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  :نويسنده مسئول
  دكتر محمد ملكوتيان

گروه بهداشت محيط، دانشكده 
  بهداشت دانشگاه علوم پزشكي كرمان 

   ايران- كرمان
  +98 341 3205105: تلفن 

  :پست الكترونيكي
m.malakootian@yahoo.com 

  
هاي جنس ويبريو جدا شده از آبهاي بخش  بر روي گونهاكسيد روي تأثير نانوذرات 

 ساحلي خليج فارس 
  

  5 محمدرضا زند منفرد  4 محمد احمديان  3 علي جوادي  2 علي طولابي  1 دكتر محمد ملكوتيان
مربي گروه بهداشت،   دانشگاه  2شناسي،   دانشگاه علوم پزشكي كرمان   كروب دانشجوي كارشناسي ارشد مي3مركز تحقيقات بهداشت محيط    ،استاد گروه بهداشت محيط 1

 دانشجوي كارشناسي ارشد 5  دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه مركز تحقيقات توسعه اجتماعي و ارتقاء سلامت،    ، كارشناس ارشد بهداشت محيط4علوم پزشكي بم  
  شناسي،   دانشگاه آزاد اسلامي واحد قم ميكروب

   299-305  صفحات 92 آبان و مهر  ومس  شماره هفدهممجله پزشكي هرمزگان  سال 

  دهيچك
روي به عنوان كاتاليست در حذف باكتريهاي شاخص آلودگي مدفوعي آب به عنوان يك مدل  استفاده از نانوذرات اكسيد :مقدمه

ي سميت و انتخاب شاخص مناسب جهت بررسي اين مطالعه با هدف بررس. آلودگي باكتريايي مورد بررسي قرار گرفته است
  .هاي جنس ويبريو جدا شده ازآبهاي بخش ساحلي بندر بوشهر انجام شد هاي گونه بر روي باكترياكسيد روي سميت نانوذرات 

 نمونه از آب درياي سواحل خليج فارس در استان بوشهر از مناطق مختلف 100 تعداددر اين مطالعه تجربي،  :كاروش ر
در .  كشت داده شد TCBS سي سي از هر نمونه بر روي محيط كشت 10.  برداشت  شد1390از ابتدا تا پايان سال ساحلي 

 و  شدهاي اكسيداز مثبت صورت گرفت، سپس غلظتهاي مشخصي از نانو ذره تهيه افتراقي بر روي كلنيآزمايشهاي مرحله بعد 
 مك فارلند 5/0 و پس از آن از هر ايزوله باكتريايي طبق ها آغشته در مرحله بعدي ديسكهاي كاغذي را به آن غلظت

پس از انكوبه كردن . سپس در سطح محيط كشت مولر هينتون اگار به صورت انبوه كشت داده شد. سوسپانسيون تهيه شد
  . انجام گرديدSPSS 16 افزار  ها با استفاده از نرم تحليل داده تجزيه و.  عدم رشد بر حسب ميليمتر در هر غلظت گزارش شد،هاله

ها آب خام شامل ويبريو كلرا، ويبريو پاراهموليتيكوس،  هاي باكتري تشخيص داده شده حاصل از كشت نمونه سويه :نتايج
كمترين و بيشترين تعداد سويه هاي ويبريو به ترتيب مربوط به ويبريو كلرا و ويبريو  .بود ولنيفيكوسويبرو ميميكوس و ويبريو

 ميزان حذف سويه هاي ويبريو كلرا، ويبريو پاراهموليتيكوس، ويبريو ميميكوس و ويبريوولنيفيكوس در غلظت. ودب پاراهموليتيكوس

mg/L  6000بود% 70و % 75، %90، %95 به ترتيب روي  نانوذره اكسيد.  
دي و ديگر عوامل  است توجيه اقتصالازم ،هاي ويبريو  اين نانوذره در حذف جنسدار معنيثير أ با توجه به ت:گيري تيجهن

دخيل در كادربرد نانوذرات مورد بررسي قرار گيرد تا در صورت امكان از اين روش جهت حذف عوامل بيماريزاي باكتريايي 
  .موجود در صنعت آب استفاده گردد

  خليج فارس -  بوشهر- ويبريو – اكسيد روي :ها كليدواژه
  21/12/91:   پذيرش مقاله  14/12/91:      اصلاح نهايي3/7/91: دريافت مقاله

  

  : مقدمه
اـميدني    آب .ضـروري اسـت    حيـات     ادامه آب براي  آش

مين آب مورد نياز جهت فعاليتهاي حياتي بدن، يكي از          أعلاوه بر ت  
اـمطلوب    .باشد مين املاح ضروري بدن نيز مي     أراههاي ت   كيفيت ن

آب آشاميدني و تصفيه ناقص آب از جمله مهمترين علل مـرگ و             

اـن اسـت         ويـژ ه  مير ب  اـن در سـطح جه اـبق گـزارش     .ه كودك  مط
نـج         8سازمان جهاني بهداشت در هر       اـلانه پ  ثانيه يك كودك و س

ويژه كودكان در اثر مصرف آبهاي آلوده به عوامل ه ميليون نفر ب
 آبهاي آشاميدني، يكـي از    حذف اين عوامل از   . ميرند زا مي  بيماري
نـعت آب در      نگراني اـي ص اـن اسـت      ه روزه ام ـ. )1،2 (سـطح جه
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                                                                                                  محمد ملكوتيان و همكاران هاي جنس ويبريو سيد روي بر روي گونهتأثير نانوذرات اك

1392هر و آبان ، مارمچهسال هفدهم، شماره مجله پزشكي هرمزگان،   ٣٠٠

پيشرفت در علم نانوتكنولوژي فرصتهاي خوبي را جهت توسعه         
مطالعـه حـذف    . )3،4 (فرآيندهاي تصفيه آب فراهم نمـوده اسـت       

ه  موجود در منابع آب با استفاده از نانو ذرات ب          يعوامل بيماريزا 
ها در طـي دهـه        يكي از مهمترين پيشرفت    ،ويژه نانو اكسيد روي   

اـربر  . )2،4 (اخير است  اـنوتكنولوژي در زمينـه     امروزه ك اـي   د ن ه
لـي    ــي از اولويتهـاـي اصـ ــشورها يك ــسياري از ك ــف، در ب مختل
تحقيقـاـتي شــده اســت، اكــسيدهاي فلــزي نـاـنوذرات در مقيـاـس 

. )1،5 (وسيعي هم در صنعت و هم در موارد خانگي كاربرد دارند          
و اكسيدتيتانيوم  ) ZnO(در بين نانوذرات، نانو ذرات اكسيد روي        

)TiO2 ( مترين نانوذراتي هستند كه در تصفيه بيولوژيكي       جزء مه
  . )5-8 (گيرند آب و فاضلاب مورد استفاده قرار مي

ثير نانو ذرات روي باكتريها از طريـق        أهاي اصلي ت   مكانيسم
لـولي آنهاسـت     DNAآسيب به پـروتئين،    و تخريـب ديـواره س

اـدي در ايـن زمينـه صـورت گرفتـه             . )3،6،9( تاكنون مطالعات زي
 در استوني نشان    2009 و همكارانش در سال      Mortimer. است

 6/90دادند كه نانوذرات اكسيد روي و اكسيد مس قادر به حذف            
نـد  هاي ميكروبي مي    درصد آلاينده  5/99تا   در مطالعـه   . )10 (باش

اـل       Raffiaديگر كه توسط      در پاكـستان    2010 و همكاران در س
در به نابود  مشخص گرديد كه نانو ذرات اكسيد مس قا،انجام شد

يـاكلي اسـت     درصد93كردن  اـكتري اشرش يـن در  . )11 (ب همچن
اـل   Shantikumar مطالعه ديگري كه توسـط   اـران در س و همك

 در هند انجام گرفت، مشخص شد كه نانو ذره اكسيد روي            2009
و  Margit Heinlaan .)12 (خاصيت ضد باكتريايي قـوي دارد 

ري ويبريو توسط    در استوني حذف باكت    2008همكاران در سال    
 .)5 (ثر دانستندؤنانو ذره اكسيد روي را م

اـيي ويبريـو از    منظور به مطالعه اين تعيين تنوع گونه باكتري
اـنو ذره اكـسيد                يـله ن اـ بوس آب سواحل بندر بوشهر و حذف آنه

اـ     روي جهت مشخص نمودن درجه تصفيه  اـكتري ب پذيري ايـن ب
  .روي انجام گرفت نانو ذره اكسيد

  
  :روش كار

از )  سـي سـي    250(نمونه   100تعداد  تجربي،  مطالعه  ر اين   د
اـطق مختلـف               آب سواحل خليج فارس در اسـتان بوشـهر در من

اـنتي متـري آب در طـول هـر    20ساحلي از عمـق   متـر   300  س
اـني فـروردين         . برداشت شد  لغايـت  نمونه برداري در فاصله زم

ق  طب ـنمونه ها در كوتاهترين زمان،.  انجام شد  1390اسفند سال   
اـيش آب و          كتاب روش  روشهاي مندرج در   اـي اسـتاندارد آزم ه

به آزمايـشگاه منتقـل و آزمايـشات    ) D 8010( فاضلاب شماره
  . )13 (لازم مطابق ذيل روي آنها انجام گرديد

 سـي   10هاي ويبريو در شرايط استريل       جهت تشخيص گونه  
اـيش منتقـل               سي از هر نمونه آب توسط پيپت استريل به لوله آزم

اـيش بـه مـدت      لولـه . شـد  اـي آزم اـ دور  3ه  rpm 4000  دقيقـه ب
يك سي سي از محلول زيـرين هـر لولـه           سپس  . سانتريفوژ شدند 

 سي سي محيط آب پپتون قليايي با يك درصد نمك           9آزمايش به   
اـ بـه مـدت            اـي       48منتقل شـد و محيطه اـعت در دم  درجـه   37 س

يـط         . گراد انكوبـه شـدند     سانتي اـي   در مرحلـه بعـد بـر روي مح ه
اـر آ   Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose )(TCBSگ

اـي              اـ را در دم  درجـه   37ساخت كارخانه مرك آلمان كشت و آنه
پـس  .  ساعت قرار در انكوباتور داده شدند      24گراد به مدت     سانتي

از اين  . ، تست اكسيداز انجام شد    TCBSها در محيط     از رشد كلني  
تست هاي ليزين ) LDC(هاي افتراقي كه شامل مرحله به بعد تست

 6رشد در حـضور نمـك صـفر و     ، VP ،ONPGدكربوكسيلاز،
بود، جهت تـشخيص نـوع   Acid from: D-cellobiose درصد، 

  .)14 (هاي اكسيداز مثبت صورت گرفت ها بر روي كلني گونه
اـنوذرات بـه          أسنجش ت  ثير ضد ميكروبي غلظتهاي مختلـف ن

اـ غل   از تـشخيص گونـه     بعـد  روش ديسك ديفيـوژن    اـي   ظـت ه ه
اـ ت ـ    ،مختلف نانوذره اكسيد روي    حـداقل  . ثير داده شـد   أ روي آنه

يـن سـميت طبـق              تعداد غلظت هاي موردنياز نانوذرات بـراي تعي
كه در اين تحقيق جهـت      ) 13( غلظت است    5 متد   ،روش استاندارد 

 ،2000 ،3000 ،4000 ،5000 ،6000 ،7000( غلظـت    15نتايج بهتر،   
 ميلـــي گـــرم در 10، 30 ، 50، 100 ،200، 400 ،600 ،800 ،1000
تـفاده           ) ليتر اـن اس نانوذره اكسيد روي ساخت كارخانه مـرك آلم
 درصد، انـدازه آن     99درجه خلوص نانو ذره مورد استفاده       . شد
50 ≥ nm متر مربع بـر گـرم   90 و سطح ويژه آن )m2/g ( بـود .

 توسط شركت مرك آلمان مـشخص       گرچه اندازه نانو ذرات قبلاً    
تـفاده از      اطمينان بيشتر  اندازه آنها مجـدداً      شده بود، براي     اـ اس  ب

 Scanning Electronتكنيك ميكروسـكوپ الكترونـي روبـشي   

Microscope ) (SEM ــستم ــه سيــ ــز بــ  Energy مجهــ

Dispersive X-ray spectroscopy  (EDX)  مــــدل
CamScan MV 2300 1 شماره شكل(ييد شد أت .(  
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   و همكاران محمد ملكوتيان                                                                                                هاي جنس ويبريو بر روي گونه اكسيد روي تأثير نانوذرات

301  1392هر و آبان ، مچهارمسال هفدهم، شماره مجله پزشكي هرمزگان، 

اـ  پس از تعيين و آماده سازي غلظتهاي مختلف ن ـ    انو ذره آنه
را با ديسكهاي كاغذي آغشته نموده و پـس از آن از هـر ايزولـه                

 مك فارلند سوسپانـسيون تهيـه و در سـطح           5/0باكتريايي طبق   
 گـرم در يـك ليتـر آب مقطـر،           34(محيط كشت مولر هينتون اگار    

 به صورت انبـوه در  MERCK VM984550)ساخت شركت 
نـس     . داخل پليت كشت داده شد     اـ پ تـريل روي    سپس ديسك ب  اس

اـي       24پليتها به مدت    . محيط كشت قرار گرفت    اـعت در دم  37 س
كدام از  هاله عدم رشد هرگراد انكوبه شدند و سپس  درجه سانتي

اـ    گونه اـط خاصـيت            .گـزارش شـد   ه يـن ارتب اـليز و تعي جهـت آن
اـ            ضدباكتريايي و غلظت نانو ذرات از ضريب همبستگي پيرسن ب

  .استفاده شد SPSS 16افزار  استفاده از نرم
  

  :نتايج
 مطابق با هاي ويبريو تشخيص داده شده مهمترين گونه

از .  آورده شده است1در جدول شماره  تستهاي بيوشيميايي
 نمونه حاوي 55 نمونه گرفته شده آب خام، 100 مجموع
كمترين و بيشترين گونه ويبريو . هاي مختلف ويبريو بودند گونه

به ويبريو كلرا و ويبريو تشخيص داده شده به ترتيب مربوط 
هاي مختلف نانو   دادن غلظتاثرپس از . پاراهموليتيكوس بود

 درصد حذف ،هاي مختلف ويبريو گونه بر روي ذره اكسيد روي
غلظت بدون .  بدست آمد2 كدام از آنها مطابق شكل شماره هر

هاي  روي گونه  نانوذره اكسيد روي بر(NOEC) اثر بازدارنده
بريو پاراهموليتيكوس، ويبريو ميميكوس و ويبريو كلرا، وي

ميلي گرم  200 و 800، 200، 100به ترتيب ولنيفيكوس  ويبريو
 ميلي گر م در ليتر از نانو ذره 6000در غلظت .در ليتر بدست آمد

در همين غلظت درصد . ها متوقف شد درصد حذف كليه گونه
س و ويبريو كلرا، ويبريو پاراهموليتيكوس، ويبريو ميميكوحذف 

جدول  ( درصد بود75 و 79، 95، 90 ويبريوولنيفيكوس به ترتيب
  .)2شماره 

دهد كه بين غلظت نانوذره و درصد حذف  نتايج نشان مي
باكتري ارتباط مستقيم وجود دارد كه اين ارتباط از نظر آماري 

  ).>05/0P(دار است  نيز معني
  

هاي ويبريو تشخيص داده شده از   گونه-1جدول شماره 
   ساحلي خليج فارسايهآب

  باكتري
هاي  هاي حاوي گونه تعداد نمونه

  مختلف ويبريو
  ها درصد در نمونه

  2/18  10  ويبريو كلرا
  7/32  18  ويبريو پاراهموليتيكوس

  5/25  14  ويبريو ميميكوس
  6/23  13  ويبريولنيفيكوس
  100  55  مجموع

  
  

  
  
  
 

 هاي مختلف نانوذره اكسيد روي متر تحت تأثير غلظت  بر حسب ميليهاي مختلف ويبريو  هاله عدم رشد گونه-2جدول شماره 

  (mg/L)غلظت 
 گونه

10  30  50  100  200  400  600  800  1000  2000  3000  4000  5000  6000  7000  

 19 19 17 15 13 12 10 9 8 6 7 5 0 0 0  ويبريو كلرا
 18 18 16 15 14 13 11 10 10 6 8 0 0 0 0  ويبريو پاراهموليتيكوس

 15 15 14 13 11 10 9 8 0 0 0 0 0 0 0  بريو ميميكوسوي
 14 14 13 11 10 9 8 6 5 5 4 0 0 0 0  ويبريولنيفيكوس
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                                                                                                  محمد ملكوتيان و همكاران هاي جنس ويبريو سيد روي بر روي گونهتأثير نانوذرات اك

1392هر و آبان ، مارمچهسال هفدهم، شماره مجله پزشكي هرمزگان،   ٣٠٢

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Energy Dispersive X-ray مجهز به سيستم ZnO Scanning Electron Microscope ) (SEM تصوير الكتروني نانوذره :1شكل 

spectroscopy  (EDX)  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  هاي مختلف نانو ذره اكسيد روي هاي مختلف ويبريو در غلظت  درصد حذف گونه-2شكل 
  

  :گيري بحث و نتيجه
هـاي آب سـواحل خلـيج        نتايج حاصل از آناليز نمونـه     

فارس در بندر بوشهر نشان داد كه ايـن منبـع آب حـاوي              
ــه ــاكتري گون ــوعي از ب  مقايــسه ويبريــو اســت، هــاي متن
ان داد كه هر سويه باكتري، مقاومـت   هاي ويبريو نش   گونه

. دهـد   مـي خاصي از خود در مقابل نانواكسيد روي نشان         
بنابراين شدت اثر سـميت يـا اثـر ضـدباكتريايي نـانوذره            

همچنـين  . اكسيد روي به نوع و گونه باكتري بستگي دارد        
بين غلظت نانوذره و درصد حذف بـاكتري        رابطه مستقيم   

 و همكـاران  Malakootianبـا مطالعـه   نشان داده شد كه    
ثير نـانوذرات را در حـذف       أ در ايران كه ت ـ    2011در سال   

باكتريهاي گرم مثبت و منفي از فاضـلاب شـهري توسـط            
نــانوذرات اكــسيد روي، اكــسيد تيتــانيوم و اكــسيد مــس، 

بــا . )15(رد  مطابقــت دا،ه بودنــدمــورد بررســي قــرار داد
 رشـد   افزايش غلظت نانو ذره ميزان كشندگي يا هاله عدم        

هاي ويبريو بـه دليـل افـزايش سـطح تمـاس             در كليه گونه  
ايـن  ديواره سلولي باكتري بـا نـانو ذره افـزايش يافـت و              

همكـاران   و  khanjaniتحقيق انجام شده توسط نتيجه با
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 در ايران كه اثر نانو ذرات مختلف بر روي          2011در سال   
باكتريهاي عامـل عفونـت بيمارسـتاني انجـام شـده بـود،             

هـاي متفـاوت     مكانيسم پاسخ . )16 (ي كامل داشت  همخوان
هاي ويبريـو بـه      گونه به دوزهاي مشابه نانوذرات در بين     

هاي درون باكترياي    دليل تفاوت فيزيولوژيكي، متابوليسم   
ــا    ــواره ســلولي آنه ــشاها و دي ــابي غ ــذيري انتخ و نفوذپ

  . باشد مي
  غلظت بدون اثر بازدارندگي رشد     ،در پژوهش حاضر  

No Observed Effect Concentration  )NOEC (
ويبريـو كلـرا، ويبريـو پـاراهموليتيكوس،        هـاي    براي گونه 

، 100ويبريو ميميكوس و ويبريو ولنيفيكـوس بـه ترتيـب           
ــي200 و 800، 200 ــر و در غلظــت    ميل ــرم در ليت  6000گ
هـاي ويبريـو     گرم در ليتر نانواكسيد روي كليه گونـه        ميلي

 نتـايج   ).2 شـماره    شـكل (   درصد حذف شـدند    95 الي   75
 و همكـاران    Adamsاي كه توسـط      بدست آمده با مطالعه   

كه طي مطالعه آنها     طوريه  ب.  متفاوت بود  ،صورت گرفت 
 درصـد از باكتريهـاي      50غلظت بازدارنده رشد در حدود      

 بود  ZnO از نانوذرات    ppm 1000اشرشياكلي در غلظت    
اي  كــه ايــن تفــاوت عــلاوه بــر اختلافــات ژنتيكــي و گونــه

باكتريهاي استفاده شـده توسـط هـر دو گـروه، بـه علـت               
تفــاوت در ســاختار نــانوذره و روش اجــراي آزمايــشات 

ثير أبنابراين در روشهاي مختلف تعيـين ت ـ      . )17 (باشد مي
يك ماده واحد، تستي كه سميت بيـشتري را نـشان دهـد،             

 به طوري كه تكيه بر نتـايج        ،ضريب اطمينان بالاتري دارد   
 بيني اثرات آن بـر     ينان بالاتري جهت پيش   تواند اطم  آن مي 

ثير زيـاد   أبا توجه به ت ـ   . ها ايجاد كند   روي ميكروارگانيسم 
ــه   ــذف گون ــانوذره در ح ــن ن  ــ اي ــو ب ــاي ويبري ــژه ه ه وي
 نيـاز   ،ثيرپذيري را داشـت   أپاراهموليتيكوس كه بيشترين ت   

است توجيه اقتصادي و ديگر عوامـل دخيـل در كـادربرد            
ر گيرد تا در صورت امكان از       نانوذرات مورد بررسي قرا   

اين روش جهت حذف عوامل بيماريزاي باكتريايي موجود        
شود، در مـورد     پيشنهاد مي . در صنعت آب استفاده گردد    

هاي آبي قابليت چسبندگي و      كه در محيط  (ثير نانوذرات   أت
ــه ــد  ت ــشيني دارن ــا   ) ن ــه در آنه ــهايي ك ــان از روش همزم

ده باشـند نيـز     نانوذرات در يك محيط غيرمايع، ثابـت ش ـ       
استفاده شود تا اثرات ضدميكروبي نانوذرات بهتر آشكار      

  .گردد
  

  :سپاسگزاري
اين پژوهش در مركز تحقيقات بهداشت محيط دانشگاه 
علوم پزشكي كرمان و با حمايت مالي معاونت تحقيقات و 

بدينوسيله از . آوري دانشگاه مذكور به انجام رسيده است فن
  .آيد عمل ميه عاونت سپاسگزاري باندركاران آن م كليه دست
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ABSTRACT 
 

Introduction: Using zinc oxide nanoparticles, as a catalyst removal of fecal pollution 
indicator bacteria in water, has been studied as a model of bacterial contamination. This 
study aims to determine the toxicity and selection of appropriate indicators to evaluate the 
toxicity of zinc oxide nanoparticles on the isolated bacteria Vibrio species of Bushehr coastal 
waters.   

Methods: In this experimental study, 100 samples of sea water off the coast of Persian 
Gulf in Bushehr coastal areas were selected. 10 centigrade of each sample was cultured on 
the TCBS medium. In the next step, differential tests were conducted on colonies of positive 
oxidase. The specific concentrations of nanoparticle were prepared and paper discs were 
impregnated with the concentrations and then bacterial isolates from the 0.5 Mc-Farland 
suspensions was prepared. After incubation, inhibition zone was reported in millimeters at 
each concentration. Data analysis was performed using by SPSS 16 Software. 

Results: The strains of bacteria detected by culturing samples of raw water including 
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus and Vibrio mimicus. Minimum 
and maximum number of Vibrio strains were, Vibrio cholerae and Vibrio parahaemolyticus, 
respectively. Elimination of Vibrio Cholerae, Vibrio Parahaemolyticus, Vibrio Vulnificus 
and Vibrio Mimicus strais in concentration of 6000 mg/L zinc oxide nanoparticles were 
95%, 90%, 75% and 70%, respectively. 

Conclusion: Due to significant effect of nanoparticle in removal of genus Vibrios, 
economic justification and other factors should be considered in application of nanoparticles, 
in eliminating bacterial pathogens in water industry. 
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