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Abstract  

Background and Objectives: The ability of Klebsiella pneumoniae as an opportunistic bacterium 

in hospital infections, by producing biofilm on food utensils and hospital surfaces, has adverse 

effects on the treatment and survival of hospitalized patients. The present study was conducted 

with the aim of investigating the effect of TiO2 nanoparticles on Klebsiella pneumoniae biofilm 

formation. 

Materials and methods: TiO2 nanoparticles were produced using sol-gel method. 62 strains of 

Klebsiella pneumoniae were isolated from three hospitals in Tehran. Antimicrobial activity of 

TiO2 nanoparticles against biofilm-producing and antibiotic-resistant strains was determined by 

disk diffusion method. Definitive identification of the isolates was done through common          

biochemical tests and 16S rRNA sequencing, and the expression of treC, mrkD, sugE, luxS and 

16SrRNA genes was investigated by real time PCR. 

Results: The data showed that the ability to form biofilm among isolates obtained from sputum 

was higher than other isolates. TiO2 nanoparticles with a concentration of 256 μg/ml inhibited 

biofilm production in fourteen isolated strains. Comparison of LuxS gene expression in Klebsiella 

pneumoniae untreated and treated with TiO2 showed that the level of gene expression decreased 

by 3.85 times (p = 0.002). 

Conclusion: This study showed that the synthesized TiO2 nanoparticles are effective against the 

formation of biofilm in Klebsiella pneumoniae strains resistant to several drugs and can be reliable 

and useful as inorganic antimicrobial agents. 
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 ها مجله دنیای میکروب
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 490-545صفحات 

های لایه در سویههای موثر در تولید زیست تأثیر نانوذرات دی اکسید تیتانیوم بر بیان ژن

 کلبسیلا نومونیه مقاوم 
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 چکیده

های بیمارستانی، با تولید بیوفیلم بر روی ادوات طلب در عفونتتوانایی کلبسیلا نومونیه به عنوان یک باکتری فرصتسابقه و هدف: 

مانی بیماران بستری در بیمارستان دارد. مطالعه حاارار باا طبخ مواد غذایی و سطوح بیمارستان، تأثیرات نامطلوبی بر درمان و زنده

 بر تشکیل بیوفیلم کلبسیلا نومونیه انجام شده است.  TiO2هدف بررسی تأثیر نانوذرات

سویه کلبسیلا نومونیه از سه بیمارستان تهران جادا شاد.  22ژل تولید شد. -با استفاده از روش سلُ  TiO2نانوذراتها: مواد و روش

بیوتیک از طریق روش انتشار دیسک تعیین شد. های مولد بیوفیلم و مقاوم به آنتیدر برابر سویه TiO2فعالیت ردمیکروبی نانوذرات 

، treC  ،mrkDهای انجام شد و بیان ژن S rRNA ۱2های بیوشیمیایی متداول و تعیین توالیها از طریق آزمایششناسایی قطعی جدایه

sugE،luxS  وSrRNA ۱2  توسطReal time PCR .مورد بررسی قرار گرفت 

ها بیشتر باود. نااناوذرات دست آمده از خلط از سایر جدایههای بهها نشان داد که توانایی تشکیل بیوفیلم در بین جدایهدادهها: یافته

TiO2 با غلظتμg/ml256   تولید بیوفیلم را در چهارده سویه جدا شده مهار نمودند. مقایسه بیان ژنLuxS  در کلبسیلا نومونیه تیماار

 p).= 2//8/برابر کاهش یافته است ) 38/3نشان داد که میزان بیان ژن   TiO2نشده و تحت تیمار با

های کلبسیلا نومونیه مقاوم به چاناد سنتز شده در برابر تشکیل بیوفیلم در سویه  TiO2این مطالعه نشان داد که نانوذراتگیری: نتیجه

 توانند به عنوان عوامل ردمیکروبی غیر آلی قابل اعتماد و کاربردی باشند. دارو موثر هستند و می

 ، کلبسیلا نومونیه.TiO2لایه، نانوذرات بیوتیکی، زیستمقاومت آنتیکلید واژه: 

 /۱1/۱8182پذیرش مقاله:                                  ۱1/۱8/82۱ویرایش مقاله:                                /۱1/۱838۱دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: گروه مایاکاروبایاولاوژی دانشاگااه آزاد اسالامای واحاد سااوه، ایاران.                          

  Dr_kumarss_amini@yahoo.comپست الکترونیک:                 1۱23131/91/تلفن: 

 مقدمه     

دار، گرم مانافای و غایار                     یک باکتری ک سول                 کلبسیلا نومونیه               

متحرک است که در مواد غذایی و محیط زیسات، از جامالاه                                                 

هاا    های پزشکی مانند ایم لنت                       های سطحی و خاک و دستگاه                        آب  

و کاتترها ساکن است و در حال حارر دومین عالات شاایا                                                  

باشد. یک عامل مهام در                      باکتریمی )وجود باکتری در خون( می                                

زایی این باکتری توانایی آن در چسبیادن و تشاکایال                                              بیماری      

بیوفیلم در سطوح م تل  است که گزارش شاده در حادود                                                

های باکتریایی دخیل است زیرا تشکیل بیوفیالام                                             از عفونت          /9

دهد بیشتر دوام بیاورند و ماناجار باه                                  ها اجازه می           به باکتری         

 (.  ۱شود )     های مزمن می           عفونت     

شاود       هایی گفته مای              لایه به سلول             در اصطلاح بیوفیلم یا زیست                        

که روی یک سط  ت بیت شده و عموما به وسیله یک ماتریک                                                      

از مواد پلیمری خار  سلولی با مناشاأ مایاکاروبای احااطاه                                                           

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خالاقااناه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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کلاباسایالا        های     لایه ایجاد شده توسط سویه                         (. زیست       2اند )       شده   
زایی در این باکتری باه                       به عنوان یک عامل مهم بیماری                             نومونیه       

رود که باکتری را در برابر اناتاشاار داروهاای راد                                             شمار می       

میکروبی مقاوم نموده و بدین ترتیب موجب بروز مقاومت باه                                                      

(. مطالعات نشان داده است                          1و 3شود )     ها می     بیوتیک      درمان با آنتی             

کلبسیالا        های مربو  به حدت شناسایی شده در                                 که برخی از ژن             

( و ژن        3)پروتین فیمبریال نوع                        mrkمانند خوشه ژن                 نومونیه       

treC                     ک سول رد فاگوسیت()CPS)               لایاه       ( در تشکیال زیسات

، برای        mrkDهای چسبندگی فیمبریال،                       نقش دارند. بیان انواع ژن                        

لایه و دخالت در آلودگی کاتتار تاوساط                                    تقویت تشکیل زیست                

بارای        treCاین ژن        بر  اثبات گردیده است. علاوه                      کلبسیلا نومونیه                

لایه حیاتی اسات                 بیوسنتز ماتری  مورد نیاز برای تشکیل زیست                                        

شاود.      زیرا با تهیه گلوکز باع  تولید پلی ساکارید ک سولی مای                                                   

 LuxS       (type 2 quorum-sensingهاای     علاوه بار ایان، ژن               

regulatory system     و )SugE                                  پروتین انتقال ترکیبات آمونایاوم(

(( نیز به ترتیب با افزایش روند ارتبا  سلول باا                                               SMR)خانواده          

هاا، بار سااخات             سلول و حمل و نقل داروها یا متااباولایات                                   

تاأثایار                                           کالاباسایالا ناوماونایاه                هاای     لایه در ساویاه             زیست    

ها،       بیوتیک      (. با توجه به افزایش مقاومت به آنتی                                   3و 2گذارند )        می  

های خا  با مقاومات                   ، با  هور سویه              /۱19وی ه پ  از دهه                به  

های جادیاد          بالا به عوامل ردمیکروبی، تحقیق در زمینه گزینه                                            

درمان بسیار حیاتی در نظر گرفته شده است. بنابراین، تحقیقات                                                           

بر اساس استفاده از مواد م تل  ماناناد داروهاای گایااهای،                                                    

عنوان یک زمینه امیدوار کننده برای                                   ها یا نانوذرات، به                  پروبیوتیک         

های مقاوم در حاال رشاد ماطارح گاردیاده                                                  مبارزه با سویه              

عاناوان       ( باه    TiO2 NPs(. امروزه نانوذرات تیتانیوم )                             2-1است )     

شاود کاه بارای             یک ماده ردباکتریایی مهم در نظر گرفته مای                                       

ها بسیار سمی شناخته شده است زیارا طایا                                       میکروارگانیسم             

لایاه را بارای               ای از فعالیت ردمیکروبی8رد زیسات                              گسترده      

 (.  1-9دهد )     های گرم م بت و گرم منفی نشان می                               ارگانیسم        

با داشاتان انادازه                     TiO2اند که نانوذرات                 مطالعات اثبات کرده                  

توانند به راحتی به دیواره سلولای و غشاای                                        بسیار کوچک، می              

سلولی نفوذ کرده و باا قارار گارفاتان در ماعار  ناور                                                                       

( باع  افزایش اکسیداسیون درون سالاولای                                      Uماورا بنفش )            

  (ROS(های آزاد اکسایا ن                 رادیکال       ها و تولید            میکروارگانیسم             

هاای     ل شوند که از مسیرهای م تل  سلولی منجر به مر  سلو                                              

های دفاع رداکسیدانای                     شود. از سوی دیگر سیستم                      میکروبی می          

ها هم ون کاتالاز و سوپراکسید دسموتاز، هم نین راد                                                باکتری      

های طبیعی هم ون اسکوربیک اسایاد، کااروتان و                                         اکسیدان       

اشباع         TiO2توکوفرول در مقابل اکسیداسیون ایجاد شده توسط                                             

های آزاد اکسی ن منجر                      گردند و بدین ترتیب افزایش رادیکال                                 می  

براین اثبات شده است کاه ایان                            شود. علاوه         به مر  سلولی می               

آسیب وارد کرده، در تنظایام بایاان                                 DNAنانوذرات به ساختار                    

نمایند، در            های سیگنالین  درون سلولی نقش م رب ایفا می                                           ژن  

انتقال آهن و فسفر تداخل نموده و هم نین سااخاتاار دیاواره                                                      

 (.  2و 3کنند )      سلولی را از طریق لی وپراکسیداسیون ت ریب می                                          

تاکنون در مطالعات بسایااری نشاان داده شاده اسات کاه                                               

بیوتیکای و تاواناایای                   های خاصی بین مقاومت آنتی                          همبستگی       

وجاود                    کلبسایالا ناوماونایاه                های     لایه در سویه             تشکیل زیست          

(. بنابراین، هدف از مطالعه حارر ارزیابای اثارات                                               /۱و 1دارد )      

هاای دخایال در تشاکایال                   بر میزان بیان ژن                  TiO2نانوذرات          

 بوده است.           کلبسیلا نومونیه              لایه در          زیست    

 

 ها  مواد و رو           

هاای     ساویاه    های باکتریایای:                ال ( جداسازی و شناسایی سویه                           

های زخم جراحی، خالاط، خاون و                           از سواب         کلبسیلا نومونیه              

ساال( در           22تا      /۱بیمار بستری )سن بین                       91نمونه ادرار از                

های مرباو            بیمارستان امام خمینی جداسازی شدند. تمام روش                                           

به شرکت کنندگان انسانی مطابق با استااناداردهاای اخالاقای                                                    

و اصالاحاات            ۱121دانشگاه آزاد اسلامی و اعلامیه هلسینکی                                     

کلبسیالا        سویه دیگر             3۱براین،        بعدی آن انجام شده است. علاوه                           
های م تلا  ادوات طاباخ ماواد غاذایای                                از نمونه          نومونیه       

هاا از طاریاق            بیمارستانی جدا شد. شناسایی قطعای جادایاه                                     

(، اکسیداز، کااتاالاز،                     IM iCهای بیوشیمیایی متداول )                         آزمایش      

، استفاده از لیزین، و اوره و به دناباال                                       2S ت میر قندها، تولید                    

با استفاده از پرایمرهای عماومای                               ۱2SrRNAقطعه      یابی      آن توالی        
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29F                   آغازگر فاوروارد(A A TTT ATCCT  CTCA -

-3)آغاااازگااار ماااعاااکاااوس                     ۱112R( و     3    -3

  TTACCTT TTAC ACTT-3                       با توجه به ماطاالاعاه ،) 

تاحات     ۱2SrRNAقطعه        PCR(. محصولات           /۱قبلی انجام شد )               

های مولکولی نسبی ماحاصاولات                         یابی قرار گرفتند. اندازه                        توالی     

PCR                                                 با توالی پایگاه داده بانک ژن، مارکاز مالای اطالاعاات

( با استفاده از برنامه تجزیه و تاحالایال                                      NCBIبیوتکنولوژی )             

Basic Local Alignment Search (BLAST)                  مقایسه شد. پا

در ماحایاط           کالاباسایالا ناوماونایاه              های     از شناسایی، سویه                

 Tryptone Soya Broth, TSB)       (Merck(بارا         سوی     تری تون       

Co              به منظور          درجه سلسیوس               -/9  گلیسرول در              /۱.، آلمان( با

  B Iها در محایاط            ذخیره شدند. همه جدایه                     های بیشتر           ارزیابی       

 ، آلمان( کشت شدند.                    Merck)   ( Brain heart infusion)   آگار    

الگاوی حسااسایات باه                 بیوتیک:         ب( تست حساسیت به آنتی                     

بیوتیک ها با استفاده از روش اصلاح شده انتشاار دیساک                                                    آنتی    

باا    کلبسیلا        ها تعیین شد. کشت                  بیوتیک      کربی باو ر در برابر آنتی                        

مک فارلند توسط یاک ساواب                          83/کدورت مطابق با استاندارد                          

    2( همراه باا            M Aهینتون آگار )             -پنبه استریل در محیط مولر                        

NaCl                    بیوتیاک روی ساطا                 های آنتی        انجام شد. س   دیسک

ماقااوم باه داروی                  ( MDRهاای   محیط گذاشته شد و ساویاه                     

)ماقااوم          PDR)بسیار مقاوم در برابر دارو( و                                   DR چندگانه(،           

در برابر دارو( بر اساس رهنمودهای مرکز کنترل و پیشگیری از                                                          

 (.  ۱۱( تعیین شد )            CDCبیماری )        

لایاه، از           برای ارزیابی تشکایال زیسات                       لایه:         ( بررسی زیست             

لیتر ماحایاط           میلی      3در      کلبسیلا نومونیه              های تازه جدا شده                  کلنی    

ساعت در دمای                21ها به مدت             استفاده شد. این محیط                      LBبرا       

(.  باه        ۱۱انکوبه شدند )                 //rpm 2درجه سلسیوس با شرایط                        39

ها در هر کشت تعیین و به میازان                               دنبال انکوباسیون، تعداد سلول                            

CFU/ml /  ۱/  ۱83              مایاکارولایاتار از هار                   //2تنظیم شد و

سوس انسیون باکتریایی به هشت چااهاک از یاک صافاحاه                                             

منتقل و           B Iتایی حاوی محیط مای                        12میکروتیتر ک  ت ت                  

گذاری       ساعت گرم انه              21مدت     درجه سلسیوس به                33در دمای         

بار با محلول بافر                     3ها    ها آس یره شده و چاهک                      شد. س   محیط            

ها به مدت یاک                (. س   پلیت            p=         289فسفات شسته شدند )                 

(    C  )     8۱/شب در هوا خشک شدند و با کریستاال ویاولاه                                       

هاای     آمیزی، چااهاک           دقیقه رن            /3آمیزی شدند. پ  از                   رن    

کشت سه بار با آب دیونیزه شسته شد تا کریستال ویوله بااناد                                                        

ها با استفااده از دساتاگااه                           نشده از بین برود. تراکم نوری چاه                                

-نانومتر انادازه                313خودکار میکروالایزا )اپندورف، آلمان( در                                       

لایه قوی جاذب               گیری شد. برای تش ی  تولیدکنندگان زیست                                     

لایه متاوساط جاذب                 ، برای تولید کننده زیست                         /821/  نوری      

  لایه       و برای سویه غیر تولید کننده زیست                                  /821/-    /8۱2/نوری      

اشاریشایااکالای            اناتا ااب شاد.              /8۱2/    جذب ناوری          

ATCC25922                          لایه شانااخاتاه              ، یک سویه تشکیل دهنده زیست

لایه در          های زیست        (، به عنوان کنترل م بت در سنجش                              ۱۱شده )     

به عنوان شاهد منافای                      B I(. محیط استریل                ۱2نظر گرفته شد )              

ها با استفاده از سه تکرار انجام شد و                                      استفاده شد. تمام سنجش                     

 حداقل یک بار به طور مستقل تکرار شد.                                   

باا روش          2TiOسازی نانوذره              آماده     :     2TiOهای     د( تهیه نانوذره               

ژل همانطور که قبلا توسط دسای و همکاران انجاام شاده                                                 سل  

مارک،      ( )      Iبود انجام شد. به طور خلاصه، کلرید تیتاانایاوم )                                           

به عنوان پیش مااده ماورد                        درصد        11آلمان( با غلظت خلو                      

با ارافه کردن آب                    استفاده قرار گرفت و در شرایط کنترل شده                                      

  ۱2درجه به مادت               23در      با هم زدن مداوم و دقیق                        دیونیزه و         

دست آماده          هیدرولیز شد. سل حاصل دیالیز شد و ژل به                                        ساعت    

درجه سلسیوس خشک شاد. ماحاصاول                             /2در آون با دمای                

درجه سلسیوس اکسایاده                      //3کریستالی سفید حاصل در دمای                            

 (.  ۱3شده و پ  از آن برای مطالعه استفاده شد )                                       

در یاک         TiO2هاا      نانوذره           (RD (گیری پراش اشعه              اندازه      

( انجام  شاد.              Philips PANalytical   Pert Proپراش سن  )          

 D = k    Bاندازه پودر کریستالیت با استفاده از معادله شارر،                                                 

Cos                   محاسبه شد، کهD                    است،         قطر کریستالیت درk        ثابات

   اسات،         در        Cu K)  طول مو  اشعه                 ( و     81/شکل )     

گیری شاده          )در شعاع( نیمه عر  اندازه                           Bزاویه پراش است و                  

است. میکروسکو  الکترونی روبشای )کاارل                                       RD برای قله          

صورت ساه         زای ، آلمان( برای تصویربرداری از سط  نمونه به                                             
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بعدی مورد استفاده قرار گرفت و موارد زیر را تاعایایان کارد:                                                       

توپوگرافی نمونه و خصوصیات سط  آن، مورفولوژی، اندازه و                                                       

 (.    ۱3موقعیت ذرات در سط  از جسم )                           

بادیان      :      TiO2ه( تعیین فعالیت ردمیکروبی و ردبیوفایالامای                                      

مایاکاروگارم بار               //3و     //2،   //۱های م تل            منظور رقت         

لیتر از نانوذره در آب مقطر اتوکلاو شده ساخته شد. اباتادا                                                         میلی    

  لیتر آب استریل ارافه شد                       میلی      /۱به      TiO2 NPsگرم     میلی      //۱

با روش انتشار چاهک در                         TiO2فعالیت رد میکروبی                     و س       

لایه ماورد آزماایاش قارار                        های تولید کننده زیست                    برابر سویه          

ها در محیط مولر هیناتاون                        گرفت. کشت خال  میکروارگانیسم                            

درجاه        39استریل صورت گرفت و در دماای                              M Bبرا       

گذاری شد. پا  از                 ساعت گرم انه              /۱-۱2سلسیوس به مدت               

  //2در      ۱./ساعت، جذب نوری کشت فوق در حادود                                  21

 CFU/mlنانومتر تنظیم شد تا غلظت                          
دسات آیاد.          باه    ۱      /۱    /

متر با استفاده از پان  ژل روی پلایات                                    میلی      2هایی با قطر             چاهک    

M A                            ای استریل هر              های پنبه        ساخته شد. س   از طریق سواب

سویه به طور یکاناواخات بار روی پالایات کشات شاد.                                         

لیتر نااناوذرات               میکروگرم بر میلی                  //3و     //2،     //۱های     غلظت    

TiO2                                          های ایجااد           با استفاده از میکروپی ت در هر یک از چاهک

باه      TiO2 NPsها ری ته شد. رقت سریالی                         شده در همه پلیت               

  33های آزمایش ارافه شد. پ  از انکوباسیون در دمای                                               چاهک    

ساعت، قطر هاالاه عادم رشاد                          /۱درجه سلسیوس به مدت                    

 گیری شد.            اندازه      

های با قدرت بالای                  فعالیت ردبیوفیلمی نانوذرات بر علیه سویه                                       

(. بادیان تارتایاب کاه                  ۱۱لایه بررسی گردید )                   تشکیل زیست          

و صفر مایاکاروگارم بار                     32،     /21،۱2،   232،   3۱2های       غلظت    

خااناه دارای              12های     های پلیت        لیتر این نانوذره به چاهک                          میلی    

ها ارافاه          حاوی غلظت نیم مک فارلند باکتری                                LBمحیط کشت          

گاذاری       درجه گرم ااناه              39ساعت در           21گردید و به مدت                می  

خوانده شاد. بارای                   OD=600میشد. س   کشت باکتریایی در                            

هاا    ها شسته شدند و بیوفیلم                      های پلانکتونیک پلیت                  حذف باکتری          

دقایاقاه رنا              /3میکرولیتر از کریستال ویوله به مدت                                     //۱با    

هاا،     گردیدند. پ  از خالی کردن مای  و خشک کردن پلایات                                               می  

 بررسی شد.            OD=570لایه در          تشکیل زیست          

،   3۱2هاای     پ  از قرار گرفتن باکتری در غلاظات                               و( بیان ژن:             

لیاتار نااناوذرات               و صفر میکروگرم بر میلی                        32،   /21،۱2،   232

TiO2         های دخیل در تاولایاد                   ساعت، میزان بیان ژن                     21در طی

 های     تعیین شد. سط  بیان ژن                       RT-PCRلایه با استفاده از                     زیست    

treC   ،mrkD ،sugE    ،LuxS     ۱2وSrRNA          دار                           )ژن خااانااه

   ( ousekeeping                                          در این آزمون مورد بررسی قرار گرفت. باه ))

جدایه از با اساتافااده از                          ۱1باکتریایی کل                 RNAطور خلاصه،         

، اسااتاا اارا                            RNeasy Mini Kit (Cinnagen, Iran)کاایاات     

بااا اساااتاافاااده از کاایااات                                                                              cDNA شااد. ساا ااا        

RT Prime Script (Cinnagen, Iran)                              سنتز و بیان آن با استفاده

 باا کایات         qRT-PCRتعیین شد. در نهایت،                    S BR  reen از  

S BR Premix Ex Taq II (Cinnagen, Iran) )          باار روی

سیستم ترموسایکلر )اپندورف، آلمان( انجام شد. بیاان نسابای                                                       

کلباسایالا        از     ۱2SrRNA دار   های هدف با استفاده از ژن خانه                               ژن  
 (cycle threshold(بدست آمد. تعداد سیکل آساتااناه                             نومونیه       

ها بار اسااس            افزار سیستم تش ی  تأیید شد و داده                                 توسط نرم        

(. سط  بیان             ۱1مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند )                                 ∆∆  Ct روش   

های هدف مش   و با یکدیگر مقایسه شد. هر واکنش سه                                                 ژن  

از      T-Testبار انجام شد و تجزیه و تحلیل آماری و آزماون                                            

     .انجام گرفت            ۱2نس ه       SPSS طریق    
 

 ها  یا ته     

  22در حالت کلی             لایه:        ال ( فعالیت ردمیکروبی و رد زیست                               

های ادوات طبخ جاداساازی                       های بیماران و نمونه                   سویه از نمونه             

شد و مورد مطالعات بیشتر قرار گرفت. شکل شماره یک نشاان                                                      

ها است. تشکیال               های هدف در برخی از سویه                       دهنده ح ور ژن             

ساعت رشد            /۱بعد از           Cلایه با استفاده از رن  آمیزی                               زیست    

ها نشاان داد کاه                بررسی شد. یافته                 نومونیه         کلبسیلا      های     سویه    

ها ارتبا  معنا داری با مقاومات باه                                  لایه در سویه             تشکیل زیست          

(.    p 0.05ها نادارد )            های خا  یا حساسیت به آن                       بیوتیک      آنتی    

آورده شاده             2ها در شکل           بیوتیکی سویه            الگوی مقاومت آنتی                 

هاای      ( از جادایاه           1۱813عدد )       39جدایه،          22است. از بین             
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بیوفیلم تشکیل دادند. طبقه بانادی  ارفایات                                        کلبسیلا نومونیه              

لایه در مقایسه با گروه کنترل م بت، گروه بادون                                               تشکیل زیست          

و زیااد،         لایه رعی ، متوسط                   لایه، قدرت تشکیل زیست                      زیست    

هاای      عدد( به عنوان سویاه                    /3ها )       از سویه         32823نشان داد که             

                      218/2اناد،      بنادی شاده        طبقه    لایه       تولید کننده متوسط زیست                      

  2/8۱2،   اناد     های کاملا  قوی تشکیال داده                        لایه     عدد( زیست           ۱9)   

درصاد                    2283لایه ناچیز تولید کردند و                           عدد( زیست           9درصد )      

کلاباسایالا        های     ای تولید نکردند. سویه                     لایه     عدد( هی  زیست               3)   

که از سواب های زخم جراحی، خلط، خون و ناماوناه                                              نومونیه       

های باه دسات            اند، در مقایسه با جدایه                       ادرار بیماران جدا شده                     

های ادوات غذایی، توانایی بیشتری برای تشکایال                                            آمده از نمونه             

تا ابایات شاده را داشاتاناد                                                     های کامل و یا متوسط                     بیوفیلم       

   (p  0.002                     علاوه بر این، یافته .)                              ها نشان داد که توانایی تشکیال

های به دست آمده از خلط از ساایار                                لایه در میان جدایه                   زیست    

 (.  p    ۱//8/سویه ها بیشتر بوده است )                        

تشاکایال          RD تجزیه و تحلیال             خصوصیات ذرات نانو:                    ب(    

  SEM(. تصویر        2در نمونه را تأیید کرد )شکل                              TiO2بلورهای         

ناناوماتار نشاان                9/8۱9تا      33892های کروی را با قطر                    نانوذره       

ها مشااهاده           (. هی  قله ناخالصی در بین پیک                             3دهد )شکل            می  

نشد که نشان دهنده خلو  بالای نانوذرات ساخته شده اسات.                                                     

هاای     NPدهاد     نانومتر بود که نشان می                        32ذرات      اندازه متوسط              

TiO2                               .سنتز شده در مقیاس نانو بودند 

ها. ستون  های هدف در جدایهبرای ژن  PCRالکتروفورز محصولات :  ۱شکل 

جفت بازی، ساتاون  : کاناتارل ما ابات،            //۱اول از سمت چپ: لدر 

  ها است.های ذیل اعداد نشان دهنده سویه: بلانک و ستون -ستون 

جدا شده در این مطالعه  کلبسیلا نومونیهسویه  22الگوی حساسیت :  2شکل 

 های رای .بیوتیکدر برابر آنتی

 .ژل-، با فرآیند سل TiO2نانوذرات XRD الگوی: 3شکل 

 شده. سنتز TiO2نانو ذرات  SEMتصویر : 1شکل 

هاای     با استفاده از پلیات                  لایه  نانوذرات:                  فعالیت رد زیست               (    

  TiO2نانوذرات          چاهکی، فعالیت ردبیوفیلم رقت سریالی                                      12

های کاملا  قاوی را تشاکایال                        هایی که بیوفیلم               در برابر جدایه              

هاا نشاان داد کاه                دهند، مورد بررسی قرار گارفات. داده                                  می  

  232سویه را در غالاظات                   ۱1لایه در          نانوذرات ایجاد زیست                   

 لیتر مهار نمودند.                   میکروگرم بر میلی                

های هدف که ممکن اسات                     بر بیان ژن            TiO2د( بیان ژن: اثرات                   

لایه را نشان دهد، مورد بررسی قارار                                    دلیل مهار تشکیل زیست                    
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هاا در ماعار             ساعته باکتاری              21گرفت. پ  از قرار گرفتن                        

های کاد کاناناده تاولایاد                    بیان ژن         TiO2های م تل            غلظت    

مورد باررسای قارار                   RT-PCRلایه با استفاده از واکنش                           زیست    

و      ۱2SrRNA   ،treC ،mrkDهاای     ها در مورد ژن             گرفت. داده          

sugE                        ت یایار قاابال                در مقایسه با شاهد                 نشان داد که نانوذرات

در       TiO2. اماا     ایجاد نکردناد            های هدف         توجهی را در بیان ژن                   

را به طرز ماعانای داری                        LuxSمقایسه با گروه شاهد، بیان ژن                            

)میزان ت ایایارات                  Fold changeها نشان داد که                داده      کاهش داد.         

در      LuxSدار( بایاان ژن              بیان یک ژن نسبت به ژن خااناه                          

های تحت تاثیر باا نااناوذرات در گاروه آزماون در                                                            باکتری      

ت ایایار یاافاتاه اسات                                                                 -38/3مقایسه با گروه کنترل به میزان                               

 (CI=95 , p=0.002    .) 

 

 بح      

آمار، تحقیقات و گزارشات سازمان بهداشت جهانی اثبات کارده                                                        

تاریان      های ماقااوم یاکای از بازر                      است که گسترش سویه                 

های سلامت در سراسر جهان است و پیشارفات ماداوم                                             چالش    

انگیزد.         های باکتریایی را بر می                      های درمانی علیه عفونت                     استرات ی        

های جدیاد شاامال               در چند دهه اخیر، نانومواد به دلیل وی گی                                       

بزر  بودن نسبت سط  به حجم و فعالیت واکنشی بالا ماورد                                                    

(. نتای  این مطالعه نشان داده                               ۱3توجه زیادی قرار گرفته است )                           

ماواجاه شاده باا                کلبسیلا نومونیه              های     است که تیمار باکتری                   

دار     در مقایسه با گروه کنترل به صورت ماعانای                                      TiO2نانوذرات          

شده است. در مطالعه حارار،                            LuxSباع  کاهش میزان بیان ژن                         

بیوتیکی و نیز تاثیر ناناوذرات بار                                 از نظر دو عامل مقاومت آنتی                          

های جدا شده از ادوات طبخ غاذای                               ها، تفاوتی بین سویه                   جدایه     

های بیماران یافت نشد. پ وهش مشاباه باا                                      بیمارستانی و جدایه                  

مطالعه حارر توسط کرمانشاهی و همکاران باه باررسای اثار                                                   

هاای       بر عالایاه بااکاتاری                TiO2ردمیکروبی نانوذرات نقره و                           

 PTCC استافیلوکوکاوس اور اوس                    زا با منشا غذا شامل                       بیماری      

  MBCو     MICاز طریق تعایایان               لیستریا مونوسیتوژنز                     ،   ۱13۱

ها نشان داد که نانوذرات نقره باا انادازه                                          پرداخته است. نتای  آن                     

با انادازه             TiO2مولار، نانوذرات                نانومتر با غلظت یک میلی                         ۱/3

هاای         دارای اثر ردمیکروبی بر باکتاری                               ۱نانومتر با غلظت                   2۱

  لیستریا مونوسایتوژناز                    و     PTCC 1431  استافیلوکوکوس اور وس                    

ها نشان داد که با توجه باه اثار                               گیری نهایی آن               می باشند. نتیجه               

هاا باا       بر علیه باکتاری                TiO2ردمیکروبی که نانوذرات نقره و                              

هاا در جاهات           دهند می توان از آن                  منشا غذا از خود نشان می                       

هاای     های میکروبی مواد غذایی در بستاه بانادی                                   کنترل آلودگی            

(. این مطالعه از نظار                      ۱2ردمیکروبی مواد غذایی استفاده نمود )                                   

ها به عنوان عاوامالای                    اثرب شی نانوذرات فلزی بر روی باکتری                                   

دست آمده از مطالعه حاارار                         رد میکروبی در راستای نتای  به                             

کاه باه روش             TiO2بوده است. اثرات ردمیکروبی نانوذرات                                    

ای توسط دسای و همکارانش                         اند در مطالعه             ژل تولید گردیده                 سل  

هاا    مورد بررسی قرار گرفته است. نتای  نهایی آن                                           1//2در سال        

هاای     در اثر تابش ماورا  بنفش فاعاالایات                                TiO2نشان داد که             

ساخاتاه           TiO2دهد. هم نین             فتوکاتالیتیک را از خود نشان می                              

زاهاای         های ردمیکروبی بر علیه بایامااری                            شده دارای فعالیت                

اشریشیا کلی، سودوموناس آ روژینوزا، کلبسیلا ناوماونایاه و                                                     

دست آمده در             های به      (. داده       ۱3است )         استافیلوکوکوس اور وس                    

دست آمده تاوساط دساای و                      این مطالعه در راستای نتای  به                             

مقاومت کلی نشاان داده                      در مطالعه حارر                همکاران بوده است.                   

بیشتر از مطاالاعاه                   کلبسیلا نومونیه              های بالینی            شده توسط جدایه              

تواند ناشی از استفاده نامناساب و بایاش از                                        دسای بود که می              

ها باشد که در بسیاری از مطالعات مشاهده                                        بیوتیک      اندازه از آنتی              

هاای     ها ساویاه        از جدایه         1۱813شده است. در مطالعه حارر،                          

های مطالعه سیفای و                   تولید کننده بیوفیلم بودند که مشابه با داده                                          

( است. اما این فاراوانای                        ۱2 ( در ایران )             13همکاران )بیش از                 

دست آمده در مطالعه یاانا  و هاماکااران                                                         بیشتر از نتای  به                 

تواند ناشی از تفااوت                     (. این تفاوت می               ۱9درصد( است )             2283)   

 برداری نیز باشد.                  در مناطق ج رافیایی نمونه                        

در مطالعه سانتوش و هاماکااران فاعاالایات                                     2/۱3در سال        

هاای     بر عالایاه ساویاه              Epoxy/Ag-TiO2ردبیوفیلمی پلیمر                  

و استافیلوکوکوس اثبات شد اما مکانیسم دقایاقای                                              اشریشیا کلی           

(. هم نین ابراهیم و همکااران باا                                /۱برای آن تعری  نگردید )                      

هاای گارم         ها بر باکتاری            به بررسی اثر آن                 Tio2تولید نانوذرات                
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منفی پرداختند و نشان دادند که این نانوذرات با افزایش مایازان                                                            

هاای     های آزاد اکسی ن موجب از بین رفات بااکاتاری                                      رادیکال       

(. روزنبر  و همکارانش                       ۱1شوند )      لایه می        تشکیل دهنده زیست                

در مطالعه دیگری نشان دادند که به طور کلی نانوذرات با تاثیار                                                            

هاای آزاد،           و افزایش رادیکال                  DNAبر دیواره سلولی، آسیب به                          

لایاه       های دخیل در تشاکایال زیسات                      اثرات منفی را بر باکتری                       

های دیگر نشان               (. همانطور که در گزارش                      /2گذارند )        سطوح می       

تواند ناشای از               ها می       داده شده است، توانایی ردبیوفیلم نانوذره                                       

هاای     های فلزی به لایه               لایه و نفوذ یون                اختلال در ساختار زیست                    

های رایا  در دساتارس                             بیوتیک      باکتریایی باشد که برای آنتی                           

های مطالعه ما نشان داد که ت یایار در بایاان                                         (. داده       2۱نیست )      

تواند مکانیسام دیاگاری                     لایه می        های دخیل در تولید زیست                        ژن  

 لایه باشد.           برای مبارزه این نانوذرات با زیست                                

به بررسی فعالیات                   2/۱1عواد و همکارانش در تحقیقی در سال                                  

های       های آهن در ایم لنت                  بهبود یافته با یون                    TiO2رد باکتریایی              

  TiO2پزشکی پرداختند. در این مطالعه نانوذرات آهن به همراه                                                     

دست آمده نشان داد که ایان                          مورد استفاده قرار گرفت و نتای  به                                 

اساتاافایالاوکاوکاوس               ماده دارای توانایی ردمیکروبی بر علیه                                      
تاثایار         اشریشیا کلی           در شرایط تاریک است اما بر روی                               اور وس        

(. در تحقیق دیگاری، پارت و                          22مشهود ردمیکروبی ندارد )                       

نتایجی مشابه با مطالعات ماذکاور در                                      ۱1/1همکاران در سال                

زمینه استفاده از ساختارهای ردمیکروبی رد نانوذرات نقره در                                                          

(.    23و تانتالوم اکساید کش  کارده باودناد )                                    TiO2ترکیب با          

ای اثار        تحت عنوان ارزیابی ماقاایساه                          2/۱2ای در سال           مطالعه      

لایاه       و نوع فتوکاتالیستی آن بر تشکیل زیسات                                     TiO2نانوذرات          

قارچی توسط حقیقی و همکاران انجام شد و نتای  آن مش                                                       

اثر فتوکاتالیستی مطلوبی را در حاذف                                     TiO2نمود که نانوذره                 

در مقایسه با داروی فالاوکاوناازول                                 کاندیدا آلبیکن                لایه       زیست    

تواند راهکاری جدید برای پیشگیاری                                 نشان دادند. از این رو می                        

های مارتاباط باا              لایه قارچی به وی ه بیوفیلم                           از تشکیل زیست             

(. واکانتا ردی و همکارانش در یاک                                 21ابزارهای پزشکی باشد )                     

به بررسی یک ماده رد عافاونای                             2/۱9مطالعه مروری در سال                     

پرداختناد. غاالاباا                   TiO2کننده محیط آبی فتوکاتالیتیک بر پایه                                     

ها در       ها و باکتری           مطالعات بررسی شده بر از بین رفتن آلودگی                                       

(. مطالعه حارار ناماوناه                      23استفاده از این ماده تاکید داشتند )                                  

دیگری از مطالعات در زمینه استفاده از نانوذرات فلزی در زمینه                                                             

های ردمیکروبی و با نتایجی هم راستا با ماطاالاعاات                                               فعالیت      

کلبسیالا        مذکور در مورد کاهش قدرت بروز بیوفیلم در باکتری                                                
 است.      نومونیه       

 

  یری    نتیجه     

رویه داروهای ردمیکاروبای در ایاران                                 با توجه به مصرف بی                  

رساد     بیوتیکی رو به افزایش است و به ناظار مای                                    مقاومت آنتی           

مشکل اول جامعه بهداشتی در این کشاور خاواهاد باود. در                                                  

ها نشان داد که استفاده از نانوذرات با عوار  کام                                                مجموع داده          

تواند به عنوان یک جایگزین برای این داروها مطرح شود. با                                                        می  

توجه به افزایش کاربارد نااناوذرات فالازی بارای اهاداف                                                

رساد     ردمیکروبی در صنای  غذایی، پزشکی و غیره، به نظر می                                                 

دست آمده در این مطالعه بتواند به عاناوان ناقاطاه                                             های به      داده    

عاناوان       روشنی در زمینه استفاده از نانوذرات تیتانیوم اکساید باه                                                     

ماطارح        کلبسیلا نومونیاه              یک ماده ردمیکروبی بر رد باکتری                                

 گردد.     

 

 ت کر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از گروه میکروب شناسی، واحد علاوم و                                                       

تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامی اراک به خاطر همکاری صمیمانه                                                        

 در اجرای پ وهش کمال امتنان را دارند.                                    

 

 ملا  ات ا لا ی            

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار                                                       

 اند.    دوگانه و داده سازی را در این مقاله رعایت نموده                                              

 

 تعار  منا             

 وجود ندارد          



 مرریه شفیعی و همکاران.لایه. های موثر در تولید زیست تأثیر نانوذرات دی اکسید تیتانیوم بر بیان ژن .۱1/۱ها، سال پانزدهم شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

302 

References 

1. Wyres KL, Lam MM,  olt KE. Population genomics of Klebsiella pneumoniae. Nature         

Reviews Microbiology. 2020:1-16. 

2. Choby JE,  oward‐Anderson J, Weiss DS.  ypervirulent Klebsiella pneumoniae–clinical and 

molecular perspectives. J Intern Med. 2020;287(3):283-300. 

3. Ernst CM, Braxton JR, Rodriguez-Osorio CA, Zagieboylo AP, Li L, Pironti A, et al. Adaptive 

evolution of virulence and persistence in carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae. Nat 

Med. 2020;26(5):705-11. 

4. Maruthapandi M, Saravanan A, Luong J ,  edanken A. Antimicrobial Properties of the        

Polyaniline Composites against Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae. Journal 

of functional biomaterials. 2020;11(3):59. 

5. Khan S, Khan SN, Akhtar F, Misba L, Meena R, Khan AU. Inhibition of multi-drug resistant 

Klebsiella pneumoniae: nanoparticles induced photoinactivation in presence of efflux pump 

inhibitor. Eur J Pharm Biopharm. 2020. 

6. Wu  , Ji  ,  uo  , Li  , Ren T, Dong  , et al. Nanoparticle reinforced bacterial                 

outer-membrane vesicles effectively prevent fatal infection of carbapenem-resistant Klebsiella 

pneumoniae. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine. 2020;24:102148. 

7. Ikram M, Umar E, Raza A,  aider A, Naz S, Ul- amid A, et al. Dye degradation                  

performance, bactericidal behavior and molecular docking analysis of Cu-doped TiO 2          

nanoparticles. RSC Advances. 2020;10(41):24215-33. 

8. Kose O, Tomatis M, Leclerc L, Belblidia N-B,  ochepied J-F, Turci F, et al. Impact of the 

physicochemical features of TiO2 nanoparticles on their in vitro toxicity. Chem Res Toxicol. 

2020;33(9):2324-37. 

9.  ao  , Nie W, Zhu Q, Wang  , Wang S, Fan F, et al. The Polarization Effect in                   

Surface‐Plasmon‐Induced Photocatalysis on Au/TiO2 Nanoparticles. Angewandte Chemie. 

2020;132(41):18375-80. 

10. Cano EJ, Caflisch KM, Bollyky PL,  an Belleghem JD, Patel R, Fackler J, et al. Phage        

therapy for limb-threatening prosthetic knee Klebsiella pneumoniae infection: case report and 

in vitro characterization of anti-biofilm activity. Clin Infect Dis. 2020. 

11. Alavi M, Karimi N. Antiplanktonic, antibiofilm, antiswarming motility and antiquorum       

sensing activities of green synthesized Ag–TiO2, TiO2–Ag, Ag–Cu and Cu–Ag                  

nanocomposites against multi-drug-resistant bacteria. Artificial cells, nanomedicine, and       

biotechnology. 2018;46(sup3):S399-S413. 

12. Moori Bakhtiari N, Javadmakoei S. Survey on biofilm production and presence of attachment 

factors in human uropathogenic strains of Escherichia coli. Jundishapur Journal of                

Microbiology. 2017;10(6). 



 مرریه شفیعی و همکاران.لایه. های موثر در تولید زیست تأثیر نانوذرات دی اکسید تیتانیوم بر بیان ژن .۱1/۱ها، سال پانزدهم شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

303 

13. Desai  , Meenal K. Antimicrobial activity of titanium dioxide nanoparticles synthesized by 

sol-gel technique. Res J Microbiol. 2009;4(3):97-103. 

14. Nailis  , Kucharíková S, Řičicová M,  an Dijck P, Deforce D, Nelis  , et al. Real-time PCR 

expression profiling of genes encoding potential virulence factors in Candida albicans           

biofilms: identification of model-dependent and-independent gene expression. BMC              

microbiology. 2010;10(1):1-11. 

15. Munoz-Price LS, Poirel L, Bonomo RA, Schwaber MJ, Daikos  L, Cormican M, et al.        

Clinical epidemiology of the global expansion of Klebsiella pneumoniae carbapenemases. The 

Lancet infectious diseases. 2013;13(9):785-96. 

16. Seifi K, Kazemian  ,  eidari  , Rezagholizadeh F, Saee  , Shirvani F, et al. Evaluation of 

biofilm formation among Klebsiella pneumoniae isolates and molecular characterization by 

ERIC-PCR. Jundishapur journal of microbiology. 2016;9(1). 

17.  ang D, Zhang Z. Biofilm-forming Klebsiella pneumoniae strains have greater likelihood of 

producing extended-spectrum β-lactamases. Journal of  ospital Infection. 2008;68(4):369-71. 

18. Natarajan K. Antibiofilm activity of epoxy/Ag-TiO2 polymer nanocomposite coatings against 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Coatings. 2015;5(2):95-114. 

19. Ibrahem K . Synthesis and antibiofilm activity of metal oxide nanoparticles against some 

 ram-negative bacteria. Annals of Tropical Medicine and Public  ealth. 2020;23:231-402. 

20. Rosenberg M,  isnapuu M,  ija  , Kisand  , Kasemets K, Kahru A, et al. Selective             

antibiofilm properties and biocompatibility of nano-ZnO and nano-ZnO/Ag coated surfaces. 

Scientific reports. 2020;10(1):1-15. 

21. Singh P, Kim  J, Wang C, Mathiyalagan R, El-Agamy Farh M,  ang DC. Biogenic silver and 

gold nanoparticles synthesized using red ginseng root extract, and their applications. Artificial 

cells, nanomedicine, and biotechnology. 2016;44(3):811-6. 

22. Awad NK, Edwards SL, Morsi  S. A review of TiO2 NTs on Ti metal: Electrochemical      

synthesis, functionalization and potential use as bone implants. Materials Science and            

Engineering: C. 2017;76:1401-12. 

23. Pratt AS, Smith PR. Antimicrobial compositions consisting of metallic silver combined with 

titanium oxide or tantalum oxide.  oogle Patents; 1989. 

24.  aghighi F, Roudbar Mohammdi S, Mohammadi P, Eskandari M. Comparative evaluation of 

the effects of TiO2 nanoparticles and its photocatalystic form on the formation of fungal       

biofilms. Journal of Arak University of Medical Sciences. 2012;15(1):27-34. 

25. Reddy P L, Kavitha B, Reddy PAK, Kim K- . TiO2-based photocatalytic disinfection of     

microbes in aqueous media: a review. Environ Res. 2017;154:296-303. 


