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Background and Aims: One of the most important factors in food industry is the 

formation of microbial biofilm which can be the potential source of food products contamination 

with food spoilage and foodborne pathogenic bacteria. This study was conducted to evaluate the 

inhibitory effects of zinc oxide nanoparticles on biofilm formation of some foodborne bacterial 

pathogens.  

Materials and Methods: This research was carried out in 2015. Minimum inhibitory 

concentration (MIC) of zinc oxide nanoparticles for E. coli (ATCC 35218), Staphylococcus 

aureus (ATCC 6538), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) and Bacillus cereus (ATCC 

14579) was determined by using 96-well microplate and resazurin reduction method. Biofilm 

formation inhibition was assessed with microtiter plate method based on crystal violet staining 

and measurement of optical density using microplate reader. 

Results: MIC of zinc oxide nanoparticles for the above mentioned bacteria was 

respectively 1, ≤ 0.5, 1 and 2 mg/mL. The inhibition percentages of biofilm formation at the 

MIC of the nanoparticles were 90.20, 85.69, 83.65 and 61.96, respectively.  

Conclusions: In this study, zinc oxide nanoparticle showed the ability to inhibit the 

formation of biofilm even in sub inhibitory concentrations or Sub-MICs.  No significant 

difference (P>0.05) was observed in the biofilm inhibitory effects of ZnO nanoparticles at MIC 

and ½MIC between E. coli and S. aureus. Results of this study showed the inhibitory effects of 

zinc oxide nanoparticles on biofilm formation of the studied foodborne bacterial pathogens. 

According to the importance of these bacteria in public health, ZnO nanoparticle can be used as 

a cleaning agent for the surfaces, apparatus and production lines in food plants in order to 

prevent foodborne bacterial biofilm formation. 
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 زاي غذازادهاي بيماريتشکيل بيوفيلمِ برخي باكتري بررسي اثر مهاري نانو ذرة اكسيد روي در
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تواند منبع بالقوة آلودگي و عامل يكي از مسائل مهم در صنعت غذا، تشكيل بيوفيلم ميكروبي است كه مي زمينه و اهداف:

زاي غذازاد باشد. اين مطالعه با هدف بررسي اثر مهاريِ نانوذرة اكسيد روي در تشكيل بيوفيلم اد و بيماريهاي عامل فسانتقال باكتري

 زاي غذازاد انجام گرفته است.هاي بيماريبرخي باكتري

شد، حداقل غلظت مهاركنندگي رشد نانوذرة اكسيد روي عليه  انجام 1394 سال در كه مطالعه اين درمواد و روش کار: 

 باسيلوس( و ATCC14028)موريوم  يفيت سالمونلا(، ATCC 6538)اورئوس  استافيلوكوكوس(، ATCC 35218) يكل ريشيااش
گيري شد. اثر مهاريِ نانوذرة اكسيد روي بر و احياي رزازورين اندازه Broth Microdilution(، به روش ATCC 14579)سرئوس 

 گيري جذب نوري ارزيابي شد.و اندازه آميزي با كريستال ويولهطريق رنگ يت ازميكروتيتر پل ها به روشتشكيل بيوفيلم باكتري

ليتر و گرم در ميليميلي 2و  1، ≥5/0، 1شدة بالا، به ترتيب هاي بررسيحداقل غلظت مهاركنندگي رشد براي باكتري: هايافته

 درصد محاسبه شد. 96/61و  65/83، 69/85، 20/90ترتيب درصد مهار تشكيل بيوفيلم در حداقل غلظت مهاركنندگيِ رشد، به 

حداقل غلظت مهاركنندگيِ رشد نيز توانايي مهار تشكيل بيوفيلم را تر از هاي پاييننانوذرة اكسيد روي در غلظت :گيرينتيجه

ر مقايسه با د حداقل غلظت مهاركنندگي رشد، با غلظت نصف كلي ايشياشرو  رئوساو لوكوكوسياستافهاي نشان داد و در باكتري

. (05/0Pنشان نداد )توانايي مهار تشكيل بيوفيلم داري را در آن، تفاوت آماري معنيبرابر با حداقل غلظت مهاركنندگي رشد غلظت 

به شده را تأييد كرد. با توجه بررسي زايِ غذازادِهاي بيماريباكتريدر مهار تشكيل بيوفيلم نتايج، اثر ضد ميكروبي نانوذرة اكسيد روي 

و  هاسازي سطوح، دستگاهتوان براي جلوگيري از تشكيل بيوفيلم، از اين تركيب براي پاکها در سلامت جامعه، مياهميت اين باكتري

 هاي مواد غذايي استفاده كرد.خطوط توليد در كارخانه

  زاي غذازاد، بيوفيلم، نانو ذرة اكسيد روي، باكتري بيمارياثر مهاري :کليدي کلمات
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مهمقد

 از ايدهيچيپ كسيماتر اي اجتماع(، Biofilm) لميوفيب

 يسطح به كه هاستآن يكروبيم داتيتول و هاسميكروارگانيم

 1978 سال در باكتريايي هايلميوفيب(. 1) است شده متصل

 هاييباكتر. شدند داده شرح( Costerton) كاسترتون توسط

از اجتماع يک گونة واحد يا چند  تواننديم بيوفيلم ةدهندتشكيل

هاي جدا از هم به سطح زماني كه سلول (.2گونة متفاوت باشند )

شود. ظرفيت سلول متصل شوند، بيوفيلم باكتريايي تشكيل مي

و  pHبراي انجام اين واكنش اوليه به عوامل محيطي مانند دما، 

ساسيت به هاي جنبشي، حعوامل ژنتيكي بستگي دارد كه فعاليت

هاي ديگر باكتري را رمزگذاري ها و پروتئينمحيط، پيونددهنده

شوند به يكديگر متصل مي كاملاًهاي باكتريايي (. توده3كنند )مي

دهند كه شامل همة انواع و ماتريكس خارج سلولي تشكيل مي

ساكاريدهاست. اين ها و پليمانند پروتئين هادر آن دشدهيتولمواد 

كنند. بيوتيک مقاومت ميبرابر دوزهاي بالاي آنتيها در توده

، ازجمله از سطوحاي بيوفيلم ممكن است بر طيف گسترده

هاي پزشكي و هاي بدن، دستگاههاي آبي طبيعي، بافتسيستم

هر سطحي تشكيل شود.  باًيتقرصنعتي، سيستم آب آشاميدني و 

توليدكنندة  زا و ياضرر، بيماريبي صورتبهتوانند ها ميبيوفيلم

(. بيوفيلم در 4توكسين در داخل ماتريكس مطرح باشند )

 .(5ي، صنعتي و باليني اهميت دارد )طيمحستيزهاي زمينه

 ماندگاري، دورة در آن كيفيت و غذايي مادة ايمني حفظ

 سلامت مسئولين و غذا صنعت كه متخصصين است يامسئله

 پزشکي ايران يشناسکروبيممجله 
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 به يتوجهكم يا يتوجهيب و اندكرده كشورها همواره بدان توجه

 امروزه كند. وارد جامعه را به يريناپذجبران صدمات تواندمي آن

يک  آلوده غذاهاي مصرف از ناشي هايبيماري، دنيا جاي همه در

 امنيت تأمين لزوم به توجه با .رودشمار مي به اساسي مشكل

 از يكي يفيتباك و ايمن سالم، غذايي مواد توليد جامعه، غذايي

فاسدشده،  غذاهاي .است غذايي مواد يدكنندگانتول لياص اهداف

 ازلحاظ نيز يدكنندهتول به ،كنندهمصرف سلامت به آسيب افزون بر

 (.6رسانند )مي زيان اقتصادي

زا و فاسدكنندة هاي بيماريغذايي، اتصال باكتري عيدر صنا

يي با سطوحِ در تماس با مواد غذايي در فرآيندهاي توليد مواد غذا

تواند منبع هاي ميكروبي مي، تشكيل بيوفيلمتاً ينهابندي و تهو بس

ها هاي غذايي و انتقال بيماريبالقوة آلودگي محصولات و فرآورده

ة تماس با سطوح جينت درتوانند ها مي(. ميكروارگانيسم7باشد )

مواد سطوحِ در تماس با  كهييازآنجاآلوده به آساني انتقال يابند. 

صنايع غذايي، بيشتر از جنس استيل  آلاتنيماشيي در غذا

درپي از اين سطوح باعث ايجاد است، استفادة پي ضدزنگ

شود و بخشي از مواد غذايي روي اين خراشيدگي و زبري مي

ها در اتصال، ماند و باعث افزايش توانايي باكتريي ميباقسطوح 

 و كنندهپاکشود كه در برابر عوامل رشد و تشكيل بيوفيلم مي

ها روي مقاوم است. رشد اين ميكروارگانيسم كنندهيضدعفون

يي باعث ايجاد آلودگي ميكروبي در محصول مواد غذاتجهيزات و 

ماندگاري محصول و  زمانمدتبه كاهش  جهيدرنتشود و مي

انجامد. مشكل ديگر هاي ناشي از غذا ميافزايش شيوع بيماري

هاي حرارتيِ بدّلهايي مانند مبيوفيلم، تشكيل آن در مكان

صنايع غذايي است كه باعث كاهش راندمان انتقال  آلاتنيماش

هاي شود. افزون بر اين، برخي از ميكروارگانيسمحرارتي مي

شوند. موجود در بيوفيلم، موجب خوردگي سطوح فلزي مي

هاي آزاد، به عوامل هاي بيوفيلم در مقايسه با سلولسلول

-مقاومت بيشتري نشان مي كنندهيضدعفونكشُ و مواد باكتري

بيوفيلم بر سطوح، شستشو و از  صورتبهها دهند و رشد باكتري

شناسايي  غذايي صنايع در(. 8كند )بين بردنشان را مشكل مي

سطوح در تماس با مواد  روي بيوفيلم،هاي جلوگيري از تشكيل راه

 براي است و بسيار مهماز بين بردن آن  يهاراه زين و غذايي

ي و سازپاک .باشداهميت مي جامعه حائز عمومي لامتس

مواد ي هاكارخانهها و خطوط توليد در دستگاه مؤثرضدعفوني 

يي، دو امر مهم و اساسي در كنترل بيوفيلم در صنعت غذا غذا

است. در اين زمينه استفاده از تركيبات ضدميكروبي كه مانع از 

شوند، بسيار زاد ميي غذازايماريبهاي تشكيل بيوفيلم باكتري

ها در برابر تركيبات ضد اهميت دارد. ظهور مقاومت باكتري

دهد كه استراتژي جديدي براي نشان مي وضوحبهميكروبي 

 .كنترل بيوفيلم مورد نياز است

توانايي  ژهيوبههاي اخير در زمينة نانو تكنولوژي، پيشرفت

ه ايجاد ها و سايزهاي مختلف منجر بساخت نانو ذرات در شكل

دستة وسيعي از عوامل ضد ميكروبي شده است. مواد در ابعاد نانو، 

ترِ همان نسبت سطح به حجمِ بيشتري در مقايسه با ذرات بزرگ

 نظر ازشود تا تركيب شيميايي دارند و همين موجب مي

 (.6باشند ) ترفعالبيولوژيكي 

نانوذرات از طريق واكنش الكترواستاتيكي به غشاي باكتري 

شوند و با ايجاد اختلال در آن، غشاي باكتري را تصل ميم

هاي ضد (. يكي از مكانيسم9كنند )صورت كامل تخريب ميبه

هاي كربوكسيل لاية ميكروبي نانوذرات، واكنش با آمين و گروه

هاست كه موجب آسيب ديدن ديوارة پپتيدوگليگان ديوارة باكتري

فعاليت  القاي سممكاني (. البته10شود )ها ميسلولي آن

 شناخته نشده كامل طوربه فلزي اكسيد نانوذرات ضدباكتريايي

سلولي اكسيژن داخل توليد متعاقباً  و يون رهاسازي ميزان اما است،

(ROS: reactive oxygen species )شود مي فرض اصلي ليلد

(12 ،11.) 

 ريتأثدر اين پژوهش اثر ضدميكروبي نانوذرة اكسيد روي و 

ي زايماريبهاي لوگيري از تشكيل بيوفيلم ميكروبآن در ج

 يفيت سالمونلا، اورئوس لوكوكوسياستاف، يلك ايشياشر غذازاد
 بررسي شد. سرئوس لوسيباسو  وميمور

 هاروشمواد و 

گرديد،  نانوذرة  انجام 1394 سال در كه مطالعه اين در

با  (US Research Nanomaterials, Inc. USA) اكسيد روي

از شركت  نانومتر 10-30درصد و اندازة ذرات  99خلوص درجة 

 پيشگامان نانو مواد ايرانيان )مشهد، ايران( خريداري شد.

هاي در اين مطالعه شامل سوش استفاده موردهاي باكتري

 وميمور يفيت سالمونلا(، ATCC 35218) يلك ايشياشراستاندارد 

(ATCC14028 ،)اورئوس لوكوكوسياستاف (ATCC 6538)  و

بودند كه همگي از گروه  (ATCC 14579) سرئوس لوسيباس

بهداشت مواد غذايي دانشكدة دامپزشكي دانشگاه شيراز تهيه 

 Tryptic Soy Brothها در محيط كشت باكتري سوششدند. 

(TSB حاوي )80درصد گليسيرين در دماي  30، مرک، آلمان- 

در  هاششدند. در زمان آزمايش، سودرجة سلسيوس نگهداري مي

و  TSBشدند و پس از كشت در يي انجمادزدادماي محيط 

، درجة سلسيوس 37ساعت در دماي  24ي به مدت گذارگرمخانه
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 مک كانكي آگار هاي كشت اختصاصي، شاملدر محيط مجدداً

(MacConkey agar)( سالمونلا شيگلا آگار ،Salmonella 

Shigella agar برد پاركر آگار ،)(Baird–Parker agar ) و

 Bacillus cereus Selectiveسلكتيو آگار )سرئوس باسيلوس 

Agar گرمخانهدرجة سلسيوس  37ساعت در دماي  24( كشت و

ي شدند. يک روز پيش از آزمايش، يک پرگنة خالص از هر گذار

افزوده شد. در روز آزمايش،   TSBمحيطباكتري برداشته شد و به 

از  ازين موردريل رقت با استفاده از سرم فيزيولوژي است

 سوسپانسيون باكتري تهيه شد.

  تعيين حداقل غلظت مهارکنندگي رشد

 (Minimum Inhibitory Concentration )با  نانوذره

  استفاده از معرّف رنگي رزازورين

اي استريل و روش حفره 96براي اين كار از ميكروپليت 

Sarker ( البته با اندكي تغييرات،13و همكاران ،) .استفاده شد 

-ميلي 40گرم معرّف رنگي رزازورين در ميلي 300در آغاز 

يكنواخت شد. سپس با فيلتر سر  كاملاًليترآب مقطرّ حل و 

 سرنگي، استريل و به لولة استريل منتقل شد.

از  mg/mL 16 ،mg160براي تهية استوک نانوذره با غلظت

 10، به حجم  TSBة اكسيد روي با محيط كشتنانوذرپودر 

 121ليتر رسانده شد، آنگاه سوسپانسيون حاصل، در دماي ميلي

دقيقه  30دقيقه اتوكلاو و به مدت  15درجة سلسيوس به مدت 

 همگن شد. Sonicatorدر دستگاه 

-هاي گرمخانهبراي تهية استوک هر باكتري، از باكتري

درجة سلسيوس،  37ساعت در دماي  24گذاري شده به مدت 

ليتر نرمال سالين استريل ريخته شد ميلي 9ن ليتر درويک ميلي

 به دست CFU/mL 710غلظت ي شد تا سازقيرقو چندين بار 

 آمد.

چهار گونه  هيعلنانوذرة اكسيد روي  MIC براي تعيين

 mg/mL 16غلظت اي از حفره 96باكتري، ابتدا در ميكروپليت 

 100سازي دودويي با حجم رقت TSB نانوذره در محيط كشت

غلظت در يک چاهک هم نانوذره با  علاوهبهوليتر تهيه شد. ميكر

mg/mL 16  تريل كرويم 10ريخته شد. سپس به هر چاهک 

ميكروليتر  CFU/mL 710 ،30غلظت سوسپانسيون باكتري با 

افزوده شد.  TSB ميكروليتر محيط كشت 60و  محلول رزازورين

 5/0و  1 ،2، 4، 8غلظت نانوذره در هر چاهک به ترتيب  تيدرنها

 .به دست آمد CFU  510ليتر و غلظت باكتريگرم در ميليميلي

 170هاي لازم شامل كنترل محيط كشت )شامل كنترل

ميكروليتر محلول رزازورين(، كنترل مثبت  30و  TSB ميكروليتر

ميكروليتر محلول رزازورين و  TSB،30 تريكروليم 160)شامل 

 100نترل منفي )شامل ميكروليتر سوسپانسيون باكتري( و ك 10

 30ميكروليتر محيط كشت و  70ميكروليتر استوک نانو ذره، 

ميكروليتر محلول رزازورين( در نظر گرفته شد. براي هر باكتري و 

 .هر كنترل سه تكرار در نظر گرفته شد

درجة  37ساعت در دماي  24ميكروپليت به مدت 

قرائت  گذاري شد، سپس نتايجسلسيوس در انكوباتور گرمخانه

مورد رنگ شد. تغيير رنگ رزازورين از بنفش به صورتي تا بي

و كنترل هر باكتري  نانوذرهو با رنگِ كنترل مشاهده قرار گرفت 

كمترين  عنوانبه MICمقايسه شد. در پايان براي هر باكتري، 

 كه مانع رشد آن باكتري شده بود، تعيين شد. نانوذرهغلظت از 

 آزمايش بيوفيلم

 موردهاي انايي ايجاد بيوفيلم توسط باكتريسنجش تو

صاف و به روشِ ايِ تهحفره 96هاي با ميكروپليت مطالعه

(. 14همكاران انجام شد ) و Tendolkar شده توسطدادهتوضيح

 به TSB در محيط كشت استفاده موردِهاي بدين منظور باكتري

گذاري درجة سلسيوس گرمخانه 37ساعت در دماي  24مدت 

 هركدامچاهک به  8تايي از ميكروپليت،  12د. در هر رديف شدن

مانده به كنترل چاهکِ باقي 4ها اختصاص داده شد و از باكتري

خالص و بدون باكتري(  TSBميكروليتر  200منفي )حاوي 

شده از هر ميكروليتر سوسپانسيون رقيق 100اختصاص يافت. 

ليتر محيط ميكرو 100به همراه  CFU/mL 610غلظتباكتري با 

 24در هر چاهک ريخته شد و ميكروپليت به مدت   TSBكشت

درجة سلسيوس قرار داده شد. پس از گذشت  37ساعت در دماي 

ها برگردانده شدند تا محيط كشت موجود اين مدت، ميكروپليت

ها سه بار با بافرِ فسفاتِ در هر چاهک خالي شود، سپس چاهک

اند، كه بيوفيلم تشكيل ندادههايي استريل شسته شدند تا باكتري

وارونه به مدت يک  صورتبهها خارج شوند. پس از آن ميكروپليت

ميكروليتر از  200ساعت در دماي اتاق رها شدند تا خشک شوند. 

درصد به هر چاهک افزوده شد و  2/0محلول كريستال ويوله 

درجة سلسيوس  37دقيقه بدون حركت در دماي 15ميكروپليت، 

ها خارج شد و پس از . آنگاه رنگ داخل چاهکگرفتقرار 

ها در دماي اتاق شستشو با بافرِ فسفاتِ استريل، ميكروپليت

اسيد استيک به هر  %30ميكروليتر از محلول  200خشک شدند. 

ة دهندليتشكهاي چاهک افزوده شد تا رنگ باندشده با باكتري

 بيوفيلم استخراج شود.

نانومتر  595در طول موج در ادامه جذب نوري اين محلول 

شده دادهگيري شد و مطابق روشِ توضيحبا ميكروپليت ريدر اندازه
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و همكاران، توانايي تشكيل بيوفيلم ارزيابي  Stepanovicتوسط 

ها با سه (. براي اين كار ميانگين جذب نوري كنترل منفي15شد )

 ها جمع شد. عددبرابر انحراف از معيار جذب نوري كنترل منفي

 ODc يا آمدهدستبهي مقادير جذب نوريِ بندطبقهحاصل، معيار 

(Optical Density cut-off value ،ناميده شد. بر اساس آن )

 تشكيل بيوفيلم به چهار دسته تقسيم شدند؛ نظر ازها باكتري

هايي كه بدون بيوفيلم هستند؛ جذب نوري اين باكتري :الف

 ODc of no biofilmاست ) ODcتر و مساوي با دسته كوچک

producer≤ODc.) 

هايي كه توليد ضعيف بيوفيلم دارند؛ جذب نوري باكتري :ب

تر و مساوي با دو برابر آن و كوچک ODcاز  تربزرگاين دسته 

 (.ODc<OD of weak biofilm producer≤2×ODcاست )

هايي كه توليد متوسط بيوفيلم دارند؛ جذب باكتري :پ

تر و مساوي با و كوچک ODcتر از دو برابر نوري اين دسته بزرگ

 ODc< OD of moderate biofilm×2چهار برابر آن است )

producer≤4× ODc.) 

هايي كه داراي بيوفيلم قوي هستند؛ جذب نوري باكتري :ت

 OD of strongاست ) ODcتر از چهار برابر اين دسته بزرگ

biofilm producer>4× ODc.) 

 د روي در مهار تشکيل بيوفيلمة اکسينانوذر ريتأث

مدت  به TSB هاي مورد استفاده در محيط كشتباكتري

گذاري شدند، درجة سلسيوس گرمخانه 37ساعت در دماي  24

سازي سري، استوک باكتري با غلظت سپس با استفاده از رقت

CFU/mL 610  تهيه شد. هر ميكروپليت براي دو باكتري

با  نانوذرههر باكتري استوک قرار گرفت و براي  مورداستفاده

 100تهيه شد. در هر رديف، MIC (4MIC ) برابر 4 غلظت

ها ريخته شد، درون چاهک TSBميكروليتر از محيط كشت 

با غلظت  نانوذرهميكروليتر از استوک  100سپس در چاهک اول، 

MIC4 درسازي سري دوتايي انجام گرفت و ريخته شد و رقت 

، 2MIC ،MIC بيترتها به چاهکدر  نانوذرهپايان، غلظت 

MIC½ ،MIC¼  وMIC 8/1  ميكروليتر  100شد. در هر چاهک

ريخته شد. اين مراحل  CFU/mL 610از استوک باكتري با غلظت 

تكرار( انجام شد. يک رديف از  3رديف ) 3براي هر باكتري در 

در نظر گرفته شد كه تنها  نانوذرهكنترل  عنوانبهميكروپليت 

ها ريخته در چاهک نانوذرههاي مختلف غلظت محيط كشت و

كنترل رشد باكتري  عنوانبهچاهک اول  4شد. در يک رديف هم 

كنترل رشد باكتري دوم در نظر  عنوانبهچاهک دوم  4اول و 

 CFU/mLميكروليتر باكتري با غلظت  100گرفته شد كه حاوي 

ييِ چاهک انتها 4ميكروليتر محيط كشت بود.  100به اضافة  610

اين رديف هم براي كنترل محيط كشت در نظر گرفته شد كه 

ميكروليتر محيط كشت در آن ريخته شد. ميكروپليت  200فقط 

درجة سلسيوس قرار يافت. پس  37ساعت در دماي  24به مدت 

از طي اين مدت، محيط كشت موجود در هر چاهک خالي شد، 

ند. پس از بار با بافر فسفات استريل شسته شد 3 هاچاهکسپس 

در دماي اتاق  ساعت 1وارونه به مدت  صورتبهها آن ميكروپليت

ميكروليتر از محلول كريستال  200قرار گرفتند تا خشک شدند. 

دقيقه  15درصد به هر چاهک افزوده شد و ميكروپليت  2/0ويوله 

درجة سلسيوس قرار گرفت. پس از آن  37بدون حركت در دماي 

شد و دوباره شستشو با بافر فسفات ها خارج رنگ داخل چاهک

ها در دماي اتاق خشک استريل انجام گرفت و ميكروپليت

اسيد استيک به هر چاهک  %30ميكروليتر از محلول  200شدند.

ة بيوفيلم دهندليتشكهاي افزوده شد تا رنگ باندشده با باكتري

 595استخراج شود. سپس جذب نوري اين محلول در طول موج 

 .گيري شدميكروپليت ريدر اندازه نانومتر با

ها در حضور محاسبة درصد مهار تشكيل بيوفيلم باكتري

 يرو دياكسهاي مختلف نانوذرة غلظت

-درصد مهار تشكيل بيوفيلم هر باكتري در حضور غلظت

 شدمحاسبه  ريز فرمولي مطابق رو دياكسهاي مختلف نانوذرة 

(16.) 

 

 
 

 آناليز آماري

ها در سه تكرار انجام شد و نتايج در اين پژوهش آزمون

( تجزيه ANOVAبا استفاده از روش آناليز واريانس ) آمدهدستبه

با استفاده از آزمون  هانيانگيمو تحليل شدند. مقايسة 

( انجام پذيرفت. P ˂ 05/0يِ دانكن در سطح احتمال )ادامنهچند

هاي نانوذره بر مهار تشكيل بيوفيلم باكتري ريتأثبراي مقايسة 

 (student's t testگرم مثبت و منفي، از آزمون تي استيودنت )

به كار  22نسخه  SPSS افزارنرماستفاده شد. براي اين منظور 

 .گرفته شد
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 هايافته

با استفاده از معرّفِ رنگيِ  نانوذره MICتعيين 

 رزازورين

ة نانوذرليتر( مهاركنندة گرم در ميليكمترين غلظت )ميلي

نشان  1هاي موردبررسي در جدول شمارة روي بر باكترياكسيد 

 داده شده است.
 
ة نانوذرليتر( مهارکنندة گرم در ميليکمترين غلظت )ميلي .1جدول 

 شدهيبررسهاي اکسيد روي بر باکتري

MIC باکتري 

 يلك ايشياشر 1

 اورئوس لوكوكوسياستاف ≥5/0

 وميمور يفيت سالمونلا 1

 سرئوس لوسيباس 2

 

 

هاي سنجش توانايي ايجاد بيوفيلم توسط باکتري

 موردمطالعه

ها و كنترل منفي را در جذب نوري باكتري 2جدول شمارة 

 دهد.نانومتر نشان مي 595طول موج 
 

 نانومتر 595ها و کنترل منفي در طول موج جذب نوري باکتري .2جدول 

 نمونه جذب نوري

 يلك ايشياشر 071/0±808/0

 اورئوس لوكوكوسياستاف 053/0±552/0

 وميمور يفيتا سالمونلا 014/0±511/0

 سرئوس لوسيباس 034/0±435/0

014/0±359/0 
 كنترل منفي

 

نمونه تكرار از  8جذب نوريِ  از  آمدهدستبه انحراف از معيار ± يانگيناعداد م

 دهند.را نشان ميشده  يبررس يها

 

هاي تريبراي سنجش توانايي ايجاد بيوفيلم توسط باك

با سه برابر انحراف ميانگين جذب نوري كنترل منفي ، موردمطالعه

عدد حاصل، معيار و  جمع شداز معيار جذب نوري كنترل منفي 

 ODc (Optical يا آمدهدستبهي مقادير جذب نوري بندطبقه

Density cut-off value.سپس با مقايسة جذب نوري  ( ناميده شد

= ODc( ،ODc  =401/0 ،ODc2تلف هر باكتري با مقادير مخ

توانايي تشكيل  ازنظرها ، باكتري(ODc4 =604/1و  802/0

بيوفيلم به دو دستة ضعيف و متوسط تقسيم شدند )جدول شمارة 

3.) 

 
 ODcتشکيل بيوفيلم بر اساس  ازنظرها بندي باکتريطبقه .3جدول 

(Optical Density cut-off value) 

 ريباکت قدرت تشکيل بيوفيلم

 يلك ايشياشر متوسط

 اورئوس لوكوكوسياستاف ضعيف

 وميمور يفيت سالمونلا ضعيف

 سرئوس لوسيباس ضعيف

 

 موردمطالعههاي توسط باکتري درصد تشکيل بيوفيلم

 هاي مختلف نانوذرة اکسيد رويدر حضور غلظت

در  هاي موردمطالعهتوسط باكتري درصد تشكيل بيوفيلم

تا  1هاي مختلفِ نانوذرة اكسيد روي در نمودارهاي حضور غلظت

-كه در نمودارها مشاهده مي طورهماننشان داده شده است.  4

، توانايي تشكيل بيوفيلم توسط نانوذرهشود، با كاهش غلظت 

در ½ MICها افزايش يافت، ولي اين افزايش در غلظتباكتري

در مقايسه با ي لك ايشياشرو  اورئوس لوكوكوسياستافهاي باكتري

داري را نشان نداد تفاوت آماري معني  2MICو  MICغلظت 

(05/0P ؛ زيرا حضور)با غلظت نانوذره MIC½  ممكن است رشد

ها را مهار نكند، ولي موجب بروز اختلالاتي در توانايي باكتري

 ها شود.تشكيل بيوفيلم توسط آن

 

 

 اورئوس لوکوکوسياستافدرصد تشکيل بيوفيلم توسط باکتري  .1ار نمود
 رمشابهيغة اکسيد روي. حروف نانوذرهاي مختلف از در حضور غلظت

 دار هستند.نشانگر تفاوت آماري معني
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در حضور ي لک ايشياشردرصد تشکيل بيوفيلم توسط باکتري  .2نمودار 

نشانگر تفاوت  رمشابهيغة اکسيد روي. حروف نانوذرتلف از هاي مخغلظت

 دار هستند.آماري معني

 

در  سرئوس لوسيباسدرصد تشکيل بيوفيلم توسط باکتري .3نمودار 

 رمشابهيغة اکسيد روي. حروف نانوذرهاي مختلف از حضور غلظت

 دار هستند.نشانگر تفاوت آماري معني

 

در  وميمور يفيت سالمونلادرصد تشکيل بيوفيلم توسط باکتري  .4نمودار 

نشانگر  رمشابهيغة اکسيد روي. حروف نانوذرهاي مختلف از حضور غلظت

 دار هستند.تفاوت آماري معني

 

ها در حضور درصد مهار تشکيل بيوفيلم باکتري

 يرو دياکسهاي مختلف نانوذرة غلظت

هاي ها در حضور غلظتدرصد مهار تشكيل بيوفيلم باكتري

نشان داده شده  4ي در جدول شمارة رو دياكسمختلف نانوذرة 

ة اكسيد روي نانوذرشود، كه در جدول ديده مي طورهماناست. 

يا  MIC (Sub inhibitory concentration)هاي زير در غلظت

Sub-MIC لم را داشت و حتي در نيز توانايي مهار تشكيل بيوفي

 ، غلظتيلك ايشياشرو  اورئوس لوكوكوسياستافهاي باكتري

½MIC  در مقايسه با غلظت  نانوذرهMIC  وMIC 2  آن، تفاوت

نشان نداد توانايي مهار تشكيل بيوفيلم داري را در آماري معني

(05/0P). 
 

 ة اکسيد روينانوذرهاي مختلف حضور غلظت ها درميانگين درصد مهار تشکيل بيوفيلم باکتري .4جدول شمارة 

MIC 8/1 ¼MIC MIC½ MIC MIC 2 باکتري 

cB21/7±17/16 bB84/18±41/40 aA86/18±75/82 aA25/0±20/90 aA85/5±98/92 يلك ايشياشر 

cA5/10±22/48 bA50/2±59/68 abA46/2±30/77 aA42/7±69/85 aA91/2±50/85 اورئوس لوكوكوسياستاف 

bB51/1±02/25 bB97/7±15/41 bB22/7±66/40 aAB24/15±65/83 aA80/4±47/91 وميمور يفيت سالمونلا 

bC36/0±04/1 bC88/1±82/2 bC30/1±80/4 aB15/16±96/61 aB40/4±60/67 
 سرئوس لوسيباس

 

 هستند. و ستون دار در هر رديفمعني کوچک و بزرگ به ترتيب نشانگر تفاوت آماري رمشابهيغانحراف از معيار هستند. حروف  ±اعداد ميانگين سه تکرار 

 

هاي گرم منفي و گرم درصد مهار تشكيل بيوفيلم باكتري

هاي مختلف نانوذرة اكسيد روي در جدول مثبت در حضور غلظت

درصد مهار  رازيغبهنشان داده شده است. مطابق نتايج،  5شمارة 

داري ديده ، در بقيه موارد تفاوت آماري معني2MICدر غلظت 

 نشد.

 ة اکسيد روينانوذرهاي مختلف هاي گرم منفي و گرم مثبت در حضور غلظتانحراف معيار، درصد مهار تشکيل بيوفيلم باکتري ±ميانگين .5جدول شمارة 

MIC 8/1 MIC¼ MIC½ MIC  2MIC  باکتري 

a72/6±60/20 a94/12±78/40 a35/26±70/61 a29/10±93/86 a 85/4 ±23/92 گرم منفي 

a68/62±63/24 a08/36±70/35 a74/39±05/41 a18/17±82/73 b 35/10 ±55/76 گرم مثبت 

 دار در هر ستون هستند.نشانگر تفاوت آماري معني رمشابهيغحروف 

 سالمونلا تيفي موريوم لياشريشياک
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 بحث

اكسيد روي در حال حاضر توسط ادارة غذا و داروي آمريكا 

(FDA )يک مادة ايمن ) عنوانبهGRAS, Generally 

Recognized as Safeعنوانبهه رسميت شناخته شده و ( ب 

 (.17شود )افزودنيِ غذايي استفاده مي

نانوذرة اكسيد روي در مقايسه با پودر اكسيد روي اثر ضد  

زايِ غذازاد دارد و اندازة هاي بيماريميكروبي بيشتري بر باكتري

ذرات سنتزشده نقش بسزايي در تشديد اثر ضد كوچک نانو

بنابراين در پژوهش پيش رو، از ؛ (18 ،19ها دارند )ميكروبي آن

 ة اكسيد روي استفاده شد.نانوذر

ها از طريق آسيب ذرات بر باكترينانو ريتأثمكانيسم اصلي 

ة نانوذر(. 20) است، پروتئين و تخريب ديوارة سلولي  DNAبه 

هاي گرم باكتري هيعليي ايضد باكتري داراي خاصيت رو دياكس

-ر فوتوكاتاليستي اكسيد روي ميمثبت و گرم منفي است. رفتا

 بين از به قادر كه شود فعال اكسيژن انواع توليد به منجر تواند

ذرة اكسيد روي . نانو(21) است باكتريايي سلول غشاي بردن

كند، باعث كاهش يكپارچگي غشاي سلول باكتريايي را مختل مي

هاي شود و تنظيم رونويسي از ژني سلول ميزيگرآبسطح 

 (.22دهد )در برابر استرس اكسيداتيو را كاهش ميمقاومت 

نشان داد كه نانوذرة اكسيد روي بر  مطالعه حاضر نتايج

ي غذازاد گرم مثبت و گرم منفيِ زايماريبهاي باكتري

ذره كه كمترين غلظتي از نانو اثر ضد ميكروبي دارد. موردمطالعه

، يلك ايشياشربراي باكتري  توانست رشد هر باكتري را مهار كند،

 لوسيباسو  وميمور يفيت سالمونلا، اورئوس لوكوكوسياستاف
ليتر به گرم در ميليميلي 2و  1، ≥5/0، 1، به ترتيب سرئوس

 دست آمد.

Emami-Karvani ،در پژوهش خود،  و همكارانMIC 

 لوكوكوسياستافو  يلك ايشياشرنانوذرة اكسيد روي را براي 
ليتر گزارش كردند م در ميليگرميلي 5/0و  1به ترتيب  اورئوس

 ( كه اين نتيجه با نتيجة تحقيق ما همخواني دارد.23)

Akiyama  و همكاران در مطالعة خود به اين نتيجه رسيدند

به دليل تفاوت تركيبات ديوارة  اورئوس لوكوكوسياستافكه 

هاي ، در مقابل استرسيلك ايشياشراش نسبت به سلولي

يوتيک، از حساسيت بالاتري برخوردار بشيميايي مانند حضور آنتي

در مقايسه  اورئوس لوكوكوسياستافدر مطالعة ما نيز  (.24است )

ة اكسيد روي نانوذرحساسيت بيشتري نسبت به ي لك ايشياشربا 

 نشان داد.

Mostafa اي در مطالعهMIC ة اكسيد روي را براي نانوذر

، ورئوسا لوكوكوسياستافو براي  10، كمتر از سرئوس لوسيباس

(. در مطالعة 25ليتر گزارش كرد )ميكروگرم بر ميلي 5كمتر از 

بيشتر از  سرئوس لوسيباسنانوذره براي  MICنيز  حاضر

 بود. اورئوس لوكوكوسياستاف

همكاران، باكتري گرم منفيِ انترو باكتر  و Sinhaدر مطالعة 

 لوسيباس مثبتِحساسيت بيشتري را در مقايسه با باكتري گرم 
ها علت مقاوم بودن باكتري گرم مثبت نشان داد. آن سيليبتوس

به وجود لاية پپتيدوگليكاني ضخيم در  را سيليبتوس لوسيباس

 لوسيباس(. در مطالعة پيش رو نيز 26اين باكتري نسبت دادند )
ترين ليتر(، مقاومگرم در ميليميلي 2) MICبا بيشترين  سرئوس

 بود.ة اكسيد روي نانوذرباكتري در برابر 

در مطالعات مختلف ممكن است به دليل  MICتفاوت 

و تفاوت در  نانوذرهسازي نانوذره، اندازة هاي آمادهتفاوت در روش

(. حساسيت 27باشد ) موردمطالعههاي هاي باكتريسوش

-ها به نانوذرات فقط به ساختار ديوارة سلولي مربوط نميباكتري

هاي ربي و توليد گونهشود، بلكه ممكن است به پراكسيداسيون چ

 فعال اكسيژن نيز مربوط باشد.

روي در جلوگيري از رشد و تشكيل  ريتأثاي در مطالعه

در خوک بررسي شد و  زايماريبهاي بيوفيلم توسط بعضي باكتري

روي، توانايي  nonbactericidalهاي نتايج آن نشان داد كه غلظت

هاي گرم مثبت و ة بعضي از باكتريليوسبهمهار تشكيل بيوفيلم 

، استافيلوكوكوس اورئوسدر خوک همچون  زايماريبگرم منفيِ 

(. اين 28) سترا دارا يفي موريومسالمونلا تو  يلاشريشيا ك

روي  sub-bactericidalهاي مطالعه نشان داد كه افزودن غلظت

(2Zno, Zncl )سالمونلا ي تشكيل بيوفيلم توسط مؤثر طوربه
كند كه اين اثر مهاري وابسته به دوز ميرا مهار  يفي موريومت

و  استافيلوكوكوس اورئوستشكيل بيوفيلم توسط  علاوهبهاست. 

 (.28كند )ضعيفي مهار مي طوربه را نيزي لاشريشيا ك

اثر ضدميكروبي نانوذرة  دأييتدر مطالعة حاضر پس از 

 ريتأث، موردمطالعهيِ غذازادِ زايماريبي بر چهار باكتري رو دياكس

ها نيز بررسي شد. نتايج آن بر مهار تشكيل بيوفيلم آن باكتري

 2MICو  MICهاي نشان داد كه نانوذرة اكسيد روي در غلظت

استافيلوكوكوس ة ليوسبهتوانايي بالايي در مهار تشكيل بيوفيلم 
 ازنظردارد و  يفي موريومسالمونلا تو  يلاشريشيا ك، اورئوس

داري در ميانگينِ درصدِ مهارِ نيتفاوت آماري مع گونهچيهآماري 

ة اكسيد نانوذرها در حضور تشكيلِ بيوفيلم توسط اين باكتري

روي مشاهده نشد. در مطالعة حاضر درصد مهار تشكيل بيوفيلم 
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توان به علت را مي مسئلهنسبت به مطالعة فوق بيشتر بود كه اين 

وي استفاده از پودر نانوذرة اكسيد روي به جاي پودر اكسيد ر

بيشتري در مهار تشكيل بيوفيلم باكتريايي دارد.  ريتأثدانست كه 

نانوذرة اكسيد روي در مقايسه با پودر اكسيد روي اثر ضد 

زايِ غذازاد دارد؛ اندازة هاي بيماريميكروبي بيشتري بر باكتري

ذرات سنتزشده نقش بسزايي در تشديد اثر ضد كوچک نانو

 (.18 ،19ها دارند )ميكروبي آن

 بر يرو دياكس نانوذرة ريدر مورد تأث كميتحقيقات تاكنون 

 و(، 29، 30، 31گزارش شده است ) هايباكتر لميوفيب ليتشك مهار

-يباكتر لميوفيب ليتشك مهار بر ذرهاين نانو ريتأث دربارةمطالعات 

 غذازاد محدود است. يزايماريب يها

Eshed اكسيد ذرة اكسيد روي و و همكاران پوششي از نانو

ها حاكي از مس بر روي دندان درست كردند و نتايج تحقيق آن

بيوفيلم را كاهش  درصد تشكيل 80تا  70آن بود كه اين پوشش 

م اين پوشش را نفوذ در باكتري و توليد راديكال دهد و مكانيسمي

اكسيژن داخل سلولي كه موجب افزايش پراكسيداسيون چربي و 

 (.32ان كردند )شود، بيمرگ سلول مي جهيدرنت

 Akhil همكاران فعاليت ضد ميكروبي و ضد بيوفيلميِ  و

و  MTCC3160 استافيلوكوكوس اورئوسذرة اكسيد روي عليه نانو

را ارزيابي كردند. نتيجة  MTCC1688 سودوموناس آئروژينوزا

پژوهش آن بود كه اين نانوذره، فعاليت ضد ميكروبي و ضد 

 (.33بيوفيلمي خوبي دارد )

ة نانوذر 2MICو  MICهاي ژوهش حاضر، بين غلظتدر پ

داري در كاهش ايجاد بيوفيلم اكسيد روي، تفاوت آماري معني

هاي موردمطالعه ديده نشد. درصد مهار تشكيل بيوفيلم در باكتري

، اورئوس استافيلوكوكوس، يلك اشريشيانانوذره عليه  MICغلظت 

، 20/90رتيب تبه  سرئوس، باسيلوسو  موريوم يفيت سالمونلا

درصد محاسبه شد. نانو اكسيد روي در  96/61و  65/83، 69/85

نيز تا حدودي توانست تشكيل بيوفيلم  MICهاي كمتر از غلظت

را مهار كند. در اين تحقيق، درصد تشكيل بيوفيلم توسط 

هاي در مجاورت غلظتي لك ايشياشرو  اورئوس لوكوكوسياستاف

MIC  وMIC½ داري را وي تفاوت آماري معنياز نانوذرة اكسيد ر

(، اين نتيجه بيانگر آن 2و  1هاي شمارة نشان ندادند )نمودار

است كه اگرچه حضور نانوذرة اكسيد روي در غلظت كمتر از 

MIC  ممكن است مانع از رشد باكتري نشود، اما با ايجاد

اختلالاتي در توانايي ايجاد بيوفيلم در باكتري، تشكيل بيوفيلم 

نياز به تحقيق  مسئلهكه البته اين  دهدرا كاهش مي توسط آن

 بيشتري دارد.

 نتيجه گيري 

نتايج پژوهش حاضر بيانگر اثر ضدميكروبي نانوذرة اكسيد 

 يِ غذازادِ زايماريبهايِ باكتريدر مهار تشكيل بيوفيلمِ روي 

تواند راهكار مناسبي در استفاده از نانو بود كه مي موردمطالعه

ها و خطوط توليد در سازي سطوح، دستگاهبراي پاکاكسيد روي، 

مطالعات  تاكنونكه ييازآنجاهاي مواد غذايي ايجاد كند. كارخانه

ذرة اكسيد روي بر تشكيل بيوفيلم ير نانوتأثزيادي در رابطه با 

زايِ غذازاد صورت نگرفته است، با توجه به هاي بيماريباكتري

معه، انجام مطالعات بيشتر ها در سلامت جااهميت اين باكتري

 شود.توصيه مي

 تقدير و تشکر

نويسندگان مقاله از معاونت پژوهشي دانشگاه شهركرد به 

اند، اي كه در انجام اين تحقيق كردههاي ماليخاطر حمايت

 سپاسگزارند.
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