروسکوپ                                                                                    

نتایج نشان              استفاده گردید.                        الکترونی گذاره و پراش اشعه اکس                                          

گونه م تل  باکتریایی                                    33دادند، نانوذرات طلا توسط                                           

 جداسازی شده از خاک قابل تولید می باشند.                                           

پیک از              4پراش اشعه اکس، حداقل حضور                                       در بررسی توسط                       

فلز طلا دیده شد که نشان دهنده حضور این فلز در محیط                                                                                     

واکن  است. همانگونه که تصاویر میکروسکوپ الکترونی نشان                                                                 

دادند، اندازه متوسط نانوذرات برون سلولی نسبت به درون                                                                                

برابر(. احتما   این حالت به                                           3سلولی بیشتر بوده است  حدود                                        

دلیل ابعاد باکتری می باشد که سایز نانوذرات طلا تولیدی به                                                                                     

روش درون سلولی متاثر از اندازه سلولی، کوچکتر شده است.                                                                             

در این مطالعه حضور اشکال کروی تا چند ضلعی در تولید                                                                                  

برون سلولی طلا و حضور اشکال کروی، چند ضلعی و مثلثی                                                                           

در تولید درون سلولی طلا مشاهده گردید. حضور اشکال مثلثی                                                                           

از نانوذرات طلا در درون سلول، حاکی از این واقعیت دارد که                                                                                 

احتما   آنزیم های درگیر در فرآیند احیای نانوذرات به صورت                                                                              

درون سلولی با آنزیم های درگیر در آن به صورت برون سلولی                                                                                

 متفاوت می باشند.                

تاکنون        در بررسی فعالیت ضد باکتریایی نانوذرات تولیدی،                                                                         

گزارشی که به منظور تولید نانوذرات درون سلولی از  لظت                                                                                

یون فلزی استفاده کرده باشد، وجود نداشته است. در                                                                        C  های   

میلی مو ر                 1این تحقیق به صورت آزمایشی از رقت نهایی                                                                
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کلرواوریک اسید جهت تولید نانوذرات طلا به صورت درون                                                                       

روز ت ییر                 3سلولی استفاده گردید. در این حالت پس از حدود                                                               

رن  اندکی در محیط واکن  دیده شد. در حالی که استفاده از                                                                                

در تولید درون سلولی نانوذرات نشان داد که                                                            C   لظت های              

 تولید با تر از نانوذرات طلا با این روش قابل انجام است.                                                     

علاوه بر این برای جداسازی نانوذرات تولیدی از درون                                                                                

باکتری، در بیشتر مطالعات از دستگاه اولتراسونیک به منظور                                                                               

شکست فیزیکی سلول ها استفاده شده است. برای مثال                                                                              

 ،   2111( و همکاران در سال                                      alish aralal کالیشوارا ل                 

 به بررسی توانایی تولید نانوذرات نقره و طلا به صورت                                                                                 

   بروی باکتریوم کاز ی                               درون سلولی توسط باکتری                                                  

( پرداختند. آنها با موفقیت توانستند                                                                         

نانوذرات فلز را با روش اولتراسونیک از سلول باکتری خارج                                                                              

(. اما در مطالعه حاضر است راج نانوذرات طلا تولید                                                                   1نمایند            

شده به صورت درون سلولی به صورت موفقیت آمیزی با                                                                            

 استفاده از ذرات شیشه و سرما انجام شد.                                       

ارزیابی خواص ضد باکتریایی نانوذرات طلا تولید شده به                                                                              

روش درون و برون سلولی برای یکی از سه سویه جداسازی                                                                           

شده از خاک نشان داد که نانوذرات طلا تولیدی به صورت                                                                               

برون سلولی خواص ضد باکتریایی قوی تری نسبت به نوع                                                                            

درون سلولی داشته است. دلیل این حالت مش   نیست زیرا                                                                        

مطالعات نشان داده اند که با کوچک شدن اندازه نانوذرات به                                                                                 

نانومتر، خواص ضد باکتریایی آن ها افزای  می یابد                                                                     11حدود        

(. در مورد عوامل م تل  تاثیر گذار بر خواص ضد                                                                                4  

میکروبی نانوذرات تولیدی به روش درون سلولی، این حالت                                                                         

محتمل است که میکروارگانیسم ها در درون سلول نانوذرات                                                                         

تولیدی را با پروت ین ها و یا مواد آلی دیگری همراه نموده و                                                                                         

تشکیل اندوخته هایی را داده اند که سبب شده نانوذرات به                                                                                   

صورت خنثی عمل نموده و سمیت کمتری برای                                                                                 

 (.    3میکروارگانیسم ها داشته باشند                                

علاوه بر این شکل نانوذرات نیز در خواص ضد باکتریایی آن                                                                              

ها موثر است. به طوری که نانوذرات مثلثی اثر ضد باکتریایی                                                                                 

قوی تری دارند. این یافته با نتیجه به دست آمده در این مطالعه                                                                                     

هم خوانی دارد. احتمال دارد نانوذرات تولید به روش برون                                                                                   

سلولی نیز دارای اشکال تیز و برنده ای مانند شکل مثلثی بوده                                                                                     

باشند. همانگونه که تصاویر میکروسکوپ الکترونی نشان داده                                                                          

اند، نانوذرات طلا تولیدی به روش برون سلولی دارای انواعی از                                                               

نانومتر نیز کوچک ترند.                                  11ابعاد می باشند که برخی از آن ها از                                      

بنابراین احتما   نانوذرات تولیدی به روش برون سلولی قوی تر                                                                               

 از درون سلولی عمل نموده اند.                              

مطالعاتی در مورد بررسی اثرات ضد باکتریایی نانوذرات م تل                                                                     

( و        Fayaفلزی مانند طلا و نقره، وجود دارد. برای مثال فیاز                                                                           

به بررسی بیوسنتز نانوذرات نقره                                                  2111همکاران در سال                          

پرداخته و اثر سینرژیستیک آن را با آنتی بیوتیک های رایج                                                                                      

(. نتایج آنها افزای  اثر ضد باکتریایی آنتی                                                              21بررسی نمودند                    

بیوتیک ها را به وسیله نانوذرات نقره نشان داد. آن ها دریافتند                                                                                        

که خواص ضد باکتریایی آنتی بیوتیک های رایج به همراه                                                                                  

نانوذرات نقره بر روی باکتری های گرم منفی، به دلیل تفاوت                                                                                   

 در دیواره سلولی بیشتر از باکتری های گرم مثبت بوده است.                                                        

با این حال در مطالعه حاضر نشان داده شد که اثر خال  ضد                                                                                   

باکتریایی نانوذرات طلا بر روی هر دو گروه باکتری ها وجود                                                                                  

دارد و تقریباا بر روی هر دو دسته باکتری ها به یک میزان عمل                                                                                        

می نماید. دلیل این حالت توانایی عمل نانوذرات طلا بر روی                                                                                

قسمت های م تل  حیاتی سلول مانند تولید انرژی، حرکت                                                                         

باشد که در هر دو                                سلول های میکروبی و پروت ین سازی می                                                  

 (.       گروه باکتری ها اهداف مشترکی محسوب می شوند                                             

 اگرچه بر خلاف یافته های به دست آمده از این تحقیق یوون                                                                                

   oo                                   باسیلوس         نشان دادند که                            211( و همکاران در سال

اشریشیا         (  گرم مثبت( نسبت به                                                       سوبتلیس           
(  گرم منفی( به نانوذرات نقره حساسیت بیشتری                                                                          کلی   

نشان          2111( و همکاران نیز در سال                                      a  a (. ناندا                22دارد          

دادند که نانوذرات نقره بر روی باکتری های گرم مثبت عملکرد                                                                                

(. دلیل این امر احتما   به ساختار و اندازه                                                                      4بهتری دارند                     

 نانوذرات وابسته است.                    

برخی از مطالعات نیز حاکی از بی اثر بودن نانوذرات طلا بر                                                                                      

(   Rupar lia(. روپارلیا                   23بوده اند                    اشریشیا کلی             روی باکتری                
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نشان دادند که این اثر وابسته به نوع                                                       2111و همکاران در سال                          

سویه ارگانیسم هدف می باشد. به طوری که برخی از سویه                                                                              

استافیلوکوکوس               نسبت به سویه های                                        اشریشیا کلی               های         
به نانوذرات نقره مقاومت                               (                                اور وس      

(. بنابراین تفاوت های فردی بین                                                    24بیشتری داشته اند                                

زیرگونه های م تل  از یک گونه باکتریایی منفرد می تواند در                                                                              

 حساسیت یا مقاومت به نانوذرات فلزی تعیین کننده باشد.                                                       

نکته ای که وجود دارد این است که حساسیت باکتری ها                                                                                  

نسبت به نانوذرات فلزات م تل  وابسته به گونه باکتری تولید                                                                            

کننده نانوذرات، سایز، شکل و  لظت نانوذرات و نوع                                                                                   

نانوذرات تولیدی و نیز شرایط فیزیکوشیمایی محیط واکن                                                                          

(. هم نین اکثر مطالعات بر روی نانوذرات نقره                                                                می باشد               

متمرکز شده اند، لذا بنا به د یل یاد شده نتایج نامشابهی به                                                                                         

در مطالعه حاضر نانوذرات طلا تولیدی بر ضد                                                             دست می آید.               

چند نوع از باکتری های بیماری زای گرم منفی و گرم مثبت                                                                                  

مورد بررسی قرار گرفتند. قطر هاله عدم رشد برای باکتری                                                                                  

(                                 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس                          

میلی متر بوده که نسبت به سایر باکتری های مورد                                                                       23، حدود            

آزمون حساسیت بیشتری داشته است. باکتری یاد شده فلور                                                                            

طبیعی پوست انسان بوده و به بسیاری از آنتی بیوتیک ها مقاوم                                                                                 

می باشد. علاوه بر این، باکتری گرم مثبت دیگر یعنی                                                                                       

نیز به نانوذرات طلا حساسیت داشته                                                 استافیلوکوکوس اور وس                      

و قطر هاله عدم رشد آن در مورد نانوذرات تولیدی به روش                                                                                

میلی متر بوده است. این باکتری نیز از                                                          13برون سلولی حدود                       

 عوامل مهم عفونت های بیمارستانی مقاوم به دارو به شمار                                                                                

می رود. لذا همانگونه که گزارش شده است نانوذرات طلا                                                                             

 تولیدی به صورت بیولوژیک دارای اثر ضد باکتریایی قوی                                                                            

می باشند. از باکتری های گرم منفی مهم می توان به                                                                                             

   شیگلا دیسانتریه                و     (                  سودوموناس آ روجینوزا                            

( اشاره نمود. قطر هاله عدم رشد برای                                                                           

میلی متر می                     21آن ها در مورد نانوذرات برون سلولی به حدود                                                             

رسد. این دو باکتری نیز از پاتوژن های خطرناک انسانی به شمار                                                                  

رتبه اول را در                      سودوموناس آ روجینوزا                          می روند. به طوری که                                 

 بین عوامل مسبب عفونت های بیمارستانی دارا می باشد.                                                 
 

 نتیجه  یری          

امروزه با توجه به ایجاد سویه های مقاوم به چند دارو ضرورت                                                                                  

دستیابی به روش های مناسب و بی ضرری که بتواند با عفونت                                                                               

های حاصل از آن ها مقابله نماید احساس می گردد. نانوذرات                                                                                

تولید شده با روش بیولوژیکی دارای اثرات ضد باکتریایی                                                                                 

 مناسبی علیه سویه های ایجاد کننده عفونت های انسانی                                                                                   

می باشند. با توجه به نتایج به دست آمده در این تحقیق، در                                                                                         

بررسی های بیشتری که در آینده به عمل خواهد آمد امید است                                                                                

بتوان به شرایط ایده آلی دست یافت که طی آن با تنظیم عوامل                                                                                    

محیطی، نانوذراتی با شکل و اندازه دل واه را از باکتری ها سنتز                                                                                      

نمود. علاوه بر این بررسی خواص ضد باکتریایی نانوذرات                                                                              

فلزی تولید شده و بررسی اندازه و شکل آن ها توسط سایر                                                                                     

 باکتری های به دست آمده از این تحقیق، از دیگر مطالعات                                                                                    

 پی  رو می باشد.               

 تشکر و  دردانی              

دانشگاه         مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی                                  نویسندگان این مقاله از                                    

علوم پزشکی مشهد به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای این                                                                             

 پ وه  کمال امتنان را دارند.                           
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Abstract 

   k           O         :    a  itio  to sa  ty,  a oparticl s pro uc    ia biolo ical m tho s 

sho  a timicrobial acti ity a ai st huma  patho   s.  his stu y  as aim   to isolatio  a    

i   ti icatio  o  i trac llular a     trac llular  ol   a oparticl  pro uci   strai s  rom soil a   to 

i   sti at  th  a timicrobial     cts o  th  pro uc    a oparticl s o     commo  bact rial  

patho   s. 

                     :    this stu y, a t r isolatio  o  bact ria  rom th  soil a   pro uctio  o  th  

 ol   a aoparticl s by th ir sup r ata ts a   th ir pur  c lls, th  bio-pro uctio   as  

co  irm   throu h  isibl  sp ctrophotom try, tra smissio   l ctro  microscopy ( E ) a    -ray 

 i  ractio  a alysis ( R ).  h   a oparticl  pro uci   stai s   r  i   ti i   bas   o        

ampli icatio  by PCR a        s  u  ci  . Fi ally, th  a tibact rial prop rti s o  th  pro uc    ol  

 a oaprticl s a ai st    patho   ic bact ria  as ass ss   by   ll  i  usio  m tho .  

       : R sults sho    that 38 strai s ha  ability to pro uc    trac llular  ol   a oparticl s. 

 mo   th m    strai s ha  ability to pro uc  i trac llular  ol   a oparticl s as   ll.  E   

ima  s o  th   ol   a oparticl s sho    si  s l ss tha       m a   th   R  patt r s co  irm   th  

crystalli   structur  o  th   ol   a oparticl s.  hr   bact rial strai s,                    ,  

                  a                        , sho    hi h r pro ucti ity    tibact rial t sts sho    

that th    trac llular  ol   a oaprticl s ha  b tt r acti ity a ai st patho   ic bact rial strai s tha  

th  i trac llular pro uc   o  s. 

C         : Pro uctio  o   ol   a oparticl s  as p r orm   by biolo ical m tho .  his  a oparticl s 

sho    a sam  a tibact rial acti ity a ai st both t st    ram positi   a      ati   bact ria. 

K  w    :  iopro uctio ,  ol   a oparticl s,   tibact rial acti ity. 
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