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 کاندیدا آلبیکنسلی پوست انار بر رشد قارچ وبررسی اثرعصاره هیدرومتان
  هاي صحرایی دیابتی شده توسط آلوکساندر موش

 3، فاطمه نوربخش2*، مریم عیدي1پور مجید صادق
  

  چکیده
تـرین عوامـل   طلب بویژه کاندیدا آلبیکـنس از جملـه شـایع   هاي فرصتامروزه قارچ

هـاي قـارچی ناشـی از    عفونت. سیستم ایمنی هستند ضعفآمیز در بیماران با مخاطره
در بیمـاران  هاي مقاوم به داروهاي آزولی و افزایش روزافزون سویه هاي کاندیداگونه

سمیت داروهـاي مـورد اسـتفاده،    . از اهمیت بالایی برخوردار است داراي نقص ایمنی
ضرورت استفاده از  ها و مشکلات ناشی از تداخل دارویی،ایجاد مقاومت در این قارچ

مصرف انـار غیـر از جنبـه    . شودداروهایی با تأثیر بیشتر و سمیت کمتر را موجب می
هـدف از   .خوراکی آن از دیدگاه دارویی و اثرات درمـانی نیـز قابـل ملاحظـه اسـت     

، 50، 25هـاي  با غلظـت  پوست انار لیومتانبررسی اثر عصاره هیدرو ،پژوهش حاضر
 در )ATCC 10231( کاندیدا آلبیکـنس رشد قارچ  یلوگرم برگرم بر کمیلی 200و  100

 صـحرایی  هـاي مـوش . باشدمیصحرایی مدل دیابتی شده توسط آلوکسان  هايموش
سـپس  . دیابتی شدند) گرم بر کیلوگرممیلی 150(صفاقی آلوکسان توسط تزریق درون

. شدند  ودهآل صحرایی هايحیوانات با خوراندن دوز عفونی کاندیدا آلبیکنس به موش
 انجامروز و بصورت متوالی از تمام گروه هاي مورد بررسی  7انجام تیمار براي مدت 

را روي محیط کشت قارچی، کشت داده شـد و در نهایـت توسـط     گردید و نمونه ها
نتایج حاصل نشان داد که تیمار خوراکی عصاره . کلنی کانت شمارش صورت گرفت

بهبود موثر عفونت قـارچی حاصـل از کاندیـدا    لی پوست میوه انار موجب ومتانوهیدر
ي صحرایی دیابتی شده و قدرت اثر آن مشابه داروي ایتراکونازول ها موشآلبیکنس در 

کاهش موثر تعداد کلنی هاي شمارش شده در روز دوم تیمـار عصـاره انـار     .می باشد
نتــایج نشــان دهنــده فعالیــت مــوثر ضــدقارچی عصــاره ). >001/0p(مشــاهده شــد 

در کاندیدا آلبیکنسعلیه گونه )  .Punica  granatum L(متانولی پوست میوه انار هیدرو
  .حیوانات دیابتی است

، )رت(پونیکا گراناتوم، کاندیدا آلبیکـنس، دیابـت، مـوش صـحرایی      :واژگان کلیدي
  آلوکسان

  
  15/10/93: تاریخ پذیرش    20/6/93: تاریخ دریافت

  

  مقدمه
تلالات متابولیک شایع است دیابت قندي شامل گروهی از اخ

  بسته به اتیولوژي. رگلیسمی اشتراك دارندـپ هیپـکه در فنوتی
دانشگاه آزاد واحد ورامین ـ پیشوا، کارشناس ارشد میکروبیولوژي، گروه میکروبیولوژي، دانشکده علوم زیستی،  - 1

 اسلامی، ورامین ـ پیشوا، ایران
دانشگاه آزاد واحد ورامین ـ پیشوا،ناسی، دانشکده علوم زیستی، ش دانشیار فیزیولوژي جانوري، گروه زیست - 2*

 maryameidi@gmail.comاسلامی، ورامین ـ پیشوا، ایران، 
دانشگاه آزاد اسلامی، واحد ورامین ـ پیشوا، استادیار میکروبیولوژي، گروه میکروبیولوژي، دانشکده علوم زیستی،  - 3

  ورامین ـ پیشوا، ایران

ل دخیـل در ایجـاد هیپرگلیسـمی عبارتنـد از     دیابت قندي عوام
کاهش ترشح انسولین، کاهش مصـرف گلـوکز، افـزایش تولیـد     
گلوکز، اختلالات تنظیمی متابولیک همراه با دیابـت قنـدي کـه    

هـاي   هاي در دستگاموجب ایجاد تغییرات پاتوفیزیولوژیک ثانویه
گردند و نگرانی و مسـئولیت عظیمـی بـر فـرد     مختلف بدن می

نمایند به دیابت و سیستم مراقبت هاي بهداشتی تحمیل می مبتلا
  ).16،14،9و24(

بنــدي دیابــت قنــدي بــر اســاس فرآینــدهاي پاتوژنیــک  طبقــه
دو گـروه گسـترده   . گیـرد ایجادکننده هیپرگلیسمی صـورت مـی  

دیابت یک اختلال شایع . 2و نوع  1دیابت قندي عبارتند از نوع 
ي مراقبـت  بودجـه تـوجهی از  و مزمن اسـت کـه بخـش قابـل    

 .دهـد  بهداشتی را در کشورهاي پیشرفته به خود اختصـاص مـی  
درصـد کـل هزینـه    5شود که دیابت در انگلسـتان تخمین زده می

دهـد کـه ایـن میـزان     مراقبت بهداشتی را به خود اختصاص می
ي سـالانه  هزینـه . پائین تخمین زده شده باشد بسیارممکن است 

میلیـون دلار در   500لسـتان و  میلیـون پونـد در انگ   13 ،زخم پا
کـه بخصـوص    هـاي غیرمسـتقیم  هزینـه  .اسـت  ایالات متحـده 

هـاي قابـل انتسـاب بـه     شـامل هزینـه   ،سخت است آنمحاسبه 
مزمن و مرگ و میر زودرس که منجر بـه کـاهش    ناخوشی حاد،

اقتصـادي   –هاي اجتماعیهزینه .باشد، میشوندقابلیت تولید می
احتمالاً کمتر از حـد واقعـی بـرآورد     ملاحظه بوده وقابل دیابت

ها حساسیت افراد دیابتی به برخی از عفونت ).18و20( شوندمی
تـرین  زیس دهانی یکی از شـایع یاکاندید. دهند بیشتري نشان می

  به     مبتلایان و   دیابتی  افراد  در  طلبفرصت  هايعفونت
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عوامـل   در بین افراد مبتلا به دیابـت، . نقص ایمنی سلولی است
دیگري نیز سبب افزایش تحریک کلنیزاسیون کاندیدا در مخـاط  

  ).24(دنشودهان می
 توجـه بـه   رسـد کـه بـا   به نظر مـی  دهانی در این افراد عفونت

بـدون   شود کـه دیده میها، لثه و زبان ضایعات سفید روي گونه
 توانـد گلـو را  عفونت می این نوع در برخی از مواردبوده و درد 
  ).11( رده و در نتیجه بلع دردناك رخ دهددرگیر ک هم

بـومی ایـران و    ،بر طبق نظریه دکاندول و شـواهد موجـود انـار   
ست که بتدریج در مناطق آسیاي مرکزي ا کشورهاي همجوار آن

آسیاي صغیر و حـوزه مدیترانـه گسـترش     ،تا هیمالیا، خاورمیانه
، اسـپانیا،  امروزه انار در اکثر نقاط دنیا از جمله ایران. یافته است

ایتالیا، یونان، مراکش، افغانستان، هندوستان، چـین، ترکمنسـتان،   
گیـاه انـار از   ).1( گـردد و نظایر آن کشت مـی  روسیه، ازبکستان

 Pomegranateخــانوادهدون متعلـق بـه   و  Punicaceaeخـانواده 
  ).13(است Punica granatum L.آن و نام علمیبوده 
ترکیبات بسـیار فعـال زیسـتی    لاژیک که به عنوان یکی از ااسید 

اســت و در چنــدین مطالعــه صــورت گرفتــه در ایــن زمینــه از 
تـوان در  ها نظیر پونیکالاژین، کـه آن را مـی  تاننلاژياهیدرولیز 

پس از مصرف آب میوه انار یـا عصـاره آن، اسـید    . انار پیدا کرد
لاژیک وارد دستگاه گوارش و سپس به گردش خـون راه یافتـه   ا

ها بـدنبال انتشـار   هیدرولیز الاژي تانن. تشر می شودو در بدن من
لاژیک بعلت واکنش آنزیمی نیست، بلکه ایـن هیـدرولیز   ااسید 

خواهـد   8محیط بوده که میزان مطلوب آن برابر با  pHوابسته به 
ها در محتویات سـکوم بـوده کـه    لاژي تانناحداکثر انتشار . بود

). 8، 15و  19( پس از یک ساعت قابل مشاهده و ردیابی اسـت 
انواع ترکیبات فنلی و تاننی در انـار عبارتنـد از الاژیـک اسـید،     
ــید،     ــک اس ــالین، کلروژنی ــالاژین، پونیک ــید، پونیک ــک اس گالی
هیدروکسی سینامیک اسید، پروتوکاتچیـک اسـید، هیدروکسـی    
بنزوئیــک اســید، کافئیــک اســید، فرولیــک اســید، فلوریــدزین، 

 کوماریک اسید –اسید و او  کوماریک –کوئرستین، کاتکین، پی 
لاژیک در عصاره پوست انار وجود داشـته تـاثیرات   ااسید ). 10(

 .باشدهاي مختلف دارا می را روي میکروارگانیسم قابل توجهی
 هــاي فنولیــک و بــه خصــوص پونیکــالاژیندر مــورد ترکیــب

)Punicalagin( هایی وجود  گزارش ،بدست آمده از پوست انار
در  in vitroدر شـرایط  آن  قارچیصـیت ضـد  دارد که بیانگر خا

  ).7( باشدمی ) Candida albicans( کاندیدا آلبیکنس برابر قارچ
لی ولذا در پژوهش حاضـر اثـر ضـدقارچی عصـاره هیـدرومتان     

ي صـحرایی دیـابتی شـده توسـط     هـا  موشپوست میوه انار در 
  .گیردآلوکسان مورد بررسی قرار می

  
  مواد و روش کار

سر موش صحرایی نر نـژاد ویسـتار بـا     30ابتدا در این بررسی 
گرم از دانشـگاه علـوم پزشـکی بقیـه االله اعظـم       200- 250وزن 

قسمت پرورش حیوانات آزمایشگاهی خریـداري گردیـده و در   
بخش نگهداري حیوانـات آزمایشـگاهی دانشـگاه آزاد اسـلامی     

درجـه   20- 25 واحد علوم تحقیقات در شرایط مطلـوب دمـایی  
هــاي در قفــس درصــد 50- 60 و رطوبــت کــافی ســانتی گــراد

حیوانات به آب و مـواد غـذایی   . رت قرار داده شدند ،نگهداري
را ابتـدا وزن   موشـها . کافی و به میزان مناسب دسترسی داشـتند 

ــق درون    ــرده و ســپس بــا تزری صــفاقی داروي آلوکســان  ک
گرم برکیلـوگرم وزن  میلی 150در غلظت ) sigma(مونوهیدرات 

روز، علائم دیابـت   3- 5پس از گذشت مدت . شدندبدن دیابتی 
مانند پرنوشی، کاهش وزن، افـزایش حجـم و پـرادراري ظـاهر     

به منظور اطمینان از القـاء دیابـت، گلـوکز خـون انـدازه      . شدند
میلی گـرم بـر دسـی     180قند خون ناشتاي بالاتر از . گیري شد

 سپس، حیوانـات دیـابتی بـه روش   . بودلیتر نشان دهنده دیابت 
  .لبیکنس عفونی شدندآتوسط قارچ کاندیدا ) خوراکی(گاواژ 

براي تهیه محیط کشـت قـارچی از محـیط کشـت سـابورو      
به  کاندیدا آلبیکنسسویه قارچ . دکستروز آگار استفاده گردید

پلیت هاي حاوي  بر رويرا   10231ATCCشماره استاندارد 
و )  Sabouraud dextrose agar(دکســتروز آگــار  سابورو

قـرار   پس ازکشت داده و )  Chloramphenicol(کلرامفنیکل 
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 24 - 48به مـدت  گراد درجه سانتی 37دادن در انکوباتور دماي 
هاي تـازه قـارچی بدسـت    مخمرها رشد کردند و سلولساعت 

عت قبل از آزمایش سا 24قارچی که  گونهاز  میلی لیتریک  .آمد
و بحالت فعـال  دکستروز آگار کشت داده شده در محیط سابورو

)( Mc farland(مـک فارلنـد    5/0معـادل  را  غلظتی درآمده بود،
cfu/ml 108  ×5/1 (به تمام حیوانات مورد بررسی خورانده شد 

سـاعت از   72تا  48پس از گذشت . مبتلا شوند بدین ترتیبتا 
بـا گـرفتن   ) آلـودگی بـا کاندیـدا   (ها عفونی شدن تجربی موش

 Streak(وش کشـت سـطحی   سواب دهانی و کشت دادن به ر

Plate Method  (و کاندیــدا کــروم آگــار روي محــیط کشــت 
 حاوي کلرامفنیکل تازه تهیه شده، )SDA(دکستروز آگار وسابور

دیـده شـد و عفونـت     کاندیـدا آلبیکـنس  میکروارگانیسم غالب 
  ).5(تایید گردید  بدین وسیله تجربی

، پوست راف شهر راوند کاشان جمع اوري شدمیوه انار از اط
و دماي مناسب دور از نور خورشید ه و بمیوه جدا و در سایه 

 50پس از خرد نمودن آنهـا،  . خشک گردید تاقرار داده شده 
ــار در     ــده ان ــک ش ــوه خش ــت می ــرم از پوس ــی  480گ میل

و  ساعت دردماي اتاق72تا  48درصد به مدت  80لیترمتانول
سپس  ).روش ماسیراسیون(شد  خیسانده دور از نوره محلی ب

عبور داده شده و توسط  42این مخلوط از کاغذ صافی واتمن 
درجه سانتی گراد و به مدت نیم  45در دماي دستگاه روتاري 

و  100، 50، 25سـپس غلظـت هـاي     .جدا شدساعت حلال 
 10همچنین غلظت . میلی گرم بر کیلوگرم از آن تهیه شد 200

جهت  ازولاز داروي شیمیایی ایتراکون میلی گرم بر کیلوگرم
  .گردیدتهیه  مقایسه با عصاره

  :هاي مورد مطالعه عبارت بودند از گروه
  دیابتی که توسط قارچ کاندیدا  ي صحراییها موش: 1گروه

آلبیکنس عفونی شده، ولی تیمار دارویی یا عصاره دریافت 
 ).=5n(نکردند 

  هاي صـحرایی دیـابتی کـه     موش: 5و  4، 3، 2گروه هاي
عصاره انار را  آلبیکنس عفونی شده وتوسط قارچ کاندیدا 

میلی گرم بر کیلوگرم  200و  100، 50، 25در غلظت هاي 
 ).=20n(دریافت کردند 

  ي صحرایی دیابتی که توسط قـارچ  ها موش: 6گروه هاي
کاندیدا آلبیکنس عفونی شـده و داروي ایتراکونـازول در   

  ).=5n(میلی گرم بر کیلوگرم دریافت کردند  10غلظت 
ور بررسی اثر درمانی عصاره و داروي ایتراکونازول در به منظ

روزهاي صفر، اول، دوم، سوم، چهارم، پنجم، ششم و هفـتم  
پس از شروع تیمار عصـاره و داروي ایتراکونـازول از دهـان    

نمونـه بـرداري شـده و     با سوآب استریل مرطـوب  حیوانات
سـطح   در سپس، تعداد کلنی هاي رشد یافته. کشت داده شد

  ).6(انجام شد  ر شمارشکلنی کانت با دستگاهپلیت 
ــل داده ــه و تحلیـ ــه روش  تجزیـ ــق بـ ــا در ایـــن تحقیـ هـ

ANOVA(Analysis of variance) )آنالیز واریانس یکطرفه (
هـا بصـورت    داده. صـورت گرفـت   Tukeyو آزمون تعقیبـی  

mean ± S.E.M   نشـان داده شـدند.(SEM = Standard Error 

mean) افزار  نرم آنالیز آماري به کمکSPSS نمودارهاي  و رسم
  .انجام شد excelافزار  مربوطه، به کمک نرم

  
  نتایج

عصاره هیـدرومتانولی  ) در آب آشامیدنی(اثر تیمار خوراکی 
گرم میلی 200و  100، 50، 25هاي  پوست میوه انار در غلظت

میلی گرم بر  10بر کیلوگرم و داروي ایتراکونازول در غلظت 
هاي آلوده در موشلبیکنس در آکیلوگرم بر رشد قارچ کاندیدا 

بعـد از شـروع تیمــار    7و  6، 5، 4، 3، 2، 1روزهـاي صـفر،   
و با نتایج گروه کنترل آلوده بـه   گردید عصاره و دارو بررسی

یا قبل از شروع وز صفر نتایج نشان داد در ر. قارچ مقایسه شد
، تعداد کلنی کاندیدا آلبیکنس در محیط کشت تیمار عصاره انار

غیرقابل شمارش بود، ولی پس از شروع مصرف عصاره انـار  
تعداد کلنی هاي قارچ کـاهش معنـی داري را نشـان داد کـه     

اثر عصاره انار در روزهاي اول، . وابسته به زمان و غلظت بود
 ر کمتر از داروي ایتراکونازول بود کهدوم و سوم پس از تیما
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داري بین  در روزهاي چهارم، پنجم، ششم و هفتم اختلاف معنی
  ).1جدول (عصاره گیاه و داروي ایتراکونازول مشاهده نشد 

نتایج مطالعه حاضر نشان داد که عصاره انار داراي اثـرات ضـد   
کاندیدایی قـوي اسـت و ایـن عصـاره همچنـین بـا دارا بـودن        

ت فنلی فراوان خاصیت ضد میکروبـی شـدیدي از خـود    ترکیبا
  .دهدنشان می

  
میلی  10میلی گرم بر کیلوگرم و ایتراکونازول در غلظت  200و  100، 50، 25اثر تیمار خوراکی عصاره هیدرومتانولی پوست انار در غلظت هاي : 1 جدول

  .1- 7هاي لبیکنس در روزآگرم بر کیلوگرم بر تعداد کلنی قارچ کاندیدا 
 ایتراکونازول 25mg/kg 50mg/kg 100mg/kg 200mg/kg کنترل          روز

0          >105 >105 >105 >105 >105 >105 

1         >105 6/2905  ± 2/1043  *** 
+ 

8/340  ± 69/10  *** 6/352  ± 9/29  
*** 

2/30  ± 2/3  *** 8/725  ± 4/165  
*** 

2          >105 4/1109  ± 3/334  *** 
++ 

132 ± 9/14  *** 87 ± 7/38  *** 6/7  ± 5/0  *** 8/214  ± 85/92  
*** 

3         >105 4/204  ± 13/72  *** 2/101  ± 9/9  *** 6/13  ± 9/3  0 8/59  ± 5/36  

4         >105 4/166  ± 9/56  *** 
+++ 

8/32  ± 7/9  *** 0 0 0 

5       >105 8 ± 2/3  *** 4/14  ± 6/3  *** 
+++ 

0 0 0 

6       >105 0 0 0 0 0 

7       >105 0 0 0 0 0 

  
001/0*** p<   001/0اختلاف از گروه کنترل و, +++p<01/0,++p <05/0+p <اختلاف از گروه ایتراکونازول را نشان می دهد.  

  
  بحث

دیابت به معناي اختلالات متابولیکی است که موجـب افـزایش   
ي اسـت  العمـر  شود و بیماري مزمن مـادام  میزان گلوکز خون می

هاي غدد درون ریز بوده که با کاهش ترین بیماريکه جزء شایع
هاي بتا جزایر لانگرهانس پانکراس ترشح انسولین توسط سلول

بـا ضـعف    هاي کاندیدایی دهان در افـراد عفونت. شودایجاد می
تحت درمان طولانی مـدت بـا آنتـی     سیستم ایمنی و افرادي که

وئیدها و اسـتفاده کننـدگان از   اسـتر داروهاي کورتیکو ها،بیوتیک
هـاي  شکل معمول عفونـت . هاي مصنوعی دیده می شونددندان

. هـاي سـفید پنیـري شـکل اسـت     دهانی و مري به صورت لکه

است که وقتی تراشیده ) برفک(اشکال دیگر شامل غشاي کاذب 
هـاي خـونریزي   شود، یک سطح مرطوب همراه بـا تـراوش   می

طب گیاهی در سرتاسر دنیا براي   ).4( دهداي را نشان میدهنده
در بیماران دیابتی . اي از افراد مبتلا به دیابت کاربرد داردمحدوده

ــایی،     ــتلال چش ــان، اخ ــکی ده ــر خش ــانی نظی ــتلالات ده اخ
اي و پریودنتال، تغییـرات زبـان و کاندیـدیازیس    هاي لثه بیماري

با بررسی و گزارش هـاي مکـرر    Belazi ).1(دهانی شایع است
هـاي کاندیـدایی در حفـره دهـانی     داد که شـیوع عفونـت  نشان 
عقیده عمومی بر این . ها بیشتراستها نسبت به غیردیابتیدیابتی

است که استعداد ابتلا به عفونت در افراد دیابتیک بیشتر از افـراد  
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تـري  سالم است و این عفونت ها دراین گروه خط سیر پیچیـده 
کز پلاسـما در ارتبـاط   داشته و میـزان شـیوع آن بـا انـدازه گلـو     

  ).2و3(باشد می
 انار گیاه شده انجام آزمایشات ونتایج الذکر فوق موارد به باتوجه
 نظر نیا از باشد و می ضدقارچی ویی ایضدباکتر خواص داراي

ات قابـل  اثـر ها  سمیکروارگانیم ازی عیوس فیط هیعل بر تواند می
هاي  گونه رد گیاه این ضدمیکروبی اثر میزان. باشد داشته توجهی
 همچنـین . اسـت  متفـاوت  اثـر  طیف و قدرت لحاظ از مختلف

هـاي   اسـترس  جغرافیـایی،  موقعیـت  گیاه، گونه استخراج، نحوه
 نـوع  و میـزان  بـر  اي گونـه  درون هاي گیاه، تفاوت به شده وارد

  .باشند می موثر شیمیایی گیاه ترکیبات
انـار،   بیان کرده کـه  Salehi Surmaghiدر توافق با نتایج حاضر، 

اي در طب قـدیم اسـت و اثـرات مختلـف آن      گیاه شناخته شده
هـاي کهـن   شناخته و مشخص شده است، به طوري کـه تمـدن  

 .چین و یونان ایـن گیـاه دارویـی را شـناخته بودنـد      هند، مصر،
مهمترین اثراتی که براي انار در کتب سنتی عنوان شده، خاصیت 

، ضــد قـابض، ضــدانگل، ضدسـرطان، ضــددیابت، ضـدقارچی   
  ).23( آن است باکتري 

Yoshida اثـــرات در انـــار لاژي تـــانن موجـــودا نشـــان داد ،
هـایی   ضدمیکروارگانیسمی در حدود هفـت روز روي بـاکتري  

نظیر اشریشیاکلی، کلبسیلا، سودوموناس، باسیلوس، پروتئـوس،  
 )کریپتوکوکـوس  وکاندیدا ( نظیر هایی استافیلوکوکوس و قارچ

  ).17( اثر گذار است و کاملا نمایداعمال می
Dhanya ر که داراي فعالیـت وسـیع   لی اناوبا بررسی عصاره متان

نـوع   159در برابـر   است نشان داد این گیاهمیکروبی الطیف ضد
و سـنین   بـا  باکتري مولد عفونت ادراري جـدا شـده از بیمـاران   

نسبت  مقاوم در برابر چندین نوع باکتري و نیز متفاوت جنسیت
  ).12(نمایدموثر عمل می بسیار به داروها

Abdolhossein Rustaiyan     با بررسی فعالیـت فنولیـک انـار در
 یـزد،  :نظیر مناطق مختلف جغرافیایی ایران از شهرهاي گوناگون

مقدار فنول موجـود در ایـن    که نشان دادورامین  و کاشان، ساوه

ایـن  . میوه متناسب با منطقه آب و هوایی مختلف و متغیر اسـت 
ر از ورامـین بـوده و   تدر انار منطقه راوند کاشـان بیش ـ  ماده موثر
یزد ترکیب مـوثره بیشـتري نسـبت بـه انـار      جغرافیایی محدوده 

  ).21(منطقه ساوه دارد
نتایج تحقیق حاضرتایید کننده کاربرد سنتی پوست میوه انـار  

هاي قارچی در بیمـاران دیـابتی اسـت و     براي درمان عفونت
ار از این جهت حائز اهمیـت  کاربرد ضد میکروبی عصاره ان

  .است
  

  سپاسگزاري تشکر و
هـا و رهنمودهـاي    با سپاس فراوان از زحمـات و همکـاري  

دریغ اساتید بزرگـوار و فرهیختـه دانشـگاه آزاد اسـلامی      بی
پیشـوا و همکـاران محتـرم دانشـکده علـوم      ـ   واحد ورامین

تخصصی دامپزشکی که با کمک و رهنمودهاي ارزنده امکان 
  .ن تحقیق را میسر نمودندانجام ای
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