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  چكيده
و نيز بروز مقاومت   اين داروهاافزايش استفاده از داروهاي ضد قارچ عليه عفونت هاي قارچي  وعوارض جانبي جدي بعضي از  :سابقه و هدف

در اين مقاله  . رده استبه يافتن درمان هاي كمكي و جايگزين از جمله استفاده از گياهان دارويي معطوف كرا نسبت به آنها، توجه محققين 
 .شداثر ضد قارچي عصاره تام متانولي و فراكسيون هاي اتيل استاتي، كلروفرمي، متانولي و آبي بخش هاي هوايي گياه هوم بررسي 

هاي ذكر شده و به روش ، عصاره و فراكسيونEphedra pachycladaهاي هوايي از بخش در اين مطالعه تجربي، :يسروش برر
ميلي ليتر از عصاره تام /ميلي گرم 500و  250، 125، 5/62، 25/31هاي جهت تعيين اثرات ضد قارچي غلظت .تهيه گرديدماسراسيون 
كانديدا آلبيكنس، فوزاريوم اكسيسپوريوم، آسپرژيلوس نايجر،  شامل ،سوش قارچي 5هاي مختلف تهيه گرديد و بر روي و فراكسيون

  . مورد بررسي قرار گرفتDisc diffiusion به روش ،توسآسپرژيلوس فوميگا و آسپرژيلوس فلاووس
بر روي ساير ، اما عصاره تام متانولي، فراكسيون متانولي و آبي  و كلروفرمي  بر روي قارچ كانديدا آلبيكنس اثر خوبي داشت :هايافته
 . ها هيچ گونه اثر ضد قارچي نداشتسوش

ادامه تحقيقات در جهت شناسايي و جداسازي . استوي مواد ضد قارچ كانديدا آلبيكانس دهد كه اين گياه محتنتايج نشان مي :گيرينتيجه
 .ماده موثره موجود در عصاره گياه مورد نظر و تعيين اثر ضد قارچي آن پيش نياز نتيجه گيري كاربردي تر نتايج اين تحقيق است

ژيلوس فوميگاتوس، آسپرژيلوس فلاووس، فوزاريوم آسپرژيلوس نايجر، آسپر افدرا، اثر ضد قارچي، عصاره، :كليدي واژگان
  اكسيسپوريوم، كانديدا آلبيكنس 

  

  1مقدمه
شيوع مقاومت دارويي در ميان عوامل عفوني يك مشكل عمومي 

ت ح ـگردد كه سلامت مردم را در همه نقاط گيتي تمحسوب مي
هـاي دارويـي در   بـروز و گسـترش مقاومـت   . دهـد تاثير قرار مي

هـا و  ها، تك ياختهها، قارچل عفوني مثل باكتريعوام بسياري از
 هـاي قـارچي از جملـه    عفونـت ). 1(ها ديده شـده اسـت   ويروس

                                                 
دكتر سـيد   ،گروه ميكروبيولوژي، واحد علوم دارويي ،دانشگاه آزاد اسلاميتهران، : نويسنده مسئولآدرس 

  )  email: rhdoust@iaups.ac.ir( رضا حسيني دوست
  30/2/93: تاريخ دريافت مقاله
  2/6/93 :تاريخ پذيرش مقاله

هاي عفوني هسـتند كـه درمـان    رياترين بيمترين و قديميمهم
آنها مستلزم داروهاي اختصاصي بـوده و فراينـد توليـد و عرضـه     

نظيـر   هـايي قـارچ . هريك نيازمند زمان و هزينه قابل توجه است
ــپرژيلوس   ــر، آسـ ــپرژيلوس نيجـ ــلاووس، آسـ ــپرژيلوس فـ آسـ
فوميگاتوس، فوزاريوم اكسيسپوريوم و كانديدا آلبيكنس از جمله 

هاي دارويي در مورد آنها عوامل عفوني قارچي هستند و مقاومت
 ).2(اي رو به افزايش است نگران كنندهه طور ب

ي هــاامــروزه بخــش بزرگــي از داروهــاي مصــرفي در كارخانــه
شيميايي سنتز مي شوند، تخمين زده مي شود كه دسـت كـم   
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يا منشـا گيـاهي دارنـد و يـا پـس از       ،هاي داروييفرآورده 3/1
استخراج از گياه تغيير شكل يافته اند و يا از روي مـاده مـوثره   

 رسد كارهـاي بيشـتري در  نظر ميه البته ب. گياه تهيه شده اند
 هـزار گونـه گيـاهي    350ز ا ،طور مثاله ب. اين زمينه نياز باشد

هـزار گونـه از نظـر دارويـي      8-10كشورمان، فقـط در حـدود   
ــده ــد بررســي ش ــاچيكلادا   .)3(ان ــدرا پ ــاه اف  Ephedra( گي

pachyclada  هـايي  در تيره افدراسه به دليل داشتن آلكالوئيـد
همچون افدرين، سـودوافدرين و نورسـودوافدرين مـورد توجـه     

افدراسـه   ازخـانواده ) ارمك ش بز،ري(گياه افدرا . زيادي هستند
و از ايـن   گردد ازجمله گياهان دارويي مهم محسوب مي بوده و
-اين گياه به نام. گونه درايران گزارش گرديده است 12جنس 

. شود هوموخ، قاتورقويروقي وكچي سقلي ناميده مي هاي محلي
ضد آسم و ضـد تـب     ضد سرفه،  بازكننده برونش، اين گياه اثر

  . )4(دارد 
تـا يـك متـر گـاهي      4/0بـه ارتفـاع     اي، فدراها گياهاني بوتـه ا

هاي كوچـك و  داراي ساقه بند بند و برگ  اي كوچك، درختچه
صـورت    هـاي آنهـا عمومـاً بـه    گل. باشند نازك درمحل بند مي

. شوند هاي نر و ماده بر روي دو پايه جدا از هم ظاهر ميشاتون
هـاي سـبزمي    قسـمت  قسمت مورد استفاده دارويي ايـن گيـاه  

فـرم  . باشـد  ماده مؤثر آن افدرين وپسودوافدرين مي). 5(باشد 
گـردد و   كلريدرات افدرين دردرمان بيماري آسم اسـتفاده مـي  

 ).7، 6(د مقدار آن به تناسب محل رويش گياه تغييرمي نماي

آســپرژيلوس  ،هــاي مهــم آســپرژيولوس از نظــر پزشــكيگونــه
. هسـتند  آسپرژيلوس نيجر فوميگاتوس، آسپرژيلوس فلاووس و

زا هسـتند كـه از   هاي بيمـاري ها از جمله قارچآسپرژيلوساين 
طريق ورود اسپور  به بدن انسان باعث آلودگي شده و عفونـت  

ويژه در افراد مبتلا به نقـص سيسـتم ايمنـي مهـاجم و     ه آن ب
     حتـي در افـراد سـالم نيـز آسـپرجيلوس      . بسيار جـدي اسـت  

ها و ساير نقـاط بـدن   ريه، سينوس تواند عفونت موضعي درمي
آسپرژيلوزيس مهاجم حاد ريوي، آسپرژيلوزيس ). 4(ايجاد كند 

ــزي،   انســداد برونشــي و التهــاب برونشــي، آســپرژيلوزيس مغ
آســپرژيلوزيس پوســتي، آســپرژيلوماي ريــوي، آســپرژيلوزيس 

ي انتخابي بـراي  هادارو). 8(باشد نكروز دهنده مزمن ريوي مي
، وريكونـازول و  Bآمفوتريسين  ،آسپرژيلوسهاي درمان عفونت
فوزاريـوم مونيليفـورم،   (ها فوزاريوم). 9،8(هستند ايتراكونازول 

تواننـد  نيـز مـي  ) فوزاريوم سـولاني، فوزاريـوم اكسـي سـپوروم    
آمفوتريسين هاي منتشره قارچي ايجاد كنند و عمدتا به عفونت

B  انديدا ك. )10(هستند نسبتا حساس  ووريكونازولمقاوم و به
ــداهاي مهــم اســت كــه در انســان   ــه كاندي  آلبيكــنس از جمل

ــه ايجــاد مــي عفونــت ــه و ثانوي ــدهــاي اولي ــاليني . كن ســير ب

صورت حاد، تحت حاد يا مـزمن و اسـپوراديك   ه كانديدازيس ب
ها، بوده و ممكن است دهان، گلو، پوست، واژن، انگشتان، ناخن

البتـه كانديـدا    ).11(ناي، ريه يا دستگاه گوارش را در برگيـرد  
در شـرايطي  و شود فلور نرمال بدن محسوب مي والبيكنس جز

 ـ بيماريمنجر به  خصـوص در واژن و نـواحي   ه هاي موضـعي ب
بيماراني كـه سيسـتم ايمنـي طبيعـي     ). 12(گردد پوستي مي

و يا  Bدارند نسبت به درمان موضعي با نيستاتين، آمفوتريسين
تر بـه  هاي عمقيعفونت .دهندخوبي پاسخ ميه ايميدازول ها ب

درمان سيستميك نياز دارند و در بسياري از موارد فلوكونازول 
تواند در درمـان كانديـديازيس كـاملا مـوثر باشـد      خوراكي مي

هـاي قـارچي   با توجه به شيوع مقاومت دارويي در سويه). 11(
امروزه تحقيق در مورد مواد و تركيبات ضـد قـارچي    ،زابيماري

ن مـورد حمايـت و تشـويق مراكـز و مجـامع      موجود در گياهـا 
پزشكي بوده و تاكنون داروهاي متعددي در ايـن راسـتا مـورد    

زيـادي از داروهـاي    امروزه تعـداد  ).13(اند آزمايش قرار گرفته
ضد قارچي و ضد باكتريايي موثر براي درمان اين عوامل عفوني 

شـده   شوند، اما با توجه به تنوع ژنتيكي ايجادبه كار گرفته مي
هـاي مقـاوم و   زاي قـارچي و پيـدايش سـويه   در عوامل بيماري

همچنين عوارض جانبي ناشي از مصرف اين داروها، جـايگزين  
كردن آنها توسـط داروهـاي ضـد قـارچي بـا منشـا گيـاهي از        

اي براي تحقيقات در باشد و انگيزهاي برخوردار مياهميت ويژه
   .نبي شده استزمينه يافتن داروهاي گياهي بدون عوارض جا

در ايـن   ،هـاي جـنس افـدرا   با توجه به اثر ضد قارچي ديگر گونه
مقاله اثر ضد قارچي عصاره تام متانولي، فراكسيون  متانولي، آبي 

عليه  Ephedra pachycladaو كلروفرمي حاصل از بخش هوايي 
ــپرژيلوس    ــاتوس، آس ــپرژيلوس فوميگ ــايجر، آس ــپرژيلوس ن آس

     .بررسي شدريوم و كانديدا فلاووس، فوزاريوم اكسيسپو
  

  مواد و روشها
اثر ضد قارچي عصـاره تـام متـانولي و    ، در اين پژوهش تجربي

هاي نامبرده فراكشن هاي متانولي و آبي و كلروفرمي روي قارچ
بررسي شد وحداقل غلظت مهار كننده عصـاره هـاي مـوثر بـر     

 .ها مطالعه شدروي قارچ

جمـع  ) كوه گنو(ان هرمزگان گياه افدرا در فصل تابستان ازاست
هاي گياهي توسط آب مقطـر شستشـو   سپس نمونه. شدآوري 

سـپس داخـل    داده شد و با پارچه تميزي آب آنها گرفته شد و
روز در دماي محيط و  4 -5پارچه سفيد رنگ تميزي به مدت 

در انتهـا توسـط   . در سايه و دور از نور و رطوبـت خشـك شـد   
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اي تيـره  در ظرف هـاي شيشـه   آسياب برقي كاملا پودر شده و

  .رنگ ودر بسته و مقاوم در برابر نور و رطوبت نگهداري شدند
روز تهيـه   10عصاره تام متانولي گياه با روش ماسراسيون طي 

به اين ترتيب كه ابتدا يك تكه پنبه در انتهاي دستگاه . گرديد
پركولاتور قرار داده و سپس پودر گياه را به طور يكنواخـت در  

وارد كـردن فشـار يكنواخـت بـه سـطح       تور ريخته و بـا پركولا
سپس حلال متانولي بـر روي  . پركولاتور دستگاه از پودر پر شد

در . را بپوشـاند  اي كـه روي سـطح آن  پودر ريخته شد تا اندازه
 3روز در  9از متانول جهت تهيـه عصـاره ي تـام     ،اين بررسي
ها از روش براي تهيه فراكسيون. روزه استفاده شد 3مرحله ي 

Liquid_Liquid Fractionation به ايـن صـورت   . استفاده شد
حلال كلروفرم را بر روي عصاره تـام متـانولي    ليترميلي 10كه 

باكاغـذ صـافي صـاف     زديـم و خشك شده ريختـه آنقـدر هـم    
اتيل  حلال بعدي يعني ،پس از آنكه حلال بي رنگ شد .يمردك

هـاي  شـدن از حـلال  و پس از بي رنگ كرديم استات را اضافه 
هـاي  جهت تهيه فراكسيون. كرديمديگر متانول و آب استفاده 

 اتيل استات، متانول و _هايي چون كلروفرم مورد نظر از حلال
  . آب استفاده شد

هـا،  آنهـا را توسـط    پس از جمع آوري عصاره تام و فراكسـيون 
ــتگاه  ــرارت  Rotary evaporatorدس ــه ح ــه  35در درج درج

دور در دقيقه تغلـيظ كـرده و بـا قـرار دادن      100سانتيگراد و 
عصاره هاي تغليظ شده در هـواي آزاد ، عصـاره هـا بسـته بـه      

روز كاملا حـلال خـود را از    1-10ميزان فرار بودن حلال بين 
هـاي آبـي از بـن    براي تغليظ نمونه. دست داده و خشك شدند

 لازم به ذكر است كه به منظـور ممانعـت از  . شدماري استفاده 
كپك زدگي عصاره آبي از رها كردن آن در هواي آزاد به مـدت  

هايي كه عصاره از بن ماري بـه  در زمان. شدطولاني خودداري 
هـا را در  شـد ، عصـاره  جهت ادامه كار درروز آتـي خـارج مـي   

. شـد يخچال قرار داده و تا روز بعد در همان جا نگه داري مـي 
يـاه درون ظـرف   هـاي تهيـه شـده از گ   عصاره تام و فراكسيون

پلاستيكي كه از قبل توزين شـده بـود، ريختـه شـده و بـراي      
مرحله بعد يعني بررسي اثر ضد قـارچي در يخچـال نگهـداري    

  ).14(شد 
هاي قارچي استاندارد از آزمايشگاه قارچ شناسي انستيتو سوش

پاستور ايران تهيه و روي محيط كشـت سابرودكسـتروز آگـار،    
كشـت و  ) RPMI  )Qlabمحـيط  محيط مولر هينتون آگـار و  

ساعته جهـت تهيـه سوسپانسـيون،     48كشت . نگهداري شدند
بدين صورت كه مقـداري آب مقطـر اسـتريل بـه     . استفاده شد

ها توسـط پيپـت پاسـتور    سپس سطح كلني .ها افزوده شدلوله
استريل خراشيده شد و مايع رويي در يك لوله استريل ريختـه  

با لام نئوبـار شـمارش شـد و     هاسپس تعداد اسپور قارچ شد و
در هر ميلي ليتر تهيه شد   1x106cfu/mlسوسپانسيوني معادل

)15.(  
بـر روي محـيط كشـت مـولر      ،سنجش قطر هالـه رشـد  براي 

ميكروليتر  20سپس . هينتون آگار كشت متراكم تهيه گرديد
هـاي آن بـه ديسـك    هاي مختلف عصاره يا فراكشناز غلظت

وارد و اجازه داده شـد تـا   ) يمتريميل 4(بلانك آنتي بيوتيك 
هـا تـا زمـان    اين ديسك. تحت شرايط آسپتيك خشك شوند

استفاده در ظروف مخصـوص و در دمـاي يخچـال نگهـداري     
هـاي مربوطـه در   غلظت نهايي عصاره تام و فراكسيون. شدند

ــب     ــه ترتي ــك ب ــر ديس    25/32و 5/62، 125، 250، 500ه
 ــپليــت. گــرم بــودميلـي  دا آلبيكــنس در هـاي محتــوي كاندي

هـاي محتـوي   گراد و پليتدرجه سانتي 35انكوباتور با دماي 
گـراد  درجـه سـانتي   28ها در انكوباتور بـا دمـاي   ساير سوش

كانديـدا   هاي عـدم رشـد در  قطر هاله .گرمخانه گذاري شدند
ها بعد از يك هفته قرائت و ساعت و در ساير سوش 48بعد از 

  .اندازه گيري گرديد
هـايي  هايي از عصاره تام يا فراكشـن غلظت، MICتعيين جهت 

انتخـاب   ،ميليمتر بودند 10كه داراي قطر هاله عدم رشد بيش 
هـاي  هاي پليتغلظت مورد نظر عصاره در درون چاهك. شدند

از يك هشـتادم تـا يـك در هـزار      RPMIاي به كمك خانه 96
ــده و    ــق شـ ــتادم رقيـ ــت و هشـ ــر از  100دويسـ ميكروليتـ

پـس  . م مك فارلند به هر چاهك اضافه گرديدسوسپانسيون ني
هايي كه هيچگونـه رشـدي از قـارچ    از گرمخانه گذاري چاهك

آن غلظت تعيـين   MICعنوان ه ب ،مربوطه در آن وجود نداشت
هاي مورد نظر نيز به همين ترتيب تعيين رهعصا MFC. گرديد
   . گرديد

  
  هايافته

لروفرمي سر شاخه عصاره تام متانولي، فراكشن متانولي، آبي، ك
بر روي آسپرژيلوس نيجـر،   Ephedra pachycladaهوايي گياه 

آســپرژيلوس فوميگــاتوس، آســپرژيلوس فــلاووس و فوزاريــوم 
اكسيسپوريوم به روش ديسك ديفيوژن بي تاثير بود و فقط بـر  

 .روي كانديدا آلبيكنس اثر خوبي نشان داد

ره تـام  نتايج به دست آمده از بررسي اثرات ضـد قـارچي عصـا   
متانولي و فراكشن هـاي متـانولي، آبـي، كلروفرمـي سرشـاخه      

بر روي كانديدا آلبيكـنس   Ephedra pachycladaهوايي گياه 
   .آمده است 2و  1 در جدول MICو  disc diffusionبه روش 
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هاي مختلف عصاره تام متانولي، فراكشن نتايج اثر غلظت .1جدول 
 Ephedraوفرمي گياه متانولي، فراكشن آبي و فراكشن كلر

pachyclada به روش ديسك ديفيوژن و  بر روي كانديدا آلبيكنس
قطر هاله (ميكروگرم بر ديسك كتوكونازول  10مقايسه با اثر ديسك 

 )عدم رشد برحسب ميلي مترو ميانگين سه مرتبه آزمايش

†كتوكونازول25/31*5/62*125*250*500* عصاره

 55 6/176/153/153/123/10عصاره تام متانولي

 55 6/196/176/156/143/11 متانولي فراكشن

 55 6/14 3/216/1817 23 فراكشن آبي

 55 6/8 6/166/143/116/9فراكشن كلروفرمي
* mg/ml ؛† µg/disk 10  
  

هاي مختلف حداقل غلظت مهار كننده و كشنده عصاره .2جدول 
ميزان ( Candida albicansبر  Ephedra pachycladaگياه 
MIC  وMFC  برحسبmg/ml(  
فراكشن  

 كلروفرمي

فراكشن فراكشن آبي
 متانولي

عصاره تام
 متانولي

MIC 
 

5 25/1 25/1 5/2 

MFC20 20 10 20 

  
  بحث
هـاي  هـاي دارويـي را در گونـه   هاي متعـددي مقاومـت  گزارش

ايـن امـر اهميـت    . دهنـد مختلف ميكروارگانيسم ها نشان مـي 
ي داروهاي ضد ميكروبي و تحقيق در مورد خـواص  تجويز علم

ضد ميكروبي گياهان بومي با هدف كاربردي كـرن اسـتفاده از   
اين ). 18(دهد آنها در درمان عفونت هاي ميكروبي را نشان مي
هـاي متـانولي   تحقيق موثر بودن عصاره تام متانولي و فراكشن

 آبي و كلروفرمي تهيه شـده از بخـش هـاي هـوايي گيـاه  بـر      
البته با توجه بـه غلظـت نسـبتا    . را نشان دادكانديدا آلبيكانس 

قطر هاله عدم رشـد در   ،هاي مربوطهها و فراكشنبالاي عصاره
مقايسه با داروهـاي ضـد قـارچي همچـون كتوكونـازول زيـاد       

ولي بايد توجه داشته باشيم كه گرچـه ايـن مقـدار بـاز     . يستن
ولي نتيجه اثـر   ،يستدارنگي از رشد قارچ به ظاهر قابل توجه ن

باشد كه مقدار مـاده مـوثر آن بسـيار    غلظتي از عصاره گياه مي

رو استفاده از اين ماده موثر احتمالا اثر مهار  از اين. ناچيز است
تري خواهد داشت و در آن شرايط بـا  كنندگي به مراتب افزون

 .اثر داروهايي مثل كتوكونازول قابل مقايسه خواهد بود

هـاي  دهند كـه  عصـاره سـاير گونـه    نشان مي تحقيقات مشابه
قادر به مهار رشد قارچ   Ephedra majorجنس افدرا از جمله 

يكـي  ).  19، 18(آسپرژيلوس و توليد آفلاتوكسين از آن است 
نيز اثرات بسيار  Ephedra alataهاي جنس افدرا به نام از گونه
ين بر روي مهار رشد آسـپرژيلوس و توليـد آفلاتوكس ـ  را خوبي 

 1995در پژوهشي ديگـر در سـال   ). 21، 20(نشان داده است 
 Ephedraاثر ضد قارچ قابل توجهي از اسـانس بخـش هـوايي    

sinica مطالعه حاضر  ها و نيزاز اين پژوهش ).22( مشاهده شد
توان نتيجه گرفت كه گياهان جنس افدرا داراي مواد موثره مي

  .باشندضد قارچ خوبي مي
ــ ــا توجــه ب    يجــاد شــده در عوامــل اه تنــوع ژنتيكــي امــروزه ب

ــاري ــويه بيم ــدايش س ــارچي و پي ــاوم زاي ق ــاي مق و ) 23( ه
همچنين عوارض جانبي ناشي از مصرف اين داروها، جـايگزين  
كردن آنها توسـط داروهـاي ضـد قـارچي بـا منشـا گيـاهي از        

هـاي انجـام   با توجه به بررسـي . استاي برخوردار اهميت ويژه
ــر ب ــانولي و  گرفتــه در خصــوص اث ــام مت ــدگي عصــاره ت ازدارن

 Ephedra pachycladaهاي آبي متانولي و كلروفرمـي  فراكشن
هاي مورد نظـر بـر   ها و فراكشنمشخص گرديد كه تمام عصاره

روي آسپرژيلوس نيجر و آسپرژيلوس فـلاووس و آسـپرژيلوس   
. باشـند فوميگاتوس و فوزاريـوم اكسيسـپوريوم بـي تـاثير مـي     

متـانولي نسـبت    آبي و  د كه عصارهكرمشخص  حاضر پژوهش
به كلروفرمي اثر مهار كنندگي بيشتري بر روي قـارچ كانديـدا   

دهـد كـه حـلال  قطبـي     اين نتايج نشان مـي . رندآلبيكنس دا
  . استتري حلال مناسب

  
 تشكر و قدرداني

بدين وسيله از كارشناسان محترم بخش قارچ شناسي انيستيتو 
  شودميپاستور ايران تشكر و قدرداني 
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