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Abstract  
Background: With the advent of modern sciences such as nanotechnology, the hope for treatment 
of infectious diseases has increased. Nanochitosan is one of the most widely used nanomaterials in 
this field that has been considered due to its characteristics such as biocompatibility, nontoxicity 
and bactericidal activity. 
Objective: The aim of this study was to compare the antibacterial properties of chitosan 
nanoparticles against Escherichia coli and Staphylococcus aureus.  
Methods: This in vitro study was performed at Iranian Research Organization for Science and 
Technology in 2014. Chitosan nanoparticles were prepared based on the ionic gelation. The 
characteristics of the prepared nanoparticles were determined by DLS and SEM. The antibacterial 
activities of chitosan nanoparticles against Escherichia coli and Staphylococcus aureus were 
evaluated by determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal 
concentration (MBC). Data were analyzed using One-way ANOVA and T-test. 
Findings: Chitosan nanoparticles were formed with an average size of 160 nm. The MIC and MBC 
of chitosan nanoparticles were 0.25 and 1 mg/ml for Escherichia coli and were 0.5 and 2 mg/ml for 
Staphylococcus aureus. The diameter of zones of inhibition was 19 mm for Escherichia coli and 14 
mm for Staphylococcus aureus in 10 mg/ml concentration of chitosan nanoparticles. 
Conclusion: With regards to the results, it seems that nanochitosan has acceptable antibacterial 
activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. But Escherichia coli is more sensitive 
to chitosan nanoparticles than Staphylococcus aureus. 
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چکیده 

کـاربرد در  پرز جمله نانو مـواد  ا نانوکیتوزانهاي عفونی افزایش یافته است. امید براي درمان بیماري فناوري نانو،علوم جدیدي مانند  با ظهور زمینه:
 مورد توجه قرار گرفته است. کشی،و باکتري تیسم عدمهایی مانند زیست سازگاري، به دلیل ویژگی است کهاین زمینه 

 انجام شد. استافیلوکوکوس اورئوسو  شیاکلییاشرهاي علیه باکتري برکیتوزان  اتذرخاصیت ضدباکتریایی نانو مقایسهمطالعه به منظور هدف: 
ژلی شدن روش  باکیتوزان ات نانوذرانجام شد.  هاي علمی و صنعتی ایراندر سازمان پژوهش 1393تنی در سال این مطالعه برون ها:مواد و روش

 اتنـانوذر  باکتریـایی  فعالیـت ضـد   و و میکروسکوپ الکترونی روبشـی  دینامیک نوري پراکندگیتوسط ات حاصله ذرنانوند. مشخصات تهیه شد یونی
هـا بـا   بررسـی شـد. داده  کشـندگی   غلظـت حداقل  و گیکنندراهشیاکلی و استافیلوکوکوس اورئوس توسط تعیین حداقل غلظت میشرا کیتوزان علیه

 طرفه و تی تحلیل شدند. هاي آماري واریانس یکآزمون
 1و  25/0 ذرات،نـانو  غلظت کشـندگی  حداقل و کنندگیمهار غلظت حداقل. نددست آمد هنانومتر ب 160متوسط  اندازه کیتوزان باذرات نانو ها:یافته
 10تعیین شد. قطر هاله عدم رشد در غلظت  استافیلوکوکوس اورئوسلیتر براي بر میلی گرممیلی 2و  5/0 لیتر براي اشریشیاکلی و بر میلی گرممیلی
 بود. مترمیلی 14 ،رئوسواستافیلوکوکوس ابراي و  مترمیلی19 لیتر نانوذرات کیتوزان براي اشریشیاکلی،بر میلی گرممیلی

اورئوس  هاي اشریشیاکلی و استافیلوکوکوسفعالیت ضدباکتریایی خوبی بر علیه باکتريانوکیتوزان نرسد ها، به نظر میبا توجه به یافتهگیري: نتیجه
 تر است.اورئوس نسبت به نانوذرات کیتوزان حساس دارد. اما اشریشیاکلی در مقایسه با استافیلوکوکوس

 
 لوکوکوس اورئوسشیاکلی، استافیی، اشرییایکیتوزان، عوامل ضدباکترتکنولوژي، نانوها: واژهکلید

 
 

:مقدمه 
 رغــمعلــی قــارچی و باکتریــایی هــايعفونــت وقــوع     

 .اسـت  افـزایش  بـه  رو پزشـکی  چشـمگیر  هـاي پیشرفت
 هــاییاســتافیلوکوکوس اورئــوس و اشریشــیاکلی بــاکتري

عفـونی     هـاي بیمـاري  از وسـیعی  طیـف  باعث هستند که
ــه از بســیاري )2و1(شــوند.مــی      اســتافیلوکوکوس هــايگون

 خـاك  در یـا  مخـاط  و پوسـت  سطح در و هستند خطربی
 وجـود  نیز زابیماري انواع هاآن بین در اما کنند،می زندگی

 استافیلوکوکوس جنس، این زايبیماري انواع از یکی. دارد
از  بعد که است طلاییاستافیلوکوکوس  به معروف اورئوس

ــیاکلیاش ــه ریش ــوان ب ــین عن ــل دوم ــت عام ــايعفون  ه
اورئـوس،   اسـتافیلوکوکوس ) 4و3(مطـرح اسـت.   نیبیمارستا

 طـور  به که است اختیاري هوازيبی و مثبت گرم کوکسی
هـاي  محـیط  در توانـد مـی  و است مقاوم حرارت به نسبی
بـاکتري     ایـن  )4(کنـد.  زنـدگی  بـالا  درصـد  با نمک حاوي

را ایجاد کنـد از جملـه؛    ها عفونت از وسیعی طیف تواندمی
 ماننـد  پوسـتی  هـاي سـاده   فونـت گوارشی، ع هاي عفونت

ــرك، کــورك، جــوش، ــژه گــل کفگی ــی و م    آبســه و حت
اسـتئومیلیت،   مننژیـت،  پنومونی، مانند مهلک هايبیماري

   )6و5(سمی.سپتی و سمی شوك سندرم اندوکاردیت،
 هاي بیمارستانی و یکاشریشیاکلی اولین عامل عفونت    

ایـن   )7(اسـت. باسیل گرم منفی از خانواده انتروباکترویاسه 
گرم وجود دارد طور شایع در روده جانوران خون باکتري به
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تـاکنون   )8(شـود. و موجب مسمومیت غذایی و اسهال مـی 

هاي حاصل از ایـن دو  براي از بین بردن سمیت و عفونت
هـا،  هاي مختلفـی از قبیـل بتالاکتـام   بیوتیکآنتی باکتري،

ــتف  ــد و اس ــدها تولی ــدها و ماکرولی ــده آمینوگلیکوزی اده ش
مدتی نسـبت بـه    ها پس ازاما متأسفانه باکتري )10و9(است.

کـه   ایـن  انـد. بـا توجـه بـه    ها مقاوم شدهبیوتیکاین آنتی
هاي ناشی از بیوتیکی موجب گسترش عفونتمقاومت آنتی
ها و افزایش مشکلاتی همچـون صـدمه وارده   این باکتري

هاي ینهبه بیماران بستري، مدت بستري در بیمارستان، هز
شود؛ بنابراین تحقیق جهت یافتن میر میو  درمان و مرگ

هاي ناشـی  تري در ارتباط با عفونتراهکار درمانی مناسب
رسـد. یکـی از   نظـر مـی   ها، امري لازم بـه از این باکتري

کمـک گـرفتن از فنـاوري     هاي مطرح در این راستا،گزینه
و در حـین  سازگار که امروزه خواص زیست  نانو است؛ چرا

حال ضدمیکروبی قوي بعضی از نانو مـواد گـزارش شـده    
 )11-13(کرد. کیتوزان اشاره به پلیمر توانجمله می که از است

ــد از کــه اســت کــاتیونی ســاکاریديپلــی کیتــوزان     فراین
 آید. منابعمی دستدر شرایط قلیایی به کیتین زداییاستیل
 سخت ا و پوستهکیتوزان، دیواره سلولی قارچ تولید عمده

آمین  استیل گلوکز -N و آمین گلوکز)  15و14(است. پوستان
دهنده کیتوزان هستند کـه بـا پیونـد بتـا     هاي تشکیلاحدو

کیتـوزان بـه خـاطر     )16(اند.گلیکوزیدي به هم متصل شده
 ســازگاري، زیســتهــاي مختلفــی مثــل زیســت ویژگــی
 پذیري و عدم سمیت، مزایـا و کاربردهـاي زیـادي   تخریب

گیرد. یکـی از  وسیعی از صنایع را در بر می دارد که گستره
خواص مهم کیتوزان، خاصیت ضدمیکروبی آن اسـت کـه   
برخی محققین علت آن را تأثیر متقابـل گـروه آمـین آزاد    
کیتوزان حاوي بار مثبت با اجزاي آنیـونی دیـواره سـلولی    

انـد کـه باعـث تغییراتـی در     ها ذکـر کـرده  میکروارگانیسم
ایـن   نتیجـه  )17(شـود. ها مـی ذیري دیواره سلولی آننفوذپ

فرایند، تراوش بخشی از مواد داخـل سـلول بـه بیـرون و     
جلوگیري از ورود مـواد غـذایی بـه داخـل سـلول اسـت.       
 کیتوزان همچنین بعد از ورود به داخل سـلول و پیونـد بـا   

DNAاز ساختـه شــدن ،RNA  هـايو تولیــد پروتئیـن 

 )18(کند.میجلوگیري  مختلــف
هاي متعددي در مورد سمیت ناچیز و تحریک گزارش     

تنـی در  سیستم ایمنی نانوذرات کیتـوزان در شـرایط درون  
هاي حیوانی وجود دارد. نانوذرات کیتوزان با افـزایش  مدل

تجمــع و فعــال کــردن ماکروفاژهــا و نیــز القــاي ترشــح  
هـاي  ها باعث ایجاد مقاومت نسـبت بـه عفونـت   سیتوکین

خاصیت  هدف این مطالعه، مقایسه) 20و19(شود.میکروبی می
هـاي  بـاکتري  علیـه  بـر کیتـوزان   اتباکتریایی نـانوذر ضد
 بود. شیاکلی و استافیلوکوکوس اورئوسیاشر

 

هامواد و روش: 
در  1393در سـال   )In vitro(تنی این پژوهش برون     

هاي علمی و صـنعتی ایـران انجـام شـد.     سازمان پژوهش
زان با وزن ملکولی متوسط و سدیم تري پلی فسفات کیتو

ــدریچ   )آمریکــا -Sigma-Aldrich(از شــرکت ســیگما آل
 (ATCC 25992)هاي اشریشـیاکلی  خریداري شد. سویه

از مرکـز   )ATCC 25923(و اسـتافیلوکوکوس اورئـوس   
 تهیه شدند.  هاي صنعتی ایرانمیکروارگانیسمکلکسیون 

  1 محلــول ذخیــرهابتــدا  ،یتوزانکبــراي ســاخت نــانو     
 گـرم میلـی  10با حل کردن کیتوزان لیتر گرم بر میلیمیلی

درصد تهیـه   175/0اسید استیک  لیترمیلی 10 کیتوزان در
قـرار   همزنبه مدت یک ساعت روي . محلول حاصله شد

گونه تا هیچ شدفیلتر  نهایتتا خوب حل شود و در  گرفت
 1محلـول ذخیـره    ،خالصی نداشته باشد. از طـرف دیگـر  نا

با حل کـردن  فسفات پلیسدیم تريلیتر گرم بر میلیمیلی
لیتـر آب  میلـی  10 در فسـفات پلیسدیم تري گرممیلی 10

از  لیتـر میلـی  1،  همـزن روي دیونیزه تهیـه شـد. سـپس    
لیتـر محلـول   میلـی  3 فسـفات بـه  پلـی سدیم تريمحلول 

 شـد. اضـافه  و به صـورت قطـره قطـره    کیتوزان به آرامی 
 g 13000دقیقه بـا دور   15مدت  محلول به دست آمده به

بـا آب مقطـر مجـدداً    سه بار شستشو  پس از وژ ویسانتریف
ــانتریف ــدوژ یس ــت. در ش ــل نهای ــول حاص ــام  در همحل حم
 داري طـولانی مـدت  و بـراي نگـه   قـرار گرفـت   فراصوت
 کـن انجمـاديدست آمـده، از خشککیتوزان به  نانوذرات
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 )freeze dryer( شد استفاده.)22و21( 

 پراکندگی نانوذرات بـا روش  میانگین اندازه و شاخص     
 )Dynamic Light Scattering( دینامیک نوري پراکندگی

بـا   )Malvern instrument(توسـط دسـتگاه مـال ورن    
گراد درجه سانتی 25در دماي و درجه  90پراکندگی  زاویه

ي سـاخته  هـا تعیین شد. براي بررسی شکل ظاهري نمونه
ــی   ــی روبش ــکوپ الکترون ــز از میکروس ــده نی  )SEM (ش

ترتیب که پودر نانوذرات کیتوزان پس از استفاده شد. بدین 
وات بـا میکروسـکوپ   کیلو 15 ژ  ولتادهی با طلا در پوشش

 )23(الکترونی مطالعه شد.

بـر   هـا بـاکتري هاي میکروبی، به منظور انجام مطالعه     
در  و شـده  داده کشـت  داریبش آگار نوترینت محیط روي
تهیـه   هنگـام  شـدند.  دارينگـه  گراددرجه سانتی 4 يدما
در  بـاکتري  نمونه هر از پرloop) (لوپ  مایع، یک تکش
لیتر محیط آبگوشت قلب میلی 50ر د سترون کاملاً رایطش
داده شد.  کشت )Brain Heart Infusion Broth( مغزو 

دور  150تا  140ا و ب گرادسانتی درجه 37 دماي در سپس
 هاکشت نهایت در ساعت انکوبه شد. 24 مدت بر دقیقه به

جمعیـت  بـه   رسـیدن  تـا  سـترون  مقطـر  آب از استفاده با
واحـد   105 -106مورد نیاز براي کشت سـطحی؛   بیمیکرو

رقیـق   )CFU/ml( لیتـر میلی هر در کلونی دهندهتشکیل
انتشار  نفوذ روش از استفاده با ها،دند. حساسیت باکتريش

بـر   باکتریـایی  سوسپانسیون از میکرولیتر 20سنجش شد. 
کتـان   سـوآپ  یـک بـا   و شـد  کشت ریختـه  محیط يرو

سـپس  گسـترش یافـت.    محـیط کشـت   روي سترون بـر 
متـر بـر روي محـیط کشـت     میلـی  8هایی به قطر چاهک

 هاي مختلـف نـانوذره  ایجاد شد. داخل هر چاهک، غلظت
دماي  در ساعت 24 مدتها به پلیتکیتوزان ریخته شد و 

رشـد   عـدم  هالـه  شـدند.  انکوبـه  گـراد سـانتی  رجـه د 37
  .دثبت ش و گیرياندازه ورنیه ولیسک از استفاده اب هاباکتري

ت حداقل غلظ ـ و )MIC( کنندگیرمها غلظت حداقل     
اي لوله رقت ذرات کیتوزان با روشنانو )MBC(شندگی ک

 9ش ولـه آزمـای  سري ل یکاز به این منظور ، تعیین گردید
 هـاي بـراي رقـت   لولـه  7 شد: استفاده تایی به شرح زیر

مثبـت (محـیط کشـت     لولـه بـراي شـاهد    یـک  مختلف،
ی شـاهد منف ـ براي  لوله یک و باکتري، بدون نانوکیتوزان)

 9آزمـایش،   هـاي بـه لولـه   .(محیط کشت بدون بـاکتري) 
شـد.   سـترون  و اضـافه  بـراث  نوترینـت  محلول لیترمیلی

اول  لولـه  بـه  کیتوزاننـانو  رقـت  لیتر از یکمیکرو 1000
مـایع   میکرولیتـر از  1000 شـدن،  هموژن از پس و هاضاف

تا لولـه هفـتم    عمل این و شد اضافه دوم لوله به نهموژ
میکرولیتر محلول هموژن  1000از لوله هفتم،  یافت. هادام

 10 منفـی)  غیر از شـاهد ( هادور ریخته شد. به تمامی لوله
فارلند  مک 5/0پانسیون باکتري با کدورت میکرولیتر سوس

 37 دمـاي  در سـاعت  24 بـراي  هـا لولـه  همه شد. ضافها
نظـر   از هـا لهلو آن،از  شدند. پس انکوبه گرادسانتی درجه
بررسـی   باکتري به صـورت چشـمی   رشد ناشی از رتکدو

 به نشد دیده کدورتی هیچ آن در که ايلهلو دند. آخرینش
از  گرفتـه شـد.   نظر در کنندگیمهار غلظت حداقل عنوان
تعیـین حـداقل    جهـت  رشـد  کدورت فاقد هايلوله تمامی

داده  کشـت  پورپلیـت  روش بـه  ظت کشندگی کیتوزانغل
 9/99 مـرگ  بـه  قادر کیتوزان که از غلظتی آخرین و شد

حـداقل   عنـوان  بـه  بـود  اولیـه  زنده هايباکتري از درصد
 )24(.شد گرفته نظر در هاکشندگی میکروارگانیسم غلظت

هاي مربوط به تهیـه نـانوذرات کیتـوزان،    تمام آزمایش     
و حداقل غلظـت مهارکننـدگی   تعیین قطر هاله عدم رشد، 

نتایج بـه صـورت   و حداقل غلظت کشندگی سه بار تکرار 
نـرم   با هـاخطاي استاندارد گزارش شدند. داده ±میانگین 

و  هاي آماري واریانس یک طرفهو آزمون 16SPSSافزار 
 تی تحلیل شدند.

 
هایافته: 

پراکندگی دست آمده توسط میانگین اندازه نانوذرات به     
نانومتر و شـاخص پراکنـدگی انـدازه     160، نوري دینامیک

ــکوپ    315/0ذرات  ــتفاده از میکروس ــا اس ــد. ب ــین ش تعی
الکترونی روبشی، شـکل ظـاهري نـانوذرات کیتـوزان بـه      

 هـاي صـاف و انـدازه دست آمده به صورت کـروي بـا لبه
  ).1نانومتر بود (شکل شماره  200 تر ازنانوذرات حاصله کم
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تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی از  -1شکل 
 نانوذرات کیتوزان 

 
و حـداقل غلظـت   قادیر حداقل غلظت مهارکننـدگی  م     

گرم میلی 1 و 25/0کشندگی براي اشریشیاکلی به ترتیب 
ترتیـب  سـتافیلوکوکوس اورئـوس بـه    لیتر و براي ابر میلی

لیتر تعیین شـد. در لولـه شـاهد    گرم بر میلیمیلی 2و  5/0
منفی که حاوي نانوذرات کیتوزان بـود کـدورتی مشـاهده    

 نشد.
تر قطر هاله عدم رشد براي اشریشـیاکلی  اندازه بزرگ     

هـاي  نسبت به استافیلوکوکوس اورئوس در حضور غلظـت 
تـر  گـر حساسـیت بـیش   ن، بیـان مختلف نانوذرات کیتـوزا 

کلی در مقایسه با استافیلوکوکوس اورئوس نسبت اشریشیا
 ).1به این نانوذرات بود (جدول شماره 

 
مقایسه میانگین قطر هاله عدم رشد در  -1جدول 

 هاي مختلف نانوذرات کیتوزانغلظت
 

 غلظت نانوذرات کیتوزان
 لیتر)گرم بر میلی(میلی

خطاي استاندارد  ±شد میانگین قطر هاله عدم ر
 متر)(میلی

 استافیلوکوکوس اورئوس اشریشیاکلی

 ≥4 
 0 0 )4و 2، 1، 50/0، 25/0( 

8 2/0±10 3/0±8 

10 3/0±19 4/0±14 

گیري:بحث و نتیجه 
این مطالعه نشان داد باکتري گرم منفی اشریشـیاکلی       

در مقایسه با باکتري گرم مثبت استافیلوکوکوس اورئـوس  
 200تر از بت به نانوذرات کیتوزان با میانگین اندازه کمنس

که در حضور  طوريبه  تري داشت؛نانومتر حساسیت بیش
حـداقل غلظـت     هاي مختلـف نـانوذرات کیتـوزان،   غلظت

تري بـراي  تر و قطر هاله عدم رشد بزرگکممهارکنندگی 
ــوس    ــتافیلوکوکوس اورئ ــا اس ــه ب ــیاکلی در مقایس       اشریش

 ت آمد.دس به
سازي نـانوذرات کیتـوزان از   در این مطالعه براي آماده     

روش ژلی شدن یونی بـه عنـوان روشـی سـاده، سـریع و      
بدون نیاز به مواد شیمیایی سمی استفاده شد. اساس ایـن  

کنش بین بـار مثبـت کیتـوزان بـا بـار منفـی        روش، میان
 )25(فسفات است.پلیتري
اثر ضـدباکتریایی نـانوذرات   هاي اندکی درباره گزارش     

هـاي  تـر مطالعـه  کیتوزان به تنهایی موجود اسـت و بـیش  
هـاي  زمینـه مربـوط بـه نانوکامپوزیـت     انجام شده در این

کیتوزان با فلزها و پلیمرهاي مختلف است. اما در تحقیقی 
و همکـاران بـا    )Ma(ذرات کیتوزان توسط مـا  مشابه، نانو

و با میانگین انـدازه   روش تجزیه توسط هیدروژن پراکسید
هـا نشـان دادندکـه نـانوذرات     نانومتر تهیه شـدند. آن  36

لیتـر،  گرم بر میلیمیلی 10تا  1حاصله در محدوده غلظتی 
هاي اشریشیاکلی و اسـتافیلوکوکوس  بر روي رشد باکتري

هـا  هـاي آن اورئوس اثر مهـاري داشـتند. نتـایج آزمـایش    
میکروبی نـانوذرات  همچنین نشـان داد کـه خـواص ضـد    

یافت و اثر کیتوزان با افزایش غلظت این ذرات افزایش می
تـر از  ضدمیکروبی این ذرات بر علیـه اشریشـیاکلی بـیش   

حداقل ها نشان دادند که استافیلوکوکوس اورئوس بود. آن
ذرات نـانو غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظـت کشـندگی   

گـرم بـر   یلیم 5و  1کیتوزان براي اشریشیاکلی به ترتیب 
گرم میلی 8و  2لیتر و براي استافیلوکوکوس اورئوس میلی

 که در مطالعه حاضـر، مقـادیر  در حالی )26(لیتر بود.بر میلی
کشندگی براي  غلظت حداقل حداقل غلظت مهارکنندگی و

لیتـر و  میلـی گرم بر میلی 1و  25/0 اشریشیاکلی به ترتیب
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گــرم بــر لــیمی 2و  5/0بــراي اســتافیلوکوکوس اورئــوس 

تواند به دلیـل تفـاوت   تعیین شد. این اختلاف می لیترمیلی
روش تهیــه نــانوذرات و همچنــین انــدازه و بــار ســطحی 

ها باشد و البته پی بردن به علت آن به تحقیق متفاوت آن
از طـرف دیگـر نتـایج مطالعـه حاضـر      تري نیاز دارد. بیش

وبی گر وابستگی خاصیت ضـدمیکر مانند این محققان بیان
تـر  و همچنـین اثـربخش   نانوذرات کیتوزان به غلظـت آن 

بودن نانوذرات کیتوزان در کـاهش رشـد و از بـین بـردن     
باکتري گرم منفی اشریشیاکلی در مقایسه با باکتري گـرم  

 مثبت استافیلوکوکوس اورئوس بود. 
هاي متعددي مبنی بر خاصـیت ضـدمیکروبی   گزارش     
هاي گـرم منفـی   علیه باکتريتر نانوذرات کیتوزان بر قوي

 )28و27(هـاي گـرم مثبـت وجـود دارد.    در مقایسه با باکتري
گونه تفسیر کرد که به دلیل توان اینرا میاین پدیده علت 

 يسـاکارید خیم لیپـوپلی ض در لایه که تريبار منفی بیش
بـا   ات کیتـوزان نـانوذر  ،هاي گرم منفی وجود داردباکتري

عدم کریستالی بـودن و بـار    ،نوع خاص ساختمانتوجه به 
تواننـد  هاي گرم مثبت میدر مقایسه با باکتري خود،مثبت 

 ها داشته باشند.تري را با این نوع باکترياتصال بیش
 
گزاري:سپاس 

نامه مقطع کارشناسی ارشـد  این مقاله برگرفته از پایان     
هاي علمـی و صـنعتی   زیست فناوري سازمان پژوهش نانو
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