
 دهیچک

  )پژوهشی مقالۀ(

نانوذرة اکسید روي بر علیه بیوفیلم کاندیدا دابلینسیس  ارزیابی فعالیت ضدقارچی
 با روش رنگ

  
  ۳، مهدي اسکندري۲، حمیدرضا جوشقانی*۱سیده صدیقه حسینی

  
 
 

طلب  هاي فرصتهاي قارچشيوع بيماريهاي اخير سالدر  :هدف و زمینه
هاي قارچي يکي از پاتوژن دابلينسيسا کانديد .گيري يافته استافزايش چشم

. معمول کلونيزاسيون و تشکيل بيوفيلم بر روي سطوح و وسايل پزشکي است
هدف از اين مطالعه، ارزيابي فعاليت مهاري نانوذرة اکسيد روي بر عليه تشکيل 

  .باشدمي MTT سنجيبيوفيلم توسط کانديدا دابلينسيس با روش رنگ
ژل  -نانوذرة اکسيد روي با استفاده از روش سل در اين بررسي :روش بررسی

 تهيه گرديد، اندازه و نوع ذرات به ترتيب به وسيلة ميکروسکوپ الکتروني
حداقل غلظت  .تعيين شدند) XRD(ايکس ةو پراش اشع) SEM(روبشي 

بيوفيلم کانديدا . مهارکنندگي از رشد با روش ميکروبراث دايلوشن انجام شد
 ةدرج ۳۷ يدما ساعت انکوباسيون در ۴۸بعد از  (DSY 1024) دابلينسيس

و داروي فلوکونازول  ZnO ،SDS  ةنانوذر يبازدارندگگراد تشکيل و اثر سانتي
به عنوان کنترل مثبت بر روي بيوفيلم کانديدا توسط احياي نمک تترازوليوم 

MTT آوري شده با استفاده از آزمون آماري هاي جمعداده .شد ارزيابيt-test 
  .تحليل شد SPSSافزار نرم و

 ةحداقل غلظت مهارکنند دهد کهنتايج حاصل از اين بررسي نشان مي :هایافته
ميکروگرم بر  ۸ ۰۲/۰ ،۲۵/۹: و فلوکونازول به ترتيب ZnO ،SDS ةنانوذر
،  ZnOةبيوفيلم در حضور نانوذرگی دمهارکنندگی چسبنقدرت . بودند ليترميلي

SDS يش از دو برابر غلظت و فلوکونازول، معادل بMIC  براي مهار رشد
  .تعيين گرديد بيوفيلم کانديدا دابلينسيس

نشان داد که با روش شيميايي   ZnO، سنتز نانوذرةدر اين مطالعه :گیرينتیجه
کاري جديد جهت تواند راهمياز اين رو،  .استداراي خاصيت ضد قارچي 

هاي مرتبط با ابزارهاي وفيلمگيري از تشکيل بيوفيلم کانديدا به ويژه بيپيش
  .پزشکي باشد

  
  .MTT،کانديدا دابلينسيس، بيوفيلم، نانوذرة اکسيد روي :کلید واژگان
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   مقدمه
و به    +HIVافراد  يدهان ةس از محوطينسيدا دابليکاند

 يهاگر گونهيدز و اغلب همراه با ديان به ايژه مبتلايو
با وجود  ).۱(است  شدهکنس جدا يدا به خصوص آلبيکاند

توان از يس را مينسيدا دابليد توجه داشت که کاندين بايا
مبتلا به  HIV- ن سالم و افراديحامل يدهان ةمحوط
 يهايماريشامل افراد بدون ب) برفک( يس دهانيازيديکاند
س ينسيدا دابليکاند .ابت جدا نموديان به ديو مبتلا ييانهيزم
وند و يرندگان پيدر گ يسميمسبب سپت ياز مخمرها يکي
-کيوتيبيسرطان معده، افراد تحت درمان آنت ،يماران نوتروپنيب

 .باشديم HIVماران مبتلا به عفونت يف و بيالطعيوس يها
 ةاز محوطس ينسيشود که علت جدا شدن دابليتصور م

ارتباط با مصرف يدز بيان به ايو مبتلا  +HIVافراد يدهان
 ةن افراد در طول دهيتوسط ا يمتعدد ضد قارچ يداروها
ز يگونه ن نيقات نشان داده است که اياما تحق .نباشد ۱۹۹۰

د يجد يمرسوم و داروها يضد قارچ ينسبت به اکثر داروها
  ).۱( باشديحساس م يتحت بررس

-چهيدر ،يرارا ادي يديور يفاده از کاتترهاامروزه است

ر يو پروتزها و سا يمفاصل مصنوع ک،يپروستت يها
- سميکروارگانيم). ۲( مرسوم شده است يپزشک يهامپلنتيا

توانند يم ،لم را دارنديوفيل بيتشک ييمختلف که توانا يها
جاد يون و ايزاسيکلون با رشد کرده و ده،ين مواد چسبيا يرو

لم در واقع به يوفيب .جاد کننديرا ا يت خاصعفونت مشکلا
 يها بر روسميارگان ةديچيتجمع و تراکم پ ،اتصال يمعنا
آزادشدن بوده که  کيمريسطوح پل طوح مختلف خصوصاًس
ک يتواند سبب يها به درون خون، مسميارگان کروين ميا

است که درمان  ين در حاليا). ۳( عفونت منتشره گردد
ها به سميارگان کروين ميحاصل از ا ةمنتشر يهاعفونت
دفاع  کههمراه است  يبا مشکلات لميوفيوجود ب ةواسط

-يمرو هاختلال روب را با ييدارو ن درمانيچنزبان و هميم
سم توان يلم به ارگانيوفيل بيتشک ييتوانادر واقع ، )۴( ندينما

و به  دهديممال موجود در حفرات بدن را نر رقابت با فلور

زا عفونت يهاسلول يمطمئن در رهاسازمخزن  کيعنوان 
  .)۶، ۵( کنديعمل م

 يانگر وقوع عفونت قارچيمتعدد بمطالعات 
-از عوامل عفونت سينسيدا دابليکاند ةليس به وسيازيديکاند

وقوع که دهد ينشان مها افتهين يا .است يمارستانيب يها
ر ها دو سلول لم مرتبط بودهيوفيجاد بيس با ايازيديکاند

ط يکه در شرا ييهالم نسبت به سلوليوفيجاد بيهنگام ا
 ت کاملاًايخصوص، آزاد دارند يشگاه زندگيآزما يعيطب

  ).۷(د ندهيرا نشان م يمتفاوت
صورت  به يمواد کاتتر يرو دايکاند يها لميوفيرشد ب

ش مقاومت به يفشرده است که سبب افزا يمخمر ةيلا
،  نيستاتين ، فلوکونازول :مانند يعوامل ضدقارچ

مکرر  يلذا عودها .شوديم نيديو کلروکس  Bنيسيآمفوتر
ن داروها در افراد استفاده يا  س پس از استفاده ازيازيديکاند

لذا با توجه به .    )۸( کننده از کاتترها مشاهده شده است
 يهايماريدرمان ب ةلر بودن مسأيگبر بودن و وقتنهيهز

 ةديدرمان و با توجه به پدر مشکلات مرتبط با يو سا يعفون
از به ين ييدارو يهاش مقاومتيو افزا يکيژنت يهاجهش
چه در  يکروبيت ضد ميخاص يدارا يهانيگزيجا يمعرف

 يو درمان ضرور يريگشيسطح کنترل و چه در سطح پ
 .باشديم

ر مورد ياخ ةکه در ده ييهاتيکامپوز از جمله نانو
 دياکس ةکنندتيتقو يهاتينانوکامپوز ،اندمطالعه قرار گرفته

بزرگ بودن گاف  يد رويعلت استفاده از اکس .است يرو
ش ياکسا يبستگ ي، انرژييايميش يحرارت يداري، پايانرژ
د ياستفاده از اکس. بودن آن است ير سميو غ) mev۶۰(بالا 
ها آن را  يکه روم يداشته به طور ياديقدمت ز يرو
اژ برنج استفاده يد آليولت يدند و از آن براينام يم» ايکادم«
د ياء و سپس اکسيرا پس از اح يد رويآنها اکس.  کردند يم

-ونير باز ياز د .کردند ي، در ساخت پمادها استفاده م کردن

در  يمانند نقره و مس کارکرد قابل قبول بهداشت يفلز يها
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  . )۹( اندداشته يها به طور سنتيماريدرمان ب
برابر کپک را بهبود  ، دوام و مقاومت در يد روياکس

در  ZnO، از  يشيو آرا يع داروسازيبخشد و در صنا يم
 ييايرا خواص ضدباکتريز ،شود يپودرها و پمادها استفاده م

  . )۱۲-۱۰( شده است يآن بررس
 يخواص ضد قارچ يبررس ،ن مطالعهياهدف از انجام 

 ييکه توانا سينسيدابلدا يکاندلم يوفيب بر يرو دياکس ةنانوذر
ح ودر سط )لميوفيب( مقاوم به دارو يکروبيم ةياد لاجيا

-يم را دارد، و پروتزها يزات پزشکيژه در تجهيوهبمختلف 
  .باشد

  
  یروش بررس

ن ييبه منظور تع ۱۳۸۹در سال  يتجرب ةن مطالعيا
نسبت به  سينسيدابلدا يکاندلم يوفيب يمهارکنندگت يخاص
  شرکته شده از يته  SDS ( مهارکننده، ZnO ةنانوذر

 (sigma فلوکونازول يدارو و ) ه شده از شرکتيته  
   (sigma ةنانوذر يت مهارکنندگيهت اثبات خاصج ZnO 

کروبراث يبا روش م يياخانه ۹۶ت يکروپليبر سطح م
   .انجام شد  MTTوم ينمک تترازولاستفاده از و با لوشن يدا

  :موردآزمون یقارچ ۀکشت نمون
مورد  DSY1024 سينسيدابلدا يکاند استاندارد ةيسو

 يبر رو .ه شدين مطالعه از دانشگاه تهران تهيا استفاده در 
 ۲۴ به مدتو  آگار کشت داده شد ستروزط سابورودکيمح

زمان  يپس از طد؛ يگرد انکوبه C◦۲۸ يدماساعت در 
ون يسوسپانس ةيجهت ته يقارچ ة، از نمونونيانکوباس
  .استفاده شد يمخمر

  : دایکاند يمرون سلول مخیسوسپانس ۀیته
دا يکاند يمخمر يهاابتدا سلول ،ونيسوسپانس ةيته يبرا

 ۲۴که به مدت  ط کشت سابورودکستروز آگارياز سطح مح
ده يانکوبه گرد )=PH ۲/۷( گرادسانتي درجه ۲۸ساعت در 

ک يسپس در . ديگرد يآورل جمعيبود به کمک لوپ استر

توسط لام د و يق گرديرق مولار ۲/۰فسفات  تر بافريليليم
 ۱×۱۰۶ون با تعداد يد و از آن سوسپانسينئوبار شمارش گرد

  .ه شديتر تهيليليسلول در هر م
     : ZnO ةنانوذر يسازآماده

 با )آلمان کشور  Merckشرکت( يگرم استات روپنج 
خته شد و در  يزه در ارلن ريونيآب مقطر د تريليليم ۵۰

ه يم حجم اولک پنجيد تا به يمخلوط گرد يبه نحو  حرارت
به تا  شد قرار داده C◦۵ ± ۱۰۰ يد، سپس درفور با دمايرس
 ةدرج ۳۰۰ ± ۲۰ يدر دما پس از آن .ج خشک شديتدر
ها ستاليقرار گرفت تا کر ساعت ۲۴گراد به مدت يسانت

از آزمون  ZnOد پراکنش مناسب ييتأ يبرا .کامل شدند
XRD دياستفاده گرد.  

 SDS ةمهارکنند ،يرو دياکس ةت نانوذريحساس يبررس
در  يسازوش رقتقارچ با انجام ر يبر رو فلوکونازول و

  لوشنيکرودايتست استاندارد م ع توسطيط کشت مايمح
 يهارقت ،جهت انجام تست پيشنهاد شده .رفتيصورت پذ

  .ديه گرديفلوکونازول ته و ZnO  ،  SDSازمختلف 
  :ZnO ةه رقت نانوذریته

 ۱ -۲۹۶ يمتوال يهاجهت انجام تست ابتدا رقت 
در آب  ZnO يدياز محلول کلوئ تريليليکروگرم بر ميم

 يکرومتريم ۲۲/۰ يلتر سرنگيه و با استفاده از فيمقطر ته
  .ديل گردياستر
  :)SDS( ل سولفاتیم دودسیرقت عامل دترژنت سد ۀیته

 ۰۰۱/۰ -۵۶/۰يمتوال يهاجهت انجام تست ابتدا رقت
ه يتر آب مقطر تهيليليمک ي در SDSپودر دترژنت  گرم از

  .ل شدياستر يکرومتريم ۲۲/۰ يلتر سرنگيو با استفاده از ف
  : رقت فلوکونازول ۀیته

تر يليليک ميگرم از پودر فلوکونازول در  ۰۰۱۲۸/۰ ابتدا
 يقه در دمايدق ۳۰د حل و به مدت يسولفوکساليمتيد

سپس  ،ل گرددياستر ييتا استوک داروشگاه قرار گرفت يآزما
در  کروگرميم/ ۰۶۲-۱۲۸ يتفاده از آب مقطر رقتهابا اس
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 يلتر سرنگيه و با استفاده از فيتر از فلوکونازول تهيليليم
  . ل شدياستر يکرومتريم ۲۲/۰

  ةنسبت به نانوذر سینسیدابلادیت کاندین حساسییتع

ZnO، ةمهارکنند SDS ن تعداد ییو فلوکونازول و تع
 )Colony Forming Unit( جاد شدهیا يهایکلن

)(CFU:  
نسبت به  سينسيدابلدايت کاندين حساسييجهت تع

کروگرم بر يم ۰۵۸/۰-۲۹۶ يهاابتدا رقتZnO  ةنانوذر
 -۵۶/۰ يهارقت ،ZnO ةنانوذر يدياز محلول کلوئتر يليليم

 يو برا SDSتر از محلول يليليکروگرم بر ميم ۰۰۱/۰
-يليکروگرم در ميم ۰۶۲/۰-۱۲۸ يهاز رقتين فلوکونازول

ح يجهت انجام تلق ه وياز محلول فلوکونازول ته تريل
 سينسيدابلدا يکاندمخمر  ۱×۱۰۶شد، سپس مقدار  ينگهدار

 يون مخمريتر از سوسپانسيکروليم ۱۰  شمارش و مقدار را
 ة، مهارکنندZnO ةنانوذر يديمحلول کلوئ تر ازيکروليم۱۰ و

SDS ط يتر محيکروليم ۲۰۰ به همراه فلوکونازول يدارو و
 يهاچاهکدکستروزبراث به صورت جداگانه به سابورو

 ياز خطا يرياضافه شد  که جهت جلوگ ياخانه ۹۶ت يپل
        .ديش سه بار تکرار گردين آزمايا يکار

ون قرار يساعت در انکوباس ۴۸به مدت  ياخانه ۹۶ت يپل
آزمون  ون از هر چاهک مورديگرفته و پس از مدت انکوباس

 SCط جامديمح يبرداشته بر رو تريکروليم ۱۰ مقدار

  يط سابورويمح. ديح گرديتلق )لکيکلرامفن يحاو يسابرو(
و پس  داده شد ون قراريساعت در انکوباس ۴۸ر به مدت ياخ

 CFUحاصل شمارش و  يهايتعداد کلنساعت  ۴۸ ياز ط
ميزان حداقل . ديگردانجام  يمقايسه با گروه كنترل منف در

  .)١٤( آنها محاسبه شد كشندگي و مهاركنندگيغلظت
   In vitroیل بیوفیلم در کتش

ي ا خانه ٩٦هاي پليت لم ابتدا در چاهكيوفيجاد بيا يبرا
، Gibcoشرکت (  RPMI-١٦٤٠ طيميكروليتر از مح ١٠٠

ميكروليتر  ٥٠ سپس به هر چاهک. خته شدير )آلمان کشور

، Sigmaشرکت ( )FBS( درصد ١٠ ن گوسالهيسرم جن
ساعت در انكوباتور  ٢٤د و يزوده گرداف )کايآمر کشور

ميكروليتر از  ١٠ .گراد قرار گرفتسانتي ةدرج ٣٧شيكردار 
 در سينسيدابلدا يکاندسلول  ١×١٠٦سوسپانسيون سلولي 

ساعت در  ٢٤مدت  به خته شد وير يا خانه ٩٦پليت کرويم
  . گراد انكوبه گرديدسانتي ةدرج ٣٧يدما
 MTT تترازولیوم نمک  يمحلول کار ۀیته

شرکت (MTT  ومياز نمک تترازول گرم ۰۰۵/۰مقدار 
Merck، تر بافريليليم ۱۰د و در ين گرديوزت )آلمان کشور     

PBS-1x  تر يميكرول ٢٢/٠با فيلتر محلول فوق  .شدمخلوط
گراد تا سانتي ةدرج -٧٠ت در فريزر يلتر شد و در نهايف

  .ديزمان استفاده ذخيره گرد
وم یا استفاده از نمک تترازوللم بیوفیزان بیسنجش م

MTT 
 بار سه PBSبافر تر يکروليم ٢٠٠با ها ک از چاهکيهر 
 تر بافريکروليم٢٠٠ب که ين ترتيبد( داده شدشو وشست

PBS يبا سمپلر محلول رو و خته شدير هاداخل چاهک 
اثر مواد تا  )بار تکرار شدسهه تا ين رويا مجدداً .ه شديتخل

SDSيفلوکونازول بر رو يو دارو يور دياکس ة، نانوذر 
ک از يتر از هر يکروليم ۲۰منظور  نيبد .دگرد يآنها بررس

فلوکونازول به   يو دارو SDSد يوسايعوامل نانوذره، ب
ساعت  ٢٤ پس از .شد ختهيرصورت مجزا در هر چاهك 

 يگراد محلول فوقانيسانت ةدرج ٣٧ يدما در ونيانکوباس
 لم مورد مطالعه با روشيوفيها خارج شد و مقدار بچاهک
MTT سنجش با  يبرا .شد يريگاندازهMTT، ٢٠زان يم 

 افزودهبه هر چاهك وم آماده شده ينمک تترازول ميكروليتر از
. داده شد گراد قرارسانتي ةدرج ٣٧ يدما ساعت در ٤شد و 
 افزوده شد به هر چاهکسولفوكسايد متيل ميكروليتر دي ١٠٠

گراد قرار داده سانتي ةدرج ٣٧ يماد دقيقه در ١٠  و مجدداً
 ۵۷۰در طول موج  يدر انتها با الايزاريدر جذب نورشد و 

به نحو  هاداده ليتحل و هيتجز يبرا .دشقرائت  نانومتر
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نسخه  t.test (يآمار روش ت ويون پروبياز رگرس يمقتض
  .دياستفاده گرد ۰۵/۰ يدارادر سطح معن  SPSSافزارنرم ١٨

 
  هاافتهی

ن ييجهت تعلوشن يکروبراث دايمروش جه به انجام با تو
 ةدو مهارکنند ةسيمقاو  )MIC( يبازدارندگغلظت حداقل 
 نترل مثبتبا گروه ک سهيدر مقا   SDSو يد روياکس ةنانوذر

 :ديل حاصل گرديج ذينتا )فلوکونازول يدارو(

 ۰۵۸/۰تا  ۲۹۶از  يدروياکس ةنانوذر MIC ةمحدود
کروگرم بر يم ۰۰۱/۰ تاSDS ۵۶/۰ ،تريليليکروگرم بر ميم
 ۰۶۲/۰ تا۱۲۸از  فلوکونازول يدارو ةمحدود و تريليليم
از  درصد ۵۰). ۱جدول (د ين گردييتع تريليليکروگرم بر ميم

 رقتدر  SDS ةمهارکننددا نسبت به يرشد قارچ کاند

 ۰۲/۰درصد در غلظت  ۹۰ تر،يليليکروگرم بر ميم ۰۰۹/۰
در  ۰۳۵/۰در غلظت درصد  ۹۹تر و يليليکروگرم بر ميم

 بود )>۰۵/۰P( يداراسه با گروه شاهد در سطح معنيمقا
 در ZnO ةنانوذر يبراج به دست آمده ينتا ).۱جدول(

 يمهارکنندگدرصد  ۵۰ تريليليکروگرم بر ميم ۳۱/۲غلظت 
کروگرم بر يم ۲۵/۹ غلظت در، سينسيدابلدا يکاندقارچ 

دا يکاند يگدرصد مهارکنند ۹۹ ودرصد  ۹۰ تريليليم
سه يدر مقا تريليليکروگرم بر ميم ۵/۱۸در غلظت  سينسيدابل

جدول ( ديدار گزارش گردامعن ينظر آماراز با گروه شاهد 
دا يکاندفلوکونازول بر مخمر  يمختلف دارو يهاغلظت .)۱

تر يليليکروگرم بر ميم ۲نشان داد که در غلظت  سينسيدابل
رشد  تريليليکروگرم بر ميم ۸درصد، در غلظت  ۵۰
 ۹۹رشد  تريليليکروگرم بر ميم ۱۶ غلظت درصد و در۹۰

سه با گروه شاهد در يد که در مقايگرد درصد قارچ مهار
دا يکاندلم يوفيب). ۱جدول ( بود) >۰۵/۰P( يداراسطح معن

  MIC90دو برابر غلظت  ش ازيب يدر غلظت سينسيدابل
در مقابل گروه کنترل مثبت  ZnO ،SDSعوامل  يبرا
  .)۲جدول ( ديمهار گرد) فلوکونازول يدارو(

و  ZnO ةنانوذر ،SDSمختلف سه عامل  يهاغلظت 
 مقاوم به فلوکونازول ةيفلوکونازول بر رشد سو يدارو
ق وابسته ينشان داد که عوامل مزبور از طر سينسيدابلدا يکاند

  ).۱جدول(باشند يدا ميبه غلظت قادر به مهار رشد کاند
،  ZnO ةنانوذر MIC ةه از محدودج به دست آمدينتا
SDS ۰۵۸/۰ -۲۹۶ :بيفلوکونازول به ترت يو دارو 

تر يليليکروگرم بر ميم ۰۰۱/۰ -۵۶/۰، تريليليکروگرم بر ميم
د که در ين گردييتر تعيليليکروگرم بر ميم ۰۶۲/۰ -۱۲۸و 
د شدار گزارش معنا يسه با گروه شاهد از نظر آماريمقا

)۰۵/۰P<( )۱جدول.(  
ميکروگرم  ٥/١٨و  ٢٥/٩ ،۳۱/۲روي  اکسيد ةذرنانو

MFC  وMIC90 ،MIC50  در اين مطالعه ميزان 
حاضر  ةمطالع همچنين ZnO  ليتربر ميلي .مشاهده گرديد

ميکروگرم   ۵۸/۰هاي ابتدايي چون نشان داد که در غلظت
در مقايسه با گروه شاهد اختلاف  ليتر از نانوذرهميلي بر

کاهش حجم بيوفيلم با استفاده  MTT  معنادار نداشته و در
ميکروگرم بر  ۲۵غلظت . )>۰۵/۰P( از نمک تترازوليوم

در  .دار بودمقايسه با گروه شاهد، اختلاف معناليتر در يميل
هم اثر  ليترميکروگرم بر ميلي ۲۵هاي بالاتر از غلظت

اکسيدروي بر بيوفيلم کانديدا در سطح  ةمهارکنندگي نانوذر
ميکروگرم بر  ۰۲۵/۰در غلظت  .بود )>۰۵/۰P( معناداري

کاهش حجم بيوفيلم در مقايسه   SDSةليتر از مهارکنندميلي
مهار  .)>۰۰۶/۰P(با گروه شاهد اختلاف معنادار نداشت

ميکروگرم  ۰۶۴/۰در غلظت  SDS ةبيوفيلم توسط مهارکنند
داري قايسه با گروه کنترل در سطح معناليتر در مبر ميلي

)۰۵/۰P< (ةکه با افزايش غلظت مهارکنند بود SDS  درصد
غلظت  داري درندگي بيوفيلم کانديدا به طور معنامهارکن
۰۶۴/۰ )۰۰۱/۰P<( فلوکونازول نيز در غلظت . کاهش يافت
مقايسه با گروه کنترل اختلاف ليتر در ميکروگرم بر ميلي ۱۶
تر هاي پاييننسبت به غلظت) >۰۵/۰P(داري در سطحمعنا

ميکروگرم بر ۱۶هاي بالاتر از غلظت ر غلتآن داشت و د
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ليتر کاهش حجم ميکروگرم بر ميلي ۴ليتر مانند غلظت ميلي
 =P ۰۴/۰دار مقايسه با گروه کنترل در سطح معنابيوفيلم در 

 اکسيد ةنانوذر ،SDSهاي مهارکنندگي عوامل غلظت .بود
در  دابلينسيسکانديدا  ةروي و فلوکونازول  بر بيوفيلم سوي

که اين ) ۲جدول ( باشدمي) >۰۵/۰P( داريح معناسط
 MICبيش از دو برابر غلطت  ها در حقيقت معادلغلظت

ييد کار آزمايشگاهي ما با محاسبات أت ةدهندبوده و نشان
  .استآماري 

 
  

  مهارکننده وفلوکونازول براي،  SDS ) محلول کلوییدي( ZnO نانوذره MIC90  و MFC ۀمقایس: 1جدول 
ا دابلینسیسکاندید  

 
 مهارکننده

غلظت ةمحدود  
)ليترميکروگرم بر ميلي(  

 MIC  ميزان
)ليتريميکروگرم بر ميل(  

ميزان *** MFC 
)ليترميکروگرم بر ميلي(  

  MIC50* MIC90**  
SDS 0.001-0.56 0/009 0/020 0/035 

 ZnO 0.058-296 2/31 9/25 18/5 نانوذره 
 16 8 2 128-0.062 فلوکونازول

درصد از قارچ نسبت به گروه کنترل منفي ۵۰اقل غلظت مهارکنندگي رشد حد*  
درصد از قارچ نسبت به گروه کنترل منفي ۹۰حداقل غلظت مهارکنندگي رشد  **  

       .حداقل غلظت کشندگي قارچ نسبت به گروه کنترل منفي که در آن رشدي مشاهده نشد***
  

  ، و فلوکونازولSDS ة، مهارکنند ZnO ةنانوذر یر مهارکنندگاث ۀسیو مقا (Mean±SD)ر غلظت یمقاد :2جدول 
  سینسیدا دابلیکاندلم یوفیبر ب

    يکنترل منف SDS ZnO  فلوکونازول
(0.062-128) 
Mean ± SD 

(0.001-0.56) 
Mean ± SD 

(0.58-269) 
Mean ± SD 

Mean ± SD 

(0.062) 
0.23±0.36 

(0.001) 
0.27±0.05 

(0.058) 
0.57 ±0.10 

(0) 
0.58±0.10 

a 

(0.25) 
0.2±0.01 

(0.002) 
0.25±0.03 

(2.31) 
0.56±0.12 

(0) 
0.57±0.11 

b 

(0.5) 
0.19±0.03 

(0.004) 
0.21±0.02 

(4.62) 
0.52±0.03 

(0) 
0.56±0.11 

c 

(2) 
0.18±0.1 

(0.00٩) 
0.20±0.02 

(9.25) 
0.46±0.01 

(0) 
0.56±0.09 

d 

(4) 
0.18±0.02 

(0.017) 
0.18±0.01 

(16. 5) 
0.44±0.01 

() 
0.56±0.05 

e 

(8) 
0.16±0.02 

(0.025) 
0. 12±0.10 

(18.5) 
0.35±0.02 

(0) 
0.55±0.12 

f 

(16) 
0.07±0.02 

(0.03۵) 
0.12±0.02 

(25) 
0.03±0.01 

(0) 
0.55±0.07 

g 

(32) 
0.05±0.01 

(0.064) 
0.06±0.02 

(64) 
0.04±0.007 

(0) 
0.55±0.04 

h 

(64) 
0.04±0.15 

(0.١28) 
0.04±0.18 

(128) 
0.02±0.006 

(0) 
0.55±0.01 

i 

(128) 
0.04±0.01 

(0.56) 
0.04±0.01 

(296) 
0.01±0.004 

(0) 
0.55±0.00 

j 

ZnO= 18.5 : af,ag,ah,ai,aj,bf,bg,bh,bi,bj,cf,cg,ch,ci,cj,df,dg,dh,di,dj,ef,eg,eh,ei,ej,p<0.05.; ab, ac, 
ad,ae,bc,cd,bd,de,be,fg,fh,fi,fj,gh,hi,ij,insignificant. 

SDS=0.01: ae,af,ag,ah,ai,aj,be,bf,bg,bh,bi,bj,ce,cf,ch,ci,cj,de,df,dg,dh,di,dj,p<0.05. 
ab, ac, ad,bc,bd,cd,ef,eg,eh,ei,ej,gh,hi,ij, insignificant. 

 .ag,ah,ai,aj, bg bh, bi, bj, cg,ch,ci,cj, dg,dh,di,dj, eg,eh,ei,ej,fg,fh,fi,fj P<0.05 :1 =فلوکونازول
ab, ac,ad,ae,af, bc,bd,be,bf, cd,cg,ce,cf, ,de,df, ef, ,gh,gi,gj,hi,hj,ij,de,df  insignificant. 
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  ZnO ةذرنانو از   یروبش نگیاسکن یپ الکترونوکروسکیم  :1شکل

 
 
 
 

                                                                             
  ZnOاز نانوذره  XRD يشما :2شکل 

  بحث 
از  يناش يقارچ يها ش عفونتير افزاياخ يها در سال

ماران با يژه در بيو طلب بهزا و فرصتيماريب يها قارچ
دز و يافراد مبتلا به ا ها ويابتير دينظ يمنيا ستم يضعف س

مدت  ف گسترده بهيبا ط يها کيوتيبيآنت ةليوسهکه ب يافراد
دا يکاند ).۱۶، ۱۵( شده استمشاهده  ،اند درمان شده يطولان
خود  يسلول ةواريقادر است با توجه به ساختار د سينسيدابل

افته و در مدت ياتصال  يرآليو غ يبه سطوح مختلف آل
 يديور يامروزه استفاده از کاتترها.  ابدي تجمع يزمان کوتاه

، پروتزها  ي، مفاصل مصنوع کيپروستت يها چهي، در يا ادراري
 يها سميارگان کرويم. متداول است يپزشک يها مپلنتيا  ريساو 

لم يوفيل بيتشک ييکه تواناس ينسيدا دابليکاند مختلف از جمله
ون و يزاسيکلون ده و باين مواد چسبيا  يتوانند رو يم ،را دارند

  .  )۱۸و۱۷( جاد کننديا را  يجاد عفونت، مشکلات خاصيا 
در  سينسيدابلدا يکاندلم يوفيب ق حاضر،يدر تحق

 يهال و در حضور غلظتيتشک ياخانه ۹۶ت يکروپليم
که خودمان سنتز  ZnO ةنانوذر يديياز محلول کلو يمتفاوت

وم يرازولبا نمک تت SDS ةسه با مهارکننديم در مقايکرده بود
TTM که حداقل غلظت  يطور به .ديگرد يبررس

کمتر از گروه کنترل  يدارالم  به طور معنيوفيب يمهارکنندگ
فلوکونازول به  يو دارو ZnO، SDS ةدو مهارکنند يبرا
  .تر بوديليليکروگرم بر ميم ۱۶، ۰۶۴/۰، ۲۵ :بيترت

ها عموماً قابل حل در آب بوده و با داشتن  دترژنت 
 يديپيل يز غشاهايل امکان ليدروفيدرفوب و هيه يها بخش

 ياديز يريپذ ت نفوذيل سولفات قابليم دودسيسد. را دارند
ق اتصال به ياز طر يتوپلاسميس يو غشا يسلول ةواريبر د

ب ساختار يق تخريها و دناتوره کردن از طرنيدها و پروتئيپيل
ا هنيبا پروتئ SDSواکنش . ها را دارد نيپروتئ يبعدسه
ل ترانسفراز ي، آسATpaseمختلف مانند  يمهايآنز  تيفعال
اثر  SDSاد ياما غلظت ز. کند ين به کلسترول را مهار ميتيک

واره و يب ديسلول داشته و موجب تخر يت رويسم
زبان يسلول م يهانيب پروتئيا تخريسلول و  يها غشا

-نيپروتئ  بيتواند منجر به تخر يم SDSن يهمچن. شود يم
 ةمطالع ).۱۹( زبان گردديو بافت م  سميارگان کرويم يها

از  ۵۸/۰چون  ييابتدا يهاکه در غلظتداد حاضر نشان 
لم با استفاده از نمک يوفيکاهش حجم ب ، ZnO ةنانوذر
اختلاف معنادار سه با گروه شاهد يدر مقا  MTT وميتترازول
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سه با يدر مقا تريليليکروگرم بر ميم ۲۵در غلظت و نداشته 
  ).>۰۵/۰P( دار بود امعناختلاف ، ه شاهدگرو

 ۳، اثر يقيبا تحق ۲۰۰۸و همکاران در سال ) Nett(نت 
 يهالم گونهيوفيرا بر ب SDSو  H2O2 د اتانول،يوسايب

 درصد۲۵-۳۵افتند که يدا مطالعه نمودند و دريکاند
ETOH ،Mmol۲۵۰-۱۵ H2o2  ۰۵/۰-۱۵/۰و  SDS 

  ).۲۰( ندشددا يکاند يهالميوفيسبب کاهش رشد  ب
 SDS يحداقل غلظت مهارکنندگز ين ق حاضريدر تحق

در  باًيتقرو د ين گردييتع تر يليليکروگرم بر ميم ۰۲/۰معادل 
دا يکاندلم يوفيب MICدو برابر غلظت ش از يبمعادل  يغلظت
نت و همکاران مطابقت  ةکه با مطالع کرد مهاررا س ينسيدابل

 يهالميوفيسبب کاهش رشد ب SDSد يوسايو ب داشت
  .ديدا گرديکاند

-نهيدر زم متنوع تنها يل کاربردهايامروزه نانوذرات به دل

هستند که  ي، از جمله عوامليو بهداشت يمختلف صنعت يها
آنها مورد تعمق و  يخواص ضدقارچ تا است يضرور
 يفلز يهاونيرباز ي؛ چرا که از درديشتر قرار گيق بيتحق

در  و بهداشت در يجهتو مس کارکرد قابل مانند نقره و
با اتصال به  ZnO ةنانوذر .)۲۱(اند ها داشتهيماريدرمان ب

 يطولانرا  رشد ةچرخ يريها فاز تأخزميارگان کرويم يغشا
 دهديش ميها را  افزاسميارگان يزنکرده و مدت زمان جوانه

)۲۲.(   
اثر ضد  ين شروع به بررسدانشمندا ۱۹۵۰در سال 

 ياديشتر مطالعات بنيب راًياخ. کردند ZnO ةنانوذر ييايباکتر
ذرات . است يفلز يهادياکس ييايت ضدباکتريفعال يرو

ZnO  ت يفعال. ندهست يت ضد قارچيفعال يداراکوچک
در  ،به سطح و غلظت مواد دارد يبستگ ZnO يضد قارچ

در  يو شکل ذرات اثر کم يستاليکه ساختار کريحال
را  يضد قارچ تيغلظت بالا فعال .دارد يت ضدقارچيخاص
  ).۲۳( دهديش ميافزا

 ۲۰۰۳ سال در) Iida &Yamamoto(اماموتو يدا و يآ
مورد  را يرو دياکس يبات کربنيترک يقارچ ات ضديخصوص

ت يش دما فعاليبا افزا گرفتند که جهيقرار دادند و نت يبررس
افته، يش نيافزا ZnOبا  يکربن يبات کرويترک يضدقارچ

دا يش پيافزا يت ضدقارچيفعال ،ش غلظت پودريبلکه با افزا
ت متفاوت سنتز يبا توجه به ماهق ين تحقيدر ا ).۲۴( کرد

ش غلظت يز با افزاين يديينانوذره به صورت محلول کلو
کروگرم در يم ۲۹۶تا  ۰۵۸/۰از  ZnO يدييمحلول کلو

که  افته بوديش ينانوذره افزا ييايديت ضدکانديتر فعاليليليم
  .باشديم مشابه اموتوامي جينتابا  افتهي نيا

استفاده از  با ZnO ييايدر خصوص خواص ضد باکتر
) Zhang(ژانگ  توسط يمطالعات) ژل-سل( روش مرطوب

حاضر  ةدر مطالع .)۲۵( رفتيانجام پذ )۲۰۰۸( همکاران و
با استفاده از روش  ZnO ةنانوذر ژانگ، ةمطالعمشابه  زين

ق يتحقن يدر ان تفاوت که يبا ا ه شد يته ژل -سل مرطوب
د و يگرد يبررس يدروياکس ةنانوذر يخواص ضدقارچ

  .شدس ينسيدا دابليکاندلم يوفيب سبب مهار
روش  ۲۰۰۱کاران در سال و هم) Ramage(ج يرام

بالا  يريپذبا تکرار د وي، مفدهسا يکه روش، ت رايکروپليم
 ۱×۱۰۶ لم تعداديوفيل بيان تشکيب يمه کميز نيآنال يبرا

ن ييتع يبرا ياخانه ۹۶ت يکروپليدر م تريليليسلول بر م
 يسنجاز روش رنگ يقارچضد يت داروهايحساس

)Tellier،Hawser ،وم ينمک تترازول) ۲۰۰۳و همکاران
MTT لم يوفيت بين حساسييتع يو برا ندفاده نموداست

مانند  يکنس نسبت به عوامل ضد قارچيدا آلبيکاند
ن روش ير اد. گرفتنده کار و فلوکونازول ب Bن يسيآمفوتر

دها يوسايببا غلظت اثر  يداراکاهش شدت رنگ تناسب معن
ل يبه منظور تشکز ينق ين تحقيدر ا. )۰۵/۰P<( )۲۶(داشت 

 ه ين سويات ين حساسييو تعس ينسيدا دابليکاندلم يوفيب
 تيکروپلياز روش م SDSو  يدروياکس ةنانوذر نسبت به

و ) Senevirate(ت يريسنو(استفاده شد  ياخانه ۹۶
استفاده از  ين تفاوت که به جايبا ا) ۲۰۰۹ همکاران،

 ZnO ةنانوذر و SDS يدهايوساياز ب Bن يسيآمفوتر
 ةو نانوذر SDSش غلظت يج افزاينتا کهاستفاده شد 
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ش غلظت يلم و افزايوفيمتناسب با کاهش حجم ب يدروياکس
 و هاوسر) Tellier(ر يج پژوهش تلايبا نتا مشابه دهايوسايب
)Hawser(، دارامعن )۰۵/۰P<( بود ) ۳و ۲-۱،۳-۳جدول-
۳(.  

تا  ۰۵۸/۰ز انانوذره  يدييش غلظت محلول کلويبا افزا
ش يافزا ييايت ضدکانديتر فعاليليليکروگرم بر ميم ۲۹۶

ت يخاصنانوذره، ش غلظت يدهد با افزايافت که نشان مي
ج با مشاهدات ين نتايا .ابدييمش يافزا ييايديضدکاند

  .داشتاران مطابقت داگلاس و همک
دا ياز کاند يدن به تجمعيرس يبراق ين تحقيدر ا

تر يکروتيو روش م ياخانه ۹۶ت يپلکرويماز ) لميوفيب(
 يدر غلظت ZnO لم،يوفيل بيپس از تشک .دياستفاده گرد

هار را محساس  ةيولم سيوفيتوانست ب MICمعادل دو برابر 
 MTTوم ينمک تترازول ،توسط ين قدرت مهاريا ،کند
 يها روشهالميوفيزان بيم يابيجهت ارز .ديگرد يابيارز
اما . وجود دارد FISH کيتکن ز مانند استفاده ازين يگريد

قابل دسترس حساس و قابل  يهان مطالعه از روشيدر ا
ر يشگاه استفاده شد که سايدر سطح آزما يريتکرارپذ

چاندرا و  ،۲۰۰۹و همکاران در سال  تيريسنو ن مانندامحقق
ن يج اينتا .)۲۷( استفاده کردند ۲۰۰۳کاران در سال هم
 ةنسبت به نانوذر لميوفيبه منظور کاهش حجم بق يتحق
  وميبا کاهش شدت رنگ نمک تترازول متناسب يدروياکس

MTT و  تيريسنوج يافته با نتاين يبه کار رفت که ا
لم با استفاده از يوفيهمکاران به منظور کاهش حجم ب

 ةنانوذر يت ضدقارچيداشت و خاصدها انطباق يوسايب
 يد بر سطوح پزشکيوسايرا به منظور استفاده از ب يدروياکس
  .د نمودييتأ

است که  يمه کمين يسنجک روش رنگي MTTتست 
ن آزمون بر اساس يا .کنديم يريگها را اندازهات سلوليح

 ةليوم به وسيزرد رنگ تترازول يهاستاليشکسته شدن کر
دروژناز که فقط در يدهناتيسوکس ييايتوکندريم ميآنز

آن  ةجيشود که نتيفعال موجود بوده انجام م ةزند يهاسلول
به نام فرومازان است که با  يرنگ نامحلول يارغوان ةماد

ر رنگ و ييتغ ،ديسولفوکساليمتير دينظ ياستفاده از حلال
  ).۲۹و۲۸( گردديم يريگآن اندازه ير جذب نورييتغ

در حضور  سينسيدا دابليکانده يسو ،ق حاضريدر تحق
که  ZnO ةنانوذر يديياز محلول کلو يمتفاوت يهاغلظت

 SDS ةسه با مهارکننديمقا م دريخودمان سنتز کرده بود
شمارش شده  يهايکه تعداد کلن يبه طور .ديگرد يبررس

که  کمتر از گروه کنترل بود  يدارانط آگار به طور معيدر مح
 MIC90 ةنانوذر ZnO ةهارکنندو م SDS  ين بررسيدر ا 

. دين گردييتر تعيليليکروگرم بر ميم ۰۶۴/۰و  ۲۵ بيبه ترت
 ZnO ةدر مقابل نانوذرس ينسيدا دابليکاندلم يوفيمهار ب زانيم

برآورد     MIC90دو برابر ش از يب باًيتقر  SDS ةو مهارکنند
  .شد

-ين مار محققيق و مطالعات ساين تحقيج ايباتوجه به نتا
دا يکاند  ةن برندياز ب ةک مادين نانوذره به عنوان يبه ا توان
پاتوژن در سطوح  يهااز قارچ يکيس به عنوان ينسيدابل

P.v.C يمنيستم ايماران ضعف سيدر ب يزات پزشکيو تجه 
عوامل و مواد  ييلذا شناسا .دانست يدزيماران ايژه بيبه و
 ياژهيت ويامروزه از اهم يکروبيت ضد ميخاص يدارا

 .باشديرخوردار مب

      
  يریگجهینت 

 ةنانوذرق حاضر، يج به دست آمده در تحقيبر اساس نتا  
ZnO لم يوفيبر ب يار قابل توجهيبس يکنندگ يضدعفونر يثأت
. نشان داد دهايوساير بيسه با سايدر مقا سينسيدا دابليکاند

بات يژه ترکيبه و يضد قارچ ياستفاده گسترده از داروها
-د منجر به مقاومت در گونهس حايازيديرمان کاندازول در د

 يهان رو استفاده از تستيدا شده است؛ از ايکاند يها
هر  يمناسب برا يقبل از انتخاب دارو يمناسب ضد قارچ

ن امر منجر ياست که ا يذکر شده ضرور يهاک از عفونتي
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 يدرمان يهاه و انتخاب پروتکليثانو يهابه کاهش مقاومت
ن يدست آمده در اج بهيبا توجه به نتا .رددگيمناسب م

ق وابسته به ياز طر  ZnO و SDS  ةدو مهارکنند ق اثريتحق
 سينسيدابل لميوفيب ا کامل رشدي يغلظت، قادر به مهار نسب

  م داردير غلظت ارتباط مستقييزان مهار رشد با تغيبوده و م
 از يريگشيد مناسب در پيوسايک بي تواند به عنوانيکه م

سطوح  يژه بر رويبه وس ينسيا دابلديکاند يهابروز عفونت
 يمنيستم ايس ةکنندفيماران تضعيب ةمورد استفاد يپزشک
 . به کار رود ها يدزيمانند ا

      یدردانق 

 ةدانشکد يمعاونت پژوهش يت ماليق با حماين تحقيا
 ةنامانيت مدرس تحت عنوان پايدانشگاه ترب يعلوم پزشک

. انجام شده است يپزشک يشناسقارچ ةرشد رشتايکارشناس
کارشناسان  ييايک يآقاو  يخانم رازق سرکار در انتها از

که در انجام  يشگاهيو علوم آزما يشناسمحترم گروه قارچ
  .گردديم يارگز، سپاساندمطالعه دخالت داشته
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Abstract 

Colorimetric MTT Assessment of Antifungal Activity of ZnO Nanowires 
Against Candida Dubliensis Bioflm 

 
Seyedeh Sadighe Hosseni1*, Hamid Reza Joshaghani2, Mehdi Eskandari3 

 
 

Background and Objective: In recent years the incidence 
opportunistic fungual infections has in creased dramatically.One of 
the most common fungal pathogen Candida dubliniensis, 
colonization and biofilm formation on the surfaces of medical 
devices. The aim of this study was to evaluate the inhibitory activity 
of zinc oxide nanoparticles against C. dubliniensis biofilm 
formation by the MTT colorimetric method is measured.  
Materials and Methods: In this study, ZnO nanoparicles using the 
sol-gel was prepared, size and type of particles, respectively, by 
scanning electron microscopy (SEM) and X-Ray-Diffraction were 
determined. The Minimum inhibitory concentration (MIC) of 
growth dilution method was done by microdilution test. 
C.dubliensis biofilms (DSY 1024) after 48h incubation at 37ºC 
inhibited the information of nanoparticles ZnO,SDS and 
Fluconazole drug as a positive control on Candida biofilms was 
assessed by MTT tetrasolium salt reduction. The collected data 
using statistical t-test and SPSS software were analyzed. 
Results: The results of this study showed that a minimum 
concentration of inhibitor nanoparticles, ZnO, SDS and fluconazole, 
respectively: 9/25, 0/02, 8 µg/ml. Inhibitory strength of biofilm 
adhesion in the presence of nanoparticles ZnO, SDS and 
fluconazole, equivalent to more than twice the concentration of the 
MIC was determined.  
Conclusion: In this study, ZnO nanoparticles synthesized by a 
chemical method indicat that has anti-fungal properties. Therefore, 
a new way of working for the prevention of biofilm formation of 
Candida biofilms particularly associated with medical devices to be. 
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