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ABSTRACT

Background & Objectives: Cold Plasma is an emerging non-thermal, chemical-free,
environmentally friendly disinfection technology. Plasma-activated water has received
considerable attention from researchers in recent years. Despite extensive studies on the
antibacterial effects of plasma-activated water, its anti-eukaryotic effects have not been
identified. In humans, Acanthamoeba causes granulomatous encephalitis, skin ulcers, and
Acanthamoeba keratitis. Considering the health importance of Acanthamoeba, this study
investigated the anti-amoeba effect of plasma-activated water on trophozoites and cysts of
Acanthamoeba castellanii.
Methods: In this study, plasma-activated water prepared by the cold atmospheric plasma
method.Physicochemical properties of produced water were evaluated by measuring pH,
hydrogen peroxide, nitrite, and nitrate. To assess the effect of plasma-activated water on A.
castellanii, trophozoites and cysts were exposed to plasma-activated water for 0.5, 1, 2, 3, 4,
and 5 hours. Three replicates were examined each time. At the mentioned times, cell viability
was calculated by trypan-blue staining and counting on a hemocytometer, and the results were
statistically analyzed.
Results: Based on the physicochemical results, the mean pH of plasma-activated water in this
study was about 3.4, and the amount of hydrogen peroxide, nitrate, and nitrite were 102, 737,
and 36.94 μM, respectively. The present study showed that plasma-activated water killed A.
castellanii trophozoites after three hours of exposure and A. castellanii cysts after four hours
of exposure. On the other hand, some trophozoites gradually became cysts after exposure to
plasma-activated water. These cysts became more resistant to plasma-activated water and
inactivated after five hours of exposure.
Conclusion: In this study, for the first time, the effect of plasma-activated water on A.
castellanii was investigated. The results of the present study showed that plasma-activated
water is able to inactivate A. castellanii trophozoites and cysts. Therefore, plasma-activated
water can be used to disinfect and inactivate A. castellanii.
Keywords: Acanthamoeba castellanii; Trophozoites; Cysts; Plasma; Water
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چکیده
زگار بـا  و سـا یمیاییبـدون مـواد ش ـ  ی،حرارتیرغیضدعفونجهت نوظهور يفناوریکسرد يپلاسمازمینه و هدف:

رغـم  . علـی محققان گرفتـه اسـت  بسیاري از مورد توجه هاي اخیرسالدر آب فعال شده با پلاسمااست. یستزیطمح
مطالعات گسترده و بررسی اثرات ضدباکتریایی آب فعال شده با پلاسما، اثرات ضد یوکاریوتی آن مشـخص نگردیـده  

هـاي پوسـتی و کراتیـت آکانتاموبـایی در انسـان      ولوماتوز، زخمانسفالیت گرانعامل ایجادکننده آکانتومبااست. آمیب 
، در این مطالعه اثر ضدآمیبی آب فعال شده با پلاسما بـر تروفوزوئیـت و   آکانتاموبابا توجه به اهمیت بهداشتی است. 
بررسی گردید. آکانتاموبا کستلانیهاي کیست

-ویژگـی لاسماي سرد در فشار اتمسفر استفاده گردید. جهت انجام این مطالعه از آب فعال شده با روش پروش کار: 

، میزان پراکسـید هیـدروژن، یـون نیتریـت و نیتـرات ارزیـابی       pHگیري هاي فیزیکوشیمیایی آب تولید شده با اندازه
به مـدت آکانتاموبا هاي ، تروفوزوئیت و کیستآکانتاموبا کستلانیبراي ارزیابی اثر آب فعال شده با پلاسما بر گردید. 

ساعت با آب فعال شده با پلاسما مواجه گردیدند. براي هر زمان سه تکـرار مـورد بررسـی قـرار     5و 4، 3، 2، 1، 5/0
بلـو و شـمارش روي لام هموسـیتومتر    آمیـزي تریپـان  ها با رنـگ مانی سلولهاي مذکور میزان زندهگرفت. در زمان

محاسبه گردید و نتایج مورد بررسی آماري قرار گرفت.
، میـزان  4/3آب فعال شده با پلاسـما در ایـن مطالعـه در حـدود     pHبر اساس نتایج فیزیکوشیمیایی، میانگین ها:هیافت

میکرومولار حاصـل شـد.  94/36میکرومولار و میزان نیتریت 737میکرومولار، میزان نیترات 102پراکسید هیدروژن 
را پـس از سـه سـاعت    آکانتاموبا کسـتلانی هاي وفوزوئیتنتایج مطالعه حاضر نشان داد که آب فعال شده با پلاسما تر

-ساعت مواجهه از بین برد. از طرف دیگر تعدادي از تروفوزوئیت4را پس از آکانتاموبا کستلانی هاي مواجهه و کیست
هـا مقاومـت بیشـتري را در    شده با پلاسما به تدریج تبدیل به کیست شدند. ایـن کیسـت  ها پس از مواجهه با آب فعال

مقابل آب فعال شده با پلاسما از خود نشان دادند و پس از پنج ساعت مواجهه از بین رفتند.
مـورد بررسـی قـرار    آکانتاموبـا کسـتلانی  در این مطالعه براي اولین بار اثر آب فعال شده با پلاسما بـر  گیري:نتیجه

هـاي  هـا و کیسـت  ز بین بردن تروفوزوئیـت گرفت. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که آب فعال شده با پلاسما قادر به ا
آکانتاموبا کستلانی توان جهت ضدعفونی کردن و از بین بردن باشد. بنابراین از این نوع آب میمیکستلانیآکانتاموبا

استفاده کرد.
ها، پلاسما، آبها، کیست، تروفوزوئیتآکانتاموبا کستلانیهاي کلیدي:واژه
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مقدمه
طلـب،  سلولی فرصـت یک آمیب تکآکانتامبایاختهتک

عنوان یک آمیـب  داراي میتوکندري، زندگی آزاد  و به
از همه جـاي  شود که تقریباًمحسوب می1آمفیزوییک

حکایت از مقاومت له و این مساجدا شده است طبیعت 
نامناسـب، از  هـاي بالاي آمیب مذکور در برابر محیط

جمله اسمولاریته بالا، دما، فشار، ترکیبات ضـدمیکروبی  
 ـآکانتامبـا زندگی ه . در چرخ]1،2[و... است  ه دو مرحل

متمایز وجود دارد. تروفوزوئیت که شـکل متحـرك و   
مقاومه باشد و مرحله کیست که مرحلفعال آمیب می

هـا پـس از   کیست].3[شود آمیب محسوب میه و خفت
ه ارگانیسم با شرایط نامطلوب مانند اسمولاریته مواجه

گردنـد و  شـدید ایجـاد مـی   pHبالا، دماي نامناسـب،  
توانند براي چندین سال خفته بمانند تـا زمـانی کـه    می

آکانتاموبـا آمیـب  ]. 4،5غذا در دسترس قـرار گیـرد [  
دچـار نقـص سیسـتم ایمنـی     قادر است در افرادي کـه 

هستند مانند بیماران مبتلا به ایـدز، کودکـان، بیمـاران    
انـد باعـث   لوکمی و افرادي که پیوند دریافـت کـرده  
) و GAE(2ایجـــاد انســـفالیت گرانولومـــاتوز آمیبـــی

از آکانتاموبـا هـاي  ]. گونـه 6شـود [ هـاي پوسـتی   زخم
عفونـت قرنیـه هسـتند. کراتیـت     ه عوامل ایجاد کننـد 

) بــه عنــوان یــک عفونــت چشــمی AK(3تاموبــاییآکان
شـده اسـت.   تهدید کننده در سراسـر جهـان شـناخته   

لنزهاي تماسی عامل اصلی ابتلا به کراتیت آکانتاموبایی 
در افـراد سـالم و افـراد بـا نقـص      هستند با ایـن حـال   

اند، سیستم ایمنی که در معرض آب آلوده قرار گرفته
، التهـاب همـراه بـا    دهد، که بـا درد شـدید  نیز رخ می

قرمزي و فتوفوبیا همراه است و اگر سـریع تشـخیص   
داده نشود اپیتلیـوم قرنیـه تحـت نفـوذ آمیـب قـرار       

شود که در نهایت منجـر بـه   گیرد و زخم ایجاد میمی
از دیگر نکـات مهـم   . ]7[شوداز دست دادن بینایی می

ایـن اسـت کـه    آکانتامبادر خصوص آمیب هاي جنس 

1 Amphizoic
2 Granulomatous Amebic Encephalitis
3 Acanthamoeba keratitis

ــواع  آمیــب در طبیعــت ــراي ان بــه عنــوان مخزنـــی ب
ــاکتري ـــه ب ـــر گون ــاتوژن نظی ـــونلاهـــاي هــاي پ ، لژی

ــوري ــاکتر پیل ـــرا، هلیکوب ــو کل ـــاکتریوم ، ویبری مایکوب
و بورخلـدریا  لیسـتریا مونوسـیتوژنز  ، اویـوم، سالمونلا

انـد و سـبب حفـظ، تکثیــر و     سودومالئی شناخته شده
.  ]8،9شوند [انتقال این عوامل باکتریایی می

در آکانتامبـا مـانی آمیـب   مطالعات زیادي روي زنـده 
ــر،    ــه کلـ ــده از جملـ ــدعفونی کننـ ــواد ضـ ــر مـ برابـ
مونوکلرامین، ازون، اشعه ماوراء بنفش، مـس و نقـره،   

PHMB4ــارچ ــدین، ســیکلوهگزیماید، ، ق کــش اکینوکان
حـال  ]. با این10-12... انجام شده است [وکلرهگزیدین 

فت ترکیبات جدید بـا  مطالعات زیادي همواره جهت یا
اثر بیشتر و عوارض جانبی کمتر در حـال انجـام اسـت.    

هـاي امیدوارکننـده، ضـدعفونی بـا     یکی از ایـن تکنیـک  
است. پلاسما، چهارمین حالـت  استفاده از پلاسماي سرد

ماده پس از جامد، مایع و گاز است. پلاسـما یـک مـاده    
هاي مثبـت و  رساناي الکتریکی است که سرشار از یون

هـاي  پذیر متعدد مانند گونههاي واکنشمنفی، رادیکال
تعداد زیادي )،RNS) و نیتروژن (ROSفعال اکسیژن (

از پرتوهاي الکترومغناطیسی و میـدان الکتریکـی قـوي    
هاي شیمیایی آب فعال شده مهمترین ویژگیباشد.می

با پلاسماي سرد اتمسـفریک کـه ارتبـاط مسـتقیمی بـا      
بی آن دارد، میـزان پراکسـید   میزان فعالیت ضدمیکرو

ــده در آن     ــد ش ــرات تولی ــت و نیت ــدروژن، نیتری هی
ــت [   ــما اس ــد پلاس ــب فراین ــدف از ].4،13،14متعاق ه

حاضر بررسی اثر احتمـالی آب فعـال شـده بـا     ه مطالع
هــاي آمیــب هــا  و کیســتبــر تروفوزوئیــت5پلاســما

بوده است.آکانتاموبا کستلانی

4 Polyhexamethylene Biguanide
5 Plasma-activated water (PAW)
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روش کار
EE/1401.2.24.85505/Scu.ac.irاین مطالعه با کـد 

در کمیته اخلاق به تصویب رسیده است.
تولید آب فعال شده با پلاسما 

در این تحقیق از آب فعال شده با روش پلاسماي سرد 
در فشار اتمسفر با اسـتفاده از دسـتگاه تهیـه شـده در     
مرکز تحقیقات لیزر و پلاسماي دانشگاه شهید چمـران  

گاه تولیـد پلاسـماي سـرد در    اهواز استفاده شد. دسـت 
اي از جـنس  فشار اتمسفر، شـامل دو الکتـرود اسـتوانه   

 ـو ضcm7آلومینیوم به قطر حـدود   خامت حـدود  ــ
cm3 است که در فاصلۀ قابل تغییري در حدودcm1

هاي مقابل هم، گیرند. این استوانهو مقابل هم قرار می
ــرار    ــاملا بســته ق ــۀ از جــنس پلکســی و ک ــک جعب در ی

گیرنـد کـه قابلیـت تزریـق هـر گـازي و از جملـه        می
براي تولید آب فعال شـده بـا پلاسـما    اکسیژن را دارد. 

میلی لیتر) درون 35بدین منظور حجم مشخصی آب (
دقیقـه قـرار گرفـت تـا     10دستگاه پلاسما براي مدت 

ترکیبات شیمیایی فعال کـه داراي اثـرات ضـدمیکروبی    
ــود.  ــتگاه 1شــکلهســتند در درون آن ایجــاد ش ، دس

حاضر در مرکز تحقیقات لیزر ه طراحی شده در مطالع
پس از تهیه آب فعال شده با دهد. و پلاسما را نشان می

متـر  pHبـه وسـیله دسـتگاه     pHگیري اندازهپلاسما، 
ــی   ــد و ویژگ ــام گردی ــیمیایی آن  انج ــاي فیزیکوش ه

گیري شد. ولتاژ مورد اسـتفاده در ایـن دسـتگاه    اندازه
مدت زمان فرایند تولید آب فعال شـده  کیلوولت،20

دقیقه و هـواي معمـولی بعنـوان اتمسـفر     10با پلاسما 
این دسـتگاه  ه داخل محفظه استفاده شد. حجم آب اولی

ــی35 ــده    میل ــد ش ــایی آب تولی ــم نه ــر و حج 21لیت
ــی ــود.میل ــر ب ــد آب  جلیت ــه تولی ــرایط بهین ــات ش زئی

آمده است.1شده با پلاسما در جدول فعال
شـده بـا   هاي فیزیکوشیمیایی آب فعالویژگیابی ارزی

پلاسما 
یــزان پراکســید هیــدروژن در آب گیــري مانــدازه-

شده با پلاسمافعال

گیـري پراکسـید هیـدروژن یـک     اساس کار در انـدازه 
سـولفات  اکسـی واکنش رنگی است کـه در آن تیتـانیوم  

)TiOSO4  ــدروژن ــید هی ــا پراکس ــنش داده و ) ب واک
]TiO(H2O2)]+2اسـید  تیتانیـک پـر کمپلکس زرد رنگ 

407شود که شدت رنگ آن در طول مـوج  تشکیل می
باشد. به گیري مینانومتر با اسپکتروفتومتر قابل اندازه

هـاي نیتریـت   دلیل اینکه در ایـن واکـنش وجـود یـون    
آزاید براي تواند تداخل ایجاد کند، از محلول سدیممی

شـود و  تفاده میاحیاء نیتریت به نیتروژن مولکولی اس
ــدروژن  ــید هی ــت پراکس ــه غلظ ــاقی در نتیج ــت ب ثاب

]. 15ماند [می

. دستگاه طراحی شده براي تولید آب فعال شده با پلاسما1شکل 

ینه تولید آب فعال شده با پلاسما. جزئیات شرایط به1جدول 

جهت تعیـین غلظـت پراکسـیدهیدروژن در آب فعـال     
میکرولیتر از آب تهیه شده 100شده با پلاسما، مقدار 

خانـه ریختـه شـد و    96به درون چاهـک میکروپلیـت   
60میکرولیتر محلول سدیم آزاید 10سپس به ترتیب 

ــی ــولامیلــــ ــول 50ر و مــــ ــر محلــــ میکرولیتــــ

کیلوولت20ولتاژ
دقیقه10مدت زمان فرایند

ولیهواي معماتمسفر داخل محفظه
لیترمیلی35حجم آب اولیه

لیترمیلی21±1حجم آب تولید شده
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درصد حـل شـده در اسـید    5/2سولفات اکسیتیتانیوم
سولفوریک دو مولار به آن افزوده شد. میزان جـذب  

نانومتر 407نوري رنگ زرد ایجاد شده در طول موج 
با استفاده از دستگاه الایزا ریدر قرائـت گردیـد. بـراي    

حلول ابتدا م، تهیه منحنی استاندارد پراکسید هیدروژن
میکـرو  510مولار از پراکسید هیدروژن (1/0استوك 

هـاي  هـایی بـا غلظـت   مولار) تهیه شد. سـپس محلـول  
و 750، 500، 250، 100، 75، 50، 25، 10، 5مختلــــف (

ــد [ 1000 ــه ش ــولار) از آن تهی ــامی 14میکروم ]. از تم
میکرولیتر برداشته شـد و  100ها طبق روش بالا، رقت

اي ریختـه شـد و پـس از    خانـه 96هاي پلیت در چاهک
، سـولفات اکسـی افزودن سدیم آزاید و محلول تیتانیوم

نــانومتر تعیــین 407هـا در طــول مـوج   جـذب نمونــه 
گردید. منحنی استاندارد در نرم افزار اکسل و با قرار 

هــاي مختلــف دادن مقــادیر جــذب در برابــر غلظــت
ترســیم گردیــد. غلظــت پراکســید هیــدروژن در     

فعال شده با پلاسما با قرار دادن مقادیر هاي آب نمونه
ـــج ـــذب در معـــ ـــادله منحــــ ـــنی اســ تاندارد ــ
)0526/0 +X0002/0Y= ،9984/0=R2 بـــه دســـت (

آمد.
در آب )-NO2گیـري میـزان یـون نیتریـت (    اندازه-

شده با پلاسمافعال
واکـنش  اساس کار در آزمون تعیین غلظـت نیتریـت،  

ر یک محیط اسـیدي اسـت   د1آمیدنیتریت با سولفانیل
آزونیـوم  گیري ترکیبات بـا ماهیـت دي  که سبب شکل

ــی ــه   م ــب ب ــن ترکی ــپس ای ــود. س ــل)-N-)1ش -نفتی
ملحق شده و یک رنگ 2هیدروکلریدديآمیندياتیلن

شود که جـذب آن  آزو صورتی رنگ پایدار تشکیل می
شود. به روش اسپکتروفتومتري تعیین می

میلی لیتر 5است که روش انجام آزمون بدین صورت 
هاي آزمـایش تمیـز   از آب فعال شده با پلاسما به لوله

آمید میکرولیتر از محلول سولفانیل100منتقل شده و 
هـا بـه   یک درصد به آن افزوده شـد. محتویـات لولـه   

1 Diazotizing Agent
2 Coupling Agent

2-8شـیکر آزمایشـگاهی مخلـوط و بـه مـدت      ه وسیل
100دقیقه در دمـاي اتـاق انکوبـه گردیـد. در ادامـه      

ــ ــرف میکرولیت ــل)-N-)1ر از مع ــلنفتی ــیندياتی -آم
ها ها اضافه و لولههیدروکلریدریک یک درصد به لوله

دقیقه در دماي اتـاق  20ها به مدت هم زده شد. لوله
انکوبه گردید تا رنگ صورتی ارغوانی توسعه یابـد. در  

نـانومتر  540هـا در طـول مـوج    نهایت جـذب نمونـه  
 ـ  ک، بـه جـاي آب   قرائت گردید. جهت تهیه نمونـه بلان

فعال شده با پلاسما از آب مقطر اسـتفاده شـد. بـراي    
ــ ــول   ه تهی ــدا محل ــت ابت ــتاندارد نیتری ــی اس 50منحن

ــه    ــونیزه تهی ــدیم در آب دی ــت س ــولار نیتری میکروم
، 5/0، 25/0هاي مختلـف  گردید. از این محلول غلظت

ــه شــد. در میکرومــولار رقیــق25و 5، 1 ســازي و تهی
هـا مطـابق روش   هر یک از رقـت لیتر ازمیلی5نهایت 

هاي آزمایش ریختـه شـد و پـس از    ذکر شده در لوله
هـا قرائـت گردیـد.    طی مراحل یـاد شـده، جـذب آن   

منحنی استاندارد در نرم افزار اکسـل و بـا قـرار دادن    
هـاي مختلـف ترسـیم    مقادیر جذب در برابـر غلظـت  
هاي آب با قرار دادن گردید. غلظت نیتریت در نمونه

تاندارد ــــــجـــذب در معادلـــه منحنـــی اسمقـــادیر
)0506/0 +X0331/0Y= ،9914/0=R2 بـــه دســـت (

آمد. 
شـده بـا   گیري میزان نیتـرات در آب فعـال  زهاندا-

پلاسما
اساس کار در این آزمون، احیاي نیترات به نیتریـت در  

ــون محــیط اســیدي مــی ــد. جهــت انجــام آزم 5، باش
هـاي  لولـه لیتر از آب فعـال شـده بـا پلاسـما بـه     میلی

ــه آن    ــپس ب ــده و س ــل ش ــز منتق ــایش تمی 100آزم
10میکرولیتـر اسـید کلریـدریک یـک مـولار و ســپس      

درصــد H3NSO3 (8/0میکرولیتــر ســولفامیک اســید (
افزوده شد. محلول حاصله توسط شیکر لولـه مخلـوط   

نانومتر قرائـت  220گردید و جذب آن در طول موج 
آب فعال شده گردید. جهت تهیه نمونه بلانک، به جاي 

]. جهـت تهیـه   16با پلاسما از آب مقطر اسـتفاده شـد [  
ــیم    ــرات پتاس ــک نیت ــرات از نم ــتاندارد نیت ــی اس منحن
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005/0استفاده شد. براي این منظور محلـول اسـتوك   
هاي مولار از این نمک در آب تهیه شد و سپس غلظت

میکرو مولار از محلـول اسـتوك بـا رقیـق     400-25/0
لیتـر  میلـی 5هاي مختلف از غلظتسازي تهیه گردید. 

گیـري  در لوله آزمایش ریخته شد و مطابق بالا اندازه
نیترات انجام شد. براي هر غلظت سه لولـه آزمـایش   

منحنی استاندارد در نرم افـزار اکسـل و   برداشته شد. 
هــاي بــا قــرار دادن مقــادیر جــذب در برابــر غلظــت
ي هـا مختلف ترسیم گردید. غلظت نیتـرات در نمونـه  

آب بــا قــرار دادن مقــادیر جــذب در معادلــه منحنــی 
ــتاندارد  ) Y=0.003X+0.0173, R2= 0.9986اسـ

دست آمد.به
کشت تروفوزوئیت و کیست آمیب

ــوی  ــه از س ــن مطالع ــتاندارد ه در ای ATCC30010اس

اســـتفاده شـــد. بـــراي کشـــت آکانتامبـــا کســـتلانی 
در ، PYG1از محــیط  آکانتامبــا هــاي  تروفوزوئیــت

ایـن محـیط شـامل    استفاده شـد. cm225هايفلاسک
درصـد،  1/0مخمـر  ه درصـد، عصـار  2پروتئوز پپتون 

مولار، کلرید کلسـیم  میلی6/1ه آب7سولفات منیزیوم 
 ـ   میلی4/0 مـولار،  1/0ه مـولار، سـدیم سـیترات دو آب

مــولار، فســفات دي میلــی5/2ه آبــ7فســفات ســدیم 
یـوم  مـولار، سـولفات آمون  میلی5/2هیدروژن پتاسیم 

مولار و گلوکز میلی5/0ه آب12آهن دو دکا هیدرات 
ه درج ـ26هـا در دمـاي   آمیبمولار استفاده شد.1/0

انکوبـه شـدند و هـر سـه     PYGگراد در محیط سانتی
گردید. بـراي  بار پاساژ جدیدي از آن تهیه میروز یک

ها روي به کیست، تروفوزوئیتهاتبدیل تروفوزوئیت
ري کشـت داده شـدند. پـس از    پلیت آگار بدون بـاکت 

2ASهفت روز کیسـت هـاي ایجـاد شـده بـا محلـول       

شامل دو محلـول  ASوشو داده شدند. محلول شست
A وBمحلول ه باشد. براي تهیمیA ،2/1 گرم کلرید

گـرم  42/1آبه، 7گرم سولفات منیزیوم 04/0سدیم، 
گرم فسـفات دي  36/1فسفات مونوهیدروژن سدیم، 

1 Peptone Yeast Glucose: PYG
2 Amoeba Saline: AS

لیتر آب مقطر استریل میلی100م در هیدروژن پتاسی
گرم کلرید 04/0نیز متشکل از Bحل گردید. محلول 

لیتـر آب مقطـر اسـتریل    میلـی 100کلسیم دو آبه در 
لیتر محلـول  میلی10متشکل از ASبود. محلول نهایی  

A ــی10و ــول میل ــر محل ــی980و Bلیت ــر آب میل لیت
91/6حـدود  KOHمحلـول توسـط   pHمقطر است. 

، ASوشــو بــا محلــول پــس از شســتتنظــیم گردیــد. 
20دور در دقیقـه بـه مـدت    5000ها بـا دور   کیست

دقیقـه سـانتریفیوژ گردیدنـد و در نهایـت در محـیط      
3PASهــاي بعــدي نگهــداري شــدند. بــراي آزمــایش

5/2نیـــز متشـــکل از کلریـــد کلســـیم PASمحـــیط 
مولار، میلی1مولار، فسفات دي هیدروژن پتاسیم میلی

6میلی مـولار، کلریـد کلسـیم    5/0فسفات دي سدیک 
ــ ــوم  40ه آب ــولفات منیزی ــولار، س ــه 7میکروم 20آب

درصـد وزن بـر   4جـو و مخمـر   ه میکرومولار، عصـار 
91/6حـدود  KOHمحلول توسط pHباشد.حجم می

تنظیم گردید.
آمیب با آب فعال شده با پلاسماه مواجه

ــیط   ــود، مح ــر ه ــه در زی ــن مرحل ــل داPYGدر ای خ
هـا دور ریختـه شـد و    هاي حاوي تروفوزوئیتفلاسک

PBS ــه فلاســک ــد،  ســرد اســتریل ب ــا اضــافه گردی ه
ــه مــدت فلاســک جــدا شــدن جهــت دقیقــه 10هــا ب

ها از دیواره روي یخ قرار گرفتند. پس از تروفوزوئیت
آن محتویات فلاسک به یک فالکون استریل منتقل شـد  

بـا  و حجم دقیق محیط کشـت یادداشـت شـد. سـپس    
هـا در  استفاده از لام هموسیتومتر تعداد تروفوزوئیت

حجم کل محیط کشت محاسـبه شـدند. در نهایـت بـا     
ــه مــدت 7000ســرعت  ــه و ب ــه 5دور در دقیق دقیق

آمیــــب 105در نهایــــت ســــانتریفیوژ گردیدنــــد.
هــاي مــورد (تروفوزوئیــت) بــراي هــر یــک از زمــان

ختـه ریلیتري میلی5/1مطالعه، درون یک میکروتیوب 
شده با پلاسما بـه  لمیکرون آب فعا500و مقدار شده

مانی انگـل در  آن اضافه و بعد از یکنواخت کردن، زنده
ساعت و براي هـر  5و 4، 3، 2، 1دقیقه، 30هاي زمان

3 Page's Amoeba Saline Solution: PAS
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زمان سه تکرار مورد بررسی قرار گرفـت. بـه همـین    
 ـه هاي آمیب که پیش از آن به نحـو روش کیست ه تهی

فعال شده با پلاسما مواجه گردید آن اشاره شد با آب
ــده و در زمــان ــزان زن ــانی آنهــاي مــذکور می هــا م

آمیزي مانی از رنگمحاسبه گردید. براي بررسی زنده
هـاي  آمیزي سـلول بلو استفاده شد. در این رنگتریپان

هاي مرده به رنگ آبی در زنده رنگ نگرفته اما سلول
آمدند.می

آماريمطالعه
ــل ا ــایج حاص ــایشنت ــه ز آزم ــف ب ــاي مختل ــورت ه ص

ها با اسـتفاده از  انحراف معیار بیان شد. داده±میانگین
SPSS-16 ــون ــته tو آزم ــه و  غیروابس ــورد تجزی م

ــد.    ــرار گرفتن ــل ق ــی p>05/0تحلی ــطح معن داري س
درنظرگرفته شد.

یافته ها
هـاي فیزیکوشـیمیایی آب   ویژگـی نتایج مربـوط بـه   

شده با پلاسمافعال
آب فعال شده با پلاسما در pHتایج میانگین بر اساس ن
102، میــــزان پراکســــید هیــــدروژن 4/3حــــدود 

میکرومـولار و میـزان   737میکرومولار، میزان نیترات 
ــت  ــد. 94/36نیتری ــل ش ــولار حاص ــدول میکروم 2ج

هـاي فیزیکوشـیمیایی آب فعـال    جزئیات نتایج ویژگـی 
دهد.شده با پلاسما در شرایط بهینه را نشان می

تــایج مربــوط بــه مواجهــه تروفوزوئیــت و کیســت ن
با آب فعال شده با پلاسماآکانتاموبا کستلانی

حاضر نشان داد کـه نـیم سـاعت پـس از     ه نتایج مطالع
هـاي  آب فعال شده با پلاسما بـا تروفوزوئیـت  ه مواجه

هاي زنـده بـه شـکل معنـی     آمیب، تعداد تروفوزوئیت
ت پـس از  سـاع 3ها داري کاهش یافتند. تروفوزوئیت

50طور کامل از بین رفتند. مدت زمانی که مواجهه به
) در IC50ها از بین رفته بودنـد ( درصد تروفوزوئیت

این مطالعه حدود یک ساعت و نـیم تخمـین زده شـد.    
 ـقابل ذکر می هـاي  تروفوزوئیـت ه باشد که در مواجه

هـا بـه   آمیب با آب فعال شده با پلاسما تعدادي از آن

هاي ایجاد شده در ساعت د. کیستکیست تبدیل شدن
1پنجم مواجهه به طور کامـل از بـین رفتنـد. نمـودار     

هاي مواجهه شده با آب مانی تروفوزوئیتمیزان زنده
میـزان تبـدیل شـدن    2فعال شده با پلاسما و نمـودار  

ها و درصد مرگ و میـر آن  ها به کیستتروفوزوئیت
لاسما نشان ها را در مواجهه با آب فعال شده با پکیست

دهد.می
هـاي آمیـب بـا آب فعـال شـده بـا       کیسته در مواجه

هـا  مانی کیستپلاسما مشخص گردید که میزان زنده
داري نیم ساعت پس از مواجهه با آب بـه شـکل معنـی   

ها در ساعت چهارم مواجهـه بـه   کاهش یافت و کیست
بـراي  IC50طور کامل از بین رفتند. در ایـن مطالعـه   

حدود یک ساعت و سی و پـنج دقیـق   ها نیز درکیست
ــودار   ــد. نم ــبه گردی ــر  3محاس ــرگ و می ــد م درص

ها پس از مواجهه با آب فعال شده با پلاسـما در  کیست
دهد.هاي مختلف را نشان میزمان

ال شده با پلاسما هاي فیزیکی و شیمیایی آب فع. نتایج ویژگی2جدول 
در شرایط بهینه

یانگینمحداکثرحداقلویژگی مورد نظر
pH3/35/34/3

67142102(میکرومولار)پراکسید هیدروژن
722782737نیترات (میکرومولار)
27/3304/4194/36نیتریت (میکرومولار)

هاي مواجهه شده با آب زوئیتمانی تروفو. درصد زنده1نمودار 
شده با پلاسما در طول زمانفعال
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امواجهه با آب فعال شده با پلاسمها درها و درصد مرگ و میر آن کیستها به کیستدیل شدن تروفوزوئیت. درصد تب2نمودار 

ل شده هاي مواجهه شده با آب فعامانی کیست. درصد زنده3نمودار 
با پلاسما در طول زمان

بحث
در ایــن مطالعــه اثــر آب فعــال شــده بــا پلاســما روي 

آکانتاموبا کستلانیهاي آمیب ها و کیستتروفوزوئیت
در مورد بررسی قرار گرفت. جهت انجام این مطالعـه  

مرکز تحقیقات لیزر و پلاسماي دانشگاه شهید چمـران  
آب فعـال  اهواز دستگاهی تهیه گردید کـه قـادر بـود    

ماي سرد در فشار اتمسفر با روش پلاسشده با پلاسما 
را تولید کند.

پلاسما به عنوان حالت چهارم ماده شناخته شده اسـت.  
هـاي  این گاز یونیزه است که معمولاً زمانی که مولکول

گیرنـد تولیـد   گاز در معرض میدان الکتریکی قرار می
پـذیر را تشـکیل   هاي واکـنش ها و یونشود و گونهمی
 ـ  17دهند [می ک فنـاوري نوظهـور   ]. پلاسـماي سـرد ی

ضدعفونی غیرحرارتی، بدون مواد شیمیایی و سـازگار  
ه در دهآب فعال شده با پلاسمابا محیط زیست است. 

گذشته مورد توجه قابل توجهی از سوي محققان قرار 
بـا پلاسـما،   آب فعال شدهاز مزایاي].13گرفته است [

ارزان بودن و سازگاري آن بـا محـیط زیسـت بـدلیل     
]. برخــی مطالعــات 18د شــیمیایی اســت [فقــدان مــوا

هاي خطر بودن آب فعال شده با پلاسما روي سلولبی
انـد و باعـث شـده کـه آب     انسانی را به اثبات رسانده

فعــال شــده بــا پلاســما بــه یــک عامــل ضــد میکروبــی 
اي نشـان داده  ].  در مطالعه19پرکاربرد تبدیل شود [

هـاي  فتها و باطولانی مدت سلوله شد که در مواجه
پستانداران (موش) با آب فعـال شـده بـا پلاسـما هـیچ      

].20شود [گونه اثرات سیتوتوکسیکی یافت نمی
میکروبی آب فعال شـده بـا   برخی مطالعات خواص ضد

هـاي  هاي مختلف نظیـر بـاکتري  پلاسما روي ارگانیسم
، کلبســیلا پنومونیــهگــرم مثبــت و گــرم منفــی نظیــر 

ــانی  ــینتوباکتر بوم ــودومونو اس ــوزاس و اس آئروژین
را نشـان  کاندیدا آلبیکـنس طلب همچنین قارچ فرصت

]. مطالعه پمن و همکاران نشان داد 18،21،22اند [داده
دقیقـه  20پـس از  اپیدرمیـدیس اسـتافیلوکوکوس که 

قــرار گــرفتن در معــرض آب فعــال شــده بــا پلاســما 
آب ]. همچنین مطالعاتی تـاثیر 23تواند مهار شود [می

پلاســما بــراي ضــدعفونی تجهیــزات و فعــال شــده بــا
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انـد  اند و نشان دادههاي پزشکی بررسی نمودهدستگاه
هـاي  که باعـث کـاهش قابـل تـوجهی در همـه سـویه      

دقیقه تماس با آب فعال شـده بـا   30باکتریایی پس از 
ــی ــما م ــود [پلاس ــه21ش ــر روي ]. در مطالع ــه ب اي ک

زا يتاثیرآب فعال شده با پلاسما بر روي عوامل بیمـار 
صورت گرفته، نشـان داده شـده اسـت کـه آب فعـال      

سـالمونلاي روي پوسـته تخـم    شده با پلاسـما بـاکتري  
مرغ را به طور موثري بدون به خطر انداختن کیفیـت  

کند که این نتایج نشـان  ها غیرفعال میمرغپوسته تخم
هاي باکتریـایی کنتـرل نفوذپـذیري    دهد که سلولمی

فعـال شـده بـا پلاسـما از     سلول را پس از درمـان آب 
دست دادند. این مطالعه نشان داد که آب فعال شـده  

روي اسـتافیلوکوکوس انتریتیـدیس  با پلاسما در برابر 
هاي موجـود در مقـدار زیـادي آب مـؤثر     پوسته تخم

را از دلایل اصلی غیرفعـال  ROSاست و ازن، نیترات و 
].24هاي باکتریایی دانستند [شدن سلول

العــات گســـترده و بررســی اثـــرات   رغـــم مطعلــی 
ضدباکتریایی آب فعـال شـده بـا پلاسـما، اثـرات ضـد       

اسـت. بـا توجـه بـه     یوکاریوتی آن مشـخص نگردیـده  
در ایـن مطالعـه   کسـتلانی آکانتاموبـا اهمیت بهداشتی 

سعی گردید که اثر ضد آمیبی آب فعال شده با پلاسما 
روي تروفوزوئیت و کیست آمیب ارزیابی شود. نتـایج  

حاضر نشان داد که آب فعـال شـده بـا پلاسـما     ه العمط
را پـس از سـه   آکانتاموبـا کسـتلانی  هاي تروفوزوئیت

را پس آکانتاموبا کستلانیهاي ساعت مواجهه و کیست
ساعت مواجهه از بین برد. از طرف دیگر تعـدادي  4از 

ها پس از مواجهه با آب فعال شـده بـا   از تروفوزوئیت
هـا  ل به کیست شدند. این کیستپلاسما به تدریج تبدی

مقاومت بیشتري را در مقابل آب فعال شده با پلاسـما  
از خود نشان دادند و پس از پنج ساعت مواجهه از بین 

اي را در ذهـن مـا ایجـاد کـرد     رفتند. این یافته فرضیه
 ــ ــر مواج ــر اینکــه کیســت ایجــاد شــده در اث ه مبنــی ب

ــا پلاســما کیســت  ــا آب فعــال شــده ب تروفوزوئیــت ب
باشد. اگرچه که تایید این یافته نیازمنـد  تري میمقاوم

انجام آزمایشات بیشتري است. 

در خصـوص مکانیسـم اثـر آب فعـال شـده بـا پلاســما       
ــهمــی ــه گون ــوان ب هــاي فعــال اکســیژن و نیتــروژن ت

)RONS  بوجود آمده در این نوع آب اشاره کـرد. از (
ــه    ــایی ک ــارچRONSآنج ــاکتري روي ق ــا، ب ــا و ه ه

ها بسیار موثر است، آب فعال شده بـا پلاسـما   سویرو
ــی ــه م ــد ب  ــ توان ــه مناس ــک گزین ــوان ی ــوان عن ب بعن

تولید شـده در  RONSکننده مطرح باشد. ضدعفونی
)، O3توانـد شـامل ازن (  آب فعال شده بـا پلاسـما مـی   

) و -NO3هــا ()، نیتــراتH2O2پراکســید هیــدروژن (
ــت ــا (نیتری ــی-NO2ه ــت ()، پراکس )،-OONO2نیتری

ــید ( ــک ( -O2سوپراکســ ــید نیتریــ ) و •NO)، اکســ
]. در 25،26) باشـد [ OH•هـاي هیدروکسـیل (  رادیکال

یـد شـده در آب فعـال شـده بـا      هاي تولRONSمیان 
) نقـش مهمـی در   H2O2، پراکسـید هیـدروژن (  پلاسما

توانـد  میRONS]. 27خواص ضد میکروبی آن دارد [
ن و اثــر  ها، تغییر بیان ژموجب تغییر در فعالیت آنزیم

بــر ســاختمان غـــشاها و همچنیـــن آســـیب بـه    
DNAهـاي  ]. رادیکـال 28[هاي سلول شـود و پروتئین

آزاد با پراکسیداسیون لیپیـدها در غشـا، باعـث تغییـر     
ــا   ــتحکام غشـ ــت دادن اسـ ــذیري آن و از دسـ نفوذپـ

گردند.می
عامل دیگري که اغلب با اثر ضـد میکروبـی آب فعـال    

تبط اسـت اسـیدي بـودن آب فعـال     شده با پلاسما مر
اند کـه اسـیدي شـدن    شده است. مطالعات نشان داده

ــد   ــه هــاي فعــال (مانن ، -OH ،NO2آب و حضــور گون
OH-   از 20کننـد [ ) به صورت هم افزایـی عمـل مـی .[

اسـت کـه   هاي آب فعـال شـده بـا پلاسـما ایـن     ویژگی
تواند خواص ضد باکتري و ضد قارچی خود را براي می

توان از این ویژگی آب فعال ظ کند که میچند روز حف
شده با پلاسما براي استفاده در مناطق دورتر از محـل  

]. بـا  21،26تولید آب فعال شده با پلاسـما بهـره بـرد [   
توانـد  حال استفاده از آب فعال شده با پلاسـما مـی  این

هاي باشد، از جمله حجم محدود آب داراي محدودیت
کننـده  ودن به دستگاه تولیده، نیازمند بفعال تولید شد
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ولتاژ بالا و همچنین استفاده از گازهـاي خـالص ماننـد    
]. 26باشد [اکسیژن، آرگون، و یا هلیوم می

گیرينتیجه
در این مطالعه براي اولین بار اثر ضد آمیبی آب فعـال  
شده با پلاسما مورد بررسی قرار گرفت. نتایج مطالعه 

سما قـادر بـه از بـین    نشان داد که آب فعال شده با پلا
آکانتاموبـا هاي آمیـب  ها و کیستبردن تروفوزوئیت

هـاي آزاد اکسـیژن و   باشد. تولید رادیکـال میکستلانی
هـایی اسـت کـه در    اسیدي مکانیسمpHدار و نیتروژن

رسد عملکرد مثبت این نوع آب نقش دارند. بنظر می

توانـد کاندیـد مناسـبی    که آب فعال شده با پلاسما می
اي ضدعفونی و از بـین بـردن ایـن آمیـب آزادزي     بر

باشد.

تشکر و قدردانی
نویسندگان این مقاله مراتب تشکر و امتنان خـود را از  
معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهـواز  
که هزینه ایـن تحقیـق را درقالـب پژوهانـه از طریـق      

هاي دانشجویان (پایان نامه دکتري نامهکرد پایانهزینه
تخصصی دانشکده دامپزشکی دانشـگاه شـهید چمـران    

.دارنداند، اعلام میاهواز) فراهم نموده
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