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تشخیص . باشد ها در بیماران با ضعف سیستم ایمنی می ترین عفونت کاندیدیازیس دهانی با عامل کاندیدا آلبیکنس از شایع :مقدمه
  .ن اهمیت فراوانی داردطلب، در درمان و بقاي بیمارا سریع و دقیق این عامل فرصت

 ها جدا شده نسبت به داروهاي آزولی و اثر اسانس زنیان بر این جدایه کاندیدا آلبیکنسهاي  مقاومت سویه در این مطالعه :هدف
  .ارزیابی شد

هاي  روشگیري با سواب از ناحیه دهانی صورت گرفت و شناسایی قطعی کاندیدا آلبیکنس با  نمونه  +HIVبیمار  70از  :روش بررسی
ها به فلوکونازول، کتوکونازول و کلوتریمازول به روش انتشار  حساسیت دارویی ایزوله. مورفولوژي، فنوتیپی و مولکولی انجام پذیرفت

  .ها به دو روش انتشار دیسک و میکرودایلوشن براث مورد مطالعه قرار گرفت ایزوله ر رويدیسک و همچنین اثر اسانس زنیان ب
میزان . هاي دیگر فراهم نمود تري را نسبت به روش تر و صحیح هاي شناسایی، روش مولکولی شناسایی سریع وشاز بین ر :نتایج

  در مورد اسانس زنیان، میزان . دشمشاهده  درصد 14، کلوتریمازول درصد 28، کتوکونازول درصد 32مقاومت در فلوکونازول 
کمترین غلظت بازدارندگی اسانس . در پلیت جلوگیري نمود آلبیکنس کاندیدامیکرولیتر این اسانس، به طور کامل از رشد  30

)MIC( ها  جدایه درصد 72 به روش میکرودایلوشن براث درppm  500  دیگر درصد 28و در ppm 750  و کمترین غلظت
  .دشمشاهده  ppm 1000و مابقی  ppm 750ها  ایزوله درصد 70هم در  )MFC(کشندگی 

تواند در  رسد استفاده از این گیاه بومی و اسانس آن به عنوان یک عامل ضد قارچی می به نظر می بر این اساس :گیري نتیجه
  .دشودرمان افراد مبتلا به کاندیدیازیس مخاطی در کنار داروهاي دیگر، استفاده 

  

   کاندیدا آلبیکنس اسانس زنیان،، ها آزول : واژگان گل
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 ...مطالعه ترکیب شیمیایی

 

  مقدمه
ر انسان و حیوانات یک مخمر طبیعی د کاندیدا آلبیکنس

هایی را  باشد که بسته به شرایط میزبان عفونت خونگرم می
ترین این  ترین و مهم از شایع. ]1[ تواند ایجاد نماید می

توان کاندیدیازیس پوستی و مخاطی را نام برد که  ها می عفونت
تواند  صورت اولیه یا ثانویه و به شکل حاد یا مزمن میه ب

صورت ه گوارش را درگیر نماید و یا بدهان، ناخن و دستگاه 
سیستمیک همراه با مننژیت، آندوکاردیت و سپتی سمی بروز 

توان به  از فاکتورهاي مستعدکننده این عفونت می. ]2[ کند
بیوتیک  ایدز، شیمی درمانی، آنتی: اختلال سیستم ایمنی مانند

رد اشاره ک... ها، پیوند مغز استخوان و هاي پردامنه، سرطان تراپی
. شوند هاي عمقی می که باعث تهاجم این مخمر به بافت

عنوان یک عامل ه ب کاندیدا آلبیکنسشناسایی سریع و دقیق 
پیدا کردن منابع طلب بسیار حائز اهمیت است و  فرصت

هاي  ویژه در عفونته ب ،هاي انتقال بیماري درك راه عفونت و
ه به اینکه با توج .]3[ هاست بیمارستانی مستلزم شناسایی گونه

هاي فنوتیپی،  هاي شناسایی قدیمی مانند روش در روش
گیر بودن  بیوشیمیایی و مورفولوژي، عواملی همچون وقت

و احتمال تشخیص اشتباه در شناسایی وجود دارد،  ها آزمایش
ی در جهت تشخیص هاي سریع و دقیق مولکول استفاده از روش

ن امکان را فراهم مطالعات اپیدمیولوژیک، ای و کنترل بیماري و
هاي شایع در  کاندیدیازیس دهانی از عفونت. ]4[ سازند می

خصوص در مراحل قبل از درمان و مراحل ب HIV +افراد 
 HIVبا وجود درمان دارویی ضد ویروسی . باشد پیشرفته می

)HAART( ًخانواده  و همچنین داروهاي ضدقارچی، خصوصا
همانند طلب  هاي فرصت ها، کاهش عفونت مهم آزول

باشد اما امروزه  میسر می کاندیداآلبیکنس کاندیدیازیس با عامل
هاي زیادي مبنی بر شکست در درمان بیماران مبتلا به  گزارش

کاندیدیازیس ارائه شده است که این امر باعث عدم پاسخ به 
ه ب. ]5،6،7[ شود درمان و در بیشتر موارد عود مجدد بیماري می

اروهاي ضدقارچی در بیماران و مدت د علاوه مصرف طولانی
هاي  ده بیماران دورهشعوارض ناشی از این داروها، باعث 

  مطالعات اپیدمیولوژیک . درمانی را به طور کامل سپري نکنند

  

هاي مهم قارچی توسط  نشان داده است که اغلب عفونت
این . دشو هاي مقاوم به داروهاي ضدقارچی ایجاد می گونه

و مقاومت آنها  کاندیدا آلبیکنسخصوص در مورد موضوع ب
به  .یید قرار گرفته استأنسبت به داروي فلوکونازول مورد ت

هاي اخیر توجه محققین به سمت یافتن  همین دلیل در سال
ها  ترکیبات طبیعی و گیاهی با خواص مهارکنندگی رشد قارچ

ها و  معطوف شده است و انواع مختلفی از گیاهان و عصاره
ها در شرایط  با موفقیت در مهار رشد قارچهاي آنها  اسانس

این رویکرد . ]8[ استکار گرفته شده ه آزمایشگاهی ب
انگیز جهانی به طب گیاهی، بسیار پیچیده است و شامل  شگفت

توان به آن  هاي مختلفی می عوامل متفاوتی است که در گستره
خطر بودن نسبی آن، در دسترس بودن و  شاید بی. نگریست

خوانی با ی در کنار کنترل مسیر درمان و هماي گیاهوفور داروه
هاي طبیعی دارد از  وردهآکید بر روي فرأنگر که ت فلسفه کل

یکی از این گیاهان که داراي اثر دارویی . ]9[ عوامل مهم باشد
از  .باشد اثر ضدمیکروبی را داراست گیاه زنیان می خصوصاً

وانی این گیاه با علل مهم انتخاب این گیاه در این مطالعه، فرا
توجه به بومی بودن آن و مطالعات اندکی است که بر روي 

از طرفی اشاره به . اثرات ضد قارچی آن صورت گرفته است
الاغراض نوشته سید ( خواص ضد میکروبی آن در کتب قدیمی

و همچنین دیگر خواص دارویی آن ) اسماعیل جرجانی
از تیره  Trachyspermum Ammiنام علمی این گیاه  .باشد می

بوده و در نقاط مختلف دنیا به  )Umbelliferae(جعفري 
گیاهی است علفی، یکساله، . شود هاي متفاوتی خوانده می نام

متر که به حالت  سانتی 90الی  30بدون کرك و به ارتفاع 
اش  میوه. روید خودرو در نواحی شرقی هند، ایران و مصر می

ی شبیه به بوي یبوکوچک، بیضی و به رنگ زرد و داراي 
 دهد باشد که بخش دارویی این گیاه را تشکیل می تیمول می

ها گرم و خشک است  زنیان از نظر طبیعت مانند زیره. ]10،11[
و از نظر خواص ضد اسپاسم، ضد نفخ معده، ضد ترشی معده، 
نیروبخش، مقوي قواي جنسی، بالا برنده فشار خون، محرك و 

هاي معده و کبد و ناراحتی  ريبراي رفع بیما. بادشکن است
منبع غنی از . شود گلو، سرفه و همچنین رماتیسم تجویز می
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رافی و همکاراناش  

 

اسانس میوه . ]12[ کنندگی دارد تیمول است که نقش ضدعفونی
نام دارد که قدرت کشندگی و  ) Ajowan(این گیاه آجوان 

، )Thymol(ضدمیکروبی آن به خاطر ترکیباتی همچون تیمول 
  ، گاما ترپینن )Pinene -ߚ(ا پینن ، بت)Cymene(سایمن 

)γ- Trepinene(  و سابینن)Sabinene( 13[ باشد می[.  

  
   ها مواد و روش

  ها آوري نمونه جمع
بیماران مورد بررسی در این مطالعه، از مرکز تحقیقات ایدز 

طور غیر ه ب 1390، در پاییز )ره( واقع در بیمارستان امام خمینی
انتخاب ) بیمار زن 16یمار مرد و ب 54(بیمار  70تصادفی از 

هاي الیزا و  با روش عفونت ایدز در این بیماران قبلاً. دشدن
این بیماران جهت درمان و مشاوره به . بود أیید شدهت بلاتینگ

ها بر اساس وجود  این مرکز درمانی مراجعه کرده بودند و نمونه
رع حلقی و با استفاده از سواب تهیه و در اس - ضایعات دهانی

شناسی دانشکده دامپزشکی  وقت به آزمایشگاه تحقیقاتی قارچ
ها بر روي محیط کشت  سپس نمونه. دشدانشگاه تهران حمل 
صورت خطی ه با کلرامفنیکل ب )Merck(سابورودکستروز آگار 

ساعت  72تا  48بعد از  هاي رشد کرده کلنی کشت داده شد و
. گرفت گراد مورد بررسی قرار درجه سانتی 35در دماي 

آمیزي  درصد پتاس و رنگ 10همچنین آزمایش مستقیم با 
  .ها صورت گرفت گیمسا نیز بر روي نمونه

  
  شناسایی کاندیدا آلبیکنس

هاي  از سایر گونه کاندیدا آلبیکنسجهت تشخیص افتراقی 
هاي  کاندیدا، از محیط کروم آگار کاندیدا استفاده شد و کلنی

و سبز آبی به عنوان  با رنگ سبز، سبز روشن، سبز تیره
هاي  ، جهت بررسیکاندیدا آلبیکنسکاندیداهاي مشکوك به 

هاي فنوتیپی، بیوشیمیایی و مولکولی انتخاب  بیشتر با تست
تولید کلامیدوکنیدي بر روي : ها شامل این تست .]14[ دندش

، تولید لوله زایا در مجاورت 80محیط کورن میل آگار و توئین 
گراد، توانایی رشد در  درجه سانتی 37 با سرم انسان در دماي

 Rap ID yeastگراد، تست جذب قندي با کیت درجه سانتی 45

plus  و در نهایت جهت تشخیص قطعی از روش مولکولیPCR 
  .دشبا پرایمرهاي اختصاصی کاندیدا آلبیکنس استفاده 

  
  DNAاستخراج 

 STEN :)Tris-Hcl  pH:7.6میکرولیتر از بافر  50

0.2M, Nacl 0.5M, SDS 0.1%, EDTA 0.01M(  را به
 5/1 در یک ویال کاندیدا آلبیکنسهمراه چند کلنی از 

لیتري ریخته و ورتکس کرده تا به شکل یکنواخت در آمد  میلی
استریل و Glass Bead سپس به مقدار یک سوم حجم بالا 

 TE(PH: 7.6) :)Tris base میکرولیتر بافر  20مقدار 

10mM, EDTA 1mM, Hcl 0.1N(  میکرولیتر هم  60و
اضافه کرده و یک دقیقه ) به نسبت یک به یک(فنل کلروفرم 

دقیقه  5به مدت  rpm 13000ها در  نمونه. دشورتکس 
به . دشسانتریفوژ شده و فاز فوقانی به یک ویال جدید منتقل 

و  PH:5.2مولار با  3حجم نمونه، استات سدیم  1/0اندازه 
انول مطلق افزوده شد و پس از چند برابر حجم ات 5/2همچنین 

  منفی  دقیقه در دماي 30ها، به مدت  بار سروته شدن ویال
  به مدت  rpm 13000ها در  نمونه. درجه قرار گرفت  20
ی را دور ریخته و به یمحلول رو. دشدقیقه سانتریفوژ  10

درصد افزوده  70میکرولیتر اتانول  50رسوب ته میکروتیوب 
به مدت  rpm 13000در  تکان دادن مجدداً ها بدون ویال. شد

  ها  ی را دور ریخته و ویالیمایع رو. دشدقیقه سانتریفوژ  5
 دقیقه در محیط اتاق قرار داده شد تا الکل کاملاً 30تا  20

به ویال اضافه  TE (PH:8.3)میکرولیتر بافر  50. دشوتبخیر 
 افزوده و نیم RNase (1 mg/ml)کرده و یک میکرولیتر هم 

 به دست آمده DNA. درجه داده شد 37ساعت در دماي 
  .]15[ دشگراد نگهداري  درجه سانتی 4جهت استفاده در دماي 

  
  PCRروش 

کاندیدا جفت پرایمرهاي اولیگونوکلئوتیدي اختصاصی 
  آلبیکنس

(5′-TTTATCAACTTGTCACACCAGA-3′, 
forward, CALB1, L47111) 
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(5′-ATCCCGCCTTACCACTACCG-3′, reverse, 
CALB2, L28817) 

  
  در ناحیه ژنی  bp 273به منظور تقویت یک قطعه 

5.8 ribosomal RNA 16[ استفاده شد[ .  
به عنوان شاهد مثبت  ATCC 10231 کاندیدا آلبیکنساز 

و از آب مقطر و چند گونه دیگر کاندیدا به عنوان کنترل منفی 
 Bufferمیکرولیتري شامل 20این آزمون در حجم . استفاده شد

10X 1.5(، کلرید منیزیوم mM( ،dNTP )0.2 mM( پرایمر ،
واحد  5/0 از پلیمر Taq DNA، آنزیم )Mߤ 0.5(از هرکدام 

الگو   DNAاز  میکرولیتر 2و ) محصول شرکت سیناکلون(
: از سه مرحله هاي گرمایی عبارت بود سیکل. دشانجام 

ه، مرحله دقیق 5گراد به مدت  درجه سانتی 95 دناتوراسیون اولیه
گام اول، : سیکل و هر سیکل شامل سه گام 40: دوم شامل

ثانیه، گام  30گراد به مدت  درجه سانتی 95دناتوراسیون اولیه 
  ثانیه و گام سوم،  30گراد به مدت  درجه سانتی 58دوم 

یک امتداد نهایی : مرحله سوم. ثانیه 30گراد به مدت  درجه سانتی 72
در یک  PCR واکنش . دقیقه 10 گراد به مدت درجه سانتی 72

مقدار . انجام شد )Techne, TC512, England(ترموسایکلر مدل 
در بافر ) سیناکلون(درصد  5/1میکرولیتر از محصول روي آگارز  8

TBE 0.5X  قطعات . الکتروفورز شد 80ساعت در ولتاژ  1به مدت
اید آمیزي با اتیدیوم بروم حاصل از هر نمونه در نهایت پس از رنگ

به صورت باند فلورسنت در لیتر  میکروگرم بر میلی 5/0با غلظت 
همچنین جهت . دشدستگاه ترانس ایلومیناتور مشاهده و ذخیره 

صحت کار و عملکرد اختصاصی پرایمرها از چند کاندیداي دیگر 
کاندیدا  و مثل کاندیدا دابلینینسیس، کاندیدا گلابراتا، کاندیدا کروزئی

به عنوان استاندارد وزن . دشها استفاده  ار نمونهتروپیکالیس در کن
 DNA )VC100bp DNAنشانگر وزن مولکولی  مولکولی نیز از

Ladder, Vivantis( استفاده شد.  
  

هاي ضدقارچی به روش انتشار  بیوتیک تعیین حساسیت آنتی
  دیسک

یید أت کاندیدا آلبیکنسهاي  این تست بر روي تمام جدایه
هاي استاندارد  اي این کار از دیسکبر. شده انجام گرفت

فلوکونازول، کلوتریمازول، نیستاتین، کتوکونازول، آمفوتریسین 
B  و فلوسایتوزین)MAS DIAGNOSTICS(  بر اساس

انجام  M44-Aو روش  NCCLS( CLSI(روش پیشنهادي 
  سوسپانسیون استاندارد مخمري با غلظت . ]17[ شد

cfu/ml 106 استریل حاوي سرم  هاي از کشت تازه در لوله
د، شاسپکتروفوتومتریک تهیه  تفاده از روشفیزیولوژي با اس

ور کردن آن در درون  سپس با استفاده از سواپ و غوطه
هاي  سوسپانسیون و انتقال سواپ بر روي محیط کشت، سلول

یکنواخت و در تمام جهات کشت  صورت کاملاًه مخمري را ب
شد دیسک  ی جذبدقیقه که مایع سطح 10عد از داده و ب

. داروي استاندارد را با پنس استریل در مرکز محیط قرار دادیم
درجه، قطر هاله  35ساعت انکوبه در دماي  48تا  24بعد از 

گیري قرار  متر مورد اندازه ممانعت از رشد را بر حسب میلی
  .]17[ گرفت
  

  تهیه گیاه زنیان و بررسی ترکیبات اسانس زنیان
شماره  هشرکت پاکان بذر اصفهان بمیوه گیاه زنیان از 

یید خالص أخریداري و پس از ت 293-0303-1م یوراــهرب
د و شگیري  بودن بذر، با استفاده از دستگاه کلونجر اسانس

لیتر از اسانس تهیه شده به  ، یک میلی GC/MSبراي تعیین 
ی در استان البرز ارسال و با استفاده از یپژوهشکده گیاهان دارو

ترکیبات  Agilent (GC: 6890, Mass: 5973)دستگاه 
  .دشاسانس شناسایی 

  
اسانس زنیان به روش انتشار  تعیین حساسیت ضد قارچی

  دیسک
 cfu/ml 106ابتدا سوسپانسیون استاندارد مخمري با غلظت 

بر روي محیط مولر هینتون به طور کامل پخش و در ادامه 
لیتر از اسانس میکرو 30میکرولیتر و  20میکرولیتر،  10مقادیر 

اضافه ) شرکت پادتن طب(بر روي کاغذهاي بلانک استریل 
را با  کرده و پس از جذب شدن اسانس در کاغذ بلانک، آن

 48تا  24پنس استریل در مرکز پلیت قرار داده و به مدت 
درجه انکوبه شد، پس از دوره انکوباسیون قطر  35ساعت در 
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این . گیري شد اندازه متر منطقه ممانعت از رشد، بر حسب میلی
  .دشها انجام گرفت و نتایج یادداشت  آزمایش بر روي تمام ایزوله

  
آزمایش میکرودایلوشن براث براي تعیین کمترین غلظت 

 :Minimum inhibition concentration( بازدارندگی

MIC(  
  تهیه رقت اسانس زنیان
تا  1000به صورت پایلوت از   RPMIاین رقت در محیط 

10000 ppm ثر، ؤو پس از مشخص شدن رنج رقتی م تهیه
. سازي را ریزتر کردیم براي رسیدن به رقت کارآمد رنج رقت

 DMSO 5جهت همگن کردن اسانس در این محیط کشت از 
  .دشدرصد استفاده 

  
  )Inoculum preparation(سازي سوسپانسیون مخمري  آماده

د کاندیدا ها در محیط سابورو دکستروز آگار کشت مجد
  ساعت در  24تا  18به مدت  و )Sub culture(داده شد 

سوسپانسیون تلقیحی . دشگراد انکوبه  درجه سانتی 35
) متر میلی 1با قطري حدود (کلنی  5بایست از طریق برداشت  می

 85/0سالین (سی سرم فیزیولوژي  سی 10از کشت تازه در داخل 
انیه ورتکس ث 15سوسپانسیون فوق به مدت . دش آماده می )درصد

وفتومتري در اسپکتر شده و میزان تراکم سلولی از طریق روش 
و یا از طریق روش نیم مک فارلند تعیین  نانومتر 530طول موج 

  هاي مخمري  که در نهایت مقدار سلول د، به طوريشتراکم 
سپس از . لیتر شد سلول در هر میلی 1 × 106 - 5 × 106

تهیه  20/1سپس  و 100/1 هاي سوسپانسیون فوق به ترتیب رقت
  لیتر هاي مخمري در هر میلی کرده به نحوي که تراکم نهایی سلول

 CFU/ml103 × 5/2  - 5/0 دست آمده ب.  
 

  اي خانه 96هاي  پخش کردن سوسپانسیون تهیه شده در میکروپلیت
هاي اسانس تهیه شده  میکرولیتر از رقت 100 در هر چاهک

 .دشري استاندارد اضافه میکرولیتر سوسپانسیون مخم 100و 
براي هر مخمر دو چاهک جهت جلوگیري از خطا و به همراه 

 24نتایج پس از  .کنترل منفی و مثبت در نظر گرفته شده بود

گراد هم  درجه سانتی 35ها در  ساعت انکوبه کردن میکروپلیت
 وسیله الیزاه ب ODگیري  هم اندازه به روش ماکروسکوپی و

ظتی که در آن رشد مخمرها مهار شده کمترین غل .دشبررسی 
. تلقی شد  MICبود یعنی رشدي انجام نشده بود به عنوان 

 Minimum fungicide( براي تعیین حداقل غلظت کشندگی

concentration: MFC( میکرولیتر از غلظتی که  100، مقدار
ده و همچنین چند غلظت قبل از شتعیین  MICبه عنوان 

MIC رسید بر  پی هم شفاف به نظر میکه با دید ماکروسکو
روي محیط سابورو دکستروز آگار کشت داده شد و در 

ساعت، مورد  48تا  24گراد بعد از  درجه سانتی 35انکوباتور 
کاندیدا حداقل غلظتی که مانع رشد . بررسی قرار گرفت

  .]18[ در نظر گرفته شد MFCشده بود، به عنوان  آلبیکنس
  

   نتایج
مبتلا به کاندیدیازیس  +HIVبیمار  70در این پژوهش 

فنوتایپی و ژنوتایپی مورد بررسی قرار  هاي با آزمایش دهانی
د که ششناسایی  کاندیدا آلبیکنسمورد  50گرفت که در نهایت 

. دادند مورد را هم زنان تشکیل می 8مورد را مردان و  42
هاي مورد استفاده در این بررسی از  شناسایی آزمونقدرت 

، 5/94، تست لوله زایا درصد 5/92وم آگار کاندیدا کر: قبیل
، درصد 5/92ایجاد کلامیدوکنیدي در محط کورن میل آگار 

هاي بیوشیمیایی  ، تستدرصد 87گراد  درجه سانتی 45رشد در 
. دشمشاهده  درصد PCR 100و آزمون  5/92و جذب قند 

 50 براي CALB2 و CALB1با پرایمرهاي  PCR آزمون 
DNA  د و قطعه هدف شجدا شده انجام  ا آلبیکنسکاندید  

bp 273 شکل( شدها با موفقیت تقویت  براي کلیه نمونه 
   .)1 شماره

در تعیین حساسیت ضد قارچی به روش انتشار دیسک، 
نسبت به  کاندیدا آلبیکنسهاي  میزان مقاومت در جدایه

درصد و ایتراکونازول  28درصد، کتوکونازول  32فلوکونازول 
  ها نسبت به نیستاتین و درحالی که همه جدایه. د بوددرص 14
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کاندیدا آلبیکنس (کنترل مثبت : P. مارکر: M). CALB2 و CALB1(هاي کاندیدا آلبیکنس با استفاده از پرایمر  برخی از جدایه PCR - 1 شماره شکل

ATCC 10231 .( کاندیدا تروپیکالیس :12. کاندیدا کروزئی: 11. کاندیدا دابلینینسیس: 10.گلابراتاکاندیدا : 9. هاي کاندیدا آلبیکنس برخی از جدایه 8تا  1اعداد  
  

با توجه به اینکه داروي . حساسیت نشان دادند Bآمفوتریسین 
فلوسیتوزین به همراه داروهاي دیگر مثل فلوکونازول و 

تنهاي این دارو باعث  د، استفادهشو مصرف می Bآمفوتریسین 
هاي  در این بررسی جدایه. دشو یداها میمقاومت در بین کاند

ثیر تنهاي این دارو مقاومت نشان أنسبت به ت کاندیدا آلبیکنس
  .)1 شماره جدول( دادند

کروماتوگرافی  بر مبناي در آنالیز ترکیبات اسانس زنیان
ترکیب در اسانس زنیان شناسایی  11 طیف سنج جرمی/گازي

درصد  25اراسیمن با درصد، پ 45د که در این میان، تیمول با ش
دهنده اسانس  درصد بیشترین مواد تشکیل 18و گاماترپینن با 

  .)2 شماره جدول( بودند
  هاي جدا شده نسبت به میزان  تمامی کاندیدا آلبیکنس

میکرولیتر از این اسانس در روش انتشار دیسک  20و  10
میکرولیتر از اسانس زنیان به  30حساسیت نشان دادند و میزان 

  .)3 شماره جدول( کامل از رشد کاندیدا جلوگیري کرده بودطور 
در تعیین حساسیت به اسانس زنیان به روش 

ها کنترل مثبت که  میکرودایلوشن براث، در تمام میکروپلیت
کاندیدا به همراه   RPMI-1640 فقط حاوي محیط کشت 

هاي  کنترل. آلبیکنس بودند رشد داشته و کدورت ایجاد کرده بودند
به همراه اسانس  RPMI-1640ی هم که حاوي محیط کشت منف

ها مشاهده  این چاهک گونه رشد و کدورتی در زنیان بود و هیچ
، کمترین غلظت ممانعت )نمونه 36(ها  درصد جدایه 72در . نشد

 ها درصد جدایه 28و در  ppm 500، در رقت ) MIC( از رشد
ه مربوط به هاي کشت داده شد پلیت. بود ppm  750) نمونه 14(

MFC حداقل غلظت کشندگی در . هم مورد بررسی قرار گرفت
ها  درصد نمونه 30و در  ppm 750ها در رقت  درصد جدایه 70

  .دشمشاهده  ppm 1000هم در رقت 

  
  بحث

در افراد با ضعف  فرصت طلب هاي قارچی اهمیت بیماري
  ده شاي  در دو دهه اخیر داراي اهمیت ویژهسیستم ایمنی 

ها و روند روبه رشد آنها از  این بیماريشناخت  هور وظ. است
رشته  اهمیت ،در چند دهه اخیر لحاظ بروز و شیوع در جامعه

درمانی  رابطه تنگاتنگ آن را با علوم بالینی و شناسی و قارچ
دهانی یک عفونت  - کاندیدیازیس حلقی .]19[ دهد نشان می
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باشد که  می HIVمعمول و شایع در بین افراد مبتلا به ویروس 
 باشد می کاندیدا آلبیکنسترین عامل ایجاد کننده آن  یکی از مهم

 4/71 کاندیدا آلبیکنسدر مطالعه حاضر میزان شیوع . ]5،20[
در مطالعات دیگر، شیوع کاندیدا آلبیکنس در . شددیده  درصد

و افراد فاقد علائم درصد  83دهان افراد با علائم دهانی تا 
این میزان در . درصد گزارش شده است 48تا  3دهانی از 
موفقیت ]. 21 - 24[ درصد هم اشاره شده است 65کودکان تا 

ها و هم به نوع و  هم به کیفیت آزمایش در شناسایی مخمرها
 کاندیدا آلبیکنسشناسایی . وسعت اطلاعات لازم وابسته است

ها  حدت در بین گونه -1: از چند جهت حائز اهمیت است
دار در جهت  هاي حدت وت باشد و شناسایی گونهتواند متفا می

خصوص در بین افراد با ضعف سیستم ایمنی بدرمان و کنترل 
ها متفاوت  حساسیت دارویی در بین گونه -2. باشد مهم می

باشد همچنان که بعضی گونه نسبت به بعضی داروها  می
کاندیدا دهند مانند مقاومت ذاتی  مقاومت ذاتی نشان می

و  Bبه آمفوتریسین  کاندیدا لوزیتانیافلوکونازول و  به گلابراتا
  به فلوکونازول کمترهمچنین حساسیت کاندیدا آلبیکنس نسبت 

  
  

  الگوي حساسیت کاندیدا آلبیکنس به روش انتشار دیسک - 1 شمارهجدول 
  )درصد( مقاومت  )درصد( حساسیت نسبی  )درصد( حساسیت  دیسک مصرفی

  32  10  58  فلوکونازول
  28  10  62  ازولکتوکون

  -   B 96  4آمفوتریسین 
  -   -   100  نیستاتین

  14  16  70  کلوتریمازول
  100  -   -   فلوسایتوزین

  
  GC-MSنتایج آنالیز اسانس زنیان با استفاده از دستگاه - 2شماره  جدول

  درصد  نام ترکیب  ردیف
  45 تیمول  1
  25  پاراسیمن  2
  18  گاما ترپینن  3
  3/1  بتا پینن  4
  7/0  ندنبتا فلا  5
   7/0  سابینن  6
  5/0  بتامیرسن  7
  4/0  آلفاترپینن  8
  3/0  ترپینن  9
  3/0  آلفا پینن  10
  3/0  آلفانوژن  11
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  به اسانس زنیان به روش انتشار دیسک +HIVهاي جدا شده از بیماران  الگوي حساسیت کاندیدا آلبیکنس - 3شماره  جدول
  میکرولیتر 30  میکرولیتر 20  میکرولیتر 10  شماره  لیترمیکرو 30  میکرولیتر 20  میکرولیتر 10  شماره

  ممانعت از رشد  50  46  27  ممانعت از رشد  متر میلی 53  متر میلی 45  1

  ممانعت از رشد  55  47  28  ممانعت از رشد  52  47  2

  ممانعت از رشد  48  43  29  ممانعت از رشد  50  40  3

  ممانعت از رشد  51  45  30  ممانعت از رشد  51  46  4

  ممانعت از رشد  55  50  31  ممانعت از رشد  50  43  5

  ممانعت از رشد  49  41  32  ممانعت از رشد  49  41  6

  ممانعت از رشد  53  45  33  ممانعت از رشد  49  46  7

  ممانعت از رشد  57  50  34  ممانعت از رشد  48  43  8

  ممانعت از رشد  52  47  35  ممانعت از رشد  52  43  9

  ممانعت از رشد  51  45  36  ممانعت از رشد  50  44  10

  ممانعت از رشد  50  43  37  ممانعت از رشد  55  45  11

  ممانعت از رشد  55  48  38  ممانعت از رشد  51  46  12

  ممانعت از رشد  55  50  39  ممانعت از رشد  54  47  13

  ممانعت از رشد  50  43  40  ممانعت از رشد  55  50  14

  ممانعت از رشد  47  40  41  ممانعت از رشد  52  47  15

  ممانعت از رشد  48  43  42  ممانعت از رشد  52  45  16

  ممانعت از رشد  55  45  43  ممانعت از رشد  50  43  17

  ممانعت از رشد  50  48  44  ممانعت از رشد  50  45  18

  ممانعت از رشد  52  47  45  ممانعت از رشد  50  43  19

  ممانعت از رشد  53  45  46  ممانعت از رشد  53  48  20

  ممانعت از رشد  عدم رشد  50  47  ممانعت از رشد  49  45  21

  ممانعت از رشد  55  42  48  ممانعت از رشد  49  45  22

  ممانعت از رشد  57  44  49  ممانعت از رشد  50  44  23

  ممانعت از رشد  عدم رشد  49  50  ممانعت از رشد  48  45  24

  ممانعت از رشد  ATCC 45  51  ممانعت از رشد  48  45  25

          ممانعت از رشد  50  43  26
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باشد هرچند از نظر مورفولوژیکی  می کاندیدا دابلینینسیسز ا
با  کاندیدا آلبیکنسشناسایی . ]3[ بسیار شبیه هم هستند

ایجاد هایف کاذب، لوله زایا، ایجاد : هایی مثل روش
هاي اختصاصی مثل کورن میل  استفاده از محیطکلامیدوکنیدي، 

رسد ولی  آگار و آسیمیلاسیون قندها هرچند ساده به نظر می
. ]25[ نتایج حاصل آنها کلی و در مواردي قابل اطمینان نیست

 5/92در این تحقیق قدرت تفریق با محیط کروم آگار کاندیدا 
کاندیدا تفاوت رنگ اندکی بین  مشاهده شد چرا که درصد

بر روي این محیط کشت  کاندیدا دابلینینسیس و آلبیکنس
توان این دو را از هم  تنها از روي رنگ کلنی نمی و وجود دارد
 کاندیدا دابلینینسیسو  کاندیدا آلبیکنس. ]26[ تفریق داد

توانند در محیط کورن میل آگار کلامیدوکنیدي ایجاد کنند  می
گراد و پس  درجه سانتی 25در دماي  کاندیدا گلابراتاهمچنین 

گراد نیز قادر به این کار  درجه سانتی 4از انکوباسیون در دماي 
 کاندیدا گلابراتان تفاوت که دیواره ایجاد شده در است با ای

 5/92باشد با این روش نیز  می کاندیدا آلبیکنستر از  نازك
گراد هرچند  درجه سانتی 45رشد در دماي . دشتفریق  درصد

د اما شو محسوب می کاندیدا آلبیکنسبه عنوان یک حدت براي 
ستند، ها قادر به رشد در این درجه حرارت نی همه آلبیکنس

روش . دشمشاهده  درصد 87قدرت تفریق این روش هم 
اگر . دشمشاهده  درصد 5/94ایجاد جرم تیوب در این مطالعه 

ها در  ترین روش ترین و سریع چه ایجاد لوله زایا از ساده
هم  کاندیدا دابلینینسیسآید ولی  ها به حساب می آزمایشگاه

واند تشخیصی براي ت تواند لوله زایا تولید کند این تست نمی می
نشان داده شده که عواملی  همچنین. راق این دو کاندیدا باشدافت

غلظت  ، غلظت گلوکز، هورمون استروژن وpHمانند دما، 
CO2  ثیرگذار باشندأتوانند در نتایج این تست تشخیصی ت می 

هاي بیوشیمیایی هم صادق  این تغییرات در مورد کیت .]27[
 درصد 5/92ها  از بقیه گونه دا آلبیکنسکاندیبود چرا که افتراق 

هاي جدید کاندیدایی و قرابت  با ایجاد گونه. شدمشاهده 
نزدیک آنها از نظر مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی، کار تشخیص 

بر بوده  هاي فوق بسیار زمان تر شده و استفاده از روش سخت
له در مورد افراد بیمار در معرض خطر همانند أکه این مس

بنابراین جهت . ها بسیار بااهمیت است ها و ایدزي يپیوند
شناسایی دقیق و درمان سریع، همچنین پی بردن به منبع عامل 

هاي مولکولی بسیار  عفونت در جهت کنترل بیماري، روش
کاندیدا  هاي براي جداسازي گونه. مورد توجه قرار گرفته است

برده شده کار ه هاي خاصی ب هاي بالینی، ژن در نمونه آلبیکنس
 S ribosomal 5.8در این تحقیق از ژن. ]28 – 31[ است

RNA  استفاده شد که با حساسیت و ویژگی بسیار بالایی قادر
و همکاران  (Thomas) توماس  .بود کاندیدا آلبیکنس به تفریق

 , L47111( S ribosomal RNA 5.8از ژن ) 2002(

L28817(  حساسیت ایزوله، استفاده کرده و  26در شناسایی
در ایران هم . ]16[ درصد گزارش کردند 100این روش را 

ها صورت گرفته  مطالعاتی در زمینه تشخیص مولکولی کاندیدا
و با توجه به اهمیت تشخیص سریع و دقیق، پیشنهاد تست 
غربالگري اولیه براي بیماران مبتلا به کاندیدیازیس قبل از 

 ده استشنهاد پیش ،PCRمصرف درمان با استفاده از آزمون 
انتخاب یک داروي مناسب، علاوه بر فاکتورهایی مثل  ]32،33[

ثیرات سمی دارو، روش درمان و همکاري أشدت بیماري، ت
تواند در درمان صحیح بیمار و عدم  بیمار در دوره درمان، می

  در این بررسی از . عود مجدد بیماري نقش مهمی داشته باشد
ایتراکونازول، کتوکونازول،  داروي استاندارد فلوکونازول، 6

و به  NCCLS  و فلوسایتوزین طبق روش B آمفوتریسین
این روش در صورت . دشصورت انتشار دیسک استفاده 

تواند روش مطمئنی در  هاي استاندارد، می استفاده از دیسک
روش انجام ساده این تست، . هاي تشخیصی باشد آزمایشگاه

. باشد مزایاي این روش می آسان و تکرارپذیري بالا از خواندن
دست آمده، میزان ه با استفاده از این روش و با توجه به نتایج ب

به داروي فلوکونازول،  کاندیدا آلبیکنسهاي  مقاومت جدایه
دیده  درصد 14و  28، 32کتوکونازول و ایتراکونازول به ترتیب 

شد که این میزان مقاومت بالا نسبت به داروهاي آزولی نشانه 
 بخصوصرسد چرا که داروهاي آزولی  به نظر نمی خوبی

فلوکونازول به دلیل راحتی تجویز، مسمومیت کمتر نسبت به 
داروهاي آزولی دیگر و جذب مناسب گوارشی براي درمان 

. باشد بیماران مبتلا به کاندیدیازیس دهانی مناسب می
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هاي آزولی در بیماران کاندیدیازیس دهانی روز به روز  مقاومت
له یکی از مشکلات مهم درمان أال افزایش بوده و این مسدر ح

اي  مطالعات گسترده. ]34[ باشد در بین بیماران ایدزي نیز می
ها به  در این زمینه هم صورت پذیرفته است و در تمام بررسی

میزان . ]35[ افزایش مقاومت دارویی آزولی اشاره شده است
مانند نیستاتین و  به داروهاي پلی ان کاندیدا آلبیکنسمقاومت 

باشد که در مطالعات دیگر نیز به  بسیار نادر می Bآمفوتریسین 
در  100در این مطالعه هم حساسیت . ]36[ آن اشاره شده است
ها به این دو دارو حاکی از این مطلب  صدي تمام جدایه

به  کاندیدا آلبیکنسهاي  میزان مقاومت بالاي جدایه. باشد می
نها را نسبت به این دارو آقاومت ذاتی داروي فلوسیتوزین، م

ثیر چندانی بر أدهد و استفاده این دارو به تنهایی، ت نشان می
با توجه به اثرات سینرژیستی این دارو با . روي کاندیدا ندارد

، در درمان سیستمیک Bآمفوتریسین  بخصوصداروهاي دیگر 
ها موجب بهبودي  بیوتیک اگرچه مصرف آنتی. دشو استفاده می

د ولی همین امر شو و برطرف شدن عوامل عفونی و عفونت می
هاي مقاوم شده و باعث عدم  باعث پدیدار شدن میکروارگانیسم

د از طرف دیگر شو موفقیت در درمان و عود مجدد بیماري می
هاي درمان قارچی و ایجاد ضعف و ناتوانی  طولانی بودن دوره

. مان به همراه دارددر بیماران، عدم تمایل آنها را در ادامه در
هاي  مطالعات اپیدمیولوژیک نشان داده است که اغلب عفونت

هاي مقاوم به داروهاي ضدقارچی  مهم قارچی توسط گونه
 کاندیدا آلبیکنسخصوص در مورد این موضوع ب. شود ایجاد می

یید قرار أو مقاومت آنها نسبت به داروي فلوکونازول مورد ت
هاي  ا گیاهان دارویی از زماندرمان ب. ]37،38[ گرفته است

کنون در ایران رایج و از حیث آسانی و فراگیري در دیرین تا
هاي اخیر تحقیق در مورد  درجه اول اهمیت بوده است در سال

داروهاي گیاهی به سرعت افزایش یافته و به منظور استفاده از 
 هاي مواد شیمیایی گیاهی و پیشرفت در جهت درمان بیماري

شناسان، داروسازان، طه تنگاتنگی بین گیاهعفونی، راب
مواد . ]39[ شناسان ایجاد شده است دانان و میکروب شیمی

موجود در گیاهان، طبیعی و موافق طبع بشر بوده و به طور 
مسلم اثراتش با اثرات حاد موادي که به صورت شیمیایی و 

شود و اغلب هم مخالف طبع هستند اختلاف  ترکیبی تهیه می
ي موجود در داروهاي گیاهی،  ثرهؤز طرف دیگر مواد ما. دارد

به دلیل همراه بودن آنها با مواد دیگر، پیوسته از حالت تعادل 
بیولوژیک برخوردارند لذا در بدن انباشته نشده و اثرات جانبی 

  . ]9،39[ نیز به همراه ندارند
کاندیدا ثیر مهاري اسانس زنیان بر رشد أدر تحقیق حاضر ت

ه دو روش دیسک دیفیوژن و میکرودایلوشن براث به ب آلبیکنس
میکرولیتر و  10در روش دیسک دیفیوژن مقدار . اثبات رسید

میکرولیتر از این اسانس در روي محیط کشت، منطقه  20
را  کاندیدا آلبیکنس ممانعت از رشد قابل قبولی را در برابر

یدا کاندمیکرولیتر از این اسانس، رشد  30مقدار . ایجاد نمود
ه کرد ب طور کامل در محیط کشت متوقف میه را ب آلبیکنس

هم در محیط کشت  کاندیدا آلبیکنسکه یک کلنی از  طوري
و  PPM 500ها  درصد جدایه 72در  MICمیزان . دشمشاهده ن

همچنین میزان . مشاهده شد PPM 750درصد دیگر  28در 
MFC  ها  درصد جدایه 70هم درPPM 750  درصد  30و در

چندین مطالعه در زمینه اثرات . دشگزارش  PPM 1000ر دیگ
صورت گرفته است و در تمام  T. ammiضد میکروبی گیاه 

ها اثر ضد باکتریایی، ضد انگلی، ضد قارچی و ضد  این تحقیق
ویروسی اسانس یا عصاره استخراج شده این گیاه به اثبات 

اثر ) 2012( ذنی و همکارانؤم. ]40،41،42[ رسیده است
هاي کیست  ندگی اسانس زنیان را بر روي پروتواسکولیسکش

هیداتید انجام داده و گزارش کردند که اسانس زنیان با سه ماده 
اصلی تیمول، ترپینن و سیمن قدرت کشندگی بالایی را 

توان از این اسانس به عنوان یک داروي طبیعی  داراست و می
 اثر) 2011(محبوبی و همکاران . ]43[ استفاده نمود

ضدباکتریایی و ضدقارچی دو اسانس زنیان و آویشن را بر 
 )ATCC(هاي گرام مثبت و گرام منفی  روي تعدادي از باکتري

 کاندیدا گلابراتا، ATCC 10231 کاندیدا آلبیکنسو همچنین 
. را به روش میکرودایلوشن براث گزارش کردند آسپرجیلوس و

د میکروبی این مطالعه، اسانس زنیان اثر ض هاي طبق گزارش
ما نیز  در مطالعه ].44[ بالاتري نسبت به آویشن را داشت

هاي مقاوم و  گیاه زنیان اثرات مشابهی را بر روي جدایه اسانس
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رافی و همکاراناش  

 

 مورچی و همکاران. حساس به فلوکونازول از خود نشان داد
را بر  T. ammiاثر ضد قارچی عصاره اتانلی گیاه ) 2009(

رسی قرار دادند و نشان روي آسپرجیلوس اوکراسئوس مورد بر
به طور کامل رشد قارچ و جرمینه  PPM 250دادند که در 

متوقف شده   Aشدن اسپورها و همچنین تولید اوکراتوکسین
از این عصاره در  mg/gr 125آنها بیان کردند وجود . است
آسپرجیلوس غذایی مانند ذرت و دان طیور، از رشد  مواد

در بررسی حاضر، اسانس  .]45[ کند جلوگیري می اوکراسئوس
اثرات مهاري بر رشد اکثر  ppm 500گیاه زنیان در غلظت 

این نتیجه با نتایج محبوبی و همکاران . هاي دهانی داشت جدایه
رسد که  مطابقت دارد به علاوه چنین به نظر می 2011در سال 

تواند به عنوان  اسانس این گیاه به دلیل مقدار بالاي تیمول می
در کنترل کاندیدیازیس مخاطی مورد استفاده قرار ثر ؤترکیبی م

دهنده اسانس زنیان سه ماده تیمول،  اصلی تشکیل ياجزا. گیرد
رسد که این مواد  به نظر می. باشد پاراسیمن و گاما ترپینن می

باعث شکاف و جدایی در لایه خارجی میکروارگانیسم شده و 
 گیشد به دنبال آن تجزیه غشاء خارجی و تراوش و جمع

دست آمده به ه بر اساس نتایج ب. افتد سیتوپلاسمی اتفاق می
 کاندیدا آلبیکنس تواند رشد رسد اسـانس زنــــیان می نظر می

همچنین در . را با مکانیسمی مشابه با فلوکونازول مهار نماید
این تحقیق مشاهده شد که اثر کشندگی اسانس زنیان بر 

دیداهاي حساس به این کاندیداهاي مقاوم به آزول همانند کان
تواند به عنوان یک  بنابراین اسانس زنیان می .باشد دارو می

هاي آزولی به  ثر بدون توجه به مقاومتؤعامل ضد قارچی م
  .دشوهمراه داروهاي ضد میکروبی تجویز 
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