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Abstract 
Introduction: Staphylococcus epidermidis is an opportunistic pathogen and of the 
most important cause of infectious diseases. The prevalence of these infections, as 
well as the increase of antibiotic-resistant species, has become a solicitous issue. 
Using nanoparticles to combat bacterial infections can replace antibiotics. In this 
study, the antibacterial properties of doped silver nanoparticles on Iron oxide 
nanocrystal on isolated Staphylococcus epidermidis bacteria from nosocomial 
infection was studied. 
Materials and Methods: Firstly, Nanoparticles were prepared by chemical co-
precipitation method and were prepared at concentrations of 0, 20, 40, 60, 80 and 
100 ppm to determine bactericidal properties. The effect of nanoparticles on isolated 
and standard strains of Staphylococcus epidermidis at 24, 48 and 72 hours were 
investigated by microplate titer. Data were analyzed by SPSS -18 software at a 0.01 
margin of error. 
Results: The results showed that time, bacterial type and concentration factors had 
a significant effect on the growth inhibition of Staphylococcus epidermidis, though 
the concentration and type of bacterial variables had more significant effects. The 
most antibacterial effect of doped silver nanoparticles on iron oxide nanocrystals 
was at 100ppm concentration over a 48-hour time on standard isolate. 
Conclusion: Doped Silver nanoparticles on Iron nanocrystals affect the growth of 
Staphylococcus epidermidis and reduce its growth rate. This effect, in comparison 
to the effects of silver nanoparticles in a single state, which has already been 
investigated by researchers, is far more advanced and the combination of Metal 
nanoparticles together cause to improve their effectiveness. 
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Introduction  

Nosocomial infections have always been a 
threat to hospitalized patients, a problem that 
plagues the world and both groups in developing 
countries. The importance of these infections has 
been doubled by the development of antibiotic-
resistant strains. Staphylococcus coagulase-
negative bacteria are one of the most important 
causes of nosocomial infections, around 55% to 
75% of nosocomial infections are related to these 
bacteria. This bacterium is the natural flora of the 
human body and can opportunistically cause 
infections in people with defective immune 
systems. It is also able to produce extracellular 
superficial polysaccharides and biofilm. Its 
biofilm usually forms on hospital equipment in 
medical settings and plays a key role in 
contaminating the environment and hospital 
equipment. 

Today, due to the increasing use of implants 
and artificial limbs in hospitals, they are exposed 
to coagulase-negative staphylococcal infections, 
especially Staphylococcus epidermidis. It is 
difficult to treat these bacteria due to the 
presence of biofilms. The main reason is that 
they interfere with host defense and drug 
therapy. Also, the surface of proteins in these 
bacteria and the capsules around them can make 
the bacteria more resistant to antimicrobial 
agents and stabilize in the environment. 
Increasing antibiotic resistance of coagulase-
negative staphylococci along with the increase in 
infections caused by them has become a health 
concern. 

By development in nanotechnology and the 
production of nanoparticles, new solutions have 
been proposed to deal with pathogens. Evidence 
of research in nanotechnology area suggests that 
nanoparticles can kill a wide range of bacteria. 
On the other hand, investigation on the 
antimicrobial effects of silver and iron oxide 
nanoparticles when are used together on a wide 
range of microorganisms have been proven that, 
can be lead to a possible increase in their 
antimicrobial activity compared to the individual 
state, expanding their performance, using lower 
concentrations of nanoparticles in the combined 
state than in the single state and thus reducing the 
amount of toxicity and preventing the occurrence 
of microbial resistance to each of the 
nanoparticles in the single state. Therefore, in 
this study, the effect of silver nanoparticles in 

combination with iron oxide nanocrystals (silver 
doped with iron nanocrystals) on Staphylococcus 
epidermidis was investigated. 

Methodology 
Collection and identification of samples 

Samples were collected from several medical 
centers in Hamadan. These samples included 
swabs from the surface of pus, blood, trachea 
aspiration, and urine. The isolated 
Staphylococcus epidermidis were identified in 
the laboratory using hot staining and standard 
biochemical tests. In addition, in all tests, the 
standard staphylococcus epidermidis ATCC 
12228 prepared from Pasteur Institute of Tehran 
was used for control and comparison. 

Synthesis of doped silver nanoparticles on 
iron nanocrystals 

Iron oxide (Fe3O4) nanoparticles were 
prepared using the chemical co-precipitation 
method of divalent and trivalent iron chloride 
salts. First, FeCl2 · 4H2O (1.5 mmol) and FeCl3 · 
6H2O (3 mmol) were prepared in a solution of 
0.01 M hydrochloric acid. 

Methods of the effect of silver dop 
nanoparticles on iron nanocrystals on 
Staphylococcus epidermidis 

In order to measure the antibacterial effect of 
silver nanoparticles doped with iron 
nanocrystals, microplate titration method and 
violet crystal colorimetric were used. For this 
purpose, 96-house microplate was used. Initially, 
for each staphylococcus epidermidis bacterium 
isolated and standard, a bacterial suspension with 
turbidity according to half-McFarland 
suspension was prepared separately, then from 
silver nanoparticles doped with iron 
nanocrystals, concentrations of 0, 20, 40, 60 , 80, 
100 ppm were prepared. 

Microplate was then injected into each of 96 
microplate wells with 180 μl of broth, 20 μl of 
bacterial suspension with turbidity equivalent to 
half McFarland suspension and 100 μl of 
nanoparticles. Each of these concentrations was 
added to the wells separately for three times. It 
is worth mentioning that among the wells, three 
wells were considered as positive control and 
another three wells were considered as negative 
control. 
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The above steps were performed separately 
for each of the isolated and standard bacteria. 
They were then incubated for 24 hours at 37 ° C 
and after 24 hours the process was continued by 
violet crystal colorimetric method. For this 
purpose, after draining the contents of all wells, 
they were washed three times with 300 μl of 
physiological saline. Then 300 μl of methanol 
was inoculated into the wells and remained in the 
wells for 30 minutes. Afterwards, the methanol 
was drained. After the microplate dried at room 
temperature, 150 μl of 0.1 violet crystal was 
added to the well and let it remain in the well for 
5 minutes, then the paint was drained and the 
microplate was washed with city water. Finally, 
150 microliters acetic acid solution (33%) was 
added to the wells and the microplate was placed 
in an ELISA reader to evaluate the light 
absorption of the well was placed. In this study, 
the light absorption of wells at 630 nm with 
absorption of 80 or more was read. 

Methods of investigating the effect kinetics of 
nanoparticles 

In order to investigate the kinetics of the 
effects of concentrations on the target bacterium, 
the previous stage treatments were repeated 
under completely similar conditions and the 
same treated microplates were incubated at 48 
and 72 hours, then stained and read in an elizator. 
Separate steps were performed for each of the 

isolated and standard bacteria of Staphylococcus 
epidermidis. 

Data analysis 
Four-way analysis between subjects ANOVA 

was used to analyze the data obtained from the 
ELISA reader. The dependent variable was the 
amount of OD or the amount of turbidity. It is 
worth mentioning that the Tukey post hoc test 
was used to compare the mean turbidity of the 
average turbidity by the proposed factors and to 
extract the relevant tables and graphs, SPSS 18 
software was used. 

Results 

An IR device was used to investigate the 
synthesis and functionalization of nanoparticles. 
The FT-IR spectra of iron and silver 
nanoparticles doped on iron oxide are shown in 
Figure 1. The absorption peak in the region of 
581 cm -1is related to iron nanoparticles due to 
the vibration in the Fe-O bond, which is the 
synthesis of iron nanocrystals in the magnetite 
phase. 

When silver ions are doped on iron 
nanoparticles, due to the coating effect, the 
intensity of this peak decreases. The presence of 
an adsorption peak in the region of about 3500 
cm -1 indicates the presence of OH- in the 
structure of nanoparticles. 

 
Figure 1. FT-IR absorption spectra of iron nanoparticles and silver nanoparticles 

 

Figure 2 shows the X-ray diffraction pattern 
in iron oxide nanoparticles. The reflective peaks 
θ2 shown in Figure 2, show the reflection at 
angles of 0.30, 35.6, 43.8, 2.54, 57.2, and 62.5. 
The Miller indices for these reflections are 511, 
422, 400, 220, and 440. As shown in Figure 2, 
the doping of silver ions has no effect on the 
crystal structure as well as the mode of reflection 

of nanoparticles, only reducing the intensity of 
some peaks become reflective. The correlation of 
Miller indices obtained for iron oxide 
nanoparticles with the database shows that the 
crystal structure of these nanocrystals is similar 
to magnetite crystals which have a cubic spinel 
structure. 
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Figure 2. X-ray diffraction of iron oxide and silver nanoparticles doped on iron oxide 

 
Scanning electron microscopy (SEM) was 

used to study the surface structure of 
nanoparticles. SEM of doped silver on iron 
nanoparticles is shown in Figure 3. As shown in 
this figure, the doping of silver ions causes a 

slight collapse of its spherical structure by 
increasing baroelectric and asymmetric magnetic 
interactions as well as changes in the free energy 
of the surface of iron nanoparticles. 

 
Figure 3. Scanning electron microscope image of silver nanoparticles doped on iron oxide 

The results of the effect of concentration 
factor on the turbidity of Staphylococcus 
epidermidis showed that the concentration 
variable has a significant effect on the growth 
rate of bacteria at an error level of 1%. Therefore, 
it can be concluded that there is a direct 
relationship between the concentration and the 
percentage of bacterial removal. Turbidity was 
observed at a concentration of 100 ppm. 

Figure 4 shows a binary comparison of the six 
surfaces of the nanoparticle concentration factor. 
As was shown in Figure 4, a significant 
difference can be seen. According to the 
diagram, there are only three pairs whose 
differences are not significant. In the picture, 
these pairs are placed in a colored box. 

 
Figure 4. Two-by-two comparison of six levels of nanoparticle concentration factor using confidence interval 

and Tukey test 

The results of the effect of bacterial type 
factor on turbidity in Staphylococcus 
epidermidis showed bacterial type has a 
significant effect on the average turbidity and 

growth rate of bacteria at 1% error level. It is 
evident that the effect of nanoparticles on 
bacteria isolation and standard are different and 
the growth rate of standard bacteria in the 
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presence of nanoparticles was lower than of the 
isolation type. 

The results of the time factor effect on 
turbidity in Staphylococcus epidermidis showed 
that the time has a significant effect on the 
growth of bacteria at an error level of 1%. In 
addition, the maximum effect of nanoparticles is 
in the remaining time of 48 hours and the growth 
rate of bacteria is further reduced in this time. 

As shown in diagram 1, the effect of 
interaction between concentration and type of 

bacteria on turbidity in Staphylococcus 
epidermidis is significant at 1% error level. In 
comparison with the two types of isolated and 
standard bacteria, the effect of 100 ppm 
concentration on the standard bacterium was 
greater than the effect of the same concentration 
on the isolated bacterium. On the other hands, 
the standard bacterium grew less at this 
concentration than the isolated bacterium. 

 
Diagram 1. Average turbidity by combination of levels of concentration factors and bacteria type 

The results of the study on the interaction 
effect of bacterial type factors and retention time 
on the turbidity in Staphylococcus epidermidis 
are shown in Diagram 2. The interaction effect of 

these factors is significant at an error level of 1%. 
The use of standard bacteria with a duration of 48 
hours will lead to the lowest rate of bacterial 
growth. 

 
Diagram 2. Average turbidity combined with the levels of bacterial type and time factors 

The results of effect of interaction between 
concentration, type of bacteria and time on the 
turbidity of Staphylococcus epidermidis showed 
that the interaction effect of the factors was not 
significant at the 1% error level. 

Discussion 

Studies have suggested various mechanisms 
to justify nanoparticle toxicity. It was also 

mentioned that nanoparticles could release 
radicals alone or with the help of high-energy 
rays, which in turn causes the death of various 
microorganisms. On the other hand, 
nanoparticles can release high-energy ions 
caused damage the cell. 

In various sources, the antibacterial effect of 
silver nanoparticles is related to the 
destabilization of the membrane potential, 
binding to functional groups of proteins, 
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penetration into cells, inactivation of enzymes 
and production of hydrogen peroxide, and finally 
the death of microorganisms. It is proven that 
iron oxide nanoparticles can attach to the wall of 
microbial cells and surface adhesives through 
electrostatic or hydrophobic forces, binding 
these nanoparticles to the cell wall of bacteria in 
membrane function, they disrupt cells and 
increase their permeability. 

Iron oxide nanoparticles have approximately 
the same effects as silver nanoparticles. Iron 
oxide nanoparticles also interfere with the 
binding of microorganisms to the host cell by 
occupying surface adhesive factors, forming a 
biofilm. This delay prevents the bacteria from 
stabilizing and multiplying. Colony formation, 
bacterial cell growth, and the formation of 
compact microbial biofilm matrices make 
bacteria resistant to the host immune system, 
which nanoparticles prevent the formation of 
these microbial defense agents against the host 
immune system. 

The results of the present study showed the 
combination of silver and iron oxide 
nanoparticles can improve their performance, 
which is consistent with the results of other 
researchers that change the antimicrobial effect 
of nanoparticles in the combined state. 
According to the investigation s of Rezaei et al., 
if iron oxide nanoparticles are combined with 
other metal nanoparticles, its toxicity is altered. 

Jafari et al. and Yang et al. showed 
antimicrobial chemicals that are identical in the 
two groups can have similar antimicrobial 
mechanisms. Microbials with different 
mechanisms of action may enhance or reduce 
each other's antimicrobial effect in combination. 

The results of determining the antimicrobial 
properties of silver and iron oxide nanoparticles 
in the combined state (silver doped on iron 
nanocrystals) indicated there is a direct 
relationship between the concentration and 
percentage of bacterial removal. These results 
are compatible with the research were done by 
Sadeghian et al. and Dutta et al. They showed the 
toxicity of nanoparticles and biofilm removal of 
microorganisms are depended on the 
concentration of nanoparticles. At higher 
concentrations, nanoparticles can destroy pre-
formed biofilms. 

In the study on the interaction effect of 
concentration and type of bacteria, the results 
obtained from the present study, the difference in 

the growth rate of isolated and standard bacteria 
in different concentrations is confirmed. Based 
on the results, it can be concluded that the type 
of bacteria is effective on the effectiveness of 
nanoparticles. This study is consistent with the 
results of Habibipour et al . that the antibacterial 
effect of nanoparticles depends on the type and 
genus of bacteria “. The difference in the 
numbers obtained, were due to the fact that the 
isolated and standard type of bacteria were the 
same and both were staphylococci epidermidis. 

Here, the results of investigation on the 
toxicity by different concentrations of 
nanoparticles at 24, 48 and 72 hours has been 
compared with previous researches. These 
results are consistent with the results of Jabali et 
al., who stated that increasing the incubation 
time increased the antimicrobial effect of 
nanoparticles in all their shapes and sizes, 
although this amount is very small compared to 
the effect of shape and size. 

The effect of retention time can be explained 
by the fact that nanoparticles at high exposure 
times will be more likely to penetrate the cell and 
destroy cell components, so that it is expressed 
during the residence time of silver nanoparticles 
emit from themselves. During the substitution 
reaction, these ions convert SH bands in the wall 
of the microorganism into SA-g bands, which 
results in the destruction of the microorganism.  

Conclusions 

The results of this study showed all three 
variables of concentration, type of bacteria and 
duration have a significant effect on inhibiting 
bacterial growth, however the effect of 
concentration significantly is highlighted. It can 
also be concluded that the effect of doped silver 
on iron nanocrystals (combination of silver 
nanoparticles with iron oxide nanocrystals) in 
inhibiting the growth of Staphylococcus 
epidermidis bacteria from single silver 
nanoparticles is much more than that of the 
previous studies. In general, it can be concluded 
that the composition of matched metal 
nanoparticles can increase their antimicrobial 
effect compared to the individual state of each of 
them.  
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 مقدمه

ا عفونـت  ــتـ ارسـ ده   1نی هـاي بیمـ دیـدکننـ همواره یکی از خطرات تهـ
گیر در  یک مشـکل گریبان   که هاسـت  بیماران بسـتري در بیمارسـتان 

پیشـرفته و در حال توسـعه  سـراسـر دنیا و هر دوگروه کشـورهاي  
هاي  با ایجاد سـویه ها  این دسـته از عفونت اهمیت   شـود. محسـوب می 

 
1 Nosocomial infection 

ه آنتی  اوم بـ ــت مقـ ــده اسـ دان شـ ه  ) 1- 2(   بیوتیـک دوچنـ . از جملـ
هاي  باکتري   ، هاي بیمارســتانی ترین عوامل ایجادکننده عفونت مهم 

ــتـافیلوکوك کوآگولاز منفی  ــنـد می   2اسـ   75تـا    55حـدود    کـه  بـاشـ
 )، 3اند ( را به خود اختصـاص داده   هاي بیمارسـتانی عفونت   درصـد 

ــان    این باکتري  ــت فلور طبیعی بدن انس ــورت  تواند به و می   اس ص
طلب در افرادي که دچار نقص سیستم ایمنی هستند ایجاد  فرصت 

2 Coagulase-negative staphylococci 
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 ها:کلیدواژه
نانوذرات نقره، نانوکریسـتال آهن،  
دیس،   درمیـ افیلوکوك اپیـ اســـتـ

 عفونت بیمارستانی 
 

 چکیده
 

ترین عوامل ایجاد  مهم   طلب است که اخیراً ازهاي فرصتاستافیلوکوکوس اپیدرمیدیس از پاتوژن :  زمینه و هدف
به یک معضل    بیوتیک هاي مقاوم به آنتی ها در کنار افزایش گونه بیمارستانی است. شیوع این دسته از عفونتهاي  عفونت
ها  بیوتیک تواند جایگزین آنتیهاي باکتریایی میکننده مبدل شده است. استفاده از نانوذرات براي مقابله با عفونتنگران 
نقره داپ شده بر نانوکریستال اکسیدآهن بر باکتري استافیلوکوك    در این تحقیق خواص ضدباکتریایی نانوذرات باشد.

      هاي بیمارستانی بررسی گردید.اپیدرمیدیس جداشده از عفونت 
کشی، رسوبی شیمیایی ساخته شدند، سپس براي بررسی خاصیت باکتري: ابتدا نانوذرات به روش هم هامواد و روش

باکتريته  ppm  100و  60،80،  40،  20،  0هاي  غلظت  بر  نانوذرات  تأثیر  و  گردید  استاندارد  یه  و  ایزوله  هاي 
ها  ساعت به روش میکروپلیت تیتر مطالعه شد و سپس داده  72و  48،  24هاي  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس در زمان 

 بررسی گردید.      0/ 01در سطح خطاي  SPSS-18افزار با نرم 
دار بر مهار رشد باکتري استافیلوکوکوس  زمان، نوع باکتري و غلظت، تأثیر معنی : نتایج نشان داد متغیرهاي  هایافته

مراتب بیشتري از خود نشان دادند. بیشترین تأثیر ضدباکتري اپیدرمیدیس دارند که غلظت و نوع باکتري تأثیرات به 
اعت بر باکتري استاندارد  س  48ماند  در زمان  100ppmنانوذرات نقره داپ شده با نانوکریستال آهن مربوط به غلظت  

 بود.  
  : نانوذرات نقره داپ شده با نانوکریستال آهن بر رشد باکتري استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس مؤثرند وگیرينتیجه

شوند. این اثرگذاري نسبت به تأثیر نانوذرات نقره در حالت منفرد که قبلاً موردبررسی محققان باعث کاهش رشد آن می 
 ها شد.  باشد و ترکیب نانوذرات فلزي باهم باعث بهبود اثربخشی آنتر می قرار گرفته است بیش

http://jsums.medsab.ac.ir/
mailto:journal@medsab.ac.ir
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 5، شمارة 28دورة ، 1400 آذر و دي دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، 

ساکاریدهاي سطحی خارج  پلی   همچنین قادر به تولید   ند ک عفونت  
بیوفیلم خود را در    ولاًمعم که    شــد با می   1ایجاد بیوفیلم و  ســلولی  

تانی بر تجهیزات پزشـکی تشـکیل می محیط    و در   دهد هاي بیمارسـ
آلوده کردن محیط و ابزارهاي بیمارســـتانی نقش اســـاســـی ایفا  

ها به دلیل اســتفاده روزافزون از  امروزه بیمارســتان ).  4- 5(   کند می 
انــدام ت نــایمپل  و  عفونــت هــا  معرض    هــاي هــاي مصـــنوعی در 

ــتـافیلوکوك  ــتـافیلوکوك  کوآگولاز منفی بـه   هـاي اسـ خصـــوص اسـ
واســـطـه وجود بیوفیلم  بـه   هـا کـه درمـان آن   اپیـدرمیـدیس قرار دارنـد 

رو  ه زیرا دفاع میزبان و درمان دارویی را با اختلال روب   ؛ مشـکل اسـت 
طحی موجود در این باکتري تئین پرو   همچنین   کند می  ها و  هاي سـ

مقاومت بیشــتر باکتري در  توانند موجب  ها می کپســول اطراف آن 
ــدمیکروبی و پـایـداري آن    . ) 6(   هـا در محیط شـــونـد برابر عوامـل ضـ

ــتـافیلوکوك افزایش مقـاومـت آنتی  هـاي کوآگولاز منفی  بیوتیکی اسـ
ی از آن در کنار افزایش عفونت  تی  هاي ناشـ ها به یک نگرانی بهداشـ

ت  ده اسـ وص    د از این رو بای )  7-8(   مبدل شـ تمهیدات لازم در خصـ
هاي  ازپیش عفونت رو اندیشـیده شـود تا از بروز بیش پیش   ت معضـلا 

تانی و مقاومت آنتی  ود. اخیراًبیمارسـ با ظهور    بیوتیکی جلوگیري شـ
ا   ه بـ ابلـ ارهـاي جـدیـدي براي مقـ انوذرات راهکـ د نـ انو و تولیـ اوري نـ فنـ

ت عوامل بیماري  ده اسـ واهد به ).  9-11(   زا ارائه شـ ت شـ آمده از  دسـ
تواننـد  اکی از آن اســـت کـه نـانوذرات می تحقیقـات در زمینـه نـانو حـ

اکتري  د طیف وســـیعی از بـ ا را از بین ببرنـ   از طرفی   . ) 12- 15(   هـ
یعی  ی ث تأ  یدآهن بر طیف وسـ دمیکروبی نانوذرات نقره و اکسـ رات ضـ

محرز شده است که در صورت انتخاب صحیح،  ها  از میکروارگانیسم 
انوذرات  الیـت   افزایش احتمـالی   توانـد منجر بـه بـاهم می ترکیـب نـ فعـ
دمیکروبی آن  ترده   ها ضـ بت به حالت منفرد، گسـ دن عملکرد    نسـ شـ

ــتفـاده از غلظـت آن  در حـالـت ترکیبی  ر نـانوذرات  ت هـاي پـایین هـا، اسـ
دار ســـمیـت  اهش مقـ ه کـ ت منفرد و در نتیجـ الـ ه حـ ت بـ و    نســـبـ

جلوگیري از بروز مقـاومـت میکروبی بـه هریـک از نـانوذرات در حـالـت  
ر نانوذره نقره  ی ث تأ   و در این پژوهش ). از این ر 16- 17شــود (   منفرد 

یدآهن  تال اکسـ ده با    به حالت ترکیب آن با نانوکریسـ (نقره داپ شـ
ی   تافیلوکوك اپیدرمیدیس بررسـ تال آهن) بر باکتري اسـ نانوکریسـ

 . شد 

 هامواد و روش.  2

ه جـمـع  نـمـونـ اســـایـی  ــنـ ش و  ا آوري  کــد    طـرح   ن یاـ :  هـ بــا 
دانشـگاه آزاد    ه ی دانشـکده علوم پا   مربوط به   59330507942008

چنـدین مرکز  هـا از  تصـــویـب گردیـد. نمونـه واحـد همـدان    ی اســـلام 
  ها شــامل آوري شـــدند. این نمونه جمع   درمانی در شـــهر همدان 

 
1 Biofilm 

و ادرار بودنـد. در   ســـوآپ از ســـطح چرك، خون، آســـپیره نـاي 
ــگاه ایزوله  ــتفاده از  آزمایش ــتافیلوکوك اپیدرمیدیس با اس هاي اس

هاي بیوشــیمیایی اســتاندارد شــناســایی  ي گرم و آزمون آمیز رنگ 
دند. ضـمناً در کلیه آزمون  ویه شـ تافیلوکوك    ها از سـ تاندارد اسـ اسـ

تور تهران    ATCC 12228اپیدرمیدیس   تیتو پاسـ ده از انسـ تهیه شـ
 ).  18منظور کنترل و مقایسه استفاده شد ( به 

ده بر روي نانوکریسـتال آهن  نتز نانوذره نقره داپ شـ :  سـ
ــید آهن نان  ــتفاده از روش هم   (Fe3O4)  وذرات اکس ــوبی  با اس رس

هاي دو و ســه ظرفیتی کلریدآهن تهیه شــد. ابتدا  شــیمیایی نمک 
FeCl2·4H2O   )5 /1   و  میـلـی (مولFeCl3·6H2O   )3   مول)  میـلی
 ). 19(   مولار هیدروکلریک اسید تهیه شد   0/ 01در یک محلول  

ــی تـروش   ــتـال ثیر نـانوذرات نقره داپ بر  أ بررس   نـانوکریس
منظور  به :  باکتري اســتافیلوکوك اپیدرمیدیس روي  آهن بر  

ــدباکتریایی نان ی ث تأ گیري میزان  اندازه  ــده با  و ر ض ذرات نقره داپ ش
ــتـال آهن از روش  انوکریسـ ا  و رنـگ میکرو پلیـت تیتر    نـ ســـنجی بـ

  96به همین منظور از میکروپلیت    . کریســتال ویوله اســتفاده شــد 
ه  انـ د.  خـ اده گردیـ ــتفـ دا  اي اسـ اکتري در ابتـ ک از بـ اي  براي هریـ هـ

ــتـانـدارد بـه  ــتـافیلوکوك اپیـدرمیـدیس ایزولـه و اسـ طور جـداگـانـه  اسـ
پانسـیون باکتریایی   وسـ پانسـیون نیم مک  با کدورت مطابق  سـ وسـ سـ

پس    فارلند  د، سـ ده  از نانوذرات نقره داپ تهیه شـ تال    با شـ نانوکریسـ
د، تهیه    ppm 100  ، 80  ، 6  ، 40  ، 20  ، 0ي  ها آهن، غلظت  پس   شـ   سـ

چـاهـک میکروپلیـت بـه    96روش میکروپلیـت تیتر بـه هریـک از  بـه 
  20میکرولیتر محیط کشـــت تریپتیک ســـوي براث،    180میزان  

میکرولیتر سـوسـپانسـیون باکتریایی با کدورت معادل سـوسـپانسـیون  
. هریک از  شد میکرولیتر نانوذره تلقیح    100فارلند و مقدار  نیم مک 
ــه بـار  ر جـداگـانـه و بـه طو هـاي مـذکور نـانوذرات بـه غلظـت  ترتیـب بـا سـ

د. تکرار به چاهک  افه شـ ت در میان چاهک   ها اضـ ایان ذکر اسـ ها  شـ
ــه چاهک به  ــه چاهک به و    عنوان کنترل مثبت س   کنترل عنوان  س

 منفی در نظر گرفته شد.  
باکتري    از  هریک  براي  فوق  استاندارد  مراحل  و  ایزوله  هاي 

  37ساعت در دماي    24به مدت    سپس .  شد طور جداگانه انجام  به 
انکوبه  درجه سانتی  روش    24از    پس و    شدند گراد  با  کار  ساعت 

ادامه  رنگ  ویوله  از    به همین منظور   یافت، سنجی کریستال  پس 
میکرولیتر سرم    300ها سه مرتبه با  تمامی چاهک   تخلیه محتویات 

میکرولیتر متانول    300مقدار    سپس فیزیولوژي شستشو داده شد.  
  . ها باقی ماند دقیقه درون چاهک  30ح و به مدت ها تلقی به چاهک 

میکروپلیت در دماي    پس از خشک شدن متانول را تخلیه و    در ادامه 
به چاهک اضافه    0/ 1میکرولیتر کریستال ویوله    150اتاق به مقدار  
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رنگ تخلیه و    ، سپس ها باقی ماند دقیقه درون آن   5شد و به مدت  
ها  به چاهک   در پایان   ه شد. میکروپلیت با آب شهري شستشو داد 

میکرولیتر اضافه شد    150به مقدار  درصد    33محلول اسیداستیک  
میزان جذب    منظور بررسی به و میکروپلیت در دستگاه الایزا ریدر  

این بررسی میزان جذب نوري  قرار داده شد.  ها  نوري چاهک  در 
قرائت    یا بیشتر   80با نور جذبی    نانومتر   630ها در طول موج  چاهک 
 ). 20،10شد ( 

  منظور به :  نانو ذرات ینتیک اثرگذاري غلظت سـبررسـی روش  
ــی بررســـی   هـا بر روي بـاکتري موردنظر  یـک اثرگـذاري غلظـت ت ن سـ

و    شـــد   مشـــابه تکرار   تیمارهاي مرحله قبل تحت شـــرایط کاملاً
ــابه در زمان میکروپلیت  ــده مش ــاعت    72و    48هاي  ها تیمار ش س

الایزاریدر قرائت گردید.  آمیزي و در دســـتگاه  رنگ   ســـپس   انکوبه 
اکتري  افیلوکوك  براي هریـک از بـ ــتـ دارد اسـ انـ ــتـ ه و اسـ هـاي ایزولـ
 شد. طور جداگانه انجام  اپیدرمیدیس مراحل به 

 وتحلیل اطلاعات تجزیه 
هاي حاصـل از قرائت دسـتگاه الایزا ریدر از  وتحلیل داده براي تجزیه 

ــد. متغ  ــتفـاده شـ یر  تحلیـل واریـانس چهـار طرفـه بین آزمودنی اسـ

ــته در طرح مذکور، میزان   ــایان    ODوابس یا میزان کدورت بود. ش
ــه دوبـه  ــت کـه از آزمون تعقیبی توکی براي مقـایسـ دوي  ذکر اسـ

ل مطرح  ک عوامـ ه تفکیـ دورت بـ انگین میزان کـ ــده و  میـ براي  شـ
د  ه از نرم ا اســـتخراج جـ اي مربوطـ   SPSS- 18افزار  ول و نمودارهـ

 استفاده شده است. 

 هایافته  .3

  IR  از دسـتگاه   ، رات ذ دار شـدن نانو منظور بررسـی سـنتز و عامل به 
شـده  نانوذرات آهن و نانوذرات نقره داپ   FT-IR  اسـتفاده شـد. طیف 

پیک جذبی    نشـان داده شـده اسـت.   1بر روي اکسـیدآهن در شـکل  
مربوط    Fe-Oبـه دلیـل وجود ارتعـاش در پیونـد    cm-581 1نـاحیـه  

ــتـال بـه نـانوذره آهن اســـت کـه ســـنتز نـانوکری  فـاز    هـاي آهن در سـ
 باشد. مگنتیت می 

در هنگام داپ شدن یون نقره بر روي نانوذرات آهن، به دلیل  
یابد. وجود پیک جذبی در  اثر پوششی، شدت این پیک کاهش می 

حدود   حضور  نشان  1cm-3500ناحیه  ساختار    -OHدهنده  در 
 نانوذرات است.  

 
 
 
 
 
 

 
مربوط به نانوذرات آهن و نانوذرات نقره   FT-IRطیف جذبی    . 1شکل  

 
در نانوذرات اکسیدآهن را نشان   X پراش پرتو  الگوي   2  شکل 

پیک می  انعکاسی  دهد.  در شکل    θ2هاي  داده شده    2که  نشان 
  62/ 5،  57/ 2،  54/ 2،  43/ 8،  35/ 6،    30/ 0,است انعکاس در زوایاي  

:  ها عبارتند از دهد. اندیس میلر مربوط به این انعکاس را نشان می 
نشان داده    2طور که در شکل  همان   . 440و    400،220،  422،  511

   ري بر ساختار کریستالی و ی ث تأ شده است، داپ شدن یون نقره  

 
همچنین مد انعکاس نانوذرات ندارد فقط باعث کاهش شدت  

پیک  از  می برخی  انعکاسی  اندیس هاي  تطابق  میلر  شود.  هاي 
دهد  آمده براي نانوذرات اکسیدآهن با پایگاه داده نشان می دست به 

مگنتیت   ها مشابه کریستال که ساختار کریستالی این نانوکریستال 
  . مکعبی باشند  بوده که داراي ساختار اسپینل 

 
 
 

 
 

 شده بر اکسیدآهن مربوط به نانوذرات اکسیدآهن و نقره داپ   پراش پرتو ایکس   . 2شکل  
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بررسی  به  میکروسکوپ  منظور  از  نانوذرات،  سطحی  ساختار 
الکترونی روبشی استفاده شد. تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی  

نشان داده شده    3شده بر نانوذره آهن در شکل  مربوط به نقره داپ 
شده است داپ شدن  ه طور که در این شکل نشان داد است. همان 

بره  نامتقارن  نیز  و  بارالکتریکی  افزایش  با  نقره  هاي  کنش م یون 
مغناطیسی و همچنین تغییر در انرژي آزاد سطح نانوذره آهن، باعث  

 شود. رمبش جزیی ساختار کروي آن می 

 
 
 
 
 
 
 
 

 نانوذرات نقره داپ شده بر اکسیدآهن تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی  .  3  شکل 
 

بررسی  کدورت ی ث تأ   نتایج  میزان  بر  غلظـت  عامل  باکتـري    ر 
د متغیر غلظت بر میزان  ا د نشان    اسـتافیلوکوکوس اپیدرمـیدیس 

ت.  ر معنادار اس ی ث تأ   داراي درصـد    1سطـح خطاي    رشد باکتري در 
می  اساس  این  گرفت  بر  نتیجه  حذف  توان  درصد  و  غلظت  بین 

باکتري رابطه مستقیم برقرار است به این ترتیب که هر چه میزان  
چنان    ؛ یابد می   کمتر رشد   شود باکتري غلظت نانوذرات بیشتر می 

ر غلظت  و کمترین کدورت د   ppm0که بیشترین کدورت در غلظت  
ppm100    .دیده شد 

  گانه عامل غلظت نانوذره دوي سطوح شش ه مقایسه دوب   4شکل  
می  نشان  مربوطه  دهد،  را  اطمینان  فاصله  خط  چنانچه  روي  بر 

ود اختلاف معنادار و در  نب   ه دهند نشان   قرار گیرد نقطه صفر  منقطع  
این  نشان غیر  با  صورت  بود.  معنادار خواهد  اختلاف  وجود  دهنده 

ها  توجه به نمودار مذکور فقط سه زوج وجود دارد که اختلاف آن 
قرار داده    ی ها داخل یک کادر رنگ این زوج در تصویر  معنادار نیست  

  اند. شده 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

ی انوذره با استفاده از فاصله اطمینان و آزمون توک ن   ت گانه عامل غلظ دوي سطوح شش به مقایسه دو   . 4شکل  

بر میزان کدورت در باکتـري    نوع باکتري اثر عامل    نتایج بررسی 
متغیر نوع باکتري بر    که   د ا نشان د   اسـتافیلوکوکوس اپیدرمـیدیس 

  متوسط میزان کدورت یا به عبارت دیگر بر میزان رشد باکتري در 
خطاي   معنادار    1سطح  اثر  داراي  اثر  به   است؛ درصد  که  طوري 

ان  و میز   هاي ایزوله و استاندارد متفاوت است نانوذرات بر باکتري 
رشد باکتري استاندارد در حضور نانوذرات نسبت به نوع ایزوله کمتر  

 بوده است.   

بر میزان کدورت در باکتـري    ماند زمان اثر عامل    نتایج بررسی 
اپیدرمـیدیس  بر  متغیر زمان   که   د ا نشان د   اسـتافیلوکوکوس  ماند 

درصد داراي اثري معنادار  1ها درسطح خطاي  روي رشد باکتري 
نانوذرات در زمان باشد. چ می  اثرگذاري    48ماند  نان که بیشترین 

ها در این زمان بیشتر کاهش  میزان رشد باکتري   باشد و ساعت می 
   یابد. می 

نمودار  همان    تقابلی  نشان داده شده است    1طور که در  اثر 
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و  غلظت  باکتري   باکتري نوع    عوامل  در  کدورت  میزان    بر 
اپیدرمیدیس  معنادار    1سطح خطاي    در   استافیلوکوکوس  درصد 

در مقایسه بین دو نوع باکتري ایزوله و استاندارد    طوري که ؛ به است 
بر باکتري استاندارد نسبت به میزان اثر    ppm100میزان اثر غلظت  

دیگر  تعبیر  به  است،  بوده  بیشتر  ایزوله  باکتري  بر    ، همان غلظت 
ایزوله  باکتري  به  نسبت  غلظت  این  در  استاندارد  رشد    ، باکتري 

   . کمتري دارد 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 متوسط میزان کدورت به تفکیک ترکیب سطوح عوامل غلظت و نوع باکتري   . 1  نمودار 

 
و زمان    باکتري اثر تقابلی عوامل نوع  نتایج حاصل از بررسی  

در    ماند بر میزان کدورت در باکتري استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس 
درسطح  مذکور  ، اثر تقابلی عوامل  نشان داده شده است   2ر  نمودا 

است   1خطاي   معنادار  که به  ؛ درصد  باکتري    طوري  از  استفاده 
زمان  با  کمترین   ساعت   48  ماند استاندارد  به  رشد    میزان   منجر 

 باکتري خواهد شد.  
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 ماند نوع باکتري و زمان  متوسط میزان کدورت به تفکیک ترکیب سطوح عوامل   . 2  نمودار 
 
 

ماند بر  غلظت، نوع باکتري و زمان   اثر تقابلی عوامل در بررسی  
نتایج نشان    استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس میزان کدورت در باکتري  

 درصد معنادار نیست.   1سطح خطاي    اثر تقابلی عوامل در   داد 

 گیري بحث و نتیجه.  4

هاي مختلفی براي توجیه سـمیت  در مطالعات انجام شـده مکانیسـم 
ــت  و همکـاران    Okaو همکـاران و    Pallنـانوذرات بیـان گردیـده اسـ

لولی و از  غیرفعال کردن آنزیم کنند تخریب و  بیان می  هاي مهم سـ

هاي دخیل  تولید انرژي سـلول از جمله مکانیسم   بین بردن سـیسـتم 
ان می  ــت. همچنین بیـ انوذرات اسـ ت نـ انوذرات  در ســـمیـ د نـ کننـ

ــعـه تواننـد بـه می  هـاي پرانرژي تولیـد رادیکـال  تنهـایی یـا بـه کمـک اشـ
 مختلف  هاي  آزاد کنند که این خود باعث مرگ میکروارگانیسم 

 
هاي پر انرژي آزاد کنند  توانند یون شـــود از طرفی نانوذرات می می 

 ). 17شود ( که منجر به سلول می 
ر ضدباکتریایی نانوذرات نقره به ناپایدار  ی ث تأ در منابع مختلف  

ها، نفوذ  هاي عاملی پروتئین کردن پتانسیل غشایی، اتصال به گروه 
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و تولید پراکسید هیدرژون    ها ها، غیرفعال کردن آنزیم به درون سلول 
- 22(   است ه  ها نسبت داده شد و در نهایت مرگ میکروارگانیسم 

که  .  ) 21 است  شده  طریق    نانوذرات اثبات  از  قادرند  اکسیدآهن 
سلول  دیواره  به  هیدروفوبیک  یا  الکترواستاتیک  هاي  نیروهاي 

این   اتصال  گردند،  متصل  سطحی  چسبنده  عوامل  و  میکروبی 
دیوار  به  باکتري نانوذرات  سلولی  غشا ه  عملکرد  در  سلولی    ي ها 

).  23(   دهند ها را افزیش می د و نفوذپذیري آن ن ک می اختلال ایجاد  
تأثیرات تقربیاً مشابهی با نانوذرات نقره دارند.  اکسیدآهن    نانوذرات 

با  همچنین   اکسیدآهن  چسبنده  نانوذرات  فاکتورهاي  اشغال 
اتصال   در  ایجاد  میکروارگانیسم سطحی،  نیز  میزبان  سلول  به  ها 

اندازند این امر  کنند و تشکیل بیوفیلم را به تأخیر می می تداخل  
ها نتوانند تثبیت شوند و تکثیر یابند. تشکیل  شود باکتري باعث می 

ماتریکس  تشکیل  و  باکتري  سلول  رشد  بیوفیلمی  کلونی،  هاي 
ستم دفاعی میزبان مقاوم  ها را در مقابل سی فشرده میکروبی، باکتري 

کند که نانوذرات از تشکیل این عوامل دفاعی میکروب در برابر  می 
 ). 24کنند ( سیستم ایمنی میزبان جلوگیري می 

خوبی نشان داد ترکیب دو نانوذره نقره  نتایج پژوهش حاضر به   
ها شود که این،  تواند باعث بهبود عملکرد آن و اکسیدآهن با هم می 

محققان مبنی بر تغییر اثر ضدمیکروبی نانوذرات در    با نتایج سایر 
بیان    و همکاران     Rezaeiحالت ترکیبی مطابقت دارد. چنان که 

نانوذرات  می  با سایر  نانوذرات اکسیدآهن  کنند در صورت ترکیب 
تغییر می  آن دچار  ( فلزي سمیت  و    Jafari   ). همچنین 25شود 

و   دادند     Yangهمکاران  نشان  همکاران  شیمیایی    مواد و 
مکانیسم   داراي  و  هستند  همسان  گروه  دو  از  که  ضدمیکروبی 

مشابه  آن   ، اند ضدمیکروبی  میکروبی  ترکیبی  اثر ضد  حالت  در  ها 
جمع می  با  تواند  ضدمیکروبی  عوامل  که  حالی  در  باشد  شونده 

مکانیسم اثر متفاوت از هم، ممکن است اثر ضدمیکروبی یکدیگر را  
 . ) 26(   ، یا کاهش دهند د نن در حالت ترکیبی تقویت ک 

نقره و  نتایج   نانوذرات  تعیین خاصیت ضدمیکروبی  از  حاصل 
اکسیدآهن در حالت ترکیبی (نقره داپ شده بر نانوکریستال آهن)  

نشان داد بین غلظت و درصد حذف باکتري رابطه    در پژوهش حاضر 
مبنی بر اینکه    مستقیم وجود دارد. این نتایج با نتایج سایر محققان 

ت   میکروبی ضد خاصیت   تحت  آن أ نانوذرات  غلظت    باشد می ها  ثیر 
و همکاران    Duttaو همکاران و   Sadeghianمطابقت دارد چنان که  

م  بیوفیلم  حذف  و  نانوذرات  سمیت  دادند  ها،  ارگانیسم یکرو نشان 
آن  ( توسط  است  نانوذرات  غلظت  به  وابسته  ).  11،18- 12ها 

هاي بالاتر  ت کنند در غلظ همچنین مرتضوي و همکاران بیان می 
نانوذرات توانایی از بین بردن بیوفیلم از قبل تشکیل شده را دارند  

 )27،10 .( 

آمده از  دست در بررسی اثر تقابلی غلظت و نوع باکتري نتایج به 
هاي ایزوله و استاندارد در  پژوهش حاضر، تفاوت میزان رشد باکتري 

می غلظت  تأیید  مختلف  ده  آم دست به   نتایج   براساس  شود. هاي 
توان گفت نوع باکتري بر میزان اثرگذاري نانوذرات مؤثر است  می 

پور و برخی محققان دیگر،  که این جستار با نتایج پژوهش حبیبی 
که اثر ضدباکتریایی نانوذرات به نوع و جنس باکتري  مبنی بر این 

آمده در  دست ). تفاوت اعداد به 28- 29سو است ( بستگی دارد هم 
ایزوله و  تواند  این پژوهش می  باکتري  نوع  باشد که  این دلیل  به 

می  یکسان  اپیدرمیدیس  استاندارد  استافیلوکوك  دو  هر  و  باشد 
   . بودند 

غلظت  سمیت  اثر  بررسی  در  نتایج  ذرات  نانو  مختلف  هاي 
ساعت در این مطالعه وابستگی زمان    72و   48و  24ماندهاي زمان 

ماند  افزایش زمان نحوي که با  مواجهه با میزان سمیت را نشان داد به 
ساعت میزان رشد باکتري، بیشترکاهش یافت. نتایج    48تا حداکثر  

با نتایج بررسی جبالی و همکاران که بیان می دست به  کنند  آمده 
افزایش زمان انکوباسیون باعث افزایش اثر ضدمیکروبی نانوذرات در  

)، اگرچه این میزان، نسبت به  30شود ( ها می همه شکل و اندازه آن 
 باشد مطابقت دارد. تأثیر شکل و اندازه بسیار اندك می 

این اثر زمان  را  نانوذرات در  گونه می ماند  توان توجیه کرد که 
نفوذ به داخل سلول و  زمان  بالا امکان بیشتري براي  هاي مواجه 

 ) داشت  خواهند  سلول  اجزاي  بیان  31تخریب  که  طوري  به  )؛ 
کنند  از خود ساطع می   ماند نانوذرات نقره شود طی مدت زمان می 

یون  این  باندهاي  که  جانشینی،  واکنش  طی  جدار    SHها  در  را 
کنند که نتیجه آن از  تبدیل می   SA-gمیکروارگانیسم به باندهاي  

 ) است  میکروارگانیسم  رفتن  نتایج  32بین  با  تحقیق  این  نتایج   .(
 ها مطابقت دارد. سایر پژوهش 

غلظت،    متغیر   سه   دهد هر نشان می   نتایج حاصل از این پژوهش 
دار بر مهار رشد باکتري دارند اما  ا ماند تأثیر معن زمان   نوع باکتري و 

به  تأثیر  نشان  غلظت  خود  از  بیشتري  همچنین  دهد می مراتب   .
داپ می  نقره  تأثیر  گرفت  نتیجه  آهن توان  نانوکریستال  بر    شده 

رشد  مهار  در  اکسیدآهن)  نانوکریستال  با  نقره  نانوذرات    (ترکیب 
  باکتري استافیلوکوك اپیدرمیدیس از نانوذرات نقره به حالت منفرد 

پی  بیشتر   شتر که  است،  شده  بررسی  محققان  سایر  پژوهش    در 
  توان نتیجه گرفت ترکیب نانوذرات فلزي طور کلی می به   باشد. می 

ها نسبت به حالت  تواند باعث افزایش اثر ضدمیکروبی آن می   همسان 
 . ها شود منفرد هریک از آن 

 تشکر و قدردانی

  د به شـــماره ارشـــنامه کارشـــناســـی این پژوهش مربوط به پایان 
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