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نام نويسند‌گان مجله علمي پژوهشي د‌انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

  پاييز 1391   صفحات  207  تا  212     شماره 3   سال دهم  

مقاله
تحقيقاتي

 بررسي اثر ضد قارچي نانو ذره اکسيد روي بر مهار رشد بيوفيلم 
سويه استاندارد کانديداآلبيکنس در کاتتر

ناهيد دارابي صوفيان1، *شهلا رودبارمحمدی 2، حسین نادری منش3، علی مصطفائی4، محمود وحیدی5

چكيد‌ه
سابقه و هدف: کانديدا آلبيکانس معمول‌ترين پاتوژن قارچي در ارتباط با کلونيزاسيون و تشکيل بيوفيلم در وسايل پزشکي از جمله 
کاتتر است. بيوفيلم‌هاي کانديديايي به شدت متشابه  »به درمان‌هاي ضد قارچي معمول مقاوم هستند. از آنجا که تعويض مداوم اين 
وسايل مشکل و پرهزينه است دست يابي به راهکارهايي جهت شناسايي سريع و کنترل عفونت‌هاي بيوفيلم ضروري است. هدف 

از اين مطالعه بررسي استفاده از نانوذرات اکسيد روي در ساخت کاتتر وبررسي اثر مهاري آن در ممانعت از تشکيل بيوفيلم بود.
مواد و روش‌ها: دراين مطالعه تجربي ابتدا در ساخت کاتترهاي پلي وينيل کلرايد، نانو ذرات اکسيد روي با غلظت 2/027 ميکروگرم 
بر ميلي ليتر استفاده شد. تشکيل بيوفيلم در فاصله‌هاي زماني 2، 4، 6، 10، 24، 48 ساعت از طريق تست احياي XTT که يک روش 

نيمه کمي است و اندازه گيري وزن خشک بررسي شد.
يافته‌ها: دربررسي‌هاي انجام شده XTT با گذشت زمان در کاتترهاي حاوي اکسيد روي افزايش تراکم سلولي )افزايش جذب نوري( 

کمتري نسبت به کاتترهاي فاقد آن ديده شد. در اندازه گيري وزن خشک نيز نتايج مشابهي مشاهده گرديد.
بحث و نتيجه‌گيري: با توجه به تشکيل بيوفيلم بر روي وسايل و تجهيزات پزشکي مانند: انواع کاتتر، ايمپلنت، دندان مصنوعي، 
دريچه‌هاي مصنوعي قلب و غيره مي‌توان از نانوذره اکسید روی به عنوان يک عامل مهاري رشد بيوفيلم در بسياري از سطوح و 

ابزار پزشکي بهره گرفت.
کلمات کليدي: کانديدا آلبيکانس، بيوفيلم، نانو ذره اکسيد روي، XTT، عفونت‌هاي بيمارستاني

پژوهشگر، ایران، تهران، دانشگاه تربيت مدرس،دانشکده پزشکی، گروه قارچ‌شناسی پزشکی 1	ـ
استاديار، ایران، تهران،   دانشگاه تربيت مدرس، دانشکده پزشکی، گروه قارچ‌شناسی پزشکی )*نويسنده مسئول( 2	ـ

sh.mohammadi@modares.ac.ir :تلفن: 82884540-021           آدرس الكترونكي 	
استاد، ایران، تهران، دانشگاه تربیت مدرس، دانشکده علوم پایه، گروه بیوفیزیک 3	ـ

استاد، ایران، کرمانشاه، دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه، گروه ایمنی‌شناسی 4	ـ
مربی، ایران، تهران، دانشگاه علوم پزشکی آجا، دانشکده پیراپزشکی، گروه علوم آزمایشگاهی 5	ـ

مقدمه
حساسيت ذاتي به وسايل پزشکي رو به افزايش است. تکنولوژي 
مدرن امکان استفاده از وسايل جديد پزشکي را فراهم کرده و ترکيبي 
از عوامل افزايش جمعيت بيماران و استفاده از وسايل پزشکي که 
در بدن به‌کار مي‌روند )ايمپلنت، پروتز، کاتتر، دريچه‌هاي مصنوعي 
قلب وغیره( سبب افزايش عفونت‌هاي بيمارستاني مرتبط گرديده 

است )4-1(.  ميکروارگانيسم‌هاي مختلف که توانايي تشکيل بيوفيلم 
را دارند مي‌توانند روي اين مواد چسبيده و با کلونيزاسيون و ايجاد 
عفونت مشکلات خاصي را سبب مي‌شوند. بيوفيلم در واقع به معني 
اتصال، تجمع و تراکم پيچيده ارگانيسم‌ها بر روي سطوح مختلف 
به‌خصوص پليمريک است )3 ، 4(. آزاد شدن اين ميکروارگانيسم‌ها 
به درون خون مي‌تواند باعث يک عفونت منتشره شود اين در حالي 

تاریخ اعلام قبولی مقاله: 1391/4/6 تاریخ اعلام وصول: 1390/12/8	 	
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است که درمان عفونت‌هاي منتشره حاصل از اين ميکروارگانيسم‌ها به 
واسطه وجود بيوفيلم مشکل است )5(. چرا که دفاع ميزبان و همچنين 
درمان دارويي را با اختلال روبرو مي‌کند. در واقع تشکيل بيوفيلم به 
ارگانيسم توان رقابت با فلور نرمال موجود در حفرات بدن را مي‌دهد، 
همچنين به عنوان يک مخزن مطمئن در رهاسازي سلول‌هاي عفونت 
زا عمل مي‌کند )6 ، 7 ، 8 ، 9(. عفونت‌هاي ادراري، گوش مياني، 
پلاک‌هاي دندان، پوشش لنزهاي تماسي، اندوکارديت و سيستيک 
فيبروزيس از جمله فرايندهاي عفونت زا مي‌باشند که بيوفيلم در ارتباط 
با آن‌هاست. ماهيت شيميايي سطوح تماس تا حد زيادي در تشکيل 
بيوفيلم نقش دارد )10 ، 11 ، 12(. مثلا  آلودگي سطوح لاتکس يا پلي 
وينيل کلرايد خيلي بالا ولي پلي اورتان و سيليکون کمتراست )13(.
بيوفيلم  تشکيل  از  مي‌توان  وسايل  اين  جنس  تغيير  با  بنابراين 
کانديديايي ممانعت کرد. توجه به خواص ضد قارچي و باکتريايي، 
نانوذرات اکسيد روي در ساختمان کاتترها به‌کار رفته و تاثير آن در 

ممانعت از تشکيل بيوفيلم بررسي خواهد شد )14(.

روش بررسي
آلبيکانس    ابتدا سویه استاندارد کانديدا   در اين مطالعه تجربي، 
C°37 و به مدت 18 ساعت در محيط  ATCC10231، در دمای 

سابرودکستروز آگار کشت داده شد وسپس يک لوپ پر از کلني 
رشد کرده به محيط YNB با 50 ميلي مولار گلوکزمنتقل و بعد از 
18 ساعت،سلول‌ها )که در انتهاي فاز لگاريتمي هستند( جمع‌آوري 
  YNB شسته شد و دوباره به محيط (PH=7/2) PBS گرديد و 2 بار با
حاوی 100 میلی‌مالار گلوکز منتقل واز آن سوسپانسيون استاندارد 
سلولي ml⁄cell 107×1 )که در طول موج 520 نانومتر جذب نوری 

0/8 دارد( تهيه شد.

توليد نانوذرات کلوئيدي اکسيدروي
ابتدا استات‌روي در حلال آب حل شده و روي هم‌زن مغناطيسي 
در دماي C°80 قرار مي‌گيرد. سپس اتيلن گليکول به صورت قطره 
قطره به محلول اضافه شده و بعد از گذشت 2 ساعت از زمان 
واکنش نانوذرات کلوئيدي در محلول شکل مي‌گيرد. براي اطمينان 
از تشکيل نانوذرات کلوئيدي از ميکروسکوپ الکتروني عبوري 
(TEM) استفاده مي‌شود. در اين مرحله كنترل قطر نانوذرات بسيار مهم 

مي‌باشد. اتيلن گليکول بايد در طول زمان واكنش به محلول اضافه 
گردد تا به طور يكنواخت در محلول پخش گردد. شکل نانوذرات 
كلوئيدي اكسيدروي تاثير پذيري زيادي از غلظت استات‌روي دارد. 
با تغيير غلظت استات‌روي احتمال عدم تشيكل نانوذرات كروي و 

يكنواخت وجود دارد.

اضافه کردن محلول کلوئيدي به گرانول
در اين مرحله گرانول‌هاي خام را در محلول کلوئيدي نانوذرات 
اکسيدروي به مدت 1 ساعت غوطه‌ور کرده و در حمام التراسونكي 
قرار داده تا نانوذرات اکسيدروي، روي گرانول‌ها قرار گيرند. سپس 
 70°‍C گرانول‌ها از محلول خارج شده و درون خشک‌کن در دماي
خشک مي‌شود. دوباره گرانول‌ها در محلول كلوئيدي نانوذرات 
اكسيدروي غوطه‌ور و اين كار براي 5 مرتبه انجام مي‌شود )هر 
مرحله غوطه‌وري به مدت 1 ساعت و در هر مرحله عمل خشك 
كردن انجام مي‌شود(. در اين مرحله پخش شدگي نانوذرات روي 
گرانول‌ها بسيار مهم مي‌باشد. زيرا اگر نانوذرات به طور مناسب و 
يكنواخت روي گرانول‌ها پخش نشده باشند؛ خاصيت ضد قارچ و 
باكتري آنها بسيار كاهش مي‌يابد. بنابراين اين مرحله بسيار با اهميت 
مي‌باشد؛ و بايستي كنترل به گونه‌اي صورت پذيرد كه نانوذرات 
به طور يكنواخت روي گرانول‌ها پخش شوند. براي كنترل در اين 
مرحله از حمام آلتراسون استفاده مي‌گردد. با تنظيم بسامد آلتراسون 
و دماي آن نانوذرات اكسيدروي به طور منظم و يكنواخت روي 
گرانول‌ها پخش مي‌گردد. در اين كار از محلول كلوئيدي نانوذرات 
اكسيدروي به جاي نانوپودر اكسيدروي استفاده مي‌شود، زيرا در 
اين روش پخش شدگي نانوذرات در پليمر به صورت يكنواخت 
صورت گرفته و از كلوخه‌شدگي نانوذرات جلوگيري مي‌شود. 
پخش‌شدگي نانوذرات در پليمر يكي از پارامترهاي مهم در خواص 
ضدقارچي پليمرن‌هايي مي‌باشد. بنابراين اگر از نانوپودر اكسيدروي 
استفاده شود، نانوذرات در پليمر به صورت غيريكنواخت پخش 

شده و خواص ضدقارچي به شدت كاهش مي‌يابد.
ميکروسکوپ  از  استفاده  با  خشک‌شده  گرانول‌هاي  پايان  در 
الکتروني ‌براي مشاهده مورفولوژي و پخش يكنواخت نانوذرات 
اكسيدروي مشخصه‌يابي مي‌شوند.در این مطالعه از میکروسکوپ 
الکترونی SEM  مدل فیلیپس آلمان در دانشگاه تربیت مدرس استفاده 
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ناهيد دارابي صوفيان و همکاران 209بررسي اثر ضد قارچي نانو ذره اکسيد روي بر بر مهار رشد بيوفيلم

شد.تست‌هاي ضد قارچ و باکتري نيز روي نمونه‌ها انجام مي‌شود. 
براي انجام تست‌هاي ضد قارچ و باکتري ابتدا قارچ و باکتري مورد 
نظر کشت داده مي‌شود و اين گرانول‌ها در معرض اين قارچ و 
باکتري‌ها قرار مي‌گيرند. بعد از 24 ساعت نمونه‌ها با ميکروسکوپ 

مشاهده شده و ميزان رشد قارچ و باکتري اندازه‌گيري مي‌شود
تشکيل بيوفيلم در invitro: کانديدا آلبيکانس در محيط YNB که 
 37°C حاوي 50 ميلي مولار گلوکز است کشت ويک شب در
ml/ انکوبه گرديد. سپس ازآن يک سوسپانسيون سلولي با غلظت
با اکسيدروي  نانوذرات  کاتترهاي حاوي  تهيه شد.   1×107  cell

به قطر 1/5 سانتي‌مترمربع  ليتر  بر ميلي  MIC 2/027 ميکروگرم 

بريده ودرپليت‌هاي 12 خانه‌اي کشت بافت، حاوي سرم جنين 
گاوي براي 24 ساعت در C°37 قرار گرفت. سپس به ديسک‌ها 
μl 80 سوسپانسيون سلوليml/cell 107 ×1 افزوده و 90 دقيقه در 
C°37 انکوبه گرديد در مرحله بعد شستشو با PBS جهت حذف 

سلول‌هايي که متصل نشده‌اند انجام شد؛ و به پليت‌هاي جديد که 
حاوي 4 ميلي ليتر YNB با 50 ميلي مولار گلوکزمنتقل و 48 ساعت 

در C°37 نگهداري شد.
جهت جلوگيري از خطاي کاري اين آزمايش سه بار تکرار گرديد 
وهمزمان از کاتترهاي فاقد اکسيد روي به عنوان کنترل استفاده شد.

اندازه گيري بيوفيلم
1- اندازه گيري وزن خشک: ابتدا ديسک‌هاي کاتتر قبل از تلقيح 
توزین شد.  48 ساعت بعد از تلقيح ديسک‌ها از محيط خارج و 
و 2 بار با PBS (PH=7/2) )جهت حذف سلولهاي متصل نشده( 
شسته شد سپس يک شب در دماي اتاق در تاريکي قرار گرفت 
تا خشک شود وبعد وزن آن اندازه گر فته شد. تفاضل وزن قبل 

از تلقيح وبعد از آن وزن بيوفيلم است.
 mg/ml ابتدا غلظت : (XTT) 2- سنجش احياي رنگ تترازوليوم
0/25 از XTT در PBS تهيه وبا فيلتر 0/2 صاف شد. محلول 
کوآنزيم 5Q ميلي گرم در 1 ميلي ليتر PBS تهيه شد )بلافاصله 
قبل از هر تست آماده شد(.بعد از تشکيل بيوفيلم، ديسک‌ها 2 
بار با PBS براي خارج کردن سلول‌هاي متصل نشده شسته شد 
وسپس جهت جدا سازي سلول‌هاي مخمري از سطح ديسک‌ها 
از تريپسين استفاده شد بدين ترتيب که ابتدا در دوطرف تريپسين 

ريخته 7 دقيقه سانتريفوژدر 4 درجه سانتي‌گراد با دور 10000 
انجام شد. بعد بلافاصله تريپسين را خالي و 100 ميکروليتر 
محيط YNB اضافه گرديد و 10 دقيقه در 4 درجه سانتيگراد 
با دور 12000 سانتريفوژ شد. محلول رويي تخليه و دوباره 
100 ميکروليتر محيط افزوده و بعداز ورتکس به پليت‌هاي 96 
خانه‌هاي منتقل شد به هر چاهک 50 ميکروليتر کوانزيم Q و 
100 ميکروليتر XTT اضافه شد. 3 ساعت در C°37 در جاي 
تاريک قرارگرفت وسپس از هر چاهک 100 میکرولیتر به پليت 
جديد منتقل و 100 ميکروليتر DMSO 5٪ اضافه شد وبعد از 10 
دقيقه در پليت ريدر تغيير کالررنگ متري درطول موج 492 

نانومتر قرائت گرديد.
      همچنين آناليز آماري از طريق آزمون آماري t-test صورت 

پذيرفت.

يافته‌ها
از  اكسيدروي  نانوساختارهاي  كريستالي  ساختار  بررسي  جهت 
تکنيک XRD استفاده گرديد که با توجه به شرايط توليد وافزايش 

دماي رشد، شدت پيک‌ها افزايش يافته و تيزتر شدند. )شکل 1(
از ميکروسکوپ الکتروني جهت شناسايي نانو ذرات استفاده شد. 
قدرت تفکيک SEM نزديک به چند نانومتر است وبزرگ‌نمايي اين 

ابزارها بين 10 تا 300000 مي‌باشد. )شکل 2(
اندازه گيري وزن خشک بيوفيلم بالغ بعد از 48 ساعت انجام شد 
اين اندازه گيري 4 بار تکرار شد وميانگين ± انحراف استاندارد، 
در بيوفيلم کاتترهاي فاقد نانوذرات اکسيد روي 0/0021 0/0083± 
گرم ودر کاتترهاي حاوي اکسيد روي 0/002 ±0/0025 گرم حاصل 

.)P=0/006( گرديد
سنجش احياي رنگ تترازوليوم در ساعت‌هاي مختلف انجام ومنحني 
آن رسم شد. )شکل 3( با گذشت زمان ميزان جذب يعني تراکم 
سلولي افزايش يافت. بعداز 8 ساعت افزايش فعاليت متابوليکي 
ديده شد )هر چند بيوفيلم بالغ بعد از 48 ساعت تشکيل مي‌شود( 
دربررسي با ميکروسکوپ نوري در 2 ساعت اول سلول‌ها به صورت 
مخمري بود بعداز 4 ساعت جوانه زده وشروع به تشکيل فيلامان 
وهايفای کاذب وگاه هايفاي واقعي کردند وبعداز 8 ساعت کلني‌ها 
توسعه يافت وکاملا فرم رشته‌اي ديده شد اين بررسي در کاتترهاي 
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حاوي اکسيد روي نيز انجام شد که در اين کاتترها جذب نوري با 
گذشت زمان به ميزان کمتري افزايش يافت ودربررسي ميکرئسکوپي 

تراکم کمتر سلول‌ها مشاهده گرديد. )شکل 4(

بحث
 کانديدا آلبيکانس معمول‌ترين پاتوژن قارچي در ارتباط باکلونيزاسيون 
وتشکيل بيوفيلم در وسايل پزشکي از جمله کاتتر است. بيوفيلم‌هاي 
کانديديايي به درمان‌هاي ضد قارچي معمول مقاوم هستند )15(. 
تخمين زده شده 2 تا 12 درصد از کاتترها باعث عفونت مي‌شوند 
و کميته نظارت بر عفونت‌ها بيمارستاني نشان داده که 87 درصد از 
عفونت‌هاي اوليه خوني در ارتباط با کاتترها مي‌باشد )6(.بيوفيلم‌هاي 
کانديديايي به درمان‌هاي ضد قارچي معمول مقاوم هستند از آنجا 
که تعويض مداوم اين وسايل مشکل وپر هزينه است دست يابي 
به راهکارهايي جهت شناسايي سريع و کنترل عفونت‌هاي بيوفيلم 
ضروري است. دراين تحقيق جهت مهار تشکيل بيوفيلم بر روي 
کاتتر از نانوذرات اکسيد روي استفاده شد، اکسيد روي يک ترکيب 
غير آلي محلول درآب است وخواص ضد باکتري وضد قارچي آن 
به اثبات رسيده است اين نانوذره با اتصال به غشا ميکروارگانيزم‌ها 
فاز تأخيري چرخه رشد را طولاني کرده و سبب طولاني شدن 
مدت زمان جوانه زني ارگانيسم‌ها مي‌شود )16(. قارچ‌ها پس از 

شکل 2-شماي ميکروسکوپ الکتروني کاتتر حاوي نانو ذرات اکسيد روي

شکل 3-  سنجش احياي رنگ تترازوليوم در ساعت‌هاي مختلف )افزايش 
جذب نوري با گذشت زمان مشاهده شد(

شکل 4- مقايسه جذب نوري در کاتترهاي حاوي اکسيد روي وفاقد آن

شکل 1- شماي XRD از نانوذره اکسید روی
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120 دقيقه تماس با اکسيد روي تخريب مي‌شوند. همچنين روش 
ZnO مي‌تواند روش سودمندي براي مهار قارچ‌ها  فتوکاتاليتيک 
باشد و ترکيب نانوذره ZnO و ايوگانول بر عليه کانديداآلبيکنس 
درمحيط آزمايشگاه (In vitro) مورد ارزيابي قرار گرفته واثرات آن 

به اثبات رسيده است.
خصوصيات ضدقارچي ترکيبات کربني کروي با اکسيدروي نيز 
مورد بررسي قرارگرفته است و مشخص شده که با افزايش دما 
فعاليت ضد قارچي ترکيبات کروي کربني با اکسيدروي افزايش 
نيافته، بلکه با افزايش غلظت پودر فعاليت ضدقارچي افزايش پيدا 
خواهد کرد. از ديگر مصارف اکسيد روي در پزشکي به موارد زير 

مي‌توان اشاره کرد:
مخلوط آن با 5 ٪ اکسيد آهن تحت عنوان کالامين نام دارد. در مخلوط 
با اوژنول به عنوان يک آنتي سپتيک موضعي به‌کار مي‌رود. همچنين 
از آن به صورت کرم در درمان بثورات قنداقي استفاده مي‌شود يا بر 
روي نوارهايي تحت عنوان نوارهاي اکسيد روي جهت پيشگيري 

از تخريب بافت نرم در طول درمان جراحات بکار مي‌رود.
 2/ 027 MICبا توجه به تحقيق‌های انجام شده از اکسيدروي با
ميکروگرم بر ميلي ليتر در کاتتر استفاده شد وبعد از اطمينان از 
 XRD توزيع يکنواخت آن در سطح کاتتر از طريق انجام پراکنش
و ميکروسکوپ الکتروني (SEM)، تاثير آن بر تشکيل بيوفيلم با 

استفاده از روش نيمه کمي رنگ سنجي )احياي XTT( اثر نانوذرات 
اکسيد روي مورد بررسي قرار گرفت. اين روش متکي بر توانايي 
دهيدروژناز ميتوکندري در تبديل نمک تترازوليوم به رنگ فورموزان 
قابل اندازه گيري با اسپکتروفتومتر مي‌باشد )17(.اين اندازه گيري به 
وضوح تفاوت قابل ملاحظه‌اي را متناسب با تراکم سلولي بيوفيلم 
در ساعت‌هاي مختلف در کاتترهاي حاوي اکسيد روي وفاقد آن 
نشان داد )شکل 4(. اندازه گيري وزن خشک در بيوفيلم کاتتر در 
هر دوحالت، )کاتترهاي فاقد نانوذرات اکسيد روي 0/0021 0083± 
/0 گرم ودر کاتترهاي حاوي اکسيد روي 0/002 ±0025 /0( نيز 

مؤيد تاثير نانو ذرات مي‌باشد)18(. 
با توجه به آزمون آماري t-test که بين گروه‌هاي موردآزمايش و 
گروه کنترل منفي صورت پذيرفت اختلاف معناداري بين گروه‌هاي 

.)p<0/05) موردآزمون و کنترل مشاهده شد با
با توجه به اثرات شناخته شده ضد قارچي وضد باکتريايي نانوذرات 
اکسيد روي، مي‌توان با به‌کار گيري علم نانوتکنولوژي ازآن بر روي 
سطوح آلي و غيرآلي و بسياري از وسايل و تجهيزات پزشکي مانند: 
انواع کاتتر، ايمپلنت، دندان مصنوعي، دريچه‌هاي مصنوعي قلب 
وغيره به عنوان يک عامل خود پاک کننده در زدودن آلودگي در 

بسياري از سطوح و ابزار پزشکي بهره گرفت.
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Abstract

Background: Candida albicans is an important human pathogen that can causes systemic infections, 

predominantly among populations with weak immune systems. Candida spp. produces biofilms on synthetic 

materials such as catheter, which facilitates adhesion of the organisms to devices. Since the frequent 

replacement of these devices is difficult and expensive to achieve solutions for rapid identification and control 

of biofilm infections is essential. The purpose of this study is;the use of zinc oxide nanoparticles in the 

manufacture catheter and evaluation of its inhibitory effect in preventing of the biofilm formation.

Materials and Methods: In this experimental study, the catheters in making poly vinyl chloride, Znonano 

particles with aconcentration 2.027 μg/ml was used. Biofilms were formed over a series of time intervals (2, 

4, 6, 8, 24 and 48 h). At each time interval, biofilm formation was measured with the XTT and biomass assay 

and concurrently assessed by light microscopy .

Results: Results showed that catheters containing zinc oxide increases with time in cell density 

(absorbance increase) were lower than those without catheters. Similar results were also measured in dry 

weight.

Conclusion: This study demonstrated antifungal activity of ZnO .therfor biofilm formation on medical 

equipment such as catheters, implants, dentures, artificial heart valves, etc can be inhibited by ZnO 

nanoparticles.
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