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ABSTRACT  
Background and Aim: Prevalence of drug resistance in Candida Albicans hinders common 
treatments with conventional antifungal drugs. A stockpile of research is being done to 
discover novel antifungal drugs. Chitosan has emerged as a promising antimicrobial and 
biodegradable polymer with various medical applications. The significant antimicrobial 
potential of some of the secondary metabolites from plants has been confirmed in several 
studies. Thymol, Carvacrol and Isothiocyanate are three plant secondary metabolites with 
strong antifungal properties. In this study, the synergistic effect of Thymol, Carvacrol and 
Isothiocyanate with chitosan against C. Albicans was tested. 
Materials and Methods: The minimum inhibitory concentration and synergistic effects of 
chitosan with Thymol, Carvacrol and Isothiocyanate were assessed in checkerboard assay. 
The minimum fungicidal concentrations against C. Albicans, time kill assay and growth curve 
were tested subsequently. 
Results: The results of the checkerboard test confirmed the synergistic effects of chitosan 
with all three investigated plant metabolites. The Chitosan- Thymol combination represented 
the most effective antifungal activities against C. Albicans based on the time kill and growth 
curve assay results. 
Conclusion: Chitosan- Thymol combination can be a promising compound for control of C. 
albicans. Chitosan- Thymol combination sharply declined the number of viable cells during 
the first two hours. This ability can be tested in further studies as a biopolymer or nano-
capsulated drug. 
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 هیعل اناتیوسیزوتیکارواکرول و ا مول،یبا ت توزانیک یضد قارچ ییمطالعه اثرات هم افزا

 کنسیآلب دایکاند
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  چکیده 

متعارف را ناکارآمد سـاخته   یضدقارچ يبا داروها جیرا يدرمان ها کنس،یآلب ادیدرکاند ییمقاومت دارو وعیش  :زمینه و هدف

 سـت یو ز یکروب ـیضـد م  مـر یپل کی ـ تـوزان یک .در حال انجام اسـت  دیجد یضدقارچ يکشف داروها يبرا يادیز قاتیتحق. است

در مطالعـات مختلـف    اهانیگ هیثانو يها تیاز متابول یبرخ یکروبیضد  ییتوانا. باشد یم یمختلف درمان يبا کاربردها ریپذ هیتجز

مطالعـه،با   نی ـلـذا ا . هسـتند  يقـو  یبا خواص ضـد قـارچ   یاهیسه ماده موثره گ اناتیوسیزوتیکارواکرول و ا مول،یت.ثابت شده است

  .شدانجام  کنسیآلب دایکاند هیعل توزانیبا ک یاهیگ تیسه متابول نیا ییاثرات هم افزا یهدف بررس

 ایزوتیوسیانات و کارواکرول تیمول، با کیتوزان ترکیبات افزایی¬هم اثرات و بازدارندگی غلظت اقلحد سنجش :هامواد و روش

 منحنـی  و زمـان  در کشـتن  روش آلبیکـنس،  کاندیـدا  علیـه  قارچ کشندگی غلظت حداقل  ادامه، در.گرفت انجام چکربورد روش با

  شدند آزمون رشد

 نتایج اساس بر. کرد تایید را استفاده مورد گیاهی ترکیب سه هر با کیتوزان افزایی هم اثر چکربورد آزمون از حاصل نتایج :هایافته

  .داشت را آلبیکنس کاندیدا قارچ کشتن فعالیت موثرترین تیمول -کیتوزان ترکیب رشد، منحنی و زمان در کشتن آزمون از حاصل

 مولیت - توزانیک بیترک. باشد کنسیآلب دایکاندترل تواند یک ترکیب امیدبخش در کنمی مول،یت - توزانیک بیترک :گیري یجهنت

در مطالعات بعدي به عنوان تواند یماین توانایی . به طور چشمگیري تعداد سلولهاي زنده را در دو ساعت اول آزمون کاهش داد

 .آزمون شود ییدارو ينانوکپسوله ها ای پلیمرهاي زیستی

 کنسیآلب دایکاند انات،یوسیزوتیکارواکرول، ا مول،یت توزان،یک: کلیدي يواژه ها

  23/10/99:پذیرش 25/9/99:حیه نهاییاصلا 28/2/98: وصول مقاله
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 مقدمه

-هاي قارچی نرخ بالایی از مرگ و میر را سـبب مـی  عفونت

کاندیـدا  هاي خونی به وسیله از عفونت% 40شوند و بیشتر از 

محـدودیت تعـداد داروهـاي ضـد     . شـوند ایجاد میآلبیکنس 

هاي قارچی را تقویت قارچ فعلی، ظهور سیستماتیک عفونت

ــ ــی در    ک ــت داروی ــزون مقاوم ــترش روز اف ــت و گس رده اس

نیاز بـراي داروهـاي ضـد قـارچی جدیـد بـا       کاندیدا آلبیکانس

  .)3-1(مکانیسم عملکردي نوین را افزایش داده است 

فلوکونــازول یکــی از انــواع آزولهاســت کــه مســیر بیوســنتز  

هـد و رایـج تـرین داروي    ر میارگوسترول را مورد هدف قرا

امـا  . باشـد مـی  کاندیدا هاي مورد استفاده در مهار رشد گونه

هـاي  درمان طولانی و تکراري سبب ظهور و پیـدایش ایزولـه  

. مقاوم به فلوکونازول در میان گونه هاي کاندیدا شـده اسـت  

این امر به دلیل اثـرات متعـدد جـانبی و مقاومـت دارویـی بـه       

 باشد از استفاده طولانی مدت از دارو میعوامل پاتوژن پس 

)4(. 

کیتوزان یک پلیمر زیستی است که از داستیله کـردن کیتـین   

در دیواره خارجی حشـرات، پوسـته سـخت     و حاصل میشود

ایـن پلیمـر طبیعـی،     .شـود پوستان و دیواره قارچها یافـت مـی  

زیست سازگار و قابل تجزیه در محـیط زیسـت و غیـر سـمی     

است و کاربردهاي فراوانی در زمینه تحویل دارو و یا حامـل  

خصوصـیات فیزیکـی و شـیمیایی    . یم هـاي مختلـف دارد  آنز

کیتوزان، این پلیمر را گزینه مناسبی براي کپسوله سازي مواد 

کیتـوزان در شـرایط اسـیدي    . )5( موثره گیاهی ساخته اسـت 

حلالیـت آن   5/6بـالاتر از   pHحلالیت مطلـوبی دارد امـا در   

کیتـوزان داراي فعالیـت ضـد باکتریـایی و ضـد      . ناچیز اسـت 

ایـن  . باشدقارچی علیه طیف وسیعی از میکروارگانیسم ها می

فعالیتهاي ضد میکروبی اغلب به شکل بازدارنـدگی از رشـد   

ت کشندگی آن کمتر بـه اثبـات   باکتري و قارچ است و فعالی

ثابـت شـده اسـت کـه کیتـوزان بـا مداخلـه در        . رسیده اسـت 

شود ریخت زایی دیواره سلولی قارچ مانع از رشد قارچها می

)6-8(.  

گیاهان گستره وسیعی از متابولیت هاي ثانویه با عملکردهاي 

هـاي ثانویـه   متابولیـت . کننـد میفراوان زیستی مطلوب تولید 

اي در محافظت گیاهان علیه پاتوژنهـاي  گیاهی کارکرد ویژه

هـاي غیـر زیسـتی دارنـد     زا و محافظت در برابـر تـنش  بیماري

)9-11(.  

تواند منجر بـه اثـرات   اثرات متقابل بین مواد موثره گیاهی می

. افزایـی شـود  اگونیستیک، افزایشی و یا همآنتی میکروبی آنت

توانـد  معمولا به کارگیري چند ماده موثره گیاهی بـا هـم مـی   

سـبب اخــتلال در چنــد فرآینــد بیوشــیمیایی مختلــف شــده و  

در سـالهاي اخیـر گسـترش    . عوامل میکروبـی را از بـین ببـرد   

هاي رایج و افزایش علاقـه  ها به آنتی بیوتیکمقاومت پاتوژن

میکروبی طبیعی، تحقیقات روي اثرات ده از مواد ضدبه استفا

 .)12(میکروبی مواد موثره گیاهی را افزایش داده است ضد

ــول  ــل -2(تیم ــول -5-ایزوپروپی ــوترپن  ) متیلفن ــرین من مهمت

شــامل  Lamiaceaeفنــولی جــدا شــده از گیاهــان خــانواده  

ایـن  . باشـد آویشن، پونه، ریحان و جـنس نعنـاي وحشـی مـی    

ماده از نظر سازمان غذا و دارو در محدوده مواد ایمن و قابـل  

-13(هاي غذایی قرار گرفتـه اسـت   استفاده به عنوان افزودنی

مطالعات مختلف نشـان داده اسـت کـه تیمـول خـواص      . )15

. ضدعفونی کننده، ضد التهابی و آنتـی کسـیداتی قـوي دارد   

ــول      ــف تیم ــاي مختل ــري در غلظته ــا قرارگی ــتها ب فیبروبلاس

)μg/mL 25  ــا  72و  48، 24بعــد از ) 100تــا % 96ســاعت، ت

ت سیتوتوکسیتی تیمـول بـر روي سـلولهاي    فعالی. زنده ماندند

 μg/mL400 در غلظــت بیشـتر از  تیپرومونوس ـ يهـا سـلول 

  .)16(گزارش شده است 

کــارواکرول نیــز یــک منــوترپن فنــولی اســت کــه فعالیتهــاي 

هاي بیماري زا مقـاوم بـه   زیستی مختلفی علیه میکروارگانیسم

ــه مقــاوم اورئــوس اســتافیلوکوکوس آنتــی بیوتیــک ماننــد  ب

 Methicillin-resistant Staphylococcus)سـیلین   متـی 

aureus, MRSA)   ــه ــارچی آن علی دارد و فعالیــت ضــد ق

ــوفیلم ــاي بیـ  .Cو  C.albicans, C. glabrataهـ

parapsilosis  17(به اثبات رسیده است(. 
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هــا ترکیبــات طبیعــی گرفتــه شــده از خــانواده ایزوتیوســیانات

Cruciferous هستند که طی تبدیلات آنزیمی از متابولیت-

ن ترکیبـات  ای ـ. آیندهایی به نام گلوکوزینولاتها به دست می

اي دارنـد و  کاربردهاي ضدمیکروبی و ضدقارچی ثابت شده

-سالهاست به عنوان افزودنی در صـنایع غـذایی اسـتفاده مـی    

  .)19, 18(شوند 

افزایـی کیتـوزان بـا سـه مـاده مـوثره       در این مطالعه اثرات هم

گیاهی تیمـول، کـارواکرول و ایزوتیوسـیانات علیـه کاندیـدا      

هدف از این مطالعه یافتن بهترین ماده . آلبیکنس سنجیده شد

افزایی با کیتوزان بـه عنـوان   موثره گیاهی با بیشترین میزان هم

ا آلبیکـنس بـود تـا    قارچی علیه کاندیدیک پلیمر زیستی ضد

-هـا یـا نانوکپسـولهاي ضـد    در مطالعات بعدي به عنوان فـیلم 

 .میکروبی به شکل متصل با کیتوزان مورد استفاده قرار گیرد

  

  ها  مواد و روش

مواد شیمیایی در این پروژه از استیک اســید غلــیظ، معـرف    

رزوزارین، تیمـول، کـارواکرول، ایزوتیوسـیانات و کیتـوزان     

-RPMIو محـیط کــشت   سیگما کره جنوبی  که از شرکت

آلمــان  و سابورودکســتروز آگــار از شــرکت مــرك 1640

قــارچی علیــه کاندیــدا هــاي ضــدفعالیــت .اســتفاده گردیــد

کــــه مقــــاوم بــــه داروي  (ATCC 76615)آلبیکـــانس 

  .فلوکونازول است سنجیده شد

 :سازي کیتوزانآماده

ــا حــل کــردن  % w/v 2/1 غلظــت ــوزان ب گــرم از  06/0کیت

بـه دسـت   % v/v 2 میلـی لیتـر از اسـید اسـتیک     5کیتوزان در 

تنظیم شد تـا اثـرات اسـیدي     6/5محلول بعدا روي  pH. آمد

  .)20(محیط روي خصوصیات قارچ کشی تاثیري نگذارند 

 :سازي مواد موثره گیاهیآماده

هـاي مختلـف بـه عنـوان     بالاترین غلظتی که در بـین پـژوهش  

کاندیـدا  حداقل غلظت بازدارنده تیمول و کـارواکرول علیـه   

لـذا مـا   . مـی باشـد   µg/mL625 ذکر شـده اسـت،   آلبیکنس 

ــالاتر حاصـــل دو بـــه تـــوان    یعنـــی 10اولـــین غلظـــت بـ

µg/mL1024  پــودر . )21(را بــراي شــروع انتخــاب کــردیم

تیمــول و ایــزو تیوســیانات پــس از وزن کــردن در دي متیــل  

حاصـل   µg/mL 1024حل شد، تا غلظت نهایی% 1سولفات 

% 1سـولفات  محلول کارواکرول با استفاده از دي متیل . شود

  )22(رسید µg/mL 1024به غلظت 

  :قارچ سازيآماده

 بـر اسـاس پروتکـل   کاندیـدا آلبیکـنس   سوسپانسیون سـلولی  

CLSI M27-S4 ابتـدا کشـت   بر این اساس . )23(آماده شد

ســابوروي  بــر روي محــیطکاندیــدا آلبیکــنس ایزولــه قــارچ 

سـاعت   24دکستروز براث صورت گرفت و پلیـت هـا بـراي    

 1سپس چنـد کلـونی بـا قطـر حـدود      . قرار گرفتند C 35°در 

مایع حل شد تا کـدورت   BHIمیلی لیتر محیط  5میلیمتر در 

د کـه تعـداد   برس ـ 1/0بـه   nm  600در طـول مـوج  محیط در 

. باشـد سلول در میلـی لیتـر مـی    5×106سلولها در این حالت، 

رقیق شد و بعد از ورتکـس   1:100این سوسپانسیون به نسبت 

رقیق سازي صـورت گرفـت تـا تعـداد      1:20مجددا به نسبت 

  .رسید 5× 103سلولها به 

  :سازي رزوزارینآماده

-hydroxy-3H-phenoxazin-3-7) معرف رزوزارین

one 10-oxide)  که در حالت محلول در آب به رنگ آبی

است، در مطالعات زیستی به عنوان نشانگر زنده بودن سلولها 

هاي دهیدروژناز رزوزارین در اثر فعالیت. شوداستفاده می

گیرد و که در سلولهاي زنده صورت می NADPHمولکول 

به رزوروفین به رنگ   +NADPHاز +Hانتقال الکترونهاي 

 براي به دست آوردن محلول . شودیل میصورتی تبد

(w/v)02/0 گرم از پودر رزوزارین در رزوزارین، دو میلی

لیتر از آب مقطر اتوکلاو شده و استریل حل و میلی 20

   .)24(ورتکس گردید 

  :سنجش حداقل میزان بازدارندگی

سنجش حداقل میزان بازدارندگی بـا اسـتفاده از میکروپلیـت    

تحـت شـرایط اسـتریل و     .خانه پلی استري انجام شد 96هاي 

 RPMIاز محـیط   μL50 بـا اسـتفاده از سـمپلر چندکانالـه     
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سـتون  از  هـاي پلیـت  به تمـام خانـه   %2حاوي گلوکز   1640

از ترکیب ضـد میکروبـی    μL 50سپس . یک تا ده اضافه شد

کیتـــــوزان، تیمــــول، کـــــارواکرول و  (مــــورد آزمــــون   

به خانـه هـاي سـتون اول اضـافه شـد، بعـد از       ) ایزوتیوسیانات

ــه    ــوط درون خانـ ــودن مخلـ ــت نمـ ــا، یکنواخـ از  μL 50هـ

-ها برداشته شد و بـه خانـه  سوسپانسیون یکنواخت درون خانه

یجــاد هــاي ســتون دوم اضــافه شــد، بعــد از پیپــت کــردن و ا 

از سوسپانســـیون  μL 50سوسپانســـیون یکنواخـــت مجـــددا 

هـاي سـتون سـوم اضـافه گشـت، ایـن        برداشته شد و به خانـه 

روند رقیق سـازي ترکیـب ضـد میکروبـی بـه نصـف غلظـت        

در . ستون قبلی در هر ستون، تـا سـتون یـازدهم ادامـه داشـت     

هاي سـتون ده بـه   نهایت غلظت ترکیب مورد آزمون در خانه

µg/ml 1 ــیدر ــپس . سـ ــاده   μL 50سـ ــیون آمـ از سوسپانسـ

هـا از سـتون   در شرایط استریل به تمام خانه کاندیدا آلبیکنس

هاي ستون یازده بـه عنـوان کنتـرل    خانه. یک تا ده اضافه شد

کاندیـدا  از سوسپانسیون  μL 100مثبت آزمایش، تنها داراي 

و خانه هاي سـتون دوازده بـه عنـوان کنتـرل منفـی       آلبیکنس

 μLو سـنجش اسـتریل بـودن آزمـون، فقـط داراي      آزمایش 

سـاعت   48میکروپلیت به مـدت  . از محیط کشت بودند 100

سپس به هر یـک از  . انکوباتور قرار داده شد C 35°در دماي 

از محلـول آمـاده رزوزاریـن     μL 20هـاي میکروپلیـت    خانـه 

(w/v)02/0  %   اضافه شد و به مدت دو سـاعت در انکوبـاتور

حداقل غلظتی از ترکیب کـه  . قرار داده شد C 35°و با دماي 

ــل آورد، حــداقل غلظــت        ــه عم ــت ب ــارچ ممانع ــد ق از رش

 ,Minimum inhibitory concentration)بازدارنـدگی  

MIC) 27-25(ثبت شد  کاندیدا آلبیکنسدر برابر آن(. 

  :تعیین حداقل غلظت قارچ کش

 μ 100 ــه   از سوس ــوط ب ــک مرب ــیون درون چاه و  MICپانس

سابورودکستروزآگار کشت غلظت بالاتر آن در روي محیط 

ــراي   ــدند و ب ــاي   48ش ــاعت در دم ــد  C 35°س ــرار گرفتن . ق

حداقل غلظتی که منجر به عدم رشـد شـد بـه عنـوان حـداقل      

ــی   ــارچ کشــ  Minimum fungicidal)غلظــــت قــ

concentration, MFC)   سـبت  معرفی گردیـد و از نتـایج ن

MFC/MIC    ،براي تعیین خاصیت قارچ کشی اسـتفاده شـد

 4بـود اسـتاتیک و کمتـر از     4طوري که اگر نسبت بیشـتر از  

  .)16(کشنده است 

 :افزاییاثر هم

افزایــی کیتــوزان و تیمــول، کیتــوزان و کــارواکرول، اثــر هــم

کیتـــوزان و ایزوتیوســـیانات بـــا اســـتفاده از آزمـــون رقـــت  

  .تست شدکاندیدا آلبیکنس چکربورد علیه 

ــم   ــرات هـ ــد اثـ ــی توانـ ــورد مـ ــی و چکربـ ــی ، افزایشـ افزایـ

آنتاگونیستیک و یا عدم وجـود اثـر متقابـل دو ترکیـب ضـد      

ــ ــی م ــد میکروب ــل دو . ورد اســتفاده را نشــان ده ــرات متقاب اث

ترکیب در شرایط آزمایشگاهی، معمولا بـر اسـاس شـاخص    

ــنال   ــاري فراکشـ ــت مهـ  inhibitory (Fractional غلظـ

concentration, FIC) شودارزیابی می .FIC    هـر ترکیـب

برابـر اسـت   A ضد میکروبی مورد مطالعه به عنوان مثال ماده 

افزایـی و در ترکیـب بـا     مـون هـم  در آز Aآن مـاده   MICبا 

کـه بـه   نظـر هنگـامی  A خـود مـاده    MIC، تقسیم بـر  Bماده 

از  FICسـپس شـاخص    .تنهایی مورد استفاده قرار می گیـرد 

  :فرمول زیر به دست می آید

FICI = FICA + FICB 
: آیـد تفسیر میزان هم افزایی بر اساس فرمول زیر به دست می

5/0 < FICI     فزایـی، انشـان دهنـده اثـر هـمFICI    و  5/0بـین

اثـر   1و  76/0بـین   FICIافزایـی نسـبی،   نشانگر اثـر هـم   75/0

دهنده عدم تـاثیر مـواد روي هـم    نشان < FICI 1-4افزایشی، 

نشـان دهنـده اثـر بازدارنـدگی هـم خواهـد بـود         FICI  <4و

)28(.  

  :روش کشتن در زمان

فارلند تهیـه   ابتدا سوسپانسیون سلولی قارچ با غلظت نیم مک

لیتر از سلولهاي میلی 10براي هر آزمون چهار فالکون با . شد

در ایـن تحقیـق،   . قارچ با کدورت گفته شده مورد نیاز اسـت 

وزان و هریـک از مـواد مـوثره گیـاهی مـورد مطالعـه، بـا        کیت

شکل تنهـا و   بهکاندیدا آلبیکنس علیه  MICغلظت دو برابر 

سـپس در فواصـل   . یا همراه با یکدیگر به کـار گرفتـه شـدند   
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، 80، 60، 40، 20دقیقه از لحظـه صـفر و در دقیقـه     20زمانی 

، میکروبـی دقیقه بعد از اضافه کردن عوامـل ضـد   120و  100

Lµ 100 هاي نیمه از هر چهار فالکون برداشته شد و در پلیت

 C°سـاعت در  24هـا  بعد از اینکه پلیت. بسته آگار کشت شد

هـاي هـر پلیـت بـا کمـک      نگهداري شدند، تعداد کلـونی  37

الگـوي کـاهش تعـداد    . دستگاه کلونی شمار بـه دسـت آمـد   

آنهـا و اثـرات    10logسلولهاي زنده بر اساس عدد حاصـل از  

  .)30, 29(افزایی آنها با هم سنجیده شد هم

  :منحنی رشد

کیتــوزان و هریــک از مــواد مــوثره  بــراي بررســی نحــوه اثــر

واثـرات متقابـل کیتـوزان بـا هـر یـک از        گیاهی مورد مطالعه

روي الگـوي رشـدي   مواد مـوثره گیـاهی مـورد مطالعـه، بـر      

اد از روش مقایسات منحنـی رشـد ایـن مـو    کاندیدا آلبیکنس 

در مقایسـه بـا شـرایط کنتـرل مـورد      کاندیـدا آلبیکـنس   علیه 

هـاي  بـراي ایـن منظـور ابتـدا از کلـونی     . استفاده قرار گرفـت 

لیتـر از محـیط مـولر    هـا در ده میلـی  ایزوله هر یک از باکتري

انکوبـاتور شـیکر دار در دمـاي     هینتون مایع کشـت شـد و در  

°C 37        ســاس نگهـداري شـدند تـا میـزان کـدورت آنهـا بـر ا

600OD  شود که نشان دهنده قرارگیري سلولها در  6/0حدود

سـپس سـلولها بـا    . باشـد اواسط مرحله رشدي لگـاریتمی مـی  

  600 اســتفاده از محــیط مــولر هینتــون مــایع رقیــق شــدند تــا 

OD   ــا ــر بـ ــا برابـ ــد 2/0آنهـ ــپس . گردیـ از  Lµ 1000سـ

در ویالهـاي جداگانـه ریختـه    کاندیدا آلبیکنس سوسپانسیون 

توزان با هر یک از مواد موثره گیاهی مورد مطالعـه بـا   کی. شد

بـه  کاندیدا آلبیکنس خود علیه  MICغلظتی دو برابر غلظت 

ــاوي آن اضـــافه شـــدند  ــا در . ویالهـــاي جداگانـــه حـ تیوبهـ

ــایکلر  ــدند  C 37°ترموس ــداري ش ــانی  . نگه ــل زم در فواص

مشخص، بعد از یک، دو، چهار، شش و هشت ساعت بعد از 

میکروبی به سـلولها، بـا اسـتفاده از دسـتگاه      افزودن مواد ضد

این . هر ویال خوانده شد OD 600اسپکتروفوتومتر کدورت 

  .)31(آزمون دو مرتبه تکرار شد 

  :آنالیز آماري

تجزیه واریـانس  هاي آماري با استفاده از آزمون تمام بررسی

افـزار  مقایسـه میـانگین تـی تسـت در نـرم     یک طرفه و آزمون 

SPSS )05/0سـطوح معنـی داري   . انجام گرفت) 16خه نس 

p<در نظر گرفته شد.  

 

  هایافته

  :سنجش حداقل میزان بازدارندگی

ــا هــر ســه مــاده تیمــول، کــارواکرول و    ترکیــب کیتــوزان ب

افزایـی نشـان   اثـر هـم  کاندیدا آلبیکـنس  ایزوتیوسیانات علیه 

ــب حــداقل و    . داد ــه ترتی ــد تیمــول و کــارواکرول ب هــر چن

در بین سـایر   راکاندیدا آلبیکنس  علیه MICن حداکثر میزا

 ).1جدول (ترکیبات نشان دادند 

  :کش تعیین حداقل غلظت قارچ

ایزوتیوسـیانات اثـرات    -تیمول و کیتوزان -ترکیب کیتوزان

ــالایی علیــه     ــم افزایــی ب مقــاوم بــه  کاندیــدا آلبیکــنس  ه

در حالیکه ایـن ترکیبـات در زمـان    . فلوکونازول نشان دادند

به شکل مجزا، بازدارنده رشد قارچ بودنـد، اسـتفاده    استفاده

ایزوتیوسـیانات منجـر    -تیمول و کیتـوزان  -همزمان کیتوزان

 ).2جدول (به کشتن کامل قارچ شد 

  :روش کشتن در زمان

 -افزایــی کیتــوزانمنحنــی کشــتن در زمــان در آزمــون هــم 

ایزوتیوسـیانات بـا    -تیمول،کیتوزان کـارواکرول و کیتـوزان  

تیمـــول،  -تـــوزان، تیمـــول و ترکیـــب کیتـــوزاناعمـــال کی

کــارواکرول،  -کیتــوزان، کــارواکرول و ترکیــب کیتــوزان 

ایزوتیوسـیانات   -کیتوزان، ایزوتیوسیانات و ترکیب کیتوزان

انجـام شـد و   کاندیـدا آلبیکـنس   علیه  MICغلظت دو برابر 

هـاي  سـلول  CFU/mL10 log نتایج به صورت تغییرات در 

سپس منحنی مربوط با اسـتفاده از نـرم   زنده نشان داده شد و 

 کیتـوزان بر این اساس ترکیب تیمول . رسم شد Excelافزار 

ایزوتیوسیانات بهترین کـارایی و عملکـرد را در    -و کیتوزان

بـه  . در زمان کوتـاهتر نشـان دادنـد   کاندیدا آلبیکنس کشتن 

دقیقـه کـاهش شـدیدي در     100طوري که طی مدت زمـان  

را تا  CFU/mL10 log یجاد کردند و تعداد سلولهاي زنده ا
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ــد   -درحالیکــه ترکیــب کیتــوزان . شــش عــدد کــاهش دادن

دقیقه موفق به کـاهش چشـمگیر تعـداد     120کارواکرول در 

  ).1شکل(سلولهاي زنده شد 

  :منحنی رشد

تیمول،کیتــوزان  -بــه منظــور مطالعــه مکانیســم اثــر کیتــوزان

دا کاندیـــعلیـــه  ایزوتیوســـیانات -کـــارواکرول و کیتـــوزان

کدورت محیطهاي کشت حاوي کیتوزان، تیمول، آلبیکنس 

کارواکرول، ایزوتیوسـیانات و ترکیـب آنهـا بـا کیتـوزان بـا       

در زمانهـــاي مختلـــف بـــه وســـیله  MICغلظــت دو برابـــر  

تیمـول   -ترکیب کیتوزان. گیري شد اسپکتروفوتومتر اندازه

کدورت سلولها را در یک ساعت اول به نصف کـاهش داد  

در حالیکـه ترکیبـات   . ساعت به صفر رسـانید  و در مدت دو

ایزوتیوسـانات در مـدت    -کارواکرول و کیتوزان -کیتوزان

دو ســاعت کــدورت بــه نصــف و بعــد از چهــار ســاعت بــه  

نزدیک صفر رسید و تا بعد از هشت ساعت کدورت محیط 

  ).2شکل (را در محدوده صفر نگه داشتند 

 

: MIC .کاندیدا آلبیکنسکیب کیتوزان با تیمول، کارواکرول و ایزوتیوسیانات علیه سنجش حداقل میزان بازدارندگی  تر. 1جدول

حداقل غلظت بازدارندگی هر ماده : MICBحداقل غلظت بازدارندگی هر ماده به تنهایی،  :MICA حداقل غلظت بازدارندگی،

شاخص غلظت مهاري فرکشنال که حاصل : FICIغلظت مهاري فراکشنال، : FICافزایی و در ترکیب با ماده دوم، در آزمون هم

  .باشددو ماده مورد آزمون می FICجمع 

 

: MIC. کاندیدا آلبیکنستعیین حداقل غلظت قارچ کش ترکیب کیتوزان با تیمول، کارواکرول و ایزوتیوسیانات علیه . 2جدول

حداقل غلظت بازدارندگی هر ماده در : MICBنهایی،حداقل غلظت بازدارندگی هر ماده به ت :MICAحداقل غلظت بازدارندگی،

کشی هر ماده در حداقل غلظت قارچ: MFCBکشی، حداقل غلظت قارچ: MFCافزایی و در ترکیب با ماده دوم، آزمون هم

  .افزایی و در ترکیب با ماده دومآزمون هم

 تفسیر نتایج
MIC (μg/mL) 

 ترکیبات مورد استفاده
FICI FIC MICB MICA 

 5625/0 افزایی نسبیهم
 تیمول 128 8 0625/0

 کیتوزان 32 16 5/0

 

 625/0 افزایی نسبیهم
 کارواکرول 512 64 125/0

 کیتوزان 32 16 5/0

 

افزایی هم

 نسبی
5321/0 

 ایزوتیوسیانات 512 16 031/0

 کیتوزان 32 16 5/0

MIC (μg/mL) 
ترکیبات مورد 

 استفاده

  MFC/MICA MFCA ایجتفسیر نت MFC/MICB MFCB تفسیر نتایج

 16 4 کشنده قارچ
بازدارنده رشد 

 قارچ
 تیمول 512 4

 32 2 کشنده قارچ
بازدارنده رشد 

 قارچ
 کیتوزان 128 4

 

 256 4 بازدارنده رشد قارچ
بازدارنده رشد 

 قارچ
 کارواکرول <1024 <4
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 )آ)                                                                            (ب(

  

  

  

  

  

  )ج(  

  

 ایزوتیوسیانات با غلظت دو برابر حداقل - کارواکرول و کیتوزان - انتیمول،کیتوز- منحنی کشتن در زمان ، کیتوزان. 1شکل 

، )مثلث تو خالی( μg/mL 64 کیتوزان ،)مثلث سیاه پر شده(کنترل  )آ(کاندیدا آلبیکنسعلیه  (MIC)رشد  بازدارندگی غلظت

مثلث سیاه (کنترل ) ب). (لیدایره تو خا( μg/mL256 و تیمول  μg/mL 64 ، ترکیب کیتوزان)دایره پر شده( μg/mL256 تیمول 

و  μg/mL 64 ، ترکیب کیتوزان)دایره پر شده( μg/mL1024 ، کارواکرول )مثلث تو خالی( μg/mL 64 کیتوزان ،)پر شده

، )مثلث تو خالی( μg/mL 64 کیتوزان ،)مثلث سیاه پر شده(کنترل ) ج). (دایره تو خالی( μg/mL1024 کارواکرول 

  ).دایره تو خالی( μg/mL1024 و ایزوتیوسیانات  μg/mL 64 ، ترکیب کیتوزان)دایره پر شده( μg/mL1024 ایزوتیوسیانات 

  

 

 64 4 بازدارنده رشد قارچ
بازدارنده رشد 

 قارچ
 کیتوزان 128 4

 

 64 4 د قارچبازدارنده رش
بازدارنده رشد 

 قارچ
 ایزوتیوسیانات <1024 <4

 32 2 کشنده قارچ
بازدارنده رشد 

 قارچ
 کیتوزان 128 4

تیمول- کیتوزان  
 - کیتوزان

ایزوتیوسیانات - کیتوزان  
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  )آ)                                                                              (ب(

  

  

  

  

  

  

  

  

  )ج(

 غلظـت  حـداقل  برابـر  دو غلظـت  ایزوتیوسـیانات بـا   -کـارواکرول و کیتـوزان   -کیتـوزان , تیمول -منحنی رشد کیتوزان. 2شکل 

 ، تیمـول  )مثلـث تـو خـالی   (μg/mL 64 کیتوزان ،)مثلث سیاه پر شده(کنترل  )آ(آلبیکنس  کاندیدا علیه) MIC( رشد بازدارندگی

μg/mL256 )دایره پر شده(ترکیب کیتوزان ، μg/mL 64  و تیمول μg/mL256 ) پـر   مثلـث سـیاه  (کنتـرل  ) ب). (دایره تو خـالی

و  μg/mL 64 ، ترکیـب کیتـوزان  )دایـره پـر شـده   ( μg/mL1024 ، کـارواکرول  )مثلـث تـو خـالی   (μg/mL 64 کیتـوزان  ،)شـده 

، ایزوتیوسـیانات  )مثلث تو خالی(μg/mL 64 کیتوزان ،)مثلث سیاه پر شده(کنترل ) ج). (دایره تو خالی( μg/mL1024 کارواکرول 

 μg/mL1024 )دایره پر شده(ان، ترکیب کیتوز μg/mL 64  و ایزوتیوسیانات μg/mL1024 )دایره تو خالی.(  

  

ایزوتیوسیانات - کیتوزان  

تیمول- کیتوزان کارواکرول - کیتوزان   
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  بحث

افزایـی کیتـوزان بـا سـه مـاده مـوثره       در این مطالعه اثرات هم

ــرات      ــا اث ــیانات ب ــارواکرول و ایزوتیوس ــول، ک ــاهی تیم گی

مقـاوم بـه   کاندیـدا آلبیکـنس   ضدقارچی اثبـات شـده، علیـه    

نتایج حاصل بر اساس . فلوکونازول مورد مطالعه قرار گرفت

از آزمون چکربورد هر سه ماده در ترکیب با کیتوزان اثرات 

هر چنـد کـم تـرین غلظـت بازدارنـده      . افزایی نشان دادندهم

 μg/mL 8رشد مربوط به ترکیب کیتوزان تیمول بـا غلظـت   

مطالعات قبلی نشان داده . کیتوزان بود  μg/mL 16 تیمول و

 تریـایی قـوي علیـه    بود نانوذرات کیتوزان حاوي اثر ضـد باک 

Staphylococcus aureus  نتـــایج آزمـــون  .)5(دارنـــد

افزایی بین کیتـوزان و  حداقل غلظت کشندگی وجود اثر هم

ایـن اثـر در   . مواد موثره گیاهی مورد اسـتفاده را تأییـد کـرد   

تیمول و کیتوزان ایزوتیوسـیانات محـدوده   -ترکیب کیتوزان

ــدوده      ــه مح ــارچ ب ــد ق ــدگی رش ــوزان را از بازدارن ــر کیت اث

هــاي در پژوهشــی دیگــر، نانوکپســوله. کشــندگی ارتقــا داد

میکروبی قـویتري  کیتوزان حاوي اسانس آویشن، اثرات ضد

طوریکه افزایش غلظـت   نشان داد، بهکاندیدا آلبیکنس علیه 

ها منجر به افـزایش توانـایی   اسانس آویشن درون نانوکپسوله

کاندیـدا آلبیکـنس   هاي کیتوزان علیه قارچی نانوکپسولهضد

  .)32(شد 

آزمونهاي کشتن در زمان و منحنی رشد، اثرات کشندگی و 

تیمـول در مـدت زمـان     -بازدارندگی رشد ترکیب کیتـوزان 

. را تأییـد کردنـد  کاندیـدا آلبیکـنس   کمتر از دو ساعت علیه 

ــوزان   ــب کیتـ ــد ترکیـ ــوزان  -هرچنـ ــارواکرول و کیتـ  -کـ

کاندیـدا  ایزوتیوسیانات نیز با کـاهش تعـداد سـلولهاي زنـده     

به نزدیک صفر، در کمتر از دو ساعت نتایج قـارچ  آلبیکنس 

اما بهترین و . نشان دادندکاندیدا آلبیکنس کشی موفقی علیه 

، ترکیــب کاندیــدا آلبیکــنسرل ســریعترین ترکیــب در کنتــ

  ). 2و 1شکل (تیمول بود  -کیتوزان

مشخص شده است که غلظت پایین کیتوزان که براي 

هاي قارچ کشنده نیست، منجر به ایجاد تغییراتی در سلول

کیتوزان به دلیل . شودپایداري یونی و متابولیسم سلولی می

نفی خود قادر به اتصال به غشا سلولی که بار م بار مثبت

در نتیجه این اتصال و ایجاد یک میدان . باشددارد، می

الکتریکی، قدرت تبادل مواد با محیط بیرون سلول کاهش 

یابد و میزان یون پتاسیم موجود در سطح بیرونی غشا می

-یابد و لذا یونهاي پتاسیم درون سلولی خارج میکاهش می

ولیز این امر مقدمه تخریب کانالهاي غشایی و پلاسم. شوند

از طرف دیگر تیمول و . )4(کند سلولی را فراهم می

کارواکرول ترکیباتی چربی دوست هستند که به درون غشا 

کنند و مسیر بیوسنتز آرگسترول را سلولی قارچ نفوذ می

دهند و سبب لیز سلولی و در نهایت مرگ هدف قرار می

لذا با توجه به نتایج به دست ). 24(ند شوسلول قارچ می

آمده در این پژوهش، غلظت اندك کیتوزان با ناپایدار 

در . دهدکردن غشا، امکان ورود و تاثیر تیمول را افزایش می

نتیجه این دو ماده در حالت ترکیبی با یکدیگر، در غلظتی 

کمتر از میزان حداقل غلظت بازدارنده خود قادر به ایجاد 

-میکاندیدا آلبیکنس غشا سلول قارچ و کنترل  تخریب در

  .باشند

مطالعات پژوهشگران قبلی بر روي سمیت تیمول براي 

سلولهاي قرمز خون نشان داد که غلظت پایینتر از 

μg/mL100  خاصیت همولئوتیکی نشان % 2تیمول حدود

هم  μg/mL 2000 غلظت بالاي حدود حتی در. )33(دادند 

بود همچنین % 30پوشی و حدود این میزان قابل چشم

آزمایشات متعدد اثرات سمیت کیتوزان بر روي سلولهاي 

اریتوسیتی انسان، اثرات بسیار جزیی لیزکنندگی را نشان داد 

و کیتوزان در محدوده مواد ایمن براي استفاده دارویی و یا 

قل داروهاي مختلف، قرار داده است استفاده به عنوان نا

)34(. 

  

 نتیجه گیري 

نتایج ضد قارچی و هم افزایی ترکیب تیمول و کیتوزان با 

 μg/mL 16تیمول و μg/mL 8 ینغلظت هاي بسیار پای
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کیتوزان در آزمون تعیین حداقل غلظت بازدارندگی علیه 

و عملکرد افزایشی کشندگی این ترکیب کاندیدا آلبیکنس 

 μg/mL 32تیمول و  μg/mL  16با غلظت هاي بسیار پایین

کیتوزان علیه این قارچ، با نتایج کارایی این ترکیب در 

در کاندیدا آلبیکنس چ کشتن سریع و آسیب دیواره قار

کمتر از دو ساعت از تیمار سلولهاي قارچی در آزمون هاي 

. کشتن در زمان و منحنی رشد، همخوانی بالایی نشان داد

این نتایج حاکی از کارایی و تاثیر بالاي ترکیب تیمول و 

کیتوزان با غلظت هاي بسیار پایین و ایمن سلولهاي انسانی 

هاي بعدي در راستاي تولید فیلم بنابراین، پژوهش. باشندمی

تیمول  - هاي پلیمري یا نانوکپسولهاي ضدقارچی کیتوزان

می تواند راهگشاي مشکل روزافزاي مقاومت دارویی در 

 .باشدکاندیدا آلبیکنس 

 

 تشکر و قدردانی

این پژوهش با حمایـت مـالی دانشـگاه علـوم پزشـکی اراك      

شـماره   انجام شده است و موفق بـه دریافـت کـد اخـلاق بـه     

IR.ARAKMU.REC.1396.54 کـدام   چیه ـ. شده است
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