
 مجله علوم و فنون شیلات 

  172 تا 153 صفحات ، 1402 بهار ،2شماره  12 دوره
 

 

   Staphylococcus aureusخواص ضد باکتریایی مشتقات کیتوزان در مقابل باکتری 

   1، سید مهدی اجاق2، سید حمید رضا هاشمی پطرودی1* ، علیرضا عالیشاهی1وثیقه السادات میرباقری

 .کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، گرگان، ایران گروه فرآوری محصولات شیلاتی، دانشکده شیلات و محیط زیست، دانشگاه علوم  -1

 .ایران  ی،گروه مهندسی ژنتیک و بیولوژی، پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوری کشاورزی طبرستان، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری سار-2

 چکـــیده  نوع مقـاله 

( و نانوذرات  AlkCsآلکیله کیتوزان ) -Nهای مشتق شده از آن شامل فرم ( از پوسته میگو استخراج و Csکیتوزان )  مقاله پژوهشی اصیل 

سویه حساس به متی    استافیلوکوکوس اورئوس بر رشدها  ( تهیه شد. سپس اثرات ضد باکتریایی آنCsNPsکیتوزان )

و    پراش اشعه ایکس  مورفولوژی با میکروسکوپ الکترونی روبشی، ساختار شیمیایی توسط الگوی  .سیلین ارزیابی شد

ها توسط آزمون حداقل غلظت مهارکنندگی  با زتاسایزر  بررسی شد. سپس فعالیت ضد باکتریایی آن  CsNPsاندازه  
به آگار  در  انتشار  کشندگی،  انتشاو  سنجش  توسط  سلولی  غشای  نفوذپذیری  دیسک،  بتاگالاکتوسیداز  کمک  ر 

و تغییرات در یکپارچگی    DAPIارزیابی شد. نوع مرگ سلولی القا شده نیز توسط روش رنگ آمیزی    سیتوپلاسمی

( اتمی  نیروی  نتایج نشان داد  AFMسطح سلولی توسط میکروسکوپ  بررسی شد.   )CsNPs    با به شکل کروی 

دارای ساختاری با سطح ناهموار در مقایسه با کیتوزان بود.    AlkCsنانومتر هستند.    240میانگین قطر هیدرودینامیکی  
لیتر(  میکروگرم بر میلی 100لیتر( و کشندگی )میکروگرم بر میلی 125/78مهارکنندگی رشد ) بهترین نتایج با توجه به 

در  1250بیشترین قطر هاله مهار رشد را در غلظت  AlkCsو  CsNPs. ( P< 05/0)شد  مشاهده CsNPs برای

تیمار    استافیلوکوکوس اورئوس . نفوذپذیری غشای سیتوپلاسمی  (P< 05/0)ها نشان دادند  مقایسه با سایر دیسک

نشان دادند   ای در مقایسه با تیمار با کیتوزان و کنترل )تیمار نشده(تفاوت قابل ملاحظه AlkCsو  CsNPsشده با 

(05/0 >P )  تست رنگ آمیزی .DAPI    تیمار شده با    استافیلوکوکوس اورئوسبیانگر مرگ سلولی بالاترCsNPs 

های تیمار شده در نشانگر تغییر در یکپارچگی غشا و آرایش باکتری  AFMبود. تصاویر بدست آمده از    AlkCsو  
 های تیمار نشده بود.  ای باکتریمقایسه با سطح کروی و آرایش خوشه 
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    نفوذپذیری غشاکیتوزان اصلاح شده، ضد باکتریایی، استافیلوکوکوس اورئوس، مرگ سلولی،  ها: کــلید واژه   

 

 

   مقدمه -1

اورئوس کروی  Staphylococcus aureus ATCC 25923  استافیلوکوکوس  باکتری  یک  هوازی  بی   بعنوان 

عنوان یک پاتوژن مهم  و بهنقش داشته  غذایی    هایمسمومیت در بروز  که    بودهیک پاتوژن فرصت طلب    ( گرم مثبت) اختیاری  

های حاوی نمک با  تواند در محیط و می  بودهین پاتوژن به حرارت مقاوم  ا   .(1)شود  لحاظ می بیمارستانی بعد از اشریشیاکلی  

سمی  های سیستمیک تهدید کننده مانند پنومونی، استئومیلیت، اندوکاردیت و سپتی  عفونت  .(2)  نماید   رشد و تکثیر لا  درصد با

بیماری  باکتری می از مهترین  این  ایجاد شده توسط  این عفونته  اگرچ  .(3)د  باشهای  با  بیوتیک برای مقابله  آنتی  های  ها، 

مقاوم به    هایباکتری  های جدید سویه ظهور  ، ولی  (4)   معرفی شدهها، آمینوگلیکوزیدها و ماکرولیدها  مختلفی نظیر بتالاکتام

در سطح  یکی از مخاطرات جدی تهدیدکننده بهداشت و سلامت مردم ها  های ناشی از آن بیماریدر نتیجه شیوع و  2چنددارو 

)اگزاسیلین(    3در حال حاضر به متی سیلین  استافیلوکوکوس اورئوسهای  درصد از ایزوله  60بیش از  .  (5)تلقی میشود  جهانی  

 
 seafood1144@yahoo.com نویسنده مسئول: *

 
2 Multi drug 
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2140، و همکاران میرباقری                                       aureus Staphylococcusخواص ضد باکتریایی مشتقات کیتوزان در مقابل باکتری   

 

از سویه  از  مقاوم هستند و برخی  به بیش  داده  20ها  شناسایی    بنابراین .  (6)   اندعامل ضد میکروبی مختلف مقاومت نشان 

فعالیت ضد    رسد.نظر میبه  ضروریها، امری  های ناشی از این باکتری با عفونت  جهت مقابله  درمانی مناسب    هایراهکار 

حال  تأیید شده است. با اینها های گرم مثبت، گرم منفی و قارچ های زیادی است که در مقابل باکتریمیکروبی کیتوزان سال

نحوه عملکرد آن مبهم است. کیتوزان یک پلی ساکارید پرمصرف است که از دی استیلاسیون قلیایی نیتروژن کیتین، پلیمری  

دست  توان از سخت پوستان مانند خرچنگ، میگو و لابستر بهآید. کیتین را میدست می شود، بهکه به وفور در طبیعت یافت می 

دلیل غیرسمی بودن، تجزیه پذیری زیستی  شود، بهعنوان یک ضد میکروب طبیعی شناخته میکیتوزان که عموماً به  .(7)آورد  

کی، کشاورزی،  و خواص ضد میکروبی آن در کنترل آلودگی، تصفیه آب، تولید کاغذ و عکاسی در صنایع مختلفی مانند پزش

عمل مشخصی از کیتوزان گزارش نشده است. در    شیوه  دهدبررسی منابع علمی نشان می   .(8)شود  صنایع غذایی استفاده می

های تنش پوششی باعث فعال شدن  پاسخکه باعث تخریب یکپارچگی پوشش سلولی شود،    تنشی ها، هر عامل  میکروارگانیسم

ها،  در باکتری .  (9)  شوندمی  سلولحفظ پایداری    در جهتبازسازی مسیر آسیب دیده سلول  و  های علامت دهنده تنظیمی  سیستم

کنند و باعث تخریب بخشی از  اختصاصی عمل می  وها از مسیرهای مختلف سلولی  عوامل آنتی میکروبی نظیر آنتی بیوتیک

های  در مورد کیتوزان، این پلیمر در باکتری.  (10)شوند  می  DNAهای هدف روی مناطق خاصی از  سلول و فعال شدن ژن

این اسیدهای تیکوئیک  .  شود  کووالانسی به اسیدهای تیکوئیک لایه پپتیدوگلیکان متصل می  گرم مثبت، با پیوندهای غیر

این تعامل    . ( 11)  میت هستند های گرم مثبت با اه های فیزیولوژی باکتریروی سطح سلول برای تقسیم سلولی و دیگر ویژگی

شود، فعالیت  که یک گروه جدید به زنجیره کیتوزان پیوند زده میاز طرفی هنگامی.  (12)طور عمده الکترواستاتیک است  به

یابد. بنابراین  ها ممکن است اثرات هم افزایی داشته باشد و سمیت گروه پیوند شده در همان زمان کاهش میضد میکروبی آن

های اخیر مورد توجه گسترده قرار گرفته است. بنابراین  سال  ها در کیتوزان و استفاده از آن  ازهای ضد میکروبی  تهیه مشتق 

  استافیلوکوکوس اورئوس های مشتق آن نظیر در برابر  این مطالعه با هدف بررسی مقایسه فعالیت ضد میکروبی کیتوزان و فرم

ان یک سویه تست  عنواست که به  Seattle  1945یک ایزوله بالینی با نام    ATCC 25923استافیلوکوکوس اورئوس  باشد. می

 ها از جمله متی سیلین حساس است. به انواع آنتی بیوتیکو  (14, 13) شود استاندارد کنترل آزمایشگاهی استفاده می

 

 ها مواد و روش -2

 سویه و شرایط کشت -1-2

اورئوسباکتری   انجمادی     سویه کنترل کیفیATCC25923  (PTCC1431  )  استافیلوکوکوس  به روش    4خشک شده 

خشک    باکتری ابتدا    ، سازیهای صنعتی ایران تهیه شد. جهت فعالاز مرکز کلکسیون میکروارگانیسم  )خشک کن تصعیدی( 

ساعت برای دوبار متوالی کشت داده    18مدت  گراد بهدرجه سانتی  35براث در دمای    LBدر محیط    شده به روش انجمادی

گراد تهیه و یک کلونی خالص از آن برای  درجه سانتی 37دمای  در    روی محیط آگار   از آن ساعته    16- 12 شد. سپس کشت 

  ول گلیسر  باکتری با سوسپانسیون  و در ادامه  ،  تهیه  کشت مایعجهت نگهداری سویه، از کلونی سویه  ادامه مطالعات استفاده شد.  

 شدند.  داری نگه گراد درجه سانتی  -80و در دمای ترکیب 

 
4 Freeze-Drying (lyophilized) 
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 ه میگو استخراج کیتوزان از ضایعات پوست -2-2

Cs    از ضایعات پوسته میگو طی سه مرحله  کیتوزان  .  ( 15)  درصد از ضایعات پوسته میگو استخراج شد   80با درجه استیلاسیون

درصد    2گراد، حذف مواد معدنی با هیدروکلراید درجه سانتی   70درصد در دمای سه   NaOHمتوالی شامل: حذف پروتئین با 

گراد، استخراج شد. وزن  درجه سانتی  120درصد در دمای    NaOH  60های استیل با  در دمای اتاق و در نهایت حذف گروه

  80بالای  کیلو دالتون و    20-10ترتیب  دست آمده با این روش به( کیتوزان بهDDو درجه استیلاسیون )(  MWمولکولی )

حالیاستیلاسیون    درصد در  گیری شد،  اندازه  ویسکومتری  با روش  مولکولی  وزن  استیلاسیونکه  بود.  از    درجه  استفاده  با 

 . (15)های آنالیز عنصری ارزیابی شد داده

 نانوذرات کیتوزان  سازیآماده -3-2

CsNPs  روش ژلاسیون یونی با استفاده از تری پلی فسفات سدیمبه   (STPP)  سازی  عنوان یک معرف پیوند متقابل آمادهبه

با غلظت   Csطره به محلول ( به آرامی بصورت قطره ق mg/ ml 02/0با غلظت ) STPP. بطور خلاصه، محلول ( 16)شدند 

(mg/ ml  10  با نسبت حجمی با    3به    1(  با امواج فراصوت کوتاه مدت در    45بمدت    rpm  500در حال استیر  دقیقه 

 آماده شد.   دقیقه  15های زمانی هر  فاصله

 آلکیله کیتوزان  -N  سازی مشتق آماده -4-2

  5مولار هیدروکسید سدیم در حدود    0/ 2تفاده از محلول  محلول با اس  pHپس از تهیه استوک کیتوزان مطابق روش بالا،  

ای به محلول کیتوزان اضافه شد تا بازهای شیف  صورت قطره در اتانول )حجمی/ حجمی( به   %10تنظیم شد. محلول اکتالدئید  

عنوان یک  در آب مقطر )وزنی/حجمی( به آرامی به  %10تشکیل شود. پس از چهار ساعت از زمان واکنش، بوروهیدرید سدیم  

رسانده شد تا پلیمر    5/8مولار به    5/0ل با هیدروکسید سدیم  و محل  pHواکنش،  بعد از  ساعت    24عامل احیا کننده اضافه شد.  

(، دو مرحله شسته  70/30و  50/50رسوب کند. رسوب با سانتریفیوژ جداسازی، و سپس با محلول اتانول/ آب )نسبت حجمی 

  - Nدست آوردن مشتق محلول در آب،  تحت گردش هوا زیر هود انجام شد. برای بهشد. در نهایت خشک کردن رسوب  

اضافه و در پایان    %37و اسیدکلریدریک    (1:2)  مولار حل شد. سپس متانول   1/0آلکیل کیتوزان در محلول اسید هیدروکلریک  

 . (17)خشک شد  در جریان هوای زیر هود محلول نهایی سانتریفیوژ و  

 های مشتق آن ظاهری کیتوزان و فرم ارزیابی ویژگی  -5-2

  Nanozeta Sizerمدل    Malvern) ایکسطیف سنجی پراش اشعه دستگاه توسط  CsNPs، و Cs ،AlkCsساختار 

از    CsNPsخواص فیزیکی    .گراد تعیین شد درجه سانتی  25درجه و در دمای    90با زاویه پراکندگی  (  چک  ساخت جمهوری

پس    CsNPs، و  Cs  ،AlkCsورفولوژی  ( بررسی شد. م DLSتوسط روش توزیع پراکندگی )  ذره سطحمله اندازه، پتانسیل  ج

کیلو    20چک( در ولتاژ    ساخت جمهوری  - MIRA TESCAN)مدل    5طلا با میکروسکوپ الکترونی روبشی دهی با  از پوشش 

 ولت مشاهده شدند. 

 تجزیه و تحلیل منحنی رشد    -6-2

 
5 SEM (scanning electron microscope (  
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2140، و همکاران میرباقری                                       aureus Staphylococcusخواص ضد باکتریایی مشتقات کیتوزان در مقابل باکتری   

 

گراد  درجه سانتی   35در انکوباتور شیکردار در دمای    به مدت یک شب استریل تلقیح و    مایع  LBمیلیلیتر    10یک کلنی خالص به  

رقیق سازی شد.    مایع   LBتازه    در محیط استریل   100به    1با نسبت    دور در دقیقه کشت داده شد. کشت یک شبه   200و  

اد و  گردرجه سانتی   37( در دمای  0/ 5رشد لگاریتمی )تراکم نوری  میانی  به فاز  رسیدن  تا  سوسپانسیون    ه شد اجازه داد  سپس

  لیتری میلی  250لیتر در چهار فلاسک مخروطی  میلی  50دور در دقیقه انکوبه شود. سپس سوسپانسیون باکتریایی با حجم    200

قرار گرفتند.    CsNPs، و   Cs ،AlkCsلیترگرم بر میلی میلی   10ها در معرض  جز کنترل، سایر سوسپانسیونتقسیم شدند. به

نانومتر تعیین شد تا منحنی رشد ترسیم شود. برای    600هر فلاسک در طول موج  ساعت، تراکم نوری باکتری در  هر یک

ت رشد میکروارگانیسم  برای سنجش سرع،  (18)ای(  )روش ذوزنقه( بهترین پارامتر  AUCتفسیر نتایج از سطح زیر منحنی )

 : فرمول زیر استفاده شدمطابق 

                    AUCG = ∑ =
(𝑚(𝑖+1) + 𝑚𝑖) × 𝑡𝑖

2
    فرمول 1                       

𝑛−1

𝑖=1

 

i دفعات قرائت تراکم نوری :n  : تعداد کل دفعات قرائتm : مقدار تراکم نوری قرائت شدهt : فاصله زمانی بین هر قرائت 

  فعالیت ضد باکتریاییسنجش   -1-6-2

میکروبی   ضد  فعالیت  اولیه  و  Cs  ،AlkCsمقایسه   ،CsNPs    روی بر  باکتریال  آنتی  دیسک  به  حساسیت  آزمون  با 

. کشت چمنی سوسپانسیون باکتریایی با کدورت نیم  ( 19)انجام شد    استاندارد   استافیلوکوکوس اورئوس با استفاده از پروتکل 

متر اشباع  میلی  6با قطر    بلانک شرکت پادتن طب  های کاغذیانجام شد. دیسک آگار    LBمک فارلند روی پلیت محتوی  

در  لیتر(  میکروگرم بر میلی  750  ،500  ،200  ،100)   CsNPs، و  Cs  ،AlkCsای مختلف  هاز غلظت   میکرولیتر   30شده با  

انجام    میکرولیتر   15در دو مرحله با فاصله زمانی به منظور خشک شدن دیسک و  هر مرحله با    حلال اسید استیک یک درصد 

عنوان  به  %1شدند. اسید استیک  با دقت روی آگار قرار داده    هادیسک  با پنس استریل ها،  شد. پس از خشک شدن دیسک

عنوان کنترل مثبت برای مقایسه اثر بازدارندگی  بهمیکروگرم    30با غلظت    6کنترل منفی و دیسک آنتی بیوتیک ونکومایسین 

با کیتوزان و فرم انکوباسیون یک شبه در دمای  آن  از  گراد، سطوح  درجه سانتی  35های مشتق شده آن استفاده شد. پس 

  گیری شد. آزمایش با دو تکرار برای هر تیمار و غلظت انجام های مشتق آن اندازه مهاری توسط کیتوزان و فرم مختلف منطقه  

 شد.  عنوان قطر نهایی ثبتو میانگین قطر هاله به

 رقیق سازی تعیین حداقل غلظت مهار کنندگی و کشندگی به روش میکرو -2-6-2

، بر روی سرعت  CsNPs، و  Cs  ،AlkCs(،  MBC)  کشندگی  حداقل غلظت  و  (MIC)  مهارکنندگی  تعیین حداقل غلظت

ای استریل و  خانه  96های  پلیتها با استفاده از  ، با سنجش رشد قابل مشاهده میکروارگانیسم استافیلوکوکوس اورئوسرشد  

با کمی تغییرات مورد ارزیابی قرار گرفت. محلول  ،  Weinstein and Lewis  (20)  رقت توصیه شده توسط   میکرو   روش

براث استریل در حجم مساوی مخلوط شدند تا    LBهای اصلاح شده آن با  لیتر( و فرمگرم بر میلیمیلی  10استوک کیتوزان )

  500)  -لیتر(  میکروگرم بر میلی   625)  -لیتر(  میکروگرم در میلی  1250)  -لیتر(  میکروگرم بر میلی  2500های نهایی )غلظت

لیتر(  بر میلی میکروگرم    156/ 25)  - لیتر(  میکروگرم بر میلی  250)  – لیتر(  میکروگرم بر میلی  5/312)  – لیتر(  میکروگرم بر میلی 
 

6 Vancomycin  
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آید و برای تعیین    بدستلیتر(  میکروگرم بر میلی   06/39)  ولیتر(  میکروگرم بر میلی  125/78)  -لیتر(  میکروگرم بر میلی  100)  -

MIC    .( بر اساس انجام تست تعیین فعالیت ضد باکتریایی     لیترمیکروگرم بر میلی  100، و   250،  500های )غلظتاستفاده شود

انتشا مابین رقتبه کمک  دیسک،  داده شد.  ر  قرار  با غلظت  های سریالی  باکتریایی  میکرولیتر سوسپانسیون  پنج  پایان  در 

محیط  چاهک حاوی  تلقیح شد.    چاهک کنترل مثبت )حاوی محیط کشت(استاندارد نیم مک فارلند، به هر چاهک به جز  

یک   بمدت میکروپلیت سپس ا در سه تکرار تهیه شدند.  ه. تمام نمونهدر نظر گرفته شد منفی عنوان کنترل  کشت و باکتری به

  ها توسط گراد در انکوباتور شیکر انکوبه شد. پس از انکوباسیون، میزان جذب یا کدورت چاهک درجه سانتی  35شب در دمای  

عنوان کمترین  به  MICنانومتر خوانده شد.    600در طول موج  (  Stat Fax 3200)مدل     Awareness  الایزا  خوانشگر

که  شود. هنگامیدیده نمی  هاچاهکای در  شود که در آن هیچ رشد قابل مشاهدههای آن تعیین میغلظت کیتوزان و مشتق 

منظور  بهگویند.  می  MBCدرصد از جمعیت باکتریایی در کمترین غلظت یک عامل ضد میکروبی کشته شوند، به آن    9/99

ها رشدی از باکتری مشاهده نشد در سطح آگار کشت داده شد و اولین غلظتی که  هایی که در آن ، از چاهکMBCتعیین  

 نظر گرفته شد.     در MBCهیچ رشدی روی پلیت آن مشاهده نشد به عنوان 

 نفوذپذیری غشای داخلی   سنجش   -3-6-2

با کمی تغییرات  توصیف شده انتشار بتاگالاکتوسیداز سیتوپلاسمی،   توسط روش CsNPs، و Cs  ،AlkCsفعالیت نفوذپذیری 

ها تا فاز میانی با تراکم  مک فارلند تهیه شد. سلول   5/0با غلظت    یسوسپانسیون   ، شبه باکتری  . از کشت یک(21)  تعیین شد

بتالاکتوز به  % 1براث حاوی    LBدر محیط  رشد  5/0نوری   القا کننده  . سپس رسوب  گالاکتوسیداز رشد داده شدند   - عنوان 

مجدداً معلق شدند. نمونه    5/0تراکم نوری    تا رسیدن به  NaClمیلی مولار    100حاوی    pH  2/7ها در بافر فسفات با  سلول

های  ههای استافیلوکوکوس اورئوس تهیه شد. نمونمیلی مولار و سلول   30از استوک    ONPGمیلی مولار    5/1کنترل از ترکیب  

های مهارکنندگی  ی استافیلوکوکوس اورئوس تیمار شده با غلظتهالو سلو  ONPGمیلی مولار    5/1تیمار شده از ترکیب  

(MICکیتوزان و فرم )نانومتر صفر    420با یک بافر خالی در    طیف سنجطور جداگانه تهیه شدند. در ابتدا  های مشتق آن، به

 دقیقه( ثبت شد.   15) در طول زمان  نیتروفنول - O  تولید ، نانومتر  420ها در طول موج  شد. سپس با افزایش جذب نمونه

 DAPIای با رنگ آمیزی هسته -5-6-2

تواند اتصالی قوی با بازهای  انجام شد. این رنگ فلورسانت می  باکتری  تغییر هسته، برای مشاهده  DAPIآمیزی  روش رنگ 

A-T    دو رشتهDNA    برقرار و رنگ آبی منعکس کند. رنگDAPI    لیتر تهیه شد.  گرم بر میلی میلی  1مطابق دستور با غلظت

مدت  مواجه و به CsNPs، و Cs ،AlkCsها، سوسپانسیون سلولی در فاز میانی رشد با سلول  هستهمنظور بررسی تغییرات به

ر نشده و تیمار  های تیمامیکرولیتر از سلول  100ها با بافر فسفات،  ساعت انکوبه شدند. پس از رسوب و شستشوی سلولیک

های  میکرولیتر سلول 10رنگ آمیزی شدند. از ، جداگانه دقیقه  5مدت  در دمای اتاق به  DAPIشده با یک میکرولیتر از رنگ  

میکروسکوپ   از  استفاده  با  و  تهیه شد  اسمیر  آمیزی شده روی لام  معکوس  رنگ  گانه  در    ( 31AE)   مدلفلورسنت سه 

 . ( 22)شدند بررسی  40xو  10xهای، نمایی بزرگ

 باکتریایی   سلول  سطح  توپوگرافی  AFM  تحلیل  و  تجزیه -6-6-2
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میکروسکوپ نیروی اتمی مدل  اثر سه فرم کیتوزان روی سطح سلولی باکتری و تغییرات در یکپارچگی پوشش سلولی، توسط  

(Nano  Wizard II - آلمان  ساخت کمپانیJPK ) باکتریایی بدون   مورد بررسی قرار گرفت. یک قطره از هر سوسپانسیون

زیر    ، ای تمیز )لام استریل( ریختهروی سطح شیشه  رقت مناسب،با    CsNPs، و  Cs  ،AlkCsتیمار )شاهد( و تیمار شده با  

 آماده شدند.  AFMهود خشک و برای بررسی توسط  

 های آماریآزمون -3

  آماری نتایج   تحلیل   و  تجزیه .  شد   گزارش   انحراف معیار  ±  میانگین  صورتبه  نتایج  و  شدند  تکرار  بار   دو  حداقل  ها آزمایش  تمام

تمامی نمودارها    . انجام شد  طرفه  یک   واریانس  آنالیز   تحت  8.0.2نسخه   GraphPad Prism از نرم افزار    استفاده  با

 OriginProتوسط نرم افزار    SEMترسیم شدند. نمودار تعیین اندازه نانوذرات حاصل از   GraphPad Prismتوسط  

version 9.95.0.0   .رسم شد 

 نتایج   -4

 های مشتق آن ان و فرمظاهری کیتوز ارزیابی ویژگی  -1-4

دست آمده از  تصویر بهنشان داده شده است.  (  1  شکل )در    CsNPs، و  Cs  ،AlkCsپراش پرتو ایکس حاصل از    هایطیف

Cs    را نشان داد )شکل الکترونی روبشی، سطحی صاف  در حالی   2توسط میکروسکوپ    CsNPsکه شکل ظاهری  الف( 

  میکروسکوپی   تصویر   این،  بر  ب(. علاوه   2کیتوزان یکنواخت و تقریبا کروی شکل با تجمع کمی از نانوذرات مشاهده شد )شکل  

ناهمواری  را   آشکاری   های  تفاوت   AlkCs  از   الکترونی  لحاظ  با   به  اندازه    2داد )شکل    نشان   طبیعی   کیتوزان  سطحی  ج(. 

نانومتر،    240نانومتر و قطر هیدرودینامیکی نانوذرات با میانگین    126نانوذرات حاصل از میکروسکوپ الکترونی با میانگین  

 د و ه(.    2گزارش شد )شکل   154/0میلی ولت و شاخص پراکندگی   30پتانسیل زتا 

 
نانو ذرات و قطر    اندازه   در مقیاس یک میکرومتر، )د( تعیین  kx 20نمایی  با بزرگ  AlkCs، و )ج(  CsNPs، )ب(  Csاز )الف(    SEM  های. میکروگراف 2شکل  

 زتا نانوذرات کیتوزان.   ، )ه( پتانسیلDLSو   SEMترتیب توسط هیدرودینامیکی به
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 . Cs ،AlkCs  ،CsNPsاز  XRD الگوی. 1شکل  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
25

51
3.

14
02

.1
2.

2.
5.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jf

st
.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
4-

30
 ]

 

                             8 / 20

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23225513.1402.12.2.5.1
https://jfst.modares.ac.ir/article-6-63742-en.html


   1402 بهار، 2 شماره ،12 دوره                                                                             مجله علوم و فنون شیلات                      

 

                        

 

 تجزیه و تحلیل منحنی رشد  -2-4

تجزیه و تحلیل   CsNPs، و Cs  ،AlkCsلیتر گرم بر میلیمیلی 10در پاسخ به غلظت   منحنی رشد استافیلوکوکوس اورئوس

های مشتق آن پس از تیمار شدن با  استافیلوکوکوس اورئوس در مرحله رشد  شد. اثر مهارکنندگی رشد کیتوزان طبیعی و فرم

در مقایسه با   CsNPs، و Cs  ،AlkCsهای تیمار شده با الف(. کاهش تراکم نوری در باکتری 3میانی نشان داده شد )شکل 

تیمار شده، سطح زیر منحنی رشد کمتری در مقایسه با کنترل نشان دادند    های( و باکتری P< 0/ 05کنترل قابل توجه بود )

  6/ 42، و 92/6،  70/7،  39/9معادل   CsNPs، و  Cs  ،AlkCs. مقادیر سطح زیر منحنی به ترتیب برای کنترل،  ب(   3)شکل 

،  Csها پس از یک ساعت مواجه شدن با  یای در میزان مهار رشد باکتر(. هیچ تفاوت قابل ملاحظه P< 05/0بدست آمد )

AlkCs  و ،CsNPs   ( 0/ 05مشاهده نشد <P   ولی پس از )ساعت از زمان تیمار شدن درصد مهارکنندگی رشد در میان    5

 (.    P<05/0قابل توجه بود ) CsNPs، و Cs ،AlkCsهای تیمار شده با باکتری

 
  10با غلظت )   CsNPs، و  Cs  ،AlkCs. منحنی رشد )الف( و سطح زیر منحنی رشد )ب( سلول استافیلوکوکوس اورئوس پس از مواجه شدن با  3شکل  

 لیتر( در فاز میانی رشد. گرم بر میلیمیلی
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 الف 

 
 ب

   )انتشار دیسک(   سنجش منطقه مهار رشد -3-4

  و منفی   )آنتی بیوتیک ونکومایسین(  های مختلف کیتوزان و کنترل مثبت با غلظت  ها تحت تأثیر باکتری قطر ناحیه مهاری  

های مشتق شده کیتوزان فعالیت ضد باکتریایی قابل توجهی از خود نشان  نشان داده شد. فرم (  4شکل  )در    )دیسک بلانک(

و    CsNPsترتیب برای  میکروگرم به  1250متر در غلظت  میلی   5/23و    24قطر هاله مهار رشد با میانگین    بالاترین   دادند.

AlkCs    مشاهده شد. و این میزان بالاتر از قطر هاله مهار رشدCs  متر  میلی  10و    21ترتیب با میانگین قطر  و کنترل مثبت به
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قابل  به میزان    Csلیتر  میکرو گرم بر میلی  156/ 25. علاوه بر این، میانگین قطر هاله مهار رشد در غلظت  ( P<05/0)بود  

 .  (  P<05/0)ترتیب مشاهده شد  به AlkCsو   CsNPsتر از توجهی پایین

-به CsNPs، و )د( AlkCs، )ج( Cs. تعیین قطر هاله مهار رشد استافیلوکوکوس اورئوس )الف( کنترل، )ب( مواجه شده با 4شکل 

 وش انتشار دیسک در محیط آگار.  ر

  

 

 رقیق سازیتعیین حداقل غلظت مهار کنندگی و کشندگی به روش میکرو -4-4

نشان داده شده است.    1بررسی و در جدول    میکرو رقتبا استفاده از روش    CsNPs، و  Cs  ،AlkCsفعالیت ضد باکتریایی  

MIC  Cs   لیتر و برایمیکروگرم بر میلی   156/ 25  برای استافیلوکوکوس اورئوس  AlkCs  و ،CsNPs  و    100ترتیب  به

و    100معادل  ترتیب،  به  AlkCsو   CsNPsبرای   MBC. علاوه بر این، نقطه تعیین شدلیتر میکروگرم بر میلی   78/ 125

است    Csهای مشتق شده در مقابل  تریایی بالاتر فرمبود که نشان دهنده فعالیت ضد باک  لیتر میکروگرم بر میلی  25/156

(05/0 >  Pاثرهای بازدارندگی غلظت .)شکل )های مشتق آن بر رشد استافیلوکوکوس اورئوس در  های مختلف کیتوزان و فرم  

رم  میکروگ  2500-100، و  Csلیتر  میکروگرم در میلی   2500-156/ 25های  دهد در غلظتنشان داده شده است که نشان می   (5

کاهش غلظت  با  کاهش یافته است.  رشد باکتری در مقایسه با کنترل  درصد    90بیش از    CsNPs، و  AlkCsلیتر در میلی

 (.  P<05/0که نشان دهنده افزایش رشد باکتری است ) افزایش نشان دادتراکم نوری ، های مشتق شده آنکیتوزان و فرم

،  Cs ،AlkCsرشد سلول استافیلوکوکوس اورئوس مواجه شده با   .  تعیین کمترین غلظت مهارکنندگی و کشندگی1جدول 

   CsNPsو 

 

 

 

 

 

 بر مهار رشد استافیلوکوکوس اورئوس  CsNPs، و Cs ،AlkCsمختلف های . اثر غلظت5شکل  

غلظت   کمترین 

بر   کشندگی)میکروگرم 

 لیتر( میلی

مهار   غلظت  کمترین 

 لیتر(  کنندگی)میکروگرم بر میلی 

 ترکیب

کیتوزان   25/156 250

 آلکیله  - N 100 25/156 طبیعی 

 نانوذرات  78/ 125 100
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   سیتوپلاسمی  گالاکتوزیداز-بتا  انتشار -5-4

حال، اگر غشای سلولی آسیب  تواند از غشای سلولی باکتری عبور کند. با این گالاکتوسیداز سیتوپلاسمی نمی- کلی، بتا  بطور

از طریق غشای سلولی آسیب دیده، بصورت خارج      دلیل نشت آن   توان به سیتوپلاسمی را میگالاکتوسیداز  -دیده باشد، بتا 

در فواصل  گالاکتوسیداز  -بتا  نشت،  سوسپانسیون به    CsNPs، و Cs ،AlkCsپس از افزودن  .(23)سلولی تشخیص داد  

  دقیقه   15  حدود   از   پس   گالاکتوسیداز   - بتا  مقدار .  است  شده   داده  نشان   ( 6  )شکل   در   نتایج   شد و گیری  اندازهای  دقیقه  15ی  زمان

های  گالاکتوسیدازی در محیط کشت سلول  -هیچ فعالیت بتا   . طول انجامیدبه    ساعت  تا یک  و  کرد   افزایش   به  شروع  انکوباسیون

 باکتریایی کنترل بدون تیمار، مشاهده نشد.  

 

 

 

 

 

 نانومتر 420روش رهایش بتالاکتوگالاکتوسیداز در جذب . تعیین نفوذپذیری غشای سیتوپلاسمی سلول استافیلوکوکوس اورئوس به6شکل  
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 DAPIرنگ آمیزی هسته ای با   -6-4

ای استفاده  استافیلوکوکوس اورئوس برای مشاهده تغییرات مورفولوژیکی هستههای ، برای رنگ آمیزی سلولDNAاز رنگ 

های کنترل  های تیمار شده در مقایسه با سلول سلول شکل ظاهرینشان داده شده است تغییر ( 7 شکل )شد. همانطور که در 

ست. در مقابل، پس از تیمار با  اند، نشان داده شده انرمال و کروی شکل که با فلورسانس آبی روشن کمتر رنگ آمیزی شده

Cs  ،AlkCs  و ،CsNPs  های  در غلظتMIC   از جمله تراکم  مرگ سلولیهای مشخصه  لیتر(، ویژگی )میکروگرم بر میلی ،

های مشتق آن باعث  ای مشاهده شد. این نتایج نشان داد که کیتوزان و فرمافزایش روشنایی و تکه تکه شدن هسته رنگ،  

 شوند. ای سلولی و آسیب سلولی میتغییر در یکپارچگی غش 
 . CsNPs، )ج( AlkCsهای )الف( کنترل، )ب(  . سنجش مرگ سلولی توسط رنگ آمیزی سلول7شکل  

 

 

 

 

 

 

 

 باکتریایی سلول  سطح   توپوگرافی AFM  تحلیل  و  تجزیه -7-4

با کیتوزان و فرمهای مشتق آن در   تیمار  از  بعد  اورئوس قبل و  استافیلوکوکوس    . نشان داده شده است  (8  شکل)تصاویر 

  تخریب   دهنده  نشان  که   دادند  نشان   در سطح سلول   را   ناهمواری   توپوگرافی   CsNPs، و  Cs  ،AlkCs  با   شده  تیمار   هایسلول
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شکل  های کنترل بهتأیید شد. سلول  AFM  بعدی   سه   توپوگرافی  تصاویر   سطح نیز توسط   توپوگرافی   تغییرات .  است  سلولی 

های تیمار شده به شکل بیرون زده از سطح، منفرد و بدون آرایش  که سلول در حالی.  ای مشاهده شدندنرمال با اتصال خوشه

 ای مشاهده شدند.  خوشه

 . CsNPs، و )د( AlkCs، )ج( Cs)الف( کنترل، )ب(  به ترتیب هایتوپوگرافی سلول. تصویرهای میکروسکوپ نیروی اتمی سه بعدی و 8شکل  
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 بحث -5

  از   .( 24)  دهنده ساختار کریستالی کیتوزان است نشان  98/25و    088/9های  ترتیب در زاویههای شارپ بهظاهر شدن پیک

CsNPs   تحلیل  و  تجزیه  نتایج  آمورف   های  XRD   که  دهد   می   نشان  STTP   روی  CsNPs  بارگذاری   درجه  40- 20  در  ها  

  آمورف   و   گسترده   قله   یک   با   آلکیل   گروه   C  و  کیتوزان   مخلوط   بالاتر   کریستالی   نیمه  ماهیت  این،   بر   علاوه   . ( 24)است    شده

تجزیه و تحلیل منحنی    . (25) دارد    وجود  آلدهید  عاملی  گروه  و   کیتوزان  بین   برهمکنش  و  مولکولی   پذیری  امتزاج  که  داد  نشان

ه میزان  هر سه فرم کیتوزان بدر فاز میانی رشد نشان داد    CsNPs، و  Cs  ،AlkCsوکوس اورئوس تیمار شده با  رشد استافیلوک

فاز رشد نمایی برای نمونه    طور که در نتایج نشان داده شد،. همانکنندباکتری مثبت عمل می  جمعیتدر کاهش  قابل توجهی  

های  که سوسپانسیون با کیتوزان و فرم. زمانیهای مشتق آن بود و فرمان تیمار شده با کیتوز های باکتریتر از کنترل، طولانی

. نتایج سنجش  (26)شود  گیرد و باعث کاهش حداکثر جذب میشود، سرعت رشد تحت تأثیر قرار می مشتق آن مخلوط می

اثر مهارکنندگی قابل توجهی در مقایسه با آنتی بیوتیک ونکومایسین نشان    CsNPs، و  Cs  ،AlkCsمهار رشد نشان داد  

های مشتق شده کیتوزان است.  های تیمار شده، بیانگر حساسیت بالاتر استافیلوکوکوس اورئوس به فرمتریاند. مقایسه باکداده

همچنین نشان داده شده است بسیاری از مواد در سایز نانو ذره فعالیت آنتی باکتریایی بالاتری دارند و در برخی موارد حتی  

توان به حلالیت  را نیز می  AlkCs. اثر آنتی باکتریایی بالاتر  ( 27)ا دارند  ها رهای مقاومتی باکتریتوانایی مقابله با مکانیسم

با   مقایسه  در  آن  داد. علاوه    Csبهتر  نسبت  آن  نشده  اصلاح  خواص  یا  با  کیتوزان  از  مشتقی  کیتوزان  نانوذرات  این،  بر 

. نانوذرات به دلیل نسبت سطح به حجم بالاتر و اثر اندازه ذرات، با فعالیت ضد میکروبی  ( 28,  27)فیزیکوشیمیایی عالی هستند  

تر باشد به دلیل سطح  ( توضیح دادند که هر چقدر میزان اندازه ذرات کوچک2018پرینلی و همکاران )بالاتری همراه هستند.  

ضد  اگرچه مطالعات زیادی فعالیت    کند.تماس بزرگتر بین سطح سلول باکتری و ذرات، فعالیت ضدباکتریایی بالاتری ایجاد می

حال، چندین متغیر در خصوصیات فیزیکی و  . با ایننمودندرش  را در مقابل استافیلوکوکوس اورئوس، گزا  باکتریایی کیتوزان

  گذارند های قبلی تأثیر می ها با مقاله بر نتایج مقایسه داده  ، نوع میکروارگانیسم و میزان مقاومت و حساسیت آن شیمیایی کیتوزان 

. در برخی  ( 30)ها شده است  نانوذرات که باعث نتایج مختلف ضدباکتریایی آن. از جمله تأثیر سایز و میزان بار سطحی  (29)

یز از دیگر فاکتورهای  ، نقش ترکیب محیط کشت، دما و حتی مرحله رشد باکتری را ن(31)و همکاران    Liuمطالعات پیشین  

نتایج   نمودند.  بیان  باکتریایی کیتوزان  آنتی  فعالیت  بر  داد    MBCو    MICمؤثر  های  در غلظت  AlkCsو    CsNPsنشان 
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های  تواند با اصلاح گروهاین نتیجه میدرصد از رشد استافیلوکوکوس اورئوس را مهار نمودند.    90تر در مقایسه با کنترل،  پایین

  (28)های آلکیله و تشکیل نانوذرات مرتبط باشد  ترتیب با ایجاد گروهبهبود خواص شیمیایی و فیزیکی بهعملکردی در جهت  

شود  دنبال حلالیت بهتر و دسترسی بالاتر گروه های آمینه کیتوزان، ارتباط بیشتری با بار منفی سطح سلول برقرار میو به

نانومتر بر علیه استافیلوکوکوس اورئوس حساس به    115نانوذرات با قطر    MICتوافق با نتایج مطالعه حاضر، میزان    . در (32)

سیلین   میلی  100متی  بر  شد  میکروگرم  تعیین  مقابل  (33)لیتر  در   .Costa    همکاران رشد  (34) و  مهارکنندگی  نقطه   ،

  از   میکروگرم گزارش شد. بسیاری   1250نانومتر،    214استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم و حساس تیمار شده با نانوذرات به قطر  

  هارکنندگی و کشندگی م  اثر  مستقیم   مقایسه .  ( 36,  35) کردند    گزارش  مختلف  هایدامنه  با  را  کیتوزان   MIC  مقادیر   متون

به دلیل تنوع خصوصیات فیزیکوشیمیایی کیتوزان    دیگر  محققان  توسط  آمدهدستبه   نتایج  با  های مشتق شده آنکیتوزان و فرم 

که نفوذپذیری غشای داخلی  دهد  نتایج سنجش نفوذپذیری غشای سیتوپلاسمی نشان می   .است  های آزمایشی دشوار و سویه

و    CsNPsهای  یابد و این افزایش در فرمهای مشتق آن، افزایش میو فرم  طبیعی  استافیلوکوکوس اورئوس توسط کیتوزان

AlkCs  های  توانند از طریق مکانیسم. در واقع، عوامل ضد باکتری از جمله کیتوزان میکیتوزان طبیعی مشاهده شد  بالاتر از

ی عمل عوامل ضد میکروبی است  خریب غشای سلولی نیز یکی دیگر از نحوهها جلوگیری کنند. تمختلف از رشد باکتری 

-بتا با افزودن یک پپتید ضدمیکروبی جدید تولید شده توسط لاکتوباسیلوس، فعالیت  ،  Miao, Zhou  (23 )  در مطالعه.  (37)

کشت  گ محیط  در  زمانی  الاکتوسیداز  تأخیر  به   ای دقیقه  40با  آن  فعالیت  و  شد  سلولی شروع  غشای  نفوذپذیری    دنبال 

، Papineau, Hoover (38)دقیقه افزایش یافت.    130و نشت محتوای سیتوپلاسمی تا دوره زمانی    یلوکوکوس اورئوساستاف

  و همکاران   Young  . شود  ایجاد   سلولی   درون   اجزای   نشت  اثر   در   است  ممکن   کیتوزان   باکتریایی   ضد   اثر   که   دادند   گزارش 

  دهد می   افزایش   را   ها سلول  غشای   نفوذپذیری  کاتیونی،  چند   ماهیت   دلیل به    کیتوزان   که  نیز در مطالعه خود نشان دادند   (39)

  ، نیز Helander, Nurmiaho-Lassila  (40)  .است  سطحی  اجزای  متقابل  پیوند   از  ناشی  احتمالاً  نفوذپذیری  افزایش  این  و

منظور بررسی تغییرات   در این مطالعه به.  ا تأیید نمودندر سلولی سطح گسترده خارجی سلول و بروز تغییرات غشای به اتصال

استفاده شد. نتایج نشان داد کیتوزان و    DAPIاز رنگ آمیزی    CsNPs، و  Cs  ،AlkCsظاهری باکتری پس از تیمار شدن با  

به  فرم را دارند  باکتری  نفوذپذیری غشا و تخریب هسته  تغییر  توانایی  آن  آرایش  های مشتق  تغییر در  از  منظم  نحوی که 

 DNAبه    DAPIو روشنی رنگ باکتری به دنبال اتصال رنگ    CsNPs، و  Cs  ،AlkCsهای تیمار شده با  باکتری  ایخوشه و

های تیمار شده با  در مقایسه با سلول AlkCsو  CsNPsهای تیمار شده با خوبی مشخص شد. میزان آسیب دیدگی سلول به

های مشتق آن هنوز مشخص نشده  لاتر بود. اگرچه مکانیسم دقیق فعالیت ضد باکتریایی کیتوزان و فرمکیتوزان طبیعی با

دنبال  کند و به طور احتمالی اتصال بهتری با غشای سطح سلول برقرار میعنوان یک فرضیه، سایز کوچک نانوذرات بهاست، به

مواد درون سلولی به خارج و ممانعت از ورود مواد مغذی به  تغییر در نفوذپذیری غشای سلولی باعث ایجاد اختلال و نشت  

ها بر روی غشای مدل یا  های پپتید ضد میکروبی از طریق یک سری آزمایش مشاهده  مطالعه مکانیسم.  (41)شوند  سلول می

تغییر شکل  با    AlkCsو    Csهای تیمار شده با . باکتری ( 43,  42)  ثابت شده است   AFM  های دست نخورده از طریقسلول 
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بافت بسیار زبر روی سطح سلول مشاهده شدند. در  و  یده  آسیب د  با سطح غشایی   شکل منفرد به  ای، از حالت کروی خوشه

ناشی از  تواند  میکه این امر    وجود داردچند دهانه عمیق    رسدنظر میباکتری بهرابطه با اثر نانوذرات کیتوزان، در ساختار  

شمگیری در ساختار سلولی  تغییر چدر توافق با نتایج مطالعه حاضر،  اختلال غشا پس از انکوباسیون با نانوذرات کیتوزان است.  

نانوکامپوزیتبه همراه دهانه  اورئوس  استافیلوکوکوس  با  از تیمار  بیوفیلم آن پس  های نقره کیتوزان  های عمیق در ساختار 

 . ( 44)مشاهده شد 

 گیرینتیجه

( و  AlkCsهای مشتق شده آن به روش اصلاح شیمیایی )نتایج این مطالعه نشان داد که کیتوزان استخراج شده از پوسته میگو و فرم

این،    رشد استافیلوکوکوس اورئوس توانند باعث مهار قابل توجهی از  ( میCsNPsفیزیکی ) بر  حساس به متی سیلین شوند. علاوه 

CsNPs    وAlkCs  های مختلف تأثیر بالاتری روی مهار رشد استافیلوکوکوس اورئوس در مقایسه با فرم طبیعی کیتوزان در غلظت

ل از نفوذپذیری غشا، رنگ  حاص  شد. نتایج  AlkCsو    CsNPs  و ضد باکتریایی بهبود خصوصیات عملکردی موجبنشان دادند و  

اگرچه بسیاری برسانند.  آسیب سلولی دیواره  به توانندمی  های مشتق آنکیتوزان و فرم که داد  نشان AFM، و ارزیابی DAPIآمیزی 

های بهبود  حال مکانیسم دقیق فعالیت ضد میکروبی کیتوزان و فرم، با اینتهیه نمودندکیتوزان را    هایمشتقاز محققان انواع مختلفی از  

تر در زمینه شناسایی مسیرهای هشدار دهنده مختلف سلولی فعال شده در سطح  و نیازمند مطالعات دقیق  داده شده آن مشخص نیست

 سلولی است. 
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A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 
chitosan (Cs) was extracted from shrimp shell and its derivative forms including N-alkyl 

(AlkCs) and nanoparticles (CsNPs) were prepared. Then, their antibacterial effects on the 

growth of Staphylococcus aureus strain sensitive to methicillin were investigated. 

Morphology was investigated by scanning electron microscope (SEM), chemical structure by 

X-ray diffraction pattern and size of CsNPs by zetasizer. Then, their antibacterial activity was 

evaluated by testing the minimum concentration of inhibition and lethality, diffusion in agar 

with the help of a disk, the permeability of the cell membrane by measuring the diffusion of 

cytoplasmic beta-galactosidase. The type of cell death induced was also examined by DAPI 

staining and changes in cell surface integrity by atomic force microscopy (AFM). The results 

showed that the CsNPs are spherical with an average hydrodynamic diameter of 240 nm. 

AlkCs had a rough surface structure compared to chitosan. The best results regarding MIC 

(78/125 μg/ml) and MBC (100 μg/ml) points were observed for CsNPs (P < 0.05). CsNPs and 

AlkCs showed the highest diameter of growth inhibition zone at 1250 concentration compared 

to other disks (P <0.05). The permeability of the cytoplasmic membrane of Staphylococcus 

aureus treated with CsNPs and AlkCs showed a significant difference compared to the 

treatment with chitosan and control (untreated) (P < 0.05). (P < 0.05). DAPI staining test 

showed higher cell death of Staphylococcus aureus treated with CsNPs and AlkCs. The 

images obtained from AFM showed a change in the integrity of the membrane and the 

arrangement of the treated bacteria compared to the spherical surface and the cluster 

arrangement of the untreated bacteria. 
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