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 دهیچک
کاندیدا آلبیکنس گیری يافته است.  طلب افزايش چشم های فرصت های قارچ های اخیر شیوع بیماری در سال

مقاوم شده است. در اين تحقیق به  های قارچی معمول است که نسبت به داروهای گروه آزول يکی از پاتوژن
با داروی فلوکونازول کاندیدا آلبیکنس مقايسه اثر ضدقارچی عصاره آبی و الکلی و اسانس گیاه پونه روی رشد 

های  نمونه قارچی کانديدايی از بیماران تهیه شد. با انجام تست 011در اين مطالعه  پرداخته شده است.
کاندیدا های قارچی  نمونه API20Cآزمايش جذب قند توسط کیت تشخیصی میکروسکوپی، بیوشیمیايی و 

مختلف مخمر کانديدا و افتراق های  برای شناسايي گونه PCR-RFLPجدا شد. سپس روش مولکولي آلبیکنس 
، NCCLSاستاندارد انتشار از ديسک  ( مورد استفاده قرار گرفت. طبقکاندیدا آلبیکنسها از يکديگر )با  آن

تهیه شد. استخراج عصاره به روش پرکولاسیون و استخراج اسانس به  گرمی فلوکونازول میلی 22های  ديسک
جهت ارزيابی کنترل کیفی کار  ATCC14053روش تقطیر با آب صورت گرفت. سويه استاندارد کانديدای 

ها  روی اين جدايههای پونه به همراه اسانس پونه با داروی فلوکونازول،  استفاده شد. مقايسه اثر ضدقارچی عصاره
های  ترين فراوانی نسبی مخمر جدا شده از نمونه بیش روش ديسک ديفیوژن و میکرودايلوشن انجام شد.دو  با

میزان  PCR-RFLP% و در روش 53بود که در روش تشخیص بیوشیمايی  کاندیدا آلبیکنسکانديدايی مربوط به 
، اسانس 0های آبی و الکلی پونه  های عدم رشد برای عصاره را شامل شد. میانگین قطر هالهها  % از کل نمونه53

میلی متر بود که نشان دهنده عملکرد ضد قارچی بهتر فلوکونازول و تفاوت  01/31و برای فلوکونازول  4/35پونه 
 . میزان حداقل غلظت عصاره الکلی و آبی پونه و فلوکونازول به(P ≤ 0.05)معنی دار آن نسبت به اسانس پونه بود 

میزان  بود. MFCلیتر برای  گرم بر میلی میلی 3و  01و  3و  MICلیتر برای  گرم بر میلی میلی 3و  3و  4ترتیب 
بود. با توجه  13/5که برای فلوکونازول  بود؛ در حالی 33/5 برابر باMFC انحراف معیار عصاره الکلی پونه در تست

به اينکه از لحاظ آماری هر چه انحراف معیار کمتر باشد، عملکرد بهتر است؛ از اين رو عصاره الکلی پونه عملکرد 
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دار عصاره الکلی پونه نسبت به  اين نتايج بیانگر عملکرد بهتر و تفاوت معنی بهتری نسبت به فلوکونازول داشت.
رسد عصاره الکلی گیاه پونه  توجه به نتايج حاصل از تحقیق فوق، به نظر می . با(P≤ 0.05)باشد  فلوکونازول می

تواند به عنوان يک کانديد دارويی مناسب با عملکردی ضد قارچی بهتر از فلوکونازول در صنايع داروسازی  می
 .مورد استفاده قرار گیرد

 

 .MFCو  MICهای تست، عصاره پونه، فلوکونازول، کاندیدا آلبیکنس :ها کلیدواژه

 

 مقدمه. 1
های  به عنوان یک فلور طبیعی در بخشکاندیدا آلبیکنس 

مختلف بدن انسان از جمله دستگاه گوارش، دستگاه ادراری 
کند و در شرایطی  می تناسلی و به میزان کمتری پوست زندگی

شود،  می که فرد دچار ضعف سیستم ایمنی به دلایل مختلف
با توجه به  .]1[گردد  می به یک پاتوژن فرصت طلب تبدی

یوکاریوت است، یک پاتوژن قارچی  کاندیدا آلبیکنساین که 
بسیاری از مسیرهای بیولوژیکی آن با انسان مشترک است. از 
طرفی، بیشتر داروهای ضد قارچی مورد استفاده دارای اثرات 

بنابراین  .]2[باشند  جانبی در دوزهای مورد استفاده می
شناسایی داروهای ضد قارچی که اثرات جانبی کمتری بر 

کامل پاتوژن قارچی  بدن انسان داشته و سبب از بین رفتن
 این قارچ فرصت طلب گردد، بسیار حائز اهمیت است.

هایی از قبیل برفک، واژنیت، عفونت تواند موجب بیماری می
 3، آبسه مغزی و حتی آرتریت2، مننژیت1پوست، اندوکاردیت

از جمله رایج ترین ها  آزول .]2[در میزبان انسانی شود 
درمان هستند که داروهای ضد قارچی مورد استفاده در 

از طریق مهار آنزیم لانوسترول دی متیلاز و ها  فعالیت آن
ممانعت از تبدیل لانسترول به ارگوسترول )استرول اصلی 

یکی از داروهای تری  باشد. می (کاندیدا آلبیکنسغشای 
های  آزولی رایج، فلوکونازول است که در درمان عفونت

 آلبیکنسکاندیدا قارچی سطحی و سیستمیک ناشی از 
اخیر گزارشات متعددی از های  در سالشود.  می استفاده

شکست در درمان مبتلایان به اشکال بالینی متفاوت 
شده است  داروهای آزولی ارائهکاندیدیازیس به خصوص 

]3[. 

                                                           
1 
Endocardit 

2 Meningitis 
3 
Arthritis 

 

% بیماران مبتلا به واژنیت کاندیدایی، به  11تقریباً 
 01دهند. با وجود گذشت بیش از  درمان آغازین پاسخ نمی

های سیستمیک کاندیدایی، داروی سال از کشف عفونت
باشد، هرچند می B اصلی در درمان، همچنان آمفوتریسین

های جدیدی مانند که این مسئله ممکن است با معرفی آزول
مشکل اصلی در درمان با  .]4[وریکونازول تغییر کند 

، سمّیت این دارو بوده که هزینه بالای  Bآمفوتریسین
لیپیدی، استفاده عملی از آن را تحت های  ونفرمولاسی

برخی استفاده از فلوکونازول را  .]0[الشعاع قرار داده است 
در دوزهای بالا در بسیاری از موارد برای عفونت کاندیدایی 

کاندیدا کروزئی و کاندیدا گالبراتا کنند که نه تنها  می پیشنهاد
به فلوکونازول مقاوم هستند؛ بلکه در اثر استفاده درمانی 

 کاندیدا آلبیکنسمکرر و طولانی مدت از فلوکونازول، حتی 
از این رو تحقیقات مختلفی در  گردد.نیز به آن مقاوم می

زمینه یافتن ترکیبات ضد قارچی موثر با منشاء طبیعی و 
یل افزایش به دل .]6[اثرات جانبی کمتر انجام پذیرفته است 

مقاومت در بین گونه هاي کاندیدیایي به داروهاي شیمیایي و 
همچنین اثرات نامطلوبی مثل تهوع، درد شکمی، استفراغ و 

پوستی و... این ترکیبات روي بیماران، لازم های  سردرد، راش
است تحقیقات بیشتري در جهت جایگزیني این ترکیبات با 

ترکیبات شیمیایي و یا  ترکیبات گیاهي بدون عارضه جانبی یا
ها، جهت  بیوتیک سنجش هم اثري این ترکیبات با آنتي

پونه  .]7-11[کاهش سمیت داروهاي شیمیایي انجام شود 
از دسته سبزیجات با طبیعت گرم و خشک است که مصرف 

ایرانی دارد. دم کرده این سبزی های  زیادی در بین خانواده
پونه برای رفع برای درمان اسهال بسیار مفید است. 

آوری دارد  عصبانیت خوب است و همچنین خاصیت اشتها
کند. گیاه پونه حاوی  می و به هضم غذا نیز کمک

گلیکوزیدهای دیوسمین و دیوسمتین، لیمونن، کارواکرول، 
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. عصاره ]8-10[باشد  می و ترکیبات فنولیها  کربوهیدرات
اثرات  این گیاه همچنین بر سیستم گوارش اثر داشته و دارای

 از خواص دیگر این گیاه تب بری و ضد برونشیت است.
اکسیدانی، ضدالتهابی، ضد اضطرابی توان به خواص آنتی می

ای روی اثرات ضد از آنجا که مطالعه .]8[ و ... اشاره کرد
بررسی  کاندیدا آلبیکنسعصاره گیاه پونه بر رشد قارچی 

اثر ضد  مقایسهبه منظور  نشده است، لذا در این مطالعه
پونه با داروی فلوکونازول  آبی و الکلیهای  قارچی عصاره

 پرداخته شد.کاندیدا آلبیکنس روی رشد 
 

 مواد و روش کار. 2
 . جداسازی و تشخیص1-2
 ها . بررسی میکروسکوپی و ماکروسکوپی سویه1-1-2

مقطعی نمونه گیری به صورت -دراین مطالعه توصیفی
البته انتخاب افراد، میزان نمونه کاملًا تصادفی انجام گرفت. 

و روش برداشت نمونه برعهده پزشک متخصص بود. حجم 
 محاسبه شد. 1نمونه از فرمول 

  
    

  
  

 
 pدرصد خطای معیار،  zحجم نمونه،  xدر این فرمول 

نسبتی از جمعیت فاقد  q (p-1)ضریب اطمینان قابل قبول، 
 درجه اطمینان یا دقت احتمالی مطلوب dصفت معین و 

 .]14[باشد  می
نمونه قارچی کاندیدایی جداسازی  011به دنبال کشت 

شده از بیماران مبتلا به اشکال بالینی مختلف کاندیدیازیس 
جهت جداسازی ها  تمام نمونههای شهرکرد، از بیمارستان

گار حاوی  مخمرها روی محیط سابورو دکستروز آ
ساعت  48به مدت ها  کشت داده شده و پلیتکلرامفنیکل 

درجه سانتیگراد گرماگذاری شدند. پس از تهیه  37در دمای 
از لحاظ ها  های حاصل و رنگ آمیزی گرم، کلنی لام از کلنی

های  حالت مخمری بودن مورد بررسی قرار گرفتند. کلنی
گار کاندیدا به صورت  مخمر حاصله روی محیط کروم آ

Streak  37ساعت در دمای  24شده و به مدت کشت داده 
درجه سانتیگراد گرماگذاری شدند. سپس وجود یا عدم 
گار حاوی  وجود کلامیدوکونیدی در محیط کورن میل آ

بررسی گردید. به منظور مطالعه تولید لوله زایا،  81توئین 
لیتر سرم  میلی 0/1قسمتی از کلنی مخمر به لوله حاوی 

ساعت در  2-3اصله به مدت انسان منتقل و سوسپانسیون ح
گراد قرار گرفت. در ادامه، قطره ای  درجه سانتی 37حرارت 

از سوسپانسیون مزبور بین لام و لامل در زیر میکروسکوپ 
 API20Cبررسی گردید. سپس آزمایش جذب قند با کیت 

 ، فرانسه( انجام شد. Biomerieux SA)شرکت 
 

با  لبیکنسکاندیدا آ های  . بررسی مولکولی سویه2-1-2
PCR-RFLP 

برای  PCR-RFLPدر این مطالعه روش مولکولي 
های مختلف مخمر کاندیدا و افتراق آنها از  شناسایي گونه

 ( مورد استفاده قرار گرفت.کاندیدا آلبیکنسیکدیگر )با 
مربوط به  ITS(Internal transcript spacer)منطقه ژني 

برای تکثیر انتخاب گردید. برای تکثیر  DNAژن ریبوزومال 
- این ناحیه ژني از یک روش بدون نیاز به استخراج بنام

Rapid Colony PCR  33[استفاده گردید[. 
برده شد.  PCRهای مخمری مستقیماً به پروفایل  سلول

در فرآیند اخیر از یک جفت پرایمر یونیورسال اشاره شده در 
قطعه ژني، ن استفاده شد. برای تأیید آمپلیفیکاسیو 1جدول 

سپس با  .الکتروفورز افقي بکار برده شدPCR محصول
، اقدام به هضم قطعات Msp Iکاربرد آنزیم محدودالاثر 

توجه به  نموده تا با ITSاحیه ژني ن DNAتکثیر یافته 
های مختلف، امکان  الگوهای برش متفاوت در گونه

های کاندیدا از روی جداول  شناسایي و تفکیک بین گونه
 (.34الگو فراهم گردد )

 
 . توالی پرایمر مورد استفاده در این پژوهش1جدول 

 (/to 3 /5)سکانس پرایمر  نوع پرایمر
ژن 

 هدف

 یونیورسال
F: 5-TCC GTA GGT GAA CCT 

GCG G-3 

R: 5-TCC TCC GCT TAT TGA 

TAT GC-3 
ITS 

 
 . تهیه مواد دارویی و گیاهی:2-2
 های دارویی فلوکونازول:  . تهیه دیسک1-2-2
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، برای تهیه NCCLSاستاندارد انتشار از دیسک  طبق
گرمی فلوکونازول )داروسازی امین،  میلی 52های  دیسک

بافر فسفات میلی لیتر  0گرم پودر آن را در  میلی 5ایران(، 
دقیقه در دمای آزمایشگاه  01سالین حل کرده، پس از 

 2/05استریل و توسط فیلتر سرنگی، فیلتر و به میزان 
 2با قطر ها  میکرولیتر استوک دارویی بر روی دیسک

درجه  03ساعت در  24-52متر تلقیح و به مدت  میلی
درجه  2انکوبه شده و پس از خشک شدن در دمای 

 .نگهداری گردید
قارچی به صورت پودری بود در این بررسی داروی ضد

 که از فرمول زیراستفاده شد:
            درجه خلوص      حجم         غلظت     وزن

 
 های گیاهی . تهیه عصاره2-2-2

 الف: تهیه عصاره آبی و الکلی پونه 
گرم از گیاه پونه ازموسسه استاندارد گیاه شناسی کرج  01

تهیه شد، سپس گیاه مذکور در  214610با کد هرباریوم 
مجاورت هوا و در سایه خشک و سپس پودر شده و آنگاه 

 1111گرم از پودر خشک و آسیاب شده را در  111
لیتر آب مقطر مخلوط کرده و پس از نیم ساعت خیس  میلی

درجه سانتی گراد  81-71برقی در دمای  خوردن، روی هیتر

ی آبی  ساعت قرار گرفت. سپس عصاره 3به مدت 
درجه جهت مصارف بعدی  -71آوری شده و در دمای  جمع

گرم گیاه در  01جهت تهیه عصاره الکلی  نگهداری شد.
 60% پس از سه روز در دستگاه روتاری در دمای  71الکل 

ه گذاشته شد. سپس دقیق 31-21درجه سانتی گراد به مدت 
عصاره حاصله به وسیله تنظیف که قبلا اتوکلاو شده است، 

مرحله صاف شد. با به کارگیری دستگاه روتاری،  2طی 
% عصاره  44حلال جداشد. سپس توسط فیلتر سر سرنگی 

های احتمالی از  فیلتر شد، تا عصاره استریل شود و آلودگی
 4-1ر یخچال بین برود. در نهایت درون ظرفی ریخته و د

گراد نگهداری شد. اطراف لوله آزمایش توسط درجه سانتی
فویل برای جلوگیری از رسیدن نور به عصاره پوشانده شد 

]21[. 
 

 های عصاره  ب: تهیه رقت
 1640 محیط کشت عصاره به دست آمده از گیاه توسط

RPMI (Thermo Fisher ،USA) سازی شد. برای  رقت
این منظور عصاره الکلی توسط دی متیل سولفوکساید و 

های  با غلظت RPMI 1640عصاره آبی توسط محیط 
mg/ml 64/1 ،120/1 ،20/1 ،0/1 ،1 ،2 ،4 ،8 

 .]20[سازی شد  رقت
 

 یچاستاندارد داروهای ضد قار  .2جدول
 1:111غلظت نهایی 

µg/ml 
 غلظت میانی

µg/ml 
DMSO 

ml 
 حجم

ml 
 منبع

 غلظت
µg/ml 

 مرحله

05 0011 - - Stock 0011 0 
00 411 2/1 2/1 Stock 0011 5 

4 211 2/0 2/1 Stock 0011 0 
2 511 2/0 2/1 Stock 0011 2 
 2 511 2مرحله 2/1 2/1 011 5
 0 511 2مرحله  2/1 2/0 21 0
 3 511 2مرحله  2/1 2/0 52 2/1

 4 52 3مرحله  2/1 2/1 2/05 52/1
 9 52 3مرحله  2/1 2/0 52/0 052/1

 01 52 3مرحله  2/1 2/0 00/0 1052/1
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یابی تاثیر دارو و عصاره پونه. 3-2  ارز
یابی تاثیر داروی فلوکونازول و عصاره1-3-2 های  . ارز

 دیفیوژن:گیاهی به روش دیسک 
روش دیسک گذاری طبق متد موسسه استاندارد کلینیکی 

کاندیدا و آزمایشگاهی انجام شد. برای این کار در ابتدا از 
ها  ساعته تهیه شد. سپس از این نمونه 24کشت  آلبیکنس

فارلند آماده شد )با طول موج سوسپانسیونی با رقت نیم مک 
(. قبل از 11/1 -13/1نانومتر و اپتیکال دنسیتی بین  031

دقیقه ورتکس و به  0-3کشت، سوسپانسیون به مدت 
گار  صورت کشت متراکم بر روی محیط کشت مولر هینتون آ

دقیقه  10)مرک، آلمان( کشت داده شد. بعد از حدود 
های استریل فلوکونازول و دیسک های استریل حاوی  دیسک

های مختلف گیاه پونه که توسط دی متیل سولفوکساید  رقت
رقیق شده بود به کمک پنس استریل بر  RPMI 1640 و

ها باید با فاصله کشت قرار داده شد. دیسک روی محیط
مناسب از هم و فاصله مناسب از دیواره قرار بگیرند. سپس 

ساعت  72-48-24قطر هاله ممانعت از رشد پس از 
گراد اندازه  درجه سانتي 37ها در دمای  انکوباسیون پلیت

نین اثر ضدمیکروبي این عصاره و اسانس ها گیری شد. همچ
های آنتي بیوتیک فلوکونازول مورد در مقایسه با دیسک

 بررسي قرار گرفت.
 

یابی تاثیر دارو فلوکونازول و عصاره آبی و 2-3-2 . ارز
 الکلی پونه به روش میکرودایلوشن

منظور ارزیابی تاثیر داروهای ضدقارچی،  به
استفاده  8×12صاف به ابعاد  ای ته خانه 16های  میکروپلیت

گردید. در هر سری یک چاهک کنترل در نظر گرفته شد، که 
-سی 1/1و   RPMI1640کشت سی محیطسی 1/1حاوی 

 1سی سوسپانسیون قارچی رقیق شده بود. در چاهک 
ا ریخته شد ت میلی لیتر 1/1بالاترین رقت دارویی به میزان 

شود. سپس که کمترین رقت دارویی ریخته می 11چاهک 
سی سوسپانسیون قارچ مورد نظر سی 1/1در هر چاهک 

های دارویی فلوکونازول در افزوده و پیپتاژ شد. رقت
، 20/1، 0/1، 1، 2، 4، 8، 16، 32ها مجاورت قارچ

لیتر و رقت عصاره ها میکروگرم بر میلی 1620/1، 120/1

گرم بر میلی 8، 4، 2، 1، 0/1، 20/1، 120/1، 64/1
ها با ( عصارهMFCحداقل غلظت کشندگی )تر بود. لی میلی

 .]27[تعیین شد   MICتوجه به نتایج
هایی که رشد قارچ در آنها کاملا متوقف شده از چاهک

با سوآپ استریل نمونه برداری و روی محیط کشت  ،بود
گار کشت داده و در دمای   37نوترینت و سابورو دکستروز آ

ساعت  24گذاری شدند. پس از گراد گرمخانهدرجه سانتی
کمترین غلظتی از عصاره و دارو فلوکونازول که قارچ در آن 

 گزارش شدند. از MFCرشد نکرده بود، به عنوان مقادیر 
به منظور صحت عملکرد و  ATCC14053 کاندیداسویه 

 کنترل کیفیت کار استفاده شد.
 

برای هر  SPSSهای آماری بکاررفته در نرم افزار  روش. 4-2
 سه روش

( یکی از ANOVAتحلیل واریانس یک طرفه )
های پرکاربرد است که در تمامی علوم کاربرد دارد.  تحلیل

تیمار با استفاده  3میانگین رشد  MFCو  MICها  آنالیز داده
به  SPSSنرم افزار  11از واریانس یک طرفه توسط نسخه 

 دست آمد.
 

 نتایج. 3
 شناسایی نمونه های قارچی. نتایج جداسازی و 1-3

 30نمونه کاندیدا تحت بررسی تعداد  111از 
 مثبت بودند.کاندیدا آلبیکنس  از نظر وجود   (%35)نمونه
ایزوله ازنظر وجود جرم تیوب، تولید کلامیدیوسپور  30این 

گار کاندیدا، کلنی به رنگ سبز  مثبت و در محیط کروم آ
سایر کاندیداها در  روشن ایجاد کردند. فراوانی پراکندگی

 .نمایش داده شده است 3جدول 
شناسایي مخمرها با دو روش، مورفولوژیک و مولکولي 

های  انجام گرفت که با اختلاف کمي منتهي به شناسایي گونه
در روش مورفولوژیک با کاربرد محیط کشت  کاندیدا گردید.

های  گونه API20Cو کیت  (CHA)افتراقي مخمرها 
و  کاندیدا دابلینسیس، کاندیدا گلابراتا، کاندیدا آلبیکنس

(. نسبت درصد 3کاندیدا کروزئي شناسایي شدند )جدول 
مشاهده  2های دیگر در جدول و گونهکاندیدا آلبیکنس 
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نسبت  کاندیدا آلبیکنسگردد،  چنانکه ملاحظه مي گردد. مي
 30% )30به گونه های دیگر کاندیدا درصد فراواني بالایي 

دارای  کاندیدا کروزئیاین در حالیست که  اد.نمونه( نشان د
 %( بود. 18نمونه ) 18کمترین فراوانی با تعداد 

 PCR-RFLPسپس شناسایي بر پایه مولکولي با روش 
اختلاف چنداني به لحاظ درصد فراواني با روش بیوشیمیایی 

(. در روش اخیر نیز گونه 3و میکروسکوپی نداشت )جدول 
%( را تشکیل 10کمترین درصد فراواني ) کاندیدا کروزئی

کاندیدا های  نمونه از گونه 3داده بود با این تفاوت که تعداد 
 %( شناسایی شد.38)کاندیدا آلبیکنس به عنوان  کروزئی

 
 غربالگری پراکندگی انواع مخمر کاندیدا در بیماران مورد مطالعه. 3جدول 

 تشخیص فراوانی مخمر ها به روش بیوشیمیایی گروه تعداد بیماران
 تشخیص فراوانی مخمر ها به روش

PCR-RFLP 

011 

 کاندیدا آلبیکنس
 درصد نمونه تعداد نمونه درصد نمونه تعداد نمونه

30 30% 38 38% 
 %28 28 %28 28 کاندیدا گلابراتا

 %11 11 %11 11 کاندیدا دابلینسیس
 %10 10 %18 18 کاندیدا کروزئی

 

 
 100bp: لدر Mاز ایزوله های مخمری.  PCRمحصولات  RFLPنتیجه . 1شکل 

 کاندیدا کروزئی: 6 کاندیدا آلبیکنس  : 0و  4  کاندیدا دابلینسیس: 3  کاندیدا گلابراتا: 2بریده نشده است.    PCRمحصول  DNA: قطعه 1
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پروتکل طبق های تهیه شده  سپس با استفاده از دیسک
با  ،M- 27-Aموسسه استاندارد کلینیکی و آزمایشگاهی 

، تست آنتی بیوگرام لیترگرم بر میلیمیلی 1611رقت
هر یک از  5های قارچی انجام و مطابق با شکل  سویه
 ها درصدی از مقاومت را از خود نشان دادند.  سویه
 

 
 

 
 

ها و  دیسک آنتی بیوتیک تهیه شده فلوکونازول عصاره. 2شکل 
 ها تست آنتی بیوگرام سویه

 

فلوکونازول و  (Disk diffusion). نتایج دیسک دیفیوژن 2-3
 عصاره پونه:

تیمار مختلف را برای نمونه های مختلف  4در این روش 
داروی شیمیایی  درنظر گرفته شد.کاندیدا آلبیکنس قارچ 

تیمار  1تیمار عصاره آبی و الکلی پونه و  2فلوکونازول با 
ها ارزیابی شد. در این  اسانس پونه مقایسه و عملکرد آن

ترین عدد در هر ردیف نمونه بهترین عملکرد  روش، بیش
ی هاله بیشتر باشد، باکتری  شود. هر چه اندازه محسوب می

مقاومت کمتری نسبت به آن دیسک دارد. هیچ هاله عدم 
های آبی و الکلی در تمام  رشدی در این روش برای عصاره

تیمار ها وجود نداشت که برای محاسبه آماری برابر با یک در 
نظر گرفته شده و مقادیر هاله عدم رشد برای داروی 

ثبت شد. در روش  3فلوکونازول و اسانس پونه در شکل 
 31عدد   31و به جای بیشتر از  1به جای عدد حداقل آماری 

را قرار دادیم، تا از لحاظ آماری قابل توجیه باشد. در این 
تیمار دیگر  2روش داروی فلوکونازول با اسانس پونه و 

ها و میانگین  ی هالهمقایسه شد، و طبق مجموع داده اندازه
ها مشخص شد که داروی فلوکونازول عملکرد بهتری  آن

نسبت به اسانس دارد. چون هر چه اندازه ی هاله بیشتر باشد 
خاصیت ضد قارچی بهتر است. انحراف معیار اسانس پونه 

های اسانس پونه پراکنش بیشتری  بسیار زیاد بود. داده
ی آبی و الکلی پونه در این روش واکنشی  داشتند. عصاره

 نشان ندادند.

 
ن، میانه و انحراف معیار . نمودار مربوط به مقایسه میانگی3شکل 

 P<0.01**تیمار.   4برای   Diskدر روش
 

( کمتر از اسانس 0444/4انحراف معیار فلوکونازول )
( بود که نشان دهنده عملکرد ضد قارچی 0020/01پونه )

باشد. همچنین  بهتر فلوکونازول نسبت به اسانس پونه می
بیشتر از ( 00/50میانگین قطر هاله عدم رشد فلوکونازول )

( بود که نشان از خاصیت ضد قارچی 2/50اسانس پونه )
بهتر آن نسبت به اسانس پونه داشت. نتایج کلی تست دیسک 
دیفیوژن به عملکرد بهتر فلوکونازول دلالت دارد. ضمن اینکه 
اسانس پونه نمی تواند کاندید مناسبی به عنوان جایگزین 

 برای داروی شیمیایی فلوکونازول باشد.
 

فلوکونازول و  (MIC. نتایج حداقل غلظت بازدارندگی )2-3
  عصاره پونه:

در این تست حداقل غلظت بازدارندگی داروی فلوکونازول با 
عصاره از گیاه پونه مقایسه و عملکرد آن ها ارزیابی شد.  2

 MICکمترین عدد در هر ردیف نمونه، بهترین عملکرد برای 
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دارو رشد قارچ متوقف محسوب شد. چون در همان غلظت کم از 
شده است. هر چه در غلظت کمی رشد قارچ متوقف شود، اثر 

 (.4پذیری دارو بیشتر می باشد )جدول 
ها و مقدار میانگین عصاره ی الکلی  با توجه به جمع داده

(، 36/7در مقایسه با تیمار شاهد فلوکونازول ) ]6[پونه 
چه عملکرد بهتری داشته است. از لحاظ آماری نیز هر 

ها  تر باشد بهتر است، یعنی عصاره انحراف معیار کم
همخوانی بهتری در هر تیمار نسبت به داروی شیمیایی 
فلوکونازول داشتند. از این رو انحراف معیار عصاره الکلی 

داروی شیمیایی فلوکونازول بود که نسبت به  121/2پونه 
 ( کمتر بود ونشان دهنده عملکرد بهتر عصاره الکلی227/4)

 پونه بود.
 

 (MFC = Minimumکشندگی حداقل غلظت .4-2

(fungicidal concentration :فلوکونازول و عصاره پونه 
ی مختلف  نمونه 30برای هر  (MFC)در این روش نیز 

تیمار درنظر گرفته، داروی شیمیایی  3کاندیدا آلبیکنس قارچ 
عصاره مختلف آبی و الکلی از گیاه پونه  2فلوکونازول با 

مقایسه شد. کمترین عدد در هر ردیف نمونه بهترین عملکرد 
میرد.  محسوب شد. چون در همان غلظت کم از دارو قارچ می

هر چه در غلظت کمتری دارو باعث مرگ قارچ شود، اثر 
، عصاره الکلی MFCباشد. طبق روش  پذیری دارو بیشتر می

پونه عملکرد بهتری نسبت به فلوکونازول داشت و در بین 
یمارهای دیگر بهترین بود. میزان انحراف معیار عصاره الکلی ت

 68/3بود در حالیکه برای فلوکونازول  00/3پونه در این تست 
بود. با توجه به اینکه از لحاظ آماری هر چه انحراف معیار 
کمتر باشد، بهتر است؛ از این رو عصاره الکلی پونه عملکرد 

 بهتری نسبت به فلوکونازول داشت.
 

های پونه با  مقایسه انحراف معیار، میانگین و میانه عصاره. 2شکل 
 MFC .**P<0.01در روش  فلوکونازول

 

بیانگر تاثیر مناسب عصاره  MFCنتایج حاصل از تست 
باشد، به طوری که خاصیت کشندگی بیشتر از  الکلی پونه می

 فلوکونازول داشت.
 

 گیری . بحث و نتیجه4
تشخیص مولکولي با  های های اخیر روش در دهه

های آزمایشگاهي روبرو  استقبال زیادی در تشخیص
ها  ها به سرعت در حیطه تشخیص عفونت اند. این روش شده

از جمله مواردی  اند. و شناسایي عوامل ایجاد کننده راه یافته
توان در آن جستجو  های مولکولي را مي که ردپای تشخیص

وامل کاندیدایی نمود، تشخیص کاندیدیازیس و شناسایي ع
های  های شناسایي گونه به طور کلي روش .]44[باشد  مي

ها در چند حیطه قابل بررسي مي  کاندیدا و افتراق بین آن
باشد. استفاده از خصوصیات مورفولوژیک رشد شامل: 

های جوانه دار در کنار هم،  بررسي رشد، آرایش سلول
های  تشکیل هیف کاذب و حقیقي و ایجاد کلامیدوکونیدی

در این  .]46[باشد  های تشخیصي مي متورم یکي از راه
پژوهش شیوع و فراوانی گونه های مختلف کاندیدا بررسی شد و 

 %(30بیشترین فراوانی )کاندیدا آلبیکنس مطابق با نتایج گونه 
 

 ترکیب دارویی MIC: نتایج آزمایشگاهی روش 4جدول 
 

 ** عصاره ی الکلی پونه عصاره ی آبی پونه * فلوکونازول 
 011 200 004 جمع داده ها

 0 35/4 00/3 میانگین
 0 4 4 میانه

 151012/5 434332/5 553153/2 انحراف معیار
 **تیمار بهینه )دو ستاره( *تیمار شاهد )ستاره دار(
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را در بین بیماران کاندیدازیس به خود اختثصاص داده بود. نتایج 
و  ]11[در تهران  Mahmoudi Radحاصل از مطالعات 

Adesiji  نیز با مطالعه ما هماهنگ بود]12[در نیجریه. 
K. Prabhakar ( مطالعه ای تحت 2118و همکاران )

عنوان فعالیت ضد قارچی عصاره ی گیاهان علیه گونه های 
کاندیدای ناشی از عوارض دهانی را مورد بررسی قرار دادند. 

، Syzygium jambolanumفعالیت ضد قارچی برای 
Cassia siamea  وCaulerpa scalpelliformis  و

Sargassum wightii  مشاهده شد. یعنی گیاهان مورد بررسی
فعالیت ضدقارچی مناسبی در مقابل قارچ کاندیدا از خود نشان 

( به بررسی مقایسه ای 2112و همکاران ) Avijgan. ]4[دادند 
اثر ضد قارچی محصولات دارویی حاوی عصاره هیدروالکلی 

Echinophora platyloba DC ان مبتلا و فلوکونازول در زن
با استفاده از مطالعه کاندیدا آلبیکنس به واژینیت مزمن ناشی از 

in vivo  خانم با واژینیت کاندیدا  61پرداختند. در این مطالعه
آلبیکنس مورد ازمایش قرار گرفتند. بیماران به طور تصادفی به 
دو گروه تقسیم شدند. گروه اول کرم اکینو به همراه فلوکونازول 
دریافت کرد و گروه دوم تنها فلوکونازول را دریافت کرد. بیماران 

ود مجدد بررسی شدند. میزان ماه بعد برای ع 6دو هفته و 
٪( در گروه تحت 0667مورد ) 17واژینیت کاندیدیای مجدد 

ها  ٪( در گروه دوم بود. آن2667مورد ) 8درمان با فلوکونازول و 
در زنان مبتلا به  E. platyloba DCنتیجه گرفتند که عصاره 

واژینیت کاندیدا موثر بوده است. نتایج نشان می دهد استفاده ی 
ی از داروهای شیمیایی و گیاهی نیز می تواند در جلوگیری ترکیب

 . ]7[از رشد این قارچ مؤثر باشد 
Suarez ]43[،Linhares  ]44[  وHernando ]40[ 

کاندیدا ها از  های کاندیدایي و افتراق آن برای شناسایي گونه
های مورفولوژیک شامل اسلایدهای  روش آلبیکنس

 های کشت را بکار بردند.  میکروسکوپي و محیط
های  گروه از روش 3در مطالعه حاضر مطابق با مطالعه این 

های  مورفولوژیک و بیوشیمایی برای تشخیص و جداسازی گونه
استفاده شد. علاوه بر این، از روش کاندیدا آلبیکنس قارچی 

ها استفاده شد  برای تایید نهایی سویه PCR-RFLPمولکولی 
ف اندک در جداسازی توسط این دو روش که نشان دهنده اختلا

کشت حاوی  های های بیوشیمیایي شامل محیط بود. روش

های سریع و مطلوب برای شناسایي  نشانگرهای رنگي از روش
 CHROM agarباشند و محیط کشت معروف مخمرها مي
Candida  های با حساسیت نسبتاً بالایي در شناسایي گونه

. گذشته از ]46[ار رفته است کاندیدا توسط دیگران نیز بک
کارایي نسبي روش کشت کروم آگار، این روش نیز باتوجه به 
محدودیت دامنه شناسایي مخمرها و نیاز به طي زمان برای 

گیری قطعي نتوانسته است رقیب قدرتمندی برای  نتیجه
باشد. از طرفی، شیوع عفونت  PCRهای شناسایي بر پایه  روش

رویه از ترکیبات ازولی مثل  های کاندیدایی و استفاده بی
فلوکونازول باعث ایجاد مقاومت قارچی به این دارو شده است. 
لذا استفاده از ترکیبات جایگزین به ویژه گیاهان دارویی جهت 

 .]17[گردد  درمان و پیشگیری از مقاومت ثانویه توصیه می
ای با عنوان اثرات  مطالعه 1311مکاران در سال فلاحتی و ه

های موسیر بر عوامل کاندیدیازیس مزمن  کاندیدایی عصاره ضد
انجام دادند. طبق نتایج به دست آمده ی این گروه فعالیت ضد 

های کاندیدایی  قارچی عصاره موسیر ایرانی بر ضد تمامی گونه
ی آبی  مورد آزمایش را نشان داد و مشخص شد تاثیر عصاره

 .]1[ی الکلی این گیاه می باشد  بسیار کمتر از عصاره
پژوهشی با عنوان  2117فرانک بیداد و همکاران در سال 

ارزیابی اثرت ضد کاندیدایی گیاه آلیوم سارکالیوم انجام دادند. 
مطابق با این پژوهش بیشترین قطر هاله ممانعت از رشد عصاره 

گرم بر میلی متر  201های گیاهی بر همه گونه ها در غلظت 
مشاهده گردید و با کاهش غلظت، قطر هاله ممانعت از رشد 

های  کاهش یافت. بر اساس نتایج حاصل از این تحقیق، عصاره
متانولی و پترولیوم اتری آلیوم سارالیکوم، دارای اثرات ضد 
کاندیدایی بوده و این گیاه قابلیت استفاده به عنوان منبع طبیعی 

دارد. در حالی که نتایج حاصل از پژوهش ما  ضد میکروبی را
در مورد اسانس گیاه پونه مطابق با تحقیق این گروه بر ضد 

 . ]2[باشد  میکاندیدا آلبیکنس 
Ankri و Mirelman موجود آلیسین مهاری اثر بررسی با 

های  سیر تازه با استفاده از روش ماکرودایلوشن بر گونه در
تروپیکالیس، کاندیدا گالبراتا، کاندیدا کاندیدا آلبیکنس، کاندیدا 

ای به این نتیجه دست یافتند که آلیسین ترکیب اصلی  کروزه
همچنین . باشد ها می مسئول برای جلوگیری از مهار رشد قارچ

از تولید مایکوتوکسین، آفلاتوکسین در آسپرژیلوس 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prabhakar%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21369447
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prabhakar%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21369447
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)  MIC براساس نتایج. آورد پاراسیتیکوس، ممانعت به عمل می
قارچی استخراج  ، تأثیر ترکیبات ضد(لیتر وگرم برمیلیمیکر 0/3

 MICنتایج . شده از گیاهان دارویی بیشتر از عصاره گیاهی بود
های کاندیدا آلبیکنس جداشده از  آلیسین بر نمونه مربوط به تأثیر

  .]1و33[  بهتر ازعصاره بود بیمار نیز
در تحقیق حاضر بیشترین و کمترین قطر هاله های به دست 

عصاره پونه، عدم تشکیل  آمده در روش دیسک دیفیوژن برای
در نظر گرفته شد و برای اسانس پونه این مقدار  1هاله بود که 

37mm  6 وmm میانگین(23.4 mmبود. عصاره )  ها به دلیل
غلظت کمی که داشتند، دارای اثر مهارکنندگی نبودند. در حالی 

ی مهاری داشته و که اسانس گیاه به علت غلظت بیشتر، تاثیر
ها بسیار بیشتر بوده  هاله عدم رشد اسانس در مقایسه با عصاره

 (. P ≤ 0.05دهد ) که تفاوت معنی داری را نشان می
عصاره گیاه محلولی است که تمام مواد مفید یک گیاه مانند 

ها و املاح آن را دارا می باشد. امکان  موسیلاژ، تانن، ویتامین
های متفاوتی مانند الکل، روغن و آب را ها حلال  دارد عصاره

در خود داشته باشند که این در واقع اصلی ترین تفاوت عصاره 
گیاه و اسانس گیاهی است. عصاره الکلی عصاره ای است که 
برای استخراج از الکل به عنوان حلال استفاده می شود در حالی 
که اسانس گیاهی روغنی است که از طریق پرس کردن و له 

به محصولات  اسانسگردد.  ن مستقیم گیاه حاصل میکرد
در  .گردد معطر حاصل از جداسازی به روش تقطیر اطلاق می

ی گیاه است که که تمامی  واقع عصاره گیاهی همان شیرابه
از طرفی،  .شود یبات گیاه از جمله اسانس را شامل میترک

ترین تفاوت عصاره آبی و الکلی آن است که در عصاره  اصلی
آبی از آب و در عصاره الکلی از الکل استفاده می شود. هر یک 

ها ممکن است در نوع ماده موثر استخراج شده  از این عصاره
همچنین مقایسه میانگین . ]31[توسط حلال نیز متفاوت باشند 

 mmقطر هاله عدم رشد فلوکونازول به عنوان شاهد با میانگین 
نشان دهنده عملکرد ضد قارچی بهتر و تفاوت معنی  26616

(. اگرچه P ≤ 0.05باشد ) دار آن نسبت به اسانس پونه می
اسانس پونه نسبت به عصاره ها عملکرد بهتری داشت اما به 

بت به فلوکونازول شاهد نمی تواند دلیل عملکرد ضعیف آن نس
به عنوان کاندید مناسبی برای جایگزین دارویی فلوکونازول 
باشد. از طرفی میزان حداقل غلظت عصاره الکلی و آبی پونه به 

 16و  mg/ml 8و  MICبرای  mg/ml 8و  mg/ml 4ترتیب 
mg/ml  برایMFC  بود. در روش میکرو دایلوشن براث

مربوط به عصاره   MICترین شدند که بیشها موثر واقع  عصاره
بود. در روش میکرو دایلوشن  mg/ml 4اتانولی پونه با غلظت 

ای که  ها به دست آمد، به گونه های مهارکننده عصاره غلظت
به ترتیب بیشتر از  ]4[غلظت مهارکنندگی از رشد عصاره الکی 

به عنوان شاهد بود. این نتایج  ]8[عصاره آبی پونه و فلوکونازول 
بیانگر عملکرد بهتر و تفاوت معنی دار عصاره الکلی پونه نسبت 

(. حداقل غلظت P≤0.05) باشد به فلوکونازول می
مهارکنندگی عصاره آبی پونه با نمونه شاهد فلوکونازول برابر و 

تواند به عنوان  بود. عصاره آبی پونه نمی mg/ml 8این مقدار 
رای فلوکونازول باشد اما عصاره الکلی پونه خاصیت جایگزین ب

مهارکنندگی بهتری نسبت به فلوکونازول دارد. همچنین بررسی 
حداقل غلظت کشندگی عصاره آبی و الکلی پونه نسبت به 
داروی شاهد فلوکونازول نشان از عملکرد کشندگی بهتر داروی 

حالی شاهد فلوکونازل نسبت به عصاره آبی پونه بود. این در 
است که عصاره الکلی پونه کشندگی بیشتری نسبت به 
فلوکونازول را نشان داد، هر چند تفاوت معنی داری بین میزان 

رسد که  (. به نظر میP ≤ 0.05ها وجود نداشت ) کشندگی آن
عصاره الکلی پونه کاندید مناسبی برای جایگزینی فلوکونازول 

این وجود ممکن های قارچی کاندیدایی باشد. با  در بیماری
است انتشار عصاره های فوق الذکر در محیط کشت حاوی 
آگار با مشکل مواجه گردیده و یا در اثر ترکیب با مواد موجود در 

 کشت از اثر ممانعت کنندگی آنها کاسته شده باشد.  محیط
با توجه به نتایج عصاره الکلی گیاه پونه  گیری کلی: نتیجه

کاندید مناسبی در مقایسه با داروی فلوکونازول برای درمان 
 باشد. عفونت های قارچی کاندیدایی می

نویسندگان این مقاله مراتب قدردانی و  تشکر و قدردانی:
دانشگاه عوامل مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی  تشکر خویش را از
 ی دارند.آزاد شهرکرد اعلام م
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Abstract 
In recent years, the prevalence of opportunistic fungal diseases has increased significantly. Candida 

albicans is a common fungal pathogen that has become resistant to azole drugs. In this study, the 

antifungal effect of aqueous and alcoholic extracts and peppermint essential oil on the growth of 

Candida albicans with fluconazole was investigated. In this study, 100 candidate fungal samples were 

prepared from patients. Candida albicans fungal samples were isolated by microscopic, biochemical, 

and glucose uptake tests by API20C kit. Then, the molecular PCR-RFLP method was used to identify 

different species of Candida yeast and differentiate them from each other (with Candida albicans). 

According to the NCCLS disc release standard, 25 mg fluconazole discs were prepared. The extract 

was extracted by percolation and the essential oil was extracted by water distillation. The standard 

strain of the ATCC14053 candidate was used to evaluate the quality control of the work. Comparison 

of the antifungal effect of Mentha pulegium extracts with peppermint essential oil with fluconazole 

was performed on these isolates by disk diffusion and microdilution methods. The highest relative 

frequency of yeast isolated from Candida albicans samples was 35% in the biochemical detection 

method and 38% of total samples in the PCR-RFLP method. The mean diameter of non-growth halos 

for aqueous and alcoholic extracts of Mentha pulegium was 1, Mentha pulegium essential oil was 23.4 

mm and for fluconazole was 26.16 mm, which showed better antifungal performance of fluconazole 

and a significant difference compared to Mentha pulegium essential oil (P ≤ 0.05). The minimum 

concentrations of alcoholic and aqueous extracts of Mentha pulegium and fluconazole were 4, 8, and 8 

mg/ml for MIC and 8, 16, and 8 mg/ml for MFC, respectively. The standard deviation of Mentha 

pulegium alcoholic extract in the MFC test was 3.55; While for fluconazole, it was 3.68. Given that 

statistically the smaller the standard deviation, the better the performance; Therefore, Mentha 

pulegium alcoholic extract had a better performance than fluconazole. These results indicate better 

performance and significant difference between Mentha pulegium alcoholic extract than fluconazole 

(P ≤ 0.05). According to the results of the above study, it seems that the alcoholic extract of Mentha 

pulegium can be used as a suitable drug candidate with better antifungal performance than fluconazole 

in the pharmaceutical industry. 
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