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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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هاي جنس ویبریو جدا شده از آبهاي بخش بر روي گونهاکسید روي تأثیر نانوذرات 

 ساحلی خلیج فارس 
 

 5محمدرضا زند منفرد   4 محمد احمدیان  3 علی جوادي  2 علی طولابی  1 دکتر محمد ملکوتیان
مربی گروه بهداشت،   دانشگاه  2شناسی،   دانشگاه علوم پزشکی کرمان  کروبدانشجوي کارشناسی ارشد می 3مرکز تحقیقات بهداشت محیط    ،استاد گروه بهداشت محیط 1

دانشجوي کارشناسی ارشد  5  دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه مرکز تحقیقات توسعه اجتماعی و ارتقاء سلامت،    ،کارشناس ارشد بهداشت محیط 4علوم پزشکی بم  
 شناسی،   دانشگاه آزاد اسلامی واحد قممیکروب

  269-275 صفحات  92 آبانو  مهر  ومسشماره   هفدهممجله پزشکی هرمزگان  سال 

 دهیچک
روي به عنوان کاتالیست در حذف باکتریهاي شاخص آلودگی مدفوعی آب به عنوان یک مدل  استفاده از نانوذرات اکسید :مقدمه

ی سمیت و انتخاب شاخص مناسب جهت بررسی . این مطالعه با هدف بررسآلودگی باکتریایی مورد بررسی قرار گرفته است
 .هاي جنس ویبریو جدا شده ازآبهاي بخش ساحلی بندر بوشهر انجام شدهاي گونهبر روي باکترياکسید روي سمیت نانوذرات 

نمونه از آب دریاي سواحل خلیج فارس در استان بوشهر از مناطق مختلف  100 تعداددر این مطالعه تجربی،  :کاروش ر
کشت داده شد. در   TCBSسی سی از هر نمونه بر روي محیط کشت  10. برداشت  شد 1390از ابتدا تا پایان سال ساحلی 

و  شد هاي اکسیداز مثبت صورت گرفت، سپس غلظتهاي مشخصی از نانو ذره تهیهافتراقی بر روي کلنیآزمایشهاي مرحله بعد 
مک فارلند  5/0و پس از آن از هر ایزوله باکتریایی طبق  ها آغشتهدر مرحله بعدي دیسکهاي کاغذي را به آن غلظت

سوسپانسیون تهیه شد. سپس در سطح محیط کشت مولر هینتون اگار به صورت انبوه کشت داده شد. پس از انکوبه کردن 
 .انجام گردید SPSS 16 افزار ها با استفاده از نرمتحلیل داده عدم رشد بر حسب میلیمتر در هر غلظت گزارش شد. تجزیه و ،هاله

ج ها آب خام شامل ویبریو کلرا، ویبریو پاراهمولیتیکوس، هاي باکتري تشخیص داده شده حاصل از کشت نمونهسویه :نتای
کمترین و بیشترین تعداد سویه هاي ویبریو به ترتیب مربوط به ویبریو کلرا و ویبریو  بود. ولنیفیکوسویبرو میمیکوس و ویبریو

 ود. میزان حذف سویه هاي ویبریو کلرا، ویبریو پاراهمولیتیکوس، ویبریو میمیکوس و ویبریوولنیفیکوس در غلظتب پاراهمولیتیکوس

mg/L  6000 بود %70و  %75، %90، %95 به ترتیب روي نانوذره اکسید. 
دي و دیگر عوامل است توجیه اقتصا لازم ،هاي ویبریواین نانوذره در حذف جنس دارمعنیثیر أبا توجه به ت :گیريتیجهن

دخیل در کادربرد نانوذرات مورد بررسی قرار گیرد تا در صورت امکان از این روش جهت حذف عوامل بیماریزاي باکتریایی 
 .موجود در صنعت آب استفاده گردد

 خلیج فارس - بوشهر - ویبریو – اکسید روي :هاکلیدواژه
 21/12/91پذیرش مقاله:     14/12/91اصلاح نهایی:      3/7/91دریافت مقاله: 

 

 مقدمه: 
اـمیدنی  آب .ضـروري اسـتحیـات  ادامه آب براي آش

مین آب مورد نیاز جهت فعالیتهاي حیاتی بدن، یکی از أعلاوه بر ت
اـمطلوب  .باشدمین املاح ضروري بدن نیز میأراههاي ت کیفیت ن

آب آشامیدنی و تصفیه ناقص آب از جمله مهمترین علل مـرگ و 
اـن اسـتویـژه میر ب اـن در سـطح جه اـبق گـزارش  .ه کودک مط

نـج  8سازمان جهانی بهداشت در هر  اـلانه پ ثانیه یک کودك و س
ویژه کودکان در اثر مصرف آبهاي آلوده به عوامل ه میلیون نفر ب

 آبهاي آشامیدنی، یکـی از میرند. حذف این عوامل اززا میبیماري
روزه . امــ)1،2( ســطح جهـاـن اســت هـاـي صـنـعت آب درنگرانی

پیشرفت در علم نانوتکنولوژي فرصتهاي خوبی را جهت توسعه 
. مطالعـه حـذف )3،4( فرآیندهاي تصفیه آب فراهم نمـوده اسـت

ه موجود در منابع آب با استفاده از نانو ذرات ب يعوامل بیماریزا
ها در طـی دهـه یکی از مهمترین پیشرفت ،ویژه نانو اکسید روي

اـربر)2،4( اخیر است اـنوتکنولوژي در زمینـه. امـروزه ک هاي د ن
لـی  اـي اصـ ــی از اولویتهـ ــورها یک یـاري از کش ــف، در بسـ مختل
تحقیقـاـتی شــده اســت، اکسـیـدهاي فلــزي نـاـنوذرات در مقیـاـس 

. )1،5( وسیعی هم در صنعت و هم در موارد خانگی کاربرد دارند
) و اکسیدتیتانیوم ZnOدر بین نانوذرات، نانو ذرات اکسید روي (
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)TiO2مترین نانوذراتی هستند که در تصفیه بیولوژیکی ) جزء مه
 . )5-8( گیرندآب و فاضلاب مورد استفاده قرار می

اـ از طریـق أهاي اصلی تمکانیسم ثیر نانو ذرات روي باکتریه
لـولی آنهاسـت  DNAآسیب به پـروتئین،  و تخریـب دیـواره س

اـدي در ایـن زمینـه صـورت گرفتـه )3،6،9( . تاکنون مطالعات زی
در استونی نشان  2009و همکارانش در سال  Mortimerاست. 

 6/90دادند که نانوذرات اکسید روي و اکسید مس قادر به حذف 
نـدهاي میکروبی میدرصد آلاینده 5/99تا  . در مطالعـه )10( باش

اـل  Raffiaدیگر که توسط  تـان  2010و همکاران در س در پاکس
در به نابود مشخص گردید که نانو ذرات اکسید مس قا ،انجام شد

یـاکلی اسـت درصد 93کردن  اـکتري اشرش یـن در )11( ب . همچن
اـل Shantikumar مطالعه دیگري که توسـط  اـران در س و همک

در هند انجام گرفت، مشخص شد که نانو ذره اکسید روي  2009
و  Margit Heinlaan .)12( خاصیت ضد باکتریایی قـوي دارد

ري ویبریو توسط در استونی حذف باکت 2008همکاران در سال 
 .)5( ثر دانستندؤنانو ذره اکسید روي را م

اـیی ویبریـو از  منظور به مطالعه این تعیین تنوع گونه باکتری
یـد  اـنو ذره اکس یـله ن اـ بوس آب سواحل بندر بوشهر و حذف آنه

اـ روي جهت مشخص نمودن درجه تصفیه اـکتري ب پذیري این ب
 روي انجام گرفت. نانو ذره اکسید

 
 روش کار:

سـی سـی) از  250نمونه ( 100تعداد تجربی، مطالعه ر این د
اـطق مختلـف  تـان بوشـهر در من آب سواحل خلیج فارس در اس

اـنتی متـري آب در طـول هـر 20ساحلی از عمـق  متـر  300 س
اـنی فـروردین  لغایـت برداشت شد. نمونه برداري در فاصله زم

ق طبـ انجام شد. نمونه ها در کوتاهترین زمان، 1390اسفند سال 
اـیش آب و کتاب روش روشهاي مندرج در تـاندارد آزم اـي اس ه

اـت D 8010( فاضلاب شماره ) به آزمایشـگاه منتقـل و آزمایش
 . )13( لازم مطابق ذیل روي آنها انجام گردید

سـی  10هاي ویبریو در شرایط استریل جهت تشخیص گونه
اـیش منتقـل  سی از هر نمونه آب توسط پیپت استریل به لوله آزم

اـیش بـه مـدت لولـهشـد.  اـ دور 3هاي آزم  rpm 4000 دقیقـه ب
یک سی سی از محلول زیـرین هـر لولـه سپس سانتریفوژ شدند. 

سی سی محیط آب پپتون قلیایی با یک درصد نمک  9آزمایش به 
اـ بـه مـدت  اـي  48منتقل شـد و محیطه اـعت در دم درجـه  37س

یـطسانتی اـي گراد انکوبـه شـدند. در مرحلـه بعـد بـر روي مح ه
اـرآ   Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose )(TCBSگ

اـي  اـ را در دم درجـه  37ساخت کارخانه مرك آلمان کشت و آنه
ساعت قرار در انکوباتور داده شدند. پـس  24گراد به مدت سانتی

، تست اکسیداز انجام شد. از این TCBSها در محیط از رشد کلنی
) تست هاي لیزین LDCهاي افتراقی که شامل(مرحله به بعد تست

 6رشد در حضور نمـک صـفر و  ، VP ،ONPGدکربوکسیلاز،
بود، جهت تشخیص نـوع Acid from: D-cellobiose درصد، 

 .)14( هاي اکسیداز مثبت صورت گرفتها بر روي کلنیگونه
اـنوذرات بـه أسنجش ت ثیر ضد میکروبی غلظتهاي مختلـف ن

هـاـي ظتها غلاز تشــخیص گونــه بعــد روش دیســک دیفیــوژن
اـ تـ ،مختلف نانوذره اکسید روي ثیر داده شـد. حـداقل أروي آنه

یـن سـمیت طبـق  تعداد غلظت هاي موردنیاز نانوذرات بـراي تعی
که در این تحقیق جهـت ) 13(غلظت است  5متد  ،روش استاندارد

 ،2000 ،3000 ،4000 ،5000 ،6000 ،7000غلظـت ( 15نتایج بهتر، 
ـــرم در  10، 30،  50، 100 ،200، 400 ،600 ،800 ،1000 ـــی گ میل

تـفاده  اـن اس لیتر) نانوذره اکسید روي ساخت کارخانه مـرك آلم
درصد، انـدازه آن  99شد. درجه خلوص نانو ذره مورد استفاده 

50 ≥ nm  متر مربع بـر گـرم ( 90و سطح ویژه آنg/2m .بـود (
توسط شرکت مرك آلمان مشـخص  گرچه اندازه نانو ذرات قبلاً

اـ مجـدداًشده بود، براي  تـفاده از  اطمینان بیشتر  اندازه آنه اـ اس ب
 Scanning Electronتکنیک میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی

Microscope ) (SEM تـم ــــه سیســـ  Energyمجهــــز ب

Dispersive X-ray spectroscopy  (EDX)  مــــدل
CamScan MV 2300 1شماره  یید شد (شکلأت .( 

اـ پس از تعیین و آماده سازي غلظتهاي مختلف نـ انو ذره آنه
را با دیسکهاي کاغذي آغشته نموده و پـس از آن از هـر ایزولـه 

یـون تهیـه و در سـطح  5/0باکتریایی طبق  مک فارلند سوسپانس
گـرم در یـک لیتـر آب مقطـر،  34محیط کشت مولر هینتون اگار(

به صورت انبـوه در  MERCK VM984550)ساخت شرکت 
نـس اـ پ تـریل روي  داخل پلیت کشت داده شد. سپس دیسک ب اس

اـي  24محیط کشت قرار گرفت. پلیتها به مدت  اـعت در دم  37س
کدام از  هاله عدم رشد هرگراد انکوبه شدند و سپس درجه سانتی

جهــت آنـاـلیز و تعیـیـن ارتبـاـط خاصـیـت  گــزارش شــد.ها گونــه
اـ  ضدباکتریایی و غلظت نانو ذرات از ضریب همبستگی پیرسن ب

 استفاده شد. SPSS 16افزار استفاده از نرم
 

 :نتایج
مطابق با  هاي ویبریو تشخیص داده شدهمهمترین گونه

از آورده شده است.  1در جدول شماره  تستهاي بیوشیمیایی
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نمونه حاوي  55نمونه گرفته شده آب خام،  100 مجموع
هاي مختلف ویبریو بودند. کمترین و بیشترین گونه ویبریو گونه

به ویبریو کلرا و ویبریو تشخیص داده شده به ترتیب مربوط 
هاي مختلف نانو دادن غلظت اثرپاراهمولیتیکوس بود. پس از 

درصد حذف  ،هاي مختلف ویبریوگونهبر روي  ذره اکسید روي
غلظت بدون بدست آمد.  2 کدام از آنها مطابق شکل شماره هر

هاي روي گونه نانوذره اکسید روي بر (NOEC) اثر بازدارنده
بریو پاراهمولیتیکوس، ویبریو میمیکوس و ویبریو کلرا، وی

میلی گرم  200و  800، 200، 100به ترتیب ولنیفیکوس  ویبریو
میلی گر م در لیتر از نانو ذره  6000در غلظت در لیتر بدست آمد.

ها متوقف شد. در همین غلظت درصد درصد حذف کلیه گونه
س و ویبریو کلرا، ویبریو پاراهمولیتیکوس، ویبریو میمیکوحذف 

(جدول  درصد بود 75و  79، 95، 90 ویبریوولنیفیکوس به ترتیب
 .)2شماره 

دهد که بین غلظت نانوذره و درصد حذف نتایج نشان می
باکتري ارتباط مستقیم وجود دارد که این ارتباط از نظر آماري 

 ).>05/0Pدار است (نیز معنی
 

هاي ویبریو تشخیص داده شده از گونه -1جدول شماره 
 ساحلی خلیج فارس ايهآب

 باکتري
هاي هاي حاوي گونهتعداد نمونه

 مختلف ویبریو
 هادرصد در نمونه

 2/18 10 ویبریو کلرا
 7/32 18 ویبریو پاراهمولیتیکوس

 5/25 14 ویبریو میمیکوس
 6/23 13 ویبریولنیفیکوس

 100 55 مجموع

 
 

 
 هاي مختلف نانوذره اکسید رويمتر تحت تأثیر غلظتبر حسب میلی هاي مختلف ویبریوهاله 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 7 6 5 0 0 0 ویبریو کلرا
 18 18 16 15 14 13 11 10 10 8 6 0 0 0 0 ویبریو پاراهمولیتیکوس

 15 15 14 13 11 10 9 8 0 0 0 0 0 0 0 بریو میمیکوسوی
 14 14 13 11 10 9 8 6 5 5 4 0 0 0 0 ویبریولنیفیکوس

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 Energy Dispersive X-rayمجهز به سیستم  ZnO Scanning Electron Microscope ) (SEMتصویر الکترونی نانوذره  :1شکل 

spectroscopy  (EDX) 
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 هاي مختلف نانو ذره اکسید رويهاي مختلف ویبریو در غلظتدرصد حذف گونه -2شکل 
 

 گیري:بحث و نتیجه
هاي آب سـواحل خلـیج نتایج حاصل از آنـالیز نمونـه

فارس در بندر بوشهر نشان داد که ایـن منبـع آب حـاوي 
ــه ــاکتريگون ــوعی از ب ــت، هاي متن ــو اس ــه  ویبری مقایس
ان داد که هر سویه باکتري، مقاومـت هاي ویبریو نشگونه

. دهـدمیخاصی از خود در مقابل نانواکسید روي نشـان 
بنابراین شدت اثر سـمیت یـا اثـر ضـدباکتریایی نـانوذره 
اکسید روي به نوع و گونه باکتري بستگی دارد. همچنـین 

بین غلظت نانوذره و درصد حذف بـاکتري رابطه مستقیم 
و همکـاران  Malakootianبـا مطالعـه نشان داده شد که 

ثیر نـانوذرات را در حـذف أدر ایران که تـ 2011در سال 
باکتریهاي گرم مثبت و منفی از فاضـلاب شـهري توسـط 
نــانوذرات اکســید روي، اکســید تیتــانیوم و اکســید مــس، 

. بــا )15(رد مطابقــت دا ،ه بودنــدمــورد بررســی قــرار داد
رشـد  افزایش غلظت نانو ذره میزان کشندگی یا هاله عـدم

هاي ویبریو بـه دلیـل افـزایش سـطح تمـاس در کلیه گونه
ایـن دیواره سلولی باکتري بـا نـانو ذره افـزایش یافـت و 

همکـاران و   khanjaniتحقیق انجام شده توسط نتیجه با
در ایران که اثر نانو ذرات مختلف بر روي  2011در سال 

باکتریهاي عامـل عفونـت بیمارسـتانی انجـام شـده بـود، 
هاي متفـاوت . مکانیسـم پاسـخ)16( ی کامل داشتهمخوان

هاي ویبریـو بـه گونه به دوزهاي مشابه نانوذرات در بین
هاي درون باکتریاي دلیل تفاوت فیزیولوژیکی، متابولیسم

ــا  ــلولی آنه ــواره س ــاها و دی ــابی غش ــذیري انتخ و نفوذپ
 . باشدمی

 غلظت بدون اثر بازدارندگی رشـد ،در پژوهش حاضر
No Observed Effect Concentration  )NOEC (

ویبریـو کلـرا، ویبریـو پـاراهمولیتیکوس، هاي براي گونـه
، 100ویبریو میمیکوس و ویبریو ولنیفیکـوس بـه ترتیـب 

 6000گــرم در لیتــر و در غلظــت میلی 200و  800، 200
هاي ویبریـو گرم در لیتر نانواکسید روي کلیـه گونـهمیلی

نتـایج  ).2شـماره  ( شـکل درصد حذف شـدند 95الی  75
و همکـاران  Adamsاي که توسـط بدست آمده با مطالعه

که طی مطالعه آنها  طوريه متفاوت بود. ب ،صورت گرفت
درصـد از باکتریهـاي  50غلظت بازدارنده رشد در حدود 

بود  ZnOاز نانوذرات  ppm 1000اشرشیاکلی در غلظت 
اي کـه ایــن تفــاوت عــلاوه بــر اختلافــات ژنتیکــی و گونــه

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

ثیر أ. بنابراین در روشهاي مختلف تعیـین تـ)17( باشدمی
یک ماده واحد، تستی که سمیت بیشـتري را نشـان دهـد، 

به طوري که تکیه بر نتـایج  ،ضریب اطمینان بالاتري دارد
 بینی اثرات آن بـرینان بالاتري جهت پیشتواند اطمآن می

ثیر زیـاد أها ایجاد کند. با توجه به تـروي میکروارگانیسم
ــه ــذف گون ــانوذره در ح ــن ن ــای ــو ب ــژه ه هاي ویبری وی

نیـاز  ،ثیرپذیري را داشـتأپاراهمولیتیکوس که بیشترین ت
است توجیه اقتصادي و دیگر عوامـل دخیـل در کـادربرد 

ر گیرد تا در صورت امکان از نانوذرات مورد بررسی قرا
این روش جهت حذف عوامل بیماریزاي باکتریایی موجود 

شود، در مـورد پیشنهاد می. در صنعت آب استفاده گردد
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هاي آبی قابلیت چسبندگی و ثیر نانوذرات (که در محیطأت
ــه در آنهــا ته ــهایی ک ــد) همزمــان از روش ــینی دارن نش

ده باشـند نیـز نانوذرات در یک محیط غیرمـایع، ثابـت شـ
استفاده شود تا اثرات ضدمیکروبی نانوذرات بهتر آشکار 

 .گردد
 
 
 
 
 

 :پاسگزاريس
این پژوهش در مرکز تحقیقات بهداشت محیط دانشگاه 
علوم پزشکی کرمان و با حمایت مالی معاونت تحقیقات و 

آوري دانشگاه مذکور به انجام رسیده است. بدینوسیله از فن
 آید.عمل میه عاونت سپاسگزاري باندرکاران آن مکلیه دست
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