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Backgrond: Medicinal plants are promising therapeutic agents. Antimicrobial agents from plants are 
compounds that kill microorganisms or stop their growth. The aim of the present study was to determine the 
effect of hydro-alcoholic extract of Rosmarinus officinalis, Zataria multiflora, and Mentha piperita on biofilm 
formation of Pseudomonas aeruginosa bacterium.   
Materials and Methods: For the purpose of the present experimental study, extracts of these plants were 
prepared and their effects on P. aeruginosa growth were assessed using disk diffusion technique and the 
results were compared with disk diffusion results of kanamycin, imipenem, penicillin, and cephalexin. Then, 
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of extracts 
were determined separately. The effect of these extracts on biofilm formation was assessed via staining with 
crystal violet %1 and acetic acid %30. All tests were repeated three times and statistical analyses were 
performed using SPSS, v. 16.
Results: We found that all three plant extracts at the concentration of 3 mg/ml had antimicrobial properties. 
The diameter of inhibition halos of extracts of R. officinalis, Z. multiflora, and M. piperita were 15 ,19, and 
11 mm, respectively. The minimum inhibitory concentration of R. officinalis was 75/0 mg/ml and the minimum 
inhibitory concentration of Z. multiflora and M. piperita 5/1 mg/ml. Also, the results showed that R. officinalis 
reduces and inhibits biofilm formation at concentrations of 5/1 and 3 mg/ml, respectively. But, Z. multiflora 
and M. piperita only reduced biofilm formation at concentration of 3 mg/ml.
Conclusion: It can be concluded that the alcoholic extract of R. officinalis with a concentration of 3 and 1.5 
mg/ml is a potent inhibitor against P. aeruginosa biofilm formation.
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گروه ميکروبيولوژی، دانشــگاه علوم پزشکی کرمانشاه، کرمانشاه، ایران 	.2

چكيد‌ه:

نویسند‌ه مسئول: خسرو چهری 
khchehri@gmail.com الکترونیک:  پست 

سابقه و هد‌‌ف: گياهان دارویی عوامل دارویی نوید بخشی هستند. عوامل ضدميکروبی استخراج شده از گياهان، ترکيب‌هایی هستند که ميکروارگانيسم‌ها را می‌کشند 
یا مانع رشد آن‌ها می‌شوند. هدف اصلی از انجام این مطالعه، بررسی اثر عصاره آبی-الکلی گياهان رزماری، نعناع فلفلی و آویشن شيرازی روی تشکیل بیوفیلم باکتری 

سودوموناس آئروژینوزا بود.

مواد‌ و روش ها: : این مطالعه به صورت تجربی انجام شد. پس از عصاره‌گيری گياهان مورد مطالعه، به روش نشر در آگار به بررسی اثر این عصاره‌ها بر سودوموناس 
آئروژینوزا پرداخته و نتایج به دست آمده با چهار دیسک آنتی‌بيوتيکی کانامایسين، ایمی‌پنم، پنی‌سيلين و سفالکسين مقایسه شد. سپس حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل 

غلظت کشندگی را برای هر عصاره‌ گياهی به طور جداگانه اندازه‌گيری شد. تأثير این عصاره‌ها بر مهار تشکيل بيوفيلم به کمک رنگ‌آمیزی با کریستال ویوله ۱درصد و 

استيک‌اسيد ۳۰ درصد سنجش شد. تمام آزمون‌ها سه بار تکرار شدند و آنالیز‌های آماری با استفاده از نرم‌افزار SPSS ورژن 16 انجام شد.

یافته‌ها: بر اساس نتایج به دست آمده مشخص شد که هر سه گياه در غلظت ۳ ميلی‌گرم بر ميلی‌ليتر دارای خاصيت ضد باکتریایی بودند.  قطر هاله‌ عدم رشد برای 
عصاره‌ رزماری ٩۱، برای آویشن شيرازی 51 و برای نعناع فلفلی 11 ميلی‌متر بود. حداقل غلظت بازدارندگی برای گياه رزماری 0/57 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر و برای آویشن 

شيرازی و نعناع فلفلی 1/5ميلی‌گرم بر ميلی‌ليتر بود. همچنین نتایج نشان داد که گياه رزماری در غلظت 3 و 5/1 ميلی‌گرم بر ميلی‌ليتر به ترتيب سبب مهار و کاهش 

تشکيل بيوفيلم شد. اما گياه آویشن شيرازی و نعناع فلفلی در غلظت 3 ميلی‌گرم بر ميلی‌ليتر فقط سبب کاهش تشکيل بيوفيلم شدند.  

نتیجه‌گیری: به نظر می‌رسدکه با توجه به یافته‌های بدست آمده از این مطالعه می‌توان نتیجه گرفت که عصاره الکلی گیاه رزماری با غلظت 3 و 1/5 ميلی‌گرم بر 
ميلی‌ليتر، توانایی بالایی برای مهار توانایی تشکیل بیوفیلم توسط باکتریسودوموناس آئروژینوزا دارد. 

واژگانك‌لید‌ی:گیاهان دارویی، بيوفيلم، سودوموناس ائروژینوز

دریافت: 1398/9/11                                    پذیرش: 1398/11/27

مقد‌مه
در  مهم  مشکل  یک  عنوان  به  آنتی بيوتيکی  مقاومت  پدیده  اخير  سال های  در 
ميکروبی  پاتوژن های  ویژگی،  این  است.  شده  مطرح  بهداشتی  مراقبت های 
غير  جایگزین  یک  باید  می دهد(1)بنابراین  گسترش  را  آنتی بيوتيک  به  مقاوم 
شامل  دارویی  گياهان  بيابيم.  شيميایی  آنتی بيوتيک های  برای  کارآمد  شيميایی 
انواع مختلفی از مجموعه گياهان هستند که برخی از آن ها دارای فعاليت های 
و  سنتز  برای  که  هستند  ثانویه  متابوليت های  از  سرشار  گياهان  این  دارویی اند. 
آویشن  شوند(2).  می  استفاده  مختلف  بيماری های  درمان  نيز  و  داروها  توسعه 
شيرازی، رزماری و نعناع فلفلی از خانواده گياهان Lamiaceae هستند(3). گياه 
رزماری یک گياه بوته ای آروماتيک هميشه سبز است که در بسياری از مناطق 
ترکيب های  دليل  به  گياه  این  می کند.  رشد  آسيا  و  آفریقا  اروپا،  جمله  از  جهان 

خود  خاص  بيولوژیکی  ویژگی های  و  آنتی اکسيدان  ترکيب های  آروماتيک، 
و  آثار  اخير  مطالعه های  در  است.  گرفته  قرار  توجه  مورد  بسيار  خانواده  این  در 
شده  بررسی  رزماری  آنتی اکسيدانی  و  ضدالتهابی  باکتریایی،  ضد  فعاليت های 
است. نعناع فلفلی یک گياه علفی و چندساله، با رشد سریع و جنس شناخته شده 
این خانواده است که شامل 10-30 گونه است که امروزه در سراسر جهان کشت 
داده می شود و یکی از پرکاربردترین گياهان دارویی به حساب می آید. آویشن 
شيرازی جنس دیگر خانواده Lamiaceae  است که در مناطق گرم و کوهستانی 
ایران، پاکستان و افغانستان رشد می کند. آثار متفاوت این گياه از جمله تاثير ضد 
باکتریایی، ضد اسپاسم و ضدالتهابی در مطالعه های فراوانی تایيد و اثبات شده 
باکتری های  مهم ترین  از  یکی  ائروژینوزا  سودوموناس   .(8 و   7  ،6  ،5 است(4، 
خانواده  به  متعلق  منفی  گرم  باکتری  این  آنتی بيوتيک هاست.  برابر  در  مقاوم 
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سودوموناداسه است که در برابر بسياری از داروهای ضد باکتریایی مقاوم است. 
تا سال 2003 ، مقاومت این باکتری در برابر ایمی پنم ، فلوروکينولون ها و نسل 
سوم سفالوسپورین ها بيش از 35درصد اعلام شده است. مقاومت چندگانه به دارو 
سودوموناس آئروژینوزا در بخش مراقبت های ویژه بسيار شایع است و مقاومت به 
جنتامایسين، کارباپنم سفتازیدیم و سيپروفلوکساتين نيز در این باکتری افزایش 
یافته است. بنابراین مقاومت چندگانه به دارو در باکتری سودوموناس ائروژینوزا، 
به یک مشکل جهانی تبدیل شده و مشکلات جدی در درمان عفونت های ناشی 
دارویی  چند  مقاومت  این  دلایل  از  برخی  است(9).  کرده  ایجاد  باکتری  این  از 
نفوذپذیری پایين دیواره سلولی، بيان بالای پمپ های ایفلاکس و توانایی تشکيل 
هيدروالکلی  عصاره های  تأثير  بررسی  مطالعه  ازاین  هدف   .(9 است(4،  بيوفيلم 
گياهان دارویی رزماری و آویشن شيرازی و نعناع فلفلی بر شکل گيری بيوفيلم 
باکتری سودوموناس ائروژینوزا از طریق کنترل سيستم ادراك جمعيت و تعيين 

حداقل غلظت مهاری و حداقل غلظت کشندگی عليه این باکتری است.

مواد‌ و روش ها
این مطالعه به صورت تجربی انجام شد و تمامی مواد شيمایی استفاده شده در 
این مطالعه از جمله اتانول، رنگ کریستال ویوله، استيک اسيد و آگار از شرکت 

سيگما آلدریچ (سنت لویس، ميسوری، ایالات متحده آمریکا) خریداری شد. 
استفاده از حيوانات آزمایشگاهی انجام شد. 

آماده‌سازی عصاره گیاهان:
نمونه های گياهی رزماری، آویشن شيرازی و نعناع فلفلی از کلکسيون نگه داری 
توسط  و  جمع آوری  کرمانشاه  رازی  دانشگاه  گياه شناسی  گروه  در  واقع  گياهان 
متخصصان گياه شناسی دانشگاه رازی تایيد شد.  این گياهان متعلق به خانواده 
Lamiaceae هستند و قسمت های استفاده شده  در این مطالعه برگ و ساقه 
شدند.   وخشک  شده  داده  قرار  آزاد  هوای  در  شده  جمع آوری  گياهان  بود.  گياه 
سپس گياهان خشک شده به وسيله مخلوط کن به پودر تبدیل شدند. 10گرم از 
پودر هر کدام از گياهان به صورت جداگانه توزین و در ارلن استریل ریخته و به 
آن 100 ميلی ليتر آب با الکل 30 درصد اضافه شد تا ترکيب های محلول در آب 
و الکل گياه حل شدند.  ارلن حاوی آب و پودر گياهی به مدت 48 ساعت درون 
شکر قرار داده شدند تا در دمای 40 درجه سانتی گراد، حلال اثر خود را اعمال 
کند، محلول تهيه شده توسط کاغذ واتمن شماره 1 صاف شد، از دستگاه روتاری 
در مرحله بعد برای حل شدن بهتر در حلال استفاده شد. در نهایت عصاره های 
گياه در ظروف استریل ریخته، در دمای -20 درجه سانتی گراد برای جلوگيری از 
اثر نور با پوشش ورق آلومينيوم نگه داری شدند. غلظت نهایی سه گياه مورد نظر 
پس از عصاره گيری 3 ميلی گرم بر ميلی ليتر اندازه گيری شد. این عصاره گيری با 

اتانول 30درصد انجام شد. 

آماده‌سازی سویه و محيط کشت باکتری مورد مطالعه:
سویه  ليوفيليزه سودوموناس ائروژینوزا با شماره ATCC 27853از شرکت سينا 
 1-2 با  و  شکسته  سترون  شرایط  در  و  شد  خریداری  ایران)  تشخيص(تهران، 
ميلی ليتر محيط کشت براث به صورت سوسپانسيون تهيه شد. چند قطره از این 
سوسپانسيون توسط سرنگ سترون به محيط کشت مولر هينتون آگار منتقل و به 
مدت 24-18 ساعت در انکوباتور قرار داده شد، بعد از رشد، پليت حاوی باکتری 
در  شده  ذخيره  کلونی های  از  شد.  نگه داری  سانتی گراد   درجه   4 یخچال  در 
4درجه سانتی گراد برای انجام ادامه آزمایش ها استفاده شد. برای هر بار استفاده 
و  داده  تازه  کشت  آگار  مولرهينتون  محيط  روی  شده  ذخيره  کلونی  باکتری،  از 
  (108cfu/ml × 5/1) پس از 24 ساعت، غلظتی برابر استاندارد نيم مک فارلند
آماده شد. برای آماده سازی غلظت برابر نيم مک فارلند، مقداری از کلونی  در 
سرم فيزیولوژی حل و از نظر کدورت با محلول استاندارد نيم مک فارلند مقایسه 
شد.  زمانی که این دو محلول از نظر کدورت برابر شدند، سوسپانسيون مناسب 

باکتری برای ادامه کار آماده شد(10).

بررسی کم‌ترین غلظت ممانعت‌کننده از رشد )CIM( عصاره‌های 
گياهی:

باکتری  از  محلولی  آگار  مولرهينتون  بر  باکتری  ساعته   24 کشت  از  ابتدا     
 10 از  کدام  هر  درون  و  تهيه  مک فارلند  نيم  غلظت  به  براث  مولرهينتون  در 
چاهک اوليه 100 ميکروليتر محيط کشت مولرهينتون براث ریخته شد. قبل از 
اضافه کردن باکتری به چاهک های ميکروپليت به چاهک اول ميکروپليت 50 
ميکروليتر محيط کشت مولرهينتون براث دیگر اضافه شد و سپس 50 ميکروليتر 
از عصاره هر کدام از گياهان با غلظت 3 ميلی گرم بر ميلی ليتر به صورت جداگانه 
اضافه شد. این محلول با سمپلر مخلوط شده سپس 100 ميکروليتر از این محلول 
سمپل و به چاهک دوم اضافه شد. سپس با سمپلر مخلوط و بدین ترتيب غلظت 
عصاره نصف شد. این عمل، رقيقسازی تا چاهک دهم ادامه پيدا کرد. در چاهک 
دهم 100 ميکروليتر محلول برداشته شده  دور ریخته شد  و چاهک 11 و 12 
به عنوان کنترل مثبت و منفی در نظر گرفته شدند. جدول1 کنترل مثبت شامل 
باکتری و محيط کشت و کنترل منفی محيط کشت و آب مقطر است. در آخر 
به هر ردیف از چاهک ها 100 ميکروليتر از نمونه باکتری رقيق شده اضافه شد 
و پس از 24 ساعت انکوباسيون در  دمای 37 درجه سانتی گراد نتيجه مشاهده 

شد(11 ، 12).

بررسی کم‌ترین غلظت کشندگی )CBM( عصاره‌های گياهی:
بعد از 24 ساعت از انجام MIC و با توجه به نتایج حداقل غلظت بازدارندگی، 
حداقل غلظت کشندگی نيز تعيين شد. به این ترتيب که از تمام خانه هایی که 
رشد باکتری در آن ها متوقف شده بود و کدورتی مشاهده نشد، روی پليت های 
دمای  در  ساعت   24 و  شد  داده  کشت  آگار  مولرهينتون  کشت  محيط  حاوی 
37 درجه سانتی گراد درون انکوباتور قرار داده شدند. غلظت های اضافه شده به 
پليت هایی که بعد از 24 ساعت فاقد رشد بودند، به عنوان MBC گزارش شدند، 
یعنی کم ترین غلظت هر عصاره که به طور کامل سبب مرگ باکتری ها شده و 

هيچ گونه رشدی در آن مشاهده نشده است(11). 

بررسی اثر مهاری عصاره‌های گياهی بر توليد بيوفيلم:
نعناع  و  رزماری  شيرازی،  آویشن  اسانس  تحت کشنده  غلظت  اثر  بررسی  برای 
مواد  غياب  در  ابتدا  ائروژینوزا،  سودوموناس  بيوفيلم  توليد  ميزان  بر  فلفلی 
و  اندازه گيری  اسانس  از  غلظت کشنده  حداقل  حضور  در  سپس  و  ضدميکروبی 
مقادیر به دست آمده مقایسه شدند. برای اندازه گيری ميزان توليد بيوفيلم، ابتدا 
سویه باکتری در محيط کشت تریپتيک سوی براث (TSB)در دمای 37 درجه 
به  باکتری  رقيق سازی  سپس  شد.  داده  کشت  ساعت   24 مدت  به  سانتی گراد 
یافته  رشد  باکتری  از  ميلی-ليتر   1 که  صورت  این  به  شد.  انجام  نسبت100:1 
درون لوله  استریل ریخته و 99 ميليليتر از محيط کشت TSB به آن اضافه شد. در 
مرحله بعد، به پليت های اليزای ته صاف با جنس پلی استرین، 125 ميکروليتر از 
محلول باکتری تلقيح شده، در دمای 37 درجه سانتيگراد و به مدت 24 ساعت در 
درون انکوباتور قرار داده شد. سپس هر کدام از چاهک هاسه بار با 300 ميکروليتر 
آب مقطر شست وشو و در دمای اتاق خشک شدند. به هریک از چاهک ها 125 
ميکرو ليتر از محلول کریستال ویوله1/0درصد، برای رنگ آميزی بيوفيلم اضافه 
و سپس انکوباسيون به مدت 10 تا 15 دقيقه در دمای اتاق انجام شد. دوباره 
شدن  خشک  از  پس  و  داده  شست وشو  مقطر  آب  با  بار  سه  رنگ آميزی  از  پس 
برای  آب،  در  درصد   30 استيک  اسيد  محلول  از  ميکروليتر   125 ميکروپليت ها 
حل کردن رنگ متصل به چاهک ها، به هر چاهک اضافه شد. سپس محتویات 
در  رنگ بری  محلول  جذب  شد.  تلقيح  جدید  صاف  ته  پليت های  به  چاهک  هر 
 Synergy™ HTX Multi-Mode دستگاه  توسط  نانومتر   570 موج  طول 
Microplate Reader   (ساخت شرکت Bio Tech) خوانش و ثبت شد. برای 
جذب  نسبت  آزمایش،  مختلف  شرایط  در  بيوفيلم  توليد  کاهش  ميزان  مقایسه 
نوری بيوفيلم تشکيل شده، توسط سویه تحت آزمایش، انکوبه شده با عصاره های 
مختلف، در مقایسه با جذب نوری بيوفيلم توليدی سودوموناس ائروژینوزا، بدون 
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مواد ضدميکروبی، محاسبه شدند. جذب نوری بيوفيلم سویه تحت آزمایش در 
غياب مواد ضد ميکروبی، 100 درصد در نظر گرفته شد. نسبت جذب نوری بر 
اساس تعيين نسبت جذب نوری در حضور ماده ضدميکروبی به جذب نوری بدون 
حضور ماده ضدميکروبی محاسبه شد. نسبت جذب نوری پایين تر، نشان دهنده 

اثر مهاری بيشتر تيمار انجام شده روی توليد بيوفيلم است(13).

آناليز آماری:
به  نتایج  و  شد  تکرار  بار  سه  آزمون  هر  دقيق تر  آماری  نتایج  به  دستيابی  برای 
 Shapiro–Wilk تست شدند.  بيان   (ST) استاندارد خطای  و  ميانگين  صورت 
برای   Tukey تست  بنابراین  دارند.  نرمال  توزیع  داده ها  همهی  که  داد  نشان 
واریانس  طرفه  یک  آناليز  که  صورتی  در  البته  شد.  استفاده  ميانگين ها  مقایسه 
(آنووا) از مدل خطی عمومی یک تفاوت معنادار(P < 05/0 ) داشته باشد. همه  
 SPSS, Chicago,) 16 ورژن SPSS آناليزهای آماری با استفاده نرم افزار آماری

Illinois, USA) انجام شدند. 

یافته‌ها
تست آنتی‌بیوگرام:

در این مطالعه چهار نوع دیسک آنتی بيوتيکی برای مقایسه با عصاره های گياهان 
صورت  به  نتایج  آگار  در  نشر  روش  انجام  از  پس  شدند.  برده  کار  به  نظر  مورد 
زیر  به دست آمد: باکتری سودوموناس ائروژینوزا در این مطالعه به آنتی بيوتيک 
کانامایسين و ایمی پنم حساسيت داشت و قطر هاله  عدم رشد به دست آمده از 
روش  نشر در آگار این دیسک های آنتی بيوتيکی به ترتيب 25 ميلی متر و 40 
ميلی متر اعلام شد. در حالی که این باکتری به آنتی بيوتيک سفالکسين مقاوم 
بوده و حساسيت آن به پنی سيلين نيز پایين بود. قطر هاله  عدم رشد برای این دو 

آنتی بيوتيک به ترتيب 0 و 11ميلی متر گزارش شد(شکل 1).

شکل 1. مقایسه قطر هاله  عدم رشد ایجاد شده به وسيله عصاره گياهان و    
آنتی بيوتيک های مرسوم 

آنتی بيوتيک های  و  گياهان  عصاره  رشد  عدم  هاله  قطر  ميانگين  برایمقایسه 
واریانس  آناليز  آزمون  از  ائروژینوزا  سودوموناس  گونه  عليه  استفاده شده  مختلف 

به دو  مقایسه دو  آزمون توکی در  نتایج  شد.  استفاده   Tukey یکطرفه و تست
استفاده  آنتی بيوتيک های  و  گياهان  عصاره  رشد  عدم  هاله  قطر  ميانگين  ميان 
شده (جدول 1) نشان داد که عصاره رزماری با عصاره آویشن شيرازی و نعناع 
فلفلی و آنتی بيوتيک های کانامایسين، سفالکسين، ایمی پنم و پنی سيلين اختلاف 
رشد  عدم  هاله  قطر  ميانگين  دو  به  دو  مقایسه   (05/0  >  P). دارد  معناداری 
عصاره نعناع فلفلی با سایر عصاره ها و آنتی بيوتيک های استفاده شده نشان داد 
ایمی پنم  سفالکسين،  کانامایسين،  آنتی بيوتيک های  با  فلفلی  نعناع  عصاره  که 
 >  P) دارد  معناداری  اختلاف  رزماری  و  شيرازی  آویشن  گياهان  عصاره  و 
05/0) . همچنين مقایسه دو به دو ميانگين قطر هاله عدم رشد عصاره آویشن 
عصاره  که  داد  نشان  شده  استفاده   وآنتی بيوتيک های  عصاره-ها  سایر  شيرازی 
آویشن شيرازی با عصاره رزماری و نعناع فلفی و آنتی بيوتيک های کانامایسين، 
  (05/0 > P) سفالکسين، ایمی پنم و پنی سيلين اختلاف معناداری وجود داشته
و همچنين مقایسه دو به دو ميانگين قطر هاله عدم رشد عصاره نعناع فلفلی با 
آنتی بيوتيک پنی سيلين اختلاف معناداری وجود ندارد.(P >05/0)  عدد مقابل هر 
 ،Std. Error 1 آنتی بيوتيک ميزان دوز حساسيت آن را نشان می دهد.  در جدول

انحراف استاندارد و sig، معنا داری آماری است.

نتایج حاصل از بررسی کم‌ترین غلظت بازداندگی و حداقل غلظت 
کشندگی رشد عصاره‌های گياهی:

و   1/5  ،3 غلظت  در  رزماری  گياه  الکلی  عصاره   آمده  دست  به  نتایج  اساس  بر 
0/75ميلی گرم بر ميلی ليتر دارای اثر مهارکنندگی رشد بر باکتری سودوموناس 
ائروژینوزا بوده است. بنابراین عصاره الکلی رزماری MIC برابر با 0/75ميلی گرم 
فلفلی  نعناع  و  شيرازی  آویشن  که  است  درحالی  این  است.  داشته  ميلی ليتر  بر 
فقط در غلظت های 3و 1/5ميلی گرم بر ميلی ليتر دارای اثر مهارکنندگی رشد بر 
باکتری سودوموناس ائروژینوزا بوده اند. بنابراین عصاره  اتانولی آویشن شيرازی 
و نعناع فلفلی MIC برابر 1/5 ميلی گرم بر ميلی-ليتر داشته اند. اثر کشندگی هر 

سه گياه در غلظت 3 ميلی گرم بر ميلی ليتر اتفاق افتاد.

بیوفیلم:
ببرای بررسی اثر عصاره های گياهان رزماری، آویشن شيرازی و نعناع فلفلی بر 
توليد بيوفيلم، ميزان جذب نوری پليت حاوی عصاره های مختلف و باکتری در 
به   2 جدول  در  و  خوانده  الایزا  خوانش  دستگاه  توسط   650 تا   550 موج  طول 

نمایش درآمد.

بنابر نتایج به دست آمده مطابق جدول،2 اثرگذاری عصاره های گياهی و ممانعت 
از ایجاد و تشکيل بيوفيلم، در چاهک های اوليه که غلظت عصاره های گياهی 
بالاتر است، ميزان تشکيل بيوفيلم کم بوده و دستگاه خوانش الایزا ميزان جذب 
پایين تر و با کاهش غلظت عصاره های گياهی به ترتيب در چاهک های 1 تا 10، 
ميزان تشکيل بيوفيلم بيشتر بوده و دستگاه خوانش الایزا، ميزان جذب بالاتری 
را نشان داده است. با توجه به این نتایج گياه رزماری بيشترین تاثير را بر تشکيل 
شده  بيوفيلم  تشکيل  کاهش  باعث   5/1 و    3 غلظت های  در  و  داشته  بيوفيلم 
است. اما نعناع فلفلی و آویشن شيرازی این ميزان تأثير را نداشته و در غلظت 3 

ميلی گرم بر ميلی ليتر مانع تشکيل بيوفيلم شده اند.

جدول 2.  نتایج خوانش جذب نوری سنجش بيوفيلم توسط دستگاه اليزا

غلظت عصاره گياه
0/0050/010/020/040/090/180/370/751/53
آویشن شیرازی1/7031/6391/6231/5581/5511/5261/4561/3831/2830/227
رزماری1/6641/6291/6151/5581/5691/5291/4421/321/0440/04
نعناع فلفلی1/8651/8311/7971/7321/6991/6031/5881/4091/3851/324
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جدول1. نتایج آناليز آماری تست  Tukeyجهت مقایسه ميانگين قطر هاله عدم  رشد مورد استفاده در این مطالعه

95% Confidence Interval
sigSTMean Differ-

ence (I-j)(j) p(I) p Upper 
Bound

Lower 
Bound

10.10223.8978.000.908517.00000*Mentha piperita LRosmarinus 
officinalis  L 6.7689.5645.01690.8513.66667*Zataria multiflora Bioss

-2.8978-9.1022.00090.851-6.00000*K5
22.102215.8978.000.9085119.00000*CN30
10.10223.8978.000.908517.00000*P10
-17.2311-23.4355.000.90851-20.33333*IMP10
-3.8978-10.1022.000.90851-7.00000*Rosmarinus officinalis  LMentha piperita 

L -2.311-6.4355.032.90851-3.33333*Zataria multiflora Bioss
-9.8978-16.1022.000.90851-3.00000*K5
15.10228.8978.000.9085112.00000*CN30
3.1022-3.10221.000.90851.00000P10

-24.2311-30.4355.000.90851-27.33333*IMP10
-.5645-6.7689.016.90851-3.66667*Rosmarinus officinalis  LZataria 

multiflora Bioss 6.4355.2311.032.908513.33333*Mentha piperita L
-6.5645-12.769.000.90851-9.66667*K5
18.435512.2311.000.9085115.33333*CN30
6.4355.2311.032.908513.33333*P10

-20.8978-27.1022.000.90851-24.00000*IMP10
9.1022.8978.000.908516.00000*Rosmarinus officinalis  LK5
16.10229.8978.000.9085113.00000*Mentha piperita L
12.76896.5645.000.908519.66667*Zataria multiflora Bioss
28.102221.8978.000.9085125.00000*CN30
16.10229.8978.000.9085113.00000*P10
-11.2311-17.4355.000.90851-14.33333*IMP10
-15.8978-22.1022.000.90851-19.00000*Rosmarinus officinalis  LCN30
-8.8978-15.1022.000.90851-12.00000*Mentha piperita L
-12.2311-18.4355.000.90851--15.00000*Zataria multiflora Bioss
-21.8978-28.10.000.90851-25.00000*K5
-8.8978-15.1022.000.90851-12.00000*P10
-36.2311-42.4355.000.90851-39.33333*IMP10
-3.8978-10.1022.000.90851-7.00000*Rosmarinus officinalis  LP10
3.1022-3.10221.000.90851.00000Mentha piperita L
-.2311-6.4355.032.90851-3.33333*Zataria multiflora Bioss

-9.8978-16.1022.000.90851-3.00000*K5
15.10228.8978.000.9085112.00000*CN30
-232311-30.4355.000.90851-27.3333*IMP10
23.435517.2311.000.9085120.33333*Rosmarinus officinalis  LIMP10
30435524.2311.000.9085127.33333*Mentha piperita L
27.102220.8978.000.9085124.00000*Zataria multiflora Bioss
17.435511.2311.000.9085114.33333*K5
4.435536.2311.000.908513933333*CN30

30.435524.2311.000.9085127.3333*P10
K:کانامایسین، IMP:ایمی‌پنم،CN: سفالکسين و P: پنی‌سيلين
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بحث
هر  و  عصاره گياهی  هر  برای  رشد  عدم  هاله  قطر  که  داد  نشان  تحقيق 
مطالعه های  در   .(1 شد(شکل  بررسی  آنتی بيوتيکی  دیسک های  از  کدام 
شيرازی  آویشن  جمله  از  گياهی  عصاره  چندین  اثر  بررسی  به  که  مشابهی 
قطر  شده،  پرداخته  ائروژینوزا  سودوموناس  جمله  از  پاتوژن  باکتری های  بر 
است  شده  اعلام  4ميلی متر  شيرازی  آویشن  عصاره   اثر  بر  رشد  عدم  هاله  

  .(14)
باکتری  روی  رزماری  عصاره  اثر  بررسی  به  که  مشابهی  مطالعه های  در 
 25 تا   5 بين   MIC است،  شده  پرداخته  ائروژینوزا  سودوموناس  گونه های 
شده  بررسی  مطالعه  در  اند(15).  کرده  بيان  را  ميلی گرم  بر  ميکروليتر 
بر  ميکروگرم   25 شيرازی  آویشن  برای  آمده  دست  به   MIC دیگری 
است  شده  اعلام  ليتر  ميلی ليتر  بر  ميکروگرم   100 نيز    MBC و  ميلی ليتر 
و  باکتری ها  بر  فلفلی  نعناع  تاثير  بررسی  به  همکارانش  و   Tyagi  .(16)
را  آئروژینوزا  سودوموناس  باکتری  برای   MIC ميزان  که  پرداختند  قارچ ها 
برای  آمده  دست  نتایج  با  که  آوردند  دست  به  ميلی ليتر  بر  ميلی گرم   2/25
همچنين  و  رشد  عدم  هاله   قطر  اندازه   در  تفاوت  دارد(8).  همخوانی  ما 
می تواند  متفاوت  دليل  چندین  نام برده  گياهان  عصاره    MBC و    MIC
متنوع  گياهی،  عصاره های  ترکيب های  اینکه  مورد  نخستين  باشد.  داشته 
بستگی  گياهی،  نمونه   جمع-آوری  منطقه   شرایط  و  هوا  و  آب  به  که  هستند 
فعاليت  ارزیابی  در  شده  استفاده  روش  تفاوت،  این  در  دوم  مورد  دارد(17). 
دیگر  دلایل  از  یکی  است.  باکتریایی  سویه های  انتخاب  و  ضدميکروبی 
و  دیفيوژن  مانع  که  باشد  عصاره ها  این  هيدروفوبيک  ماهيت  می تواند 
از   .(18  ، می شود(17  آگار  کشت  محيط  در  عصاره  کافی  و  مناسب  پخش 
بررسی  قابل  و  مهم  بسيار  موضوع  عصاره گيری  نوع  در  تفاوت  دیگر  طرف 
گياهان  عصاره های  انواع  فراوان  مطالعه های  در  است.  زمينه  این  در 
اتيل  کلروفورمی،  آبی،  متانولی،  اتانولی،  عصاره   است.  شده  استفاده  مذکور 

باکتری های  بر  عصاره ها  این  همه   است.  موارد  این  از  هگزانی  و  استات 
برخی  در  شده  اند(16).  اثردهی  ائروژینوزا  سودوموناس  جمله  از  مختلف 
قسمت-های  از  استفاده  که  است  شده  اشاره  موضوع  این  به  مطالعه ها  از 
باکتری  بر  عصاره  تأثيرگذاری  در  ساقه  و  برگ  ریشه،  مانند  گياه  مختلف 
بستگی  گياه  نوع  به  قسمت  این  انتخاب  البته  هستند.  موثر  نظر  مورد 
برای  گياه  برگ  از  است  بهتر  فلفلی  نعناع  گياه  برای  مثال  طور  به  دارد. 
 Chamaemelum اثر  دیگری  مطالعه  در  شود(6).  استفاده  عصاره گيری 
نتایج  و  شد  بررسی  ائروژینوزا  سودوموناس  باکتری  در  بيوفيلم  تشکيل  بر 
بر  ميلی گرم   25 تا    25/6 غلظت های  در  گياه  این  عصاره  که  داد  نشان 
به  محققان  همچنين  دارد(19).  مهاری  اثر  بيوفيلم  تشکيل  بر  ميلی ليتر 
تشکيل  مهار  بر  اتانولی)  و  (متانولی  سير  مختلف  عصاره-های  تاثير  بررسی 
متفاوت،  باکتری های  در  نتایج  که  پرداختند  پاتوژن  باکتری های  در  بيوفيلم 

بود(20).   متفاوت  سير،  عصاره ی  انواع  و  مختلف  غلظت های 

نتيجه‌گيري
گياهان  الکلی  عصاره   سه  آمده  دست  به   MBC و   MIC مقادیر  اساس  بر 
سه  این  در  باکتری  کشندگی  و  رشد  مهارکنندگی  اثر  شده،  استفاده 
باکتری  رشد  مهار  بر  بيشتری  تاثير  دارای  رزماری  که  داد  نشان  گياه 
بر  مختلف  گياهی  عصاره های  اثر  بررسی  با  است.  ائروژینوزا  سودوموناس 
رزماری  که  شد  مشخص  ائروژینوزا  سودوموناس  توسط  بيوفيلم  تشکيل 
دارد.  باکتری  این  توسط  بيوفيلم  توليد  توانایی  کاهش  بر  را  تأثير  بيشترین 
عصاره های  باکتریایی  ضد  اثر  روی  بيشتر  مطالعه های  انجام  با  بنابراین 
ترکيب های  عنوان   به  موثر  غلظت های  با  ترکيب ها  این  از  می توان  گياهی 
مهم ترین  کرد.  استفاده  باکتریایی  عفونت های  درمان  برای  مناسب  دارویی 
روی  عصاره گياهی  عمل  مکانيسم  بررسی  مطالعه،  این  ادامه  برای  پيشنهاد 
روش  طریق  از  می تواند  که  است  بيوفيلم  تشکيل  و  باکتری  رشد  مهار 

شود.  انجام  تجربی  روش های  یا  مولکولی  داکينگ 
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