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 توسط شده سنتز مس نانوذرات ضدبیوفیلمی و ضدمیکروبی اثرات بررسی

 دارو چند به مقاوم هایسویه علیه( Artemisia scoparia) درمنه گیاه عصاره

 بیوفیلم ژن بیان تغییرات آنالیز و پنومونیه کلبسیلا
 

 
 10/12/1400: پذیرش تاریخ ؛ 30/8/1400:مقاله دریافت تاریخ 

 
 چکیده

 

سیل  :هدف و زمینه ستانی  طلب فرصت  هایپاتوژن مهمترین از یکی پنومونیه کلب ست  بیمار شکیل  دلیل به که ا   به بیوفیلم ت

 بررسی درمنه، گیاه عصاره از استفاده با مس نانوذرات سنتز مطالعه، این از هدف. است شده مقاوم هابیوتیک آنتی از بسیاری

 .باشدمی پنومونیه کلبسیل هایسویه علیه آن ضدبیوفیلمی و ضدمیکروبی اثرات

ستان  از بالینی نمونه 100 تعداد تجربی، مطالعه این در: ها روش و مواد  با. شد  آوری جمع تهران شهر  مختلف های بیمار

ستفاده  سیل  هایسویه  میکروبیولوژی هایروش از ا سازی  بالینی هاینمونه از پنومونیه کلب  با مس نانوذرات سنتز . شد  جدا

 ،(SEM) نگاره الکترونی میکروستتکو  هایروش توستت  آن خصتتوصتتیات و گردید انجام درمنه گیاه عصتتاره از استتتفاده

گاری  و( TEM) گذاره  الکترونی میکروستتتکو  ید  بررستتتی( XRD) ایکس پرتوی بلورن  و ضتتتدمیکروبی اثرات. گرد

سیل  های سویه  در mrkA بیوفیلم ژن بیان روی بر آن تاثیر میزان و مس نانوذرات ضدبیوفیلمی  س   پنومونیه کلب  روش تو

Real-Time PCR شد بررسی . 

سیل  سویه  20 تعداد: هایافته سازی  بالینی نمونه 100 میان از پنومونیه کلب شان  XRD و SEM، TEM نتایج. شد  جدا  داد ن

شتند  نانومتر 100 از کمتر اندازه و کروی ظاهری شکل  دارای شده  سنتز  مس نانوذرات که   اثرات دارای مس نانوذرات. دا

   بدهد  کاهش معناداری  طور به را mrkA بیوفیلم ژن بیان  میزان توانند می و بودند معناداری  ضتتتدبیوفیلمی و ضتتتدمیکروبی

(p <0.05  .) 

 بوده معناداری ضدبیوفیلمی  و ضدمیکروبی  اثرات دارای شده  سنتز  مس نانوذرات که داد نشان  مطالعه این نتایج: گیرینتیجه

 .  نمود استفاده آینده مطالعات در دارویی کاندید عنوان به نانوذره این از توانمی بنابراین و
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  218 تا 207 ؛2، شماره 11؛ دوره 1401 بهار  نشریه علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی البرز،

 مقدمه

 انتروباکتریاسه خانواده از منفی گرم باکتری یک پنومونیه کلبسیل

 شودمی یافت گوارش دستگاه و انسان بدن مخاطی سطوح در که بوده

 در بیمارستاندر  بستری و ایمنی سیستم نقص دارای افراد در و

 تواندمی دیگر های بافت به ورود و خون جریان به ورود صورت

 مخصوصا و هابیمارستان در باکتری این اخیرا. 1 کند ایجاد عفونت

 در یتژمنن و سمی سپتی جدی، هایعفونت تواندمی اطفال بخش در

 از یکی. 2 کند ایجاد ایمنی سیستم نقص دارای افراد در و نوزادان

 تشدید و زایی عفونت جهت باکتری این ویرولانس فاکتورهای

 بیوتیک آنتی از بسیاری به شدن مقاوم و ایمنی سیستم از فرار بیماری،

 هایمکانیسم از یکی بیوفیلم تشکیل. ۳ باشدمی درمانی رایج های

 بسیاری به شدن مقاوم و ایمنی سیستم از فرار جهت باکتری این رایج

 هایسویه که دهدمی نشان مطالعات. ۴ باشدمی هابیوتیک آنتی از

 سلولی خارج پلیمری ماتریکس تشکیل با توانندمی پنومونیه کلبسیل

 تشکیل را بیوفیلم نام به ای توده ساختارهای و شده متصل هم به

-پروتئین ساکاریدها، پلی از متشکل بیوفیلمی ساختارهای این. ۵ دهند

 به توانندمی بیوفیلم دهنده تشکیل هایسویه. ۶ باشدمی DNA و ها

 ایجاد به منجر و شده متصل ادراری سوندهای مانند مختلف سطوح

 در باکتری مهم فاکتورهای از یکی .۷ بشوند تهاجمی هایعفونت

 فیمبریه نوع این. باشدمی (MrkA) ۳ تیپ فیمبریه بیوفیلم تشکیل

 را سطوح به باکتری پایدار اتصال که شودمی کد mrkA ژن توس 

 بیوفیلم ساختار در مستقر هایباکتری بنابراین و کندمی گریمیانجی

 برسانند سیگنال به سنسینگ کوروم فرایندهای از استفاده با توانند یم

 راهکارهای از یکی. ۸ دهند افزایش را بیوفیلمی ژنهای بیان میزان و

 نانوذرات، از استفاده باکتری این از ناشی بیوفیلم بردن بین از بر موثر

 دلیل به مس نانوذرات اخیرا. ۹ باشدمی فلزی نانوذرات بخصوص

 بیولوژیکی خواص و شیمیایی دمایی، اپتیکی، فرد به منحصر خواص

 ویژه خصوصیات از یکی. 10 است گرفته قرار محققان توجه مورد

 اخیر مطالعات در و باشدمی آن ضدمیکروبی خواص مس، نانوذرات

 استفاده هاباکتری در دارویی مقاومت با مبارزه برای نانوذره نوع این از

 جهت شیمیایی و فیزیکی مختلف هایروش کلی بطور. 11 است شده

 به شیمیایی و فیزیکی هایروش. 12 دارد وجود مس نانوذرات سنتز

 زیست محی  آلودگی و کم تولید بازدهی بودن، قیمت گران دلیل

 این بر غلبه برای. 1۳ گیرندمی قرار استفاده مورد محققان توس  کمتر

 گیاهان عصاره از استفاده با سبز سنتز روش از استفاده امروزه مشکل،

 عصاره از روش، این در. 1۴ است گرفته قرار محققین توجه مورد

 عامل یک عنوان به فعال و ثانویه ترکیبات وجود دلیل به گیاهان

 روش این که کنندمی استفاده مس نانوذرات سنتز جهت احیاکننده

 دوستدار و صرفه به مقرون اقتصادی نظر از بالا، تولید بازدهی دارای

 سنتز جهت مختلفی مطالعات تاکنون. 1۵ باشدمی زیست محی 

 و Qamar. است رسیده انجام به گیاهان عصاره از مس نانوذرات

 گیاه عصاره از استفاده با را مس نانوذرات 2020 سال در همکارانش

 آن ضدمیکروبی اثرات و نموده سنتز( Momordica charantia) کارلا

 نانوذرات که داد نشان مطالعه این نتایج. دادند قرار مطالعه مورد را

 هایسویه علیه معناداری ضدمیکروبی اثرات دارای شده سنتز مس

 ضدمیکروبی اثرات دلیل به. 1۶ هستند دارو به مقاوم باکتریایی

 از فادهتاس با مس نانوذرات سنتز ؛ما مطالعه از هدف مس، نانوذرات

 ضدمیکروبی اثرات بررسی ،(Artemisia scoparia) درمنه گیاه عصاره

 با درمنه گیاه. بود پنومونیه کلبسیل هایسویه علیه آن ضدبیوفیلمی و

 و کاسنیان تیره گیاهان از جنسی Artemisia scoparia علمی نام

 اثرات مانند درمانی خواص دارای که باشدمی راسهآست خانواده

 . 1۷ باشدمی ضدسرطانی و ضدمیکروبی

 

 ها روش و مواد
 مواد

 محی  آلدریچ،-سیگما شرکت از( 3CuNO) مس نیترات نمک

 دیسک و براث نوترینت آگار، نوترینت شامل میکروبی کشت های

 خریداری( HiMedia, India) مدیا های شرکت از بیوتیکی آنتی های

 سنتز و RNA استخراج ،DNA استخراج کیت شامل مولکولی مواد. شد

cDNA اسپانیا بیوبیسیک شرکت از (Biobasic Spain )شد خریداری   . 

 پنومونیه کلبسیلا هایسویه شناسایی و جداسازی
 در 1۴00 خردادماه تا آذرماه از که آزمایشگاهی مطالعه این در

 بالینی نمونه 100 تعداد است، رسیده انجام به اسلمی آزاد دانشگاه

 های بیمارستان از نخاعی-مغزی مایع زخم، ادرار، خون، شامل

 آوری جمع خمینی امام و پارس بیمارستان شامل تهران شهر مختلف

 سویه جداسازی. شدند منتقل شناسی میکروب آزمایشگاه به و شده
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 شامل شناسی میکروب های روش توس  پنومونیه کلبسیل های

 داده کشت آگار کانکی مک ،EMB agar کشت محی  روی بر کشت

 تست از گرم، آمیزی رنگ و میکروسکوپی لام تهیه از پس و شدند

 ,SIM (Sulfide کشت هایمحی  از استفاده با بیوشیمیایی های

Indole, Motility)، TSI (Triple Sugar Iron Agar)، MR (Methyl 

Red) و VP (Voges-Proskauer) هایسویه شناسایی تایید برای 

 .   1۸ شد استفاده پنومونیه کلبسیل

 

 بیوتیکی آنتی مقاومت پروفایل
 هایسویه بیوتیکی آنتی مقاومت پروفایل بررسی منظور به

 استاندارد اساس بر بائر کربی دیسک انتشار روش از ،پنومونیه کلبسیل

CLSI شامل استفاده مورد بیوتیکی آنتی های دیسک. 1۹ شد استفاده 

 آمیکاسین ،(CAZ, 30 µg) سفتازیدیم ،(CP, 5 µg) سیپروفلوکساسین

(AMI, 30 µg)، تتراسایکلین (TET, 30 µg)، اسید نالیدیکسیک 

(NA, 30 µg)، مروپنم (MER, 10 µg )بود . 

 

 مس نانوذرات سبز سنتز و گیری عصاره

 گیاهی بانک از( Artemisia scoparia) درمنه گیاه مطالعه این در 

 توس  و شد تهیه 1۳۶۸ هرباریومی شماره با ایران زیستی ذخایر مرکز

 و نور از دور شرای  در گیاه ابتدا. گرفت قرار تایید مورد شناس گیاه

 به. گردید پودر کامل برقی آسیاب دستگاه توس  و شده خشک سایه

 آب لیتر میلی ۵0 به گیاه خشک پودر از گرم 10 میزان آن، دنبال

 انجام ماسراسیون روش توس  آبی گیری عصاره و گردید اضافه

 واتمن،) صافی کاغذ توس  شده تهیه عصاره نهایت در و گرفت

 مس، نانوذرات سبز سنتز جهت آن دنبال به. گردید صاف( آلمان

 و گردید تهیه مس نیترات( M 01/0) محلول لیتر میلی 200 مقدار

 نیترات محلول به درمنه گیاه آبی عصاره محلول از لیتر میلی ۸ میزان

 حاصل رنگ تغییر و انجام اتاق دمای در واکنش شد، اضافه مس

 ۵ مدت به مس، نانوذرات حاوی رنگ تیره محلول سپس. گردید

 گذشت از بعد سپس. گرفت قرار اتاق دمای در شیکر، روی ساعت

 هایلوله درون را مس نانوذرات حاوی رنگ تیره محلول زمان، این

 پس. شد سانتریفیوژ ۹000 دور با دقیقه ۳0 مدت به و ریخته فالکون

 باشدمی عصاره ترکیبات حاوی که محلول بالایی فاز سانتریفیوژ، از

 با شستشو، برای آمده بدست رنگ تیره رسوب سپس و کرده جدا را

 رسوب نهایت در. شد سانتریفیوژ تقطیر، بار سه مقطر آب کردن اضافه

 گرادسانتی درجه ۳۷ دمای در انکوباتور در آمده بدست مس نانوذرات

 . 20 شد خشک

 

 نانوذرات هایویژگی بررسی های دستگاه

 (TEM) گذاره الکترونی میکروسکوپ

 مس، نانوذرات اندازه تایید و شناسی ریخت بررسی منظور به

 قرار کربنی فیلم گرید روی بر ذرات سوسپانسیونی نمونه از قطره یک

 از استفاده با آزمایشگاه دمای در آن شدن خشک از پس و شد داده

 KV مدل Leo 906( )TEM) گذاره الکترونی میکروسکو  دستگاه

100(Zeiss، دهنده شتاب ولتاژ با آلمان کشور ساخت Kv120تصویر 

 .شد برداری

 

 (SEM) روبشی الکترونی میکروسکوپ
 میکروسکو  از استفاده با مس نانوذرات اندازه و ساختار

 میکروسکو  تصاویر. شد بررسی( SEM) روبشی الکترونی

 و اندازه بررسی جهت نقطه، به نقطه مطالعه و روبشی الکترونی

 KV زیر ولتاژ در مس با دهی پوشش از پس نانوذرات مورفولوژی

 میکروسکو  از استفاده با( Torr 5-10)  خلء فشار تحت و ۳0

 مطالعه مورد ژاپن کشور ساخت فیلیپس شرکت XL30 مدل الکترونی

 . گرفت قرار

 

 (XRD) ایکس پرتوی بلورنگاری روش
 آزمون از نقره نانوذرات کریستالوگرافی ساختار تعیین منظور به

 ،CuKa (Olympus لامپ تشعشع با XRD دستگاه توس  ایکس اشعه

 .شد استفاده درجه 110 تا 0 دامنه در( ژاپن

 

  ضدمیکروبی اثرات بررسی
 روش از مس نانوذرات ضدمیکروبی اثرات بررسی منظور به

 CLSI استاندارد طبق بر ایخانه ۹۶ هایپلیت در میکرودایلوشن

 جداسازی پنومونیه کلبسیل هایسویه ابتدا منظور این به. شد استفاده

 کشت ساعت 2۴ مدت به TSB کشت محی  در دارو به مقاوم شده
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  218 تا 207 ؛2، شماره 11؛ دوره 1401 بهار  نشریه علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی البرز،

 تا 12۵/۳ شامل نانوذرات از مختلف هایغلظت سپس. شدند داده

 میکرولیتر ۹0 آن، دنبال به. شد تهیه لیتر میلی در میکروگرم 100

 کشت از میکرولیتر ۵ و( MHB) براث هینتون مولر کشت محی 

 در مس نانوذرات مختلف هایغلظت از میکرولیتر 100 و میکروبی

 انکوباسیون از بعد. گردید اضافه ای خانه ۹۶ پلیت هایچاهک داخل

( MIC) مهارکنندگی غلظت حداقل میزان ساعت، 2۴ زمان مدت در

 مهارکننده غلظت کمترین عنوان به MIC مقدار واقع، در. شد تعیین

 .21 شد گرفته نظر در باکتری رشد

 

 ضدبیوفیلمی اثرات بررسی

 از شده سنتز مس نانوذرات ضدبیوفیلمی اثرات ارزیابی برای

 های پلیت در (CV) ویوله کریستال از استفاده با میکروتیترپلیت روش

 ۹۶ های پلیت در پنومونیه کلبسیل های سویه. شد انجام ای خانه ۹۶

 کشت گراد سانتی درجه ۳۷ دمای در ساعت 2۴ مدت به ای خانه

 فیزیولوژی سرم با بار سه هاچاهک تمامی آن، دنبال به. شدند داده

(PBS )کف از نشده متصل هایی سویه تا شدند داده شستشو 

 مقادیر با سپس پنومونیه کلبسیل های سویه. شوند شسته هاچاهک

 ساعت 2۴ مدت به مس نانوذرات( Sub-MIC) مهارکنندگی زیرحد

 با مجدداًهاچاهک کلیه سپس. شدند تیمار گراد سنتی درجه ۳۷ در

PBS پلیت. شدند ثابت متانول با دقیقه 1۵ مدت به و شسته بار سه 

 چاهک هر به و شد خشک هوا در دقیقه ۳0 مدت به ای خانه ۹۶ های

 مدت به و شد اضافه CV درصد 1/0  محلول از میکرولیتر 100 مقدار

 ، مقطر آب با شستشو از پس. شد انکوبه اتاق دمای در دقیقه 20

 و شد اضافه چاهک هر به ٪۳۳ استیک اسید از میکرولیتر 100 مقدار

 مقادیر. شد انجام نانومتر ۵۷0 موج طول در نوری جذب میزان

 مقایسه کنترل مقادیر میانگین با و محاسبه نمونه هر جذب میانگین

 نانوذرات با نشده تیمار هایسویه تست، این در کنترل نمونه. شد

 . 22 بودند مس

 

 mrkA بیوفیلم ژن بیان میزان بررسی
 زیرحدمهارکنندگی غلظت با پنومونیه کلبسیل هایسویه ابتدا

(SubMIC) استخراج ، آن دنبال به و شدند تیمار مس نانوذرات RNA 

 RNA استخراج کیت از استفاده با نانوذره با شده تیمار های سویه از

 سنتز ادامه، در. گرفت انجام دستورالعمل طبق بر( اسپانیا بیوبیسیک،)

cDNA کیت از استفاده با Quanti Tect Reverse Transcription kit 
 بیوفیلم ژن بیان بررسی منظور به. گرفت انجام( اسپانیا بیوبیسیک،)

mrkA روش از Real Time PCR کمیQuantitative Real-Time-

PCR (qRT-PCR) )20 حجم در استفاده مورد مواد. شد استفاده 

 از پیکومول cDNA، 10 از میکرولیتر 1 شامل مسترمیکس میکرولیتر

 سایبر حاوی مسترمیکس از میکرولیتر 10 برگشت، و رفت پرایمرهای

 مورد دمایی برنامه گرفت انجام کره Bioneer دستگاه در که بود گرین

 ۹۵ دقیقه، 10 مدت به گرادسانتی درجه ۹0 شامل qPCR در استفاده

 که بود گرادسانتی درجه ۶0 دمای دقیقه 1 ثانیه، 1۵ گرادسانتی درجه

 خانه ژن عنوان به 16S rRNA ژن چنین هم. شد انجام سیکل ۴0 در

 ژن نسبی بیان انتها در. گرفت قرار استفاده مورد( داخلی کنترل) دار

mrkA  روش توس ΔΔCт و رفت پرایمرهای توالی. گردید محاسبه 

 -'5 صورت به mrkA هدف ژن( Forward and reverse) برگشت

ACGTCTCTAACTGCCAGGC -3'  ،5  و رفت'- 

TAGCCCTGTTGTTTGCTGGT -3'  ،توالی. بود برگشت 

-'5 صورت به 16S rRNA مرجع ژن برگشت و رفت پرایمرهای

CGTCTGCCCTATCAACTTTCG-3' 5  و رفت'-

'3-CGTTTCTCAGGCTCCCTCT  2۳ است برگشت . 

 

 آماری آنالیز

 گرفت انجام تکرار بار ۳ صورت به مطالعه این های تست تمامی

 آزمون از استفاده با GraphPad Prism آماری افزار نرم توس  نتایج و

 p <0.05 و گردید تحلیل و تجزیه طرفه یک واریانس آنالیز آماری

 . شد گرفته درنظر معنادار

 

 هایافته
 هایسویه بیوتیکی آنتی مقاومت پروفایل و سازیاجد

 پنومونیه کلبسیلا

 یشناس یکروبم هایروش از استفاده با بالینی نمونه 100 میان از

 یج. نتایدگرد ییو شناسا یجداساز پنومونیه کلبسیلنمونه  20تعداد 

 20 یاننشان داد که از م یوتیکیب یمقاومت آنت یلپروفا یتست بررس

-MDR: Multidrug) یوتیکب یمقاوم به چند آنت یهسو 12 یه،سو
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resistant )هایسویه میان از چنین هم(. 1)جدول  بودند MDR، 

 سیپروفلوکساسین بیوتیکآنتی به بیوتیکی آنتی مقاومت بیشترین

 ( مشاهده شد. ٪1۶) مروپنم به مقاومت میزان کمترین و( ۶۶٪)

 

 مس نانوذرات سبز سنتز و گیری عصاره

 آب حلل در ساعت 2۴ مدت به درمنه گیاه شده خشک پودر

 واتمن کاغذ توس  حاصله عصاره گیری، عصاره از پس و شد مخلوط

 زا بعد اتاق دمای در مس نیترات محلول احیای واکنش. گردید فیلتر

 تغییر و گرفت صورت مس نیترات محلول به عصاره کردن اضافه

 نانوذرات ساخت دهنده نشان رنگ تغییر این که گردید حاصل رنگ

 (.1)شکل  بود مس

 

 سنتز مس نانوذرات شیمیایی و فیزیکی خصوصیات بررسی

 شده
و اندازه نانوذرات مس سنتز شده  یشکل ظاهر یمنظور بررس به

و  SEM یجاستفاده شد. نتا SEMو  TEM یالکترون یکروسکو از م

TEM و  یساختار کرو ینشان داد که نانوذرات مس سنتز شده دارا

 ین(. هم چن2Bو  2Aنانومتر بودند )شکل  100اندازه کمتر از  یدارا

 مس، فلزی هاییستالبه منظور اثبات نانوکر XRD یسنج یفط یجنتا

، 111 سطوح در مس کریستالی نانوذرات نتایج، اساس بر. شد انجام

 را ۳۷/۶۴، ۶۸/۴۴، ۷۶/۳۵ مقادیر با هاییپیک ترتیب به 220 و 200

 (. 2C)شکل  داد نشان

 

 ضدمیکروبی اثرات بررسی

 مس نانوذره ضدباکتریایی اثرات بررسی منظور به مطالعه، این در

 مهارکنندگی غلظت کمترین تعیین منظور به میکرودایلوشن روش از

(MIC )غلظت تحت باکتریایی هایسویه روش این، در. شد استفاده-

 نشان نتایج. گرفتند قرار لیتر میلی بر گرم میکرو 100 تا 12۵/۳ های

 لیتر میلی در میکروگرم 2۵/۶ غلظت کمترین در مس نانوذرات که داد

 تاثیرهاایزوله روی بر لیتر میلی در میکروگرم 100 غلظت بیشترین و

 (.2 جدول) بودند گذار

 

 

 

 

 

 

 

 

شان  که( B) ساعت  ۵ زمان مدت گذشت  عصاره  افزودن از پس مس نیترات رنگ تغییر ،(A) مس نیترات محلول: 1شکل   نانوذرات سنتز  دهنده ن

 .  باشدمی مس
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 .پنومونیه کلبسیل هایسویه بیوتیکی آنتی مقاومت پروفایل :1جدول
MDR سویه شماره بیوتیکی آنتی مقاومت الگوی 

+ CP, MER, AMI ۸ ،1۸ 

+ CP, CAZ, TET ۵ ،۴۸ ،۵۹ 

+ CP, AMI, TET 1۳ ،2۹ ،۳۷ 

+ NA, AMI, CAZ 2 ،11 ،22 ،۴۵ 

CP: Ciprofloxacin, MER: Meropenem, AMI: Amikacin, CAZ: Ceftazidim, TET: Tetracycline, NA: Nalidixic acid 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 شکل یروک مس نانوذرات که دهدیم نشان جینتا. XRD( C) گذاره، یالکترون کروسکو یم(: B) ،یروبش یالکترون کروسکو یم (:A):  2شکل

 .باشندیم نانومتر 100 از کمتر اندازه یدارا و

 

  مس نانوذرات یمهارکنندگ غلظت حداقل جینتا : 2جدول

 سویه شماره (یترل یلیدر م یکروگرم)م MIC غلظت

25/6 ۴۸ ،2۹ ،2 

50 ۸ ،۴۵ ،۳۷ 

100 11 ،۵ 

25 1۸، ۵۹، 22، 1۳ 
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  ضدبیوفیلمی اثرات بررسی

 روش از مس نانوذرات ضدبیوفیلمی اثرات بررسی منظور به

 غلظت تحت هاسویه که بطوری شد استفاده میکروتیترپلیت

-ویهس تیمار از پس که داد نشان نتایج. شدند تیمار زیرحدمهارکنندگی

 موج طول در جذب میزان مس نانوذرات با پنومونیه کلبسیل های

 کاهش شدت به( تیمار از قبل) کنترل گروه به نسبت نانومتر ۵۷0

 ارتیم هایسویه بین نوری جذب کاهش بین معناداری ارتباط و یافته

 (p <0.05) داشت وجود کنترل های نمونه و مس نانوذرات با شده

 .(1 نمودار) باشدمی معناداری ضدبیوفیلمی اثرات دهنده نشان که

  mrkA بیوفیلم ژن بیان تغییرات بررسی

 بیوفیلم ژن بیان روی بر مس نانوذرات تاثیر بررسی منظور به

mrkA روش از پنومونیه کلبسیل های سویه در Real-Time PCR 

 ۳ شکل در ذوب منحنی آنالیز و mrkA ژن تکثیر نتایج. شد استفاده

 چنین هم. باشدمی mrkA ژن صحیح تکثیر دهنده نشان که است آمده

 زیرحدمهارکنندگی غلظت با پنومونیه کلبسیل هایسویه تیمار از پس

 16S rRNA مرجع ژن به نسبت mrkA ژن بیان میزان که داد نشان

 (. 2 نمودار( )p <0.05) است یافته کاهش معناداری بطور

 

 

 

 

 

 نوری جذب میزان شودمی مشاهده که همانطور. پنومونیه کلبسیل های سویه روی بر شده سنتز مس نانوذرات ضدبیوفیلمی اثرات بررسی:  1نمودار

 باشدمی ضدبیوفیلمی اثرات دهنده نشان که است کرده پیدا کاهش معناداری بطور مس نانوذرات با تیمار از پس نانومتر ۵۷0 موج طول درهاسویه

 ***(001/0P   :n=3.)  

 

 در mrkA ژن بیان میزان شودمی مشاهده که همانطور(. 16S rRNA) کنترل ژن با مقایسه در mrkA بیوفیلمی ژن بیان تغییرات میزان:   2نمودار

 (.001/0P   :n=3)***  است یافته کاهش معناداری ورط به 16S rRNA کنترل ژن با مقایسه
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 منحنی آنالیز(: C) گراد، سانتی درجه ۵/۸۷ ذوب دمای با mrkA ژن ذوب منحنی آنالیز16S rRNA( .B :) و mrkA ژنهای تکثیر نمودار(: A): 3 کلش

 .گراد سانتی درجه ۸۶ ذوب دمای با 16S rRNA ژن ذوب

 

  بحث
 نانوذرات مانند فلزی نانوذرات بخصوص نانوذرات، کلی بطور

 کاربردهای و کاتالیتیکی فرد به منحصر خصوصیات دلیل به مس

 روش از اخیر سالهای در. 2۴ است بوده محققان توجه مورد الکتریکی

 جهت گیاهان عصاره از استفاده با سبز سنتز روش مانند متعددی های

 سازگار و هزینه کم ساده، روشی که کنندمی استفاده نانوذرات سنتز

 درمنه گیاه عصاره از مطالعه این در. 2۵ است زیست محی  با

(Artemisia scoparia )و شد استفاده مس نانوذرات سنتز جهت 

 SEM، TEM های روش توس  آن شیمیایی و فیزیکی خصوصیات

 مس نانوذرات که داد نشان نتایج. گرفت قرار تایید مورد XRD و

 نانومتر 100 زیر اندازه دارای و کروی ساختار دارای شده سنتز

 مس نانوذرات سبز سنتز زمینه در مختلفی مطالعات تاکنون. باشدمی

 و ChandMali. است رسیده انجام به گیاهان عصاره توس 

 گیاه عصاره از استفاده با را مس نانوذرات 2020 سال در همکارانش

Celastrus paniculatus از استفاده با را آن ساختار و کردند سنتز 

SEM و TEM نانوذرات که داد نشان مطالعه این نتایج. نمودند بررسی 

 Ananda. 2۶ بودند نانومتر 10 تا 2 بین ای اندازه دارای شده سنتز مس

Murthy از استفاده با را مس نانوذرات 2020 سال در همکارانش و 

 نشان مطالعه این نتایج. کردند سنتز Hagenia abyssinica گیاه عصاره

 یکی. 2۷ بود نانومتر ۷۶/۳۴ شده سنتز نانوذرات میانگین اندازه که داد

 سنتز مس نانوذرات اندازه مطالعات، سایر با ما مطالعه اختلفات از
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 گیاهی ثانویه ترکیبات محتوای که میدهد نشان مطالعات و بود شده

 سنتز نانوذره سایز روی بر تواندمی گیاه اکسیدانی آنتی ترکیبات و

 ضدبیوفیلمی و ضدمیکروبی اثرات ادامه، در. 2۸ باشد گذار تاثیر شده

 پنومونیه کلبسیل بالینی های ایزوله روی بر شده سنتز مس نانوذرات

 مس نانوذرات که داد نشان ما مطالعه نتایج. گرفت قرار مطالعه مورد

-می معناداری ضدبیوفیلمی و ضدمیکروبی اثرات دارای شده سنتز

 دقیق بطور تاکنون مس نانوذرات ضدمیکروبی اثرات مکانیسم. باشند

 مس نانوذرات که میدهد نشان مطالعات اما. است نشده گزارش

 بار دارای ترکیبات و شوند متصلهاباکتری سلولی دیواره به توانندمی

 خروج و نشت باعث و دهدمی انجام همکنش بر سلولی دیواره منفی

 مرگ به منجر درنهایت و سلول از خارج به باکتری سلول ترکیبات

 که میدهد نشان مطالعات چنین هم. 2۹ شودمی باکتریایی های سلول

 و کرده تخریب را DNA مارپیچی ساختار توانندمی مس نانوذرات

 سمی هایرادیکال ایجاد چنین هم. ۳0 شوند سلولی مرگ به منجر

 دیگر از نیز لیپیدها پراکسیداسیون ها،پروتئین اکسیداسیون اکسیژن

. ۳1 باشندمی مس نانوذرات توس  باکتری مرگ های مکانیسم

 مس نانوذرات ضدمیکروبی اثرات بررسی زمینه در مختلف مطالعات

 از استفاده با 201۹ سال در همکارانش و Wu. است رسیده انجام به

 را آن ضدمیکروبی اثرات و کردند سنتز را مس نانوذرات سبز سنتز

 مورد را کلبسیل ماندد ادراری مجاری عفونت عامل پاتوژنهای علیه

 سنتز مس نانوذرات که داد نشان مطالعه این نتایج. دادند قرار مطالعه

 بودند کلبسیل هایسویه علیه معنادار ضدمیکروبی اثرات دارای شده
۳2 .Amaliyah استفاده با را مس نانوذرات 2020 سال در همکارانش و 

 ضدمیکروبی اثرات و کرده سنتز Piper retrofractum گیاه عصاره از

 مورد اورئوس استافیلوکوکوس و کلی اشرشیا های سویه علیه را آن

 در مس نانوذرات که داد نشان مطالعه این نتایج. دادند قرار مطالعه

 کرده مهار را پاتوژن باکتری دو این رشد توانندمی پایین های غلظت

 از یکی. ۳۳ دادند نشان خود از چشمگیری ضدمیکروبی اثرات و

 غلظت حداقل میزان تفاوت مطالعات، سایر با ما مطالعه اختلفات

 هایسویه علیه شده سنتز مس نانوذرات( MIC) مهارکنندگی

 نانوذرات اندازه آن دلایل از یکی که باشدمی مطالعه مورد میکروبی

-می مطالعه مورد باکتریایی های سویه و سنتز روش نوع شده، سنتز

 میزان چنین هم و مس نانوذرات ضدبیوفیلمی اثرات ادامه در. ۳۴ باشد

 نتایج. گرفت قرار مطالعه مورد mrkA بیوفیلم ژن بیان روی بر آن تاثیر

 اثرات دارای شده سنتز مس نانوذرات که داد نشان ما مطالعه

 نیز را mrkA بیوفیلم ژن بیان تواندمی بطوریکه بوده، ضدمیکروبی

 دلایل از یکی. کندمی کمک بیوفیلم تولید کاهش به که دهد کاهش

 همکنش بر تواندمی مس نانوذرات از ناشی بیوفیلم ژن بیان کاهش

 بیان تواندمی که باشد کننده رونویسی فاکتورهای با مس نانوذرات

 .۳۵ دهد کاهش نیز را بیوفیلم ژن

 Ashajyothi ضدبیوفیلمی اثرات 201۶ سال در همکارانش و 

 کلی، اشرشیا پنومونیه، کلبسیل هایسویه علیه را مس نانوذرات

 قرار مطالعه مورد فکالیس انتروکوکوس و اورئوس استافیلوکوکوس

 دارایهاباکتری تمامی علیه مس نانوذرات که داد نشان نتایج. دادند

 در همکارانش و Sriyutha Murthy. ۳۶ باشدمی ضدبیوفیلمی اثرات

 های سویه علیه را مس نانوذرات ضدبیوفیلمی اثرات 2012 سال

 و آئروژینوزا سودوموناس کلی، اشرشیا اورئوس، استافیلوکوکوس

 نشان مطالعه این نتایج. دادند قرار مطالعه مورد پوتیدا سودوموناس

 میلی در گرم میلی 2۴/0 تا 02/0 های غلظت در مس نانوذرات که داد

 اورئوس، استافیلوکوکوس هایسویه در را بیوفیلم تولید توانندمی لیتر

 های سویه اما دهد کاهش پوتیدا سودوموناس و کلی اشرشیا

 نتایج. ۳۷ بودند مقاوم هاغلظت این به نسبت آئروژینوزا سودوموناس

 خوانی هم ضدبیوفیلمی اثرات نظر از ما مطالعه نتیجه با مطالعات این

-می مس نانوذرات ضدبیوفیلمی اثرات میزان دلایل از یکی اما دارد

 مس نانوذرات که میدهد نشان مطالعات. باشد نیز آنها سایز تواند

 بیوفیلم ماتریکس درون به توانندمی تر راحت کوچکتر اندازه دارای

 شده ماتریکس ساختار درون های باکتری مرگ موجب و شوند وارد

 .   ۳۸ شوندمی بیوفیلم تولید کاهش باعث هم نسبت آن به و

 

  گیرینتیجه
 عصاره توس  شده سنتز مس نانوذرات داد نشان مطالعه این نتایج

 سنتز مس نانوذرات و باشدمی صرفه مقرون و سریع آسان، درمنه گیاه

 سویه علیه معناداری ضدبیوفیلمی و ضدمیکروبی اثرات دارای شده

 توانمی بنابراین. باشندمی پنومونیه کلبسیل دارو به مقاوم پاتوژن های

 دارویی مطالعات در دارو کاندید عنوان به نانوذره این از آینده در

 .  نمود استفاده بیشتر مطالعات جهت
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 اخلق کد با که است تحقیقاتی مطالعه از برگرفته مقاله این

IR.REC.1399.221 بین منافعی تضاد هیچگونه. است شده انجام 

 از نویسندگان. ندارد وجود پژوهشی طرح این در پژوهشگران
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 .میکنند قدردانی و تشکر شده نظرگرفته
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Background: Klebsiella pneumoniae is one of the most important hospital opportunistic 

pathogens that have become resistant to many antibiotics due to biofilm formation. The aim 

of this study was to synthesize copper nanoparticles using Artemisia scoparia extract, to 

investigate its antimicrobial and anti-biofilm effects against K. pneumoniae strains. 

Methods: In this experimental study, 100 clinical samples were collected from different 

hospitals in Tehran. K. pneumoniae strains were isolated from clinical specimens using 

microbiological methods. Subsequently, the synthesis of copper nanoparticles was 

performed by green synthesis method using A. scoparia extract and its properties were 

examined by scanning electron microscopy (SEM), transmitting electron microscopy 

(TEM) and X-ray diffraction (XRD) methods. The antimicrobial and anti-biofilm effects of 

the synthesized copper nanoparticles were investigated and the effect of copper 

nanoparticles on the expression of mrkA biofilm gene in K. pneumoniae strains was 

investigated by Real Time PCR. 

Results: A total of 20 K. pneumoniae strains were isolated from 100 clinical specimens. 

SEM TEM and XRD results showed that the synthesized copper nanoparticles had a 

spherical shape and a size of less than 100 nm. The results showed that copper nanoparticles 

had significant antimicrobial and anti-biofilm effects against K. pneumoniae strains and 

copper nanoparticles could significantly reduce the expression of mrkA biofilm gene (p 

<0.05). 

Conclusion: The results of this study showed that the synthesized copper nanoparticles 

have significant antimicrobial and anti-biofilm effects. Therefore, this nanoparticle can be 

used as a drug candidate in future studies. 

 

Keywords: Klebsiella pneumoniae, Copper nanoparticles, Antimicrobial effects, Anti-

biofilm, Biofilm gene expression   
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