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Abstract �

Ramin Mohammadi-Aluochehi 

1
,*,  Mohammad-Taghi Ravanji1 

  Seyyedeh Masoumeh Mirnurollahi1 ,Masoumeh Mahdavi-Ourtakand2

1Department of Biology, CT.C., Islamic Azad University, Tehran, Iran
2Department of Biology, VaP.C., Islamic Azad University, Varamin, Iran 

............   

Introduction: The emergence of antibiotic-resistant bacteria has prompted growing inter-
est in plant-based antimicrobial agents as natural, safe, and affordable alternatives to con-
ventional antibiotics. In the present study, the antimicrobial activity of aqueous extracts of 
Physalis alkekengi, Cassia angustifolia, and Carum copticum was evaluated against Gram-pos-
itive and Gram-negative bacterial strains, including Staphylococcus aureus and Escherichia coli. 

Materials and Methods: Aqueous extracts were prepared from the plants. Their an-
timicrobial effects were evaluated using the disk diffusion method and by deter-
mining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Furthermore, the com-
bined effect of the plant extracts at sub-inhibitory concentrations was also assessed.

Results: The results indicated that none of the tested extracts affected the growth of Escherichia 
coli. In contrast, the Carum copticum extract exhibited significant inhibitory effects against 
Staphylococcus aureus at concentrations of 25, 50, 100, and 200 μg/mL. The extracts of Physalis 
alkekengi and Cassia angustifolia only showed inhibitory effects on S. aureus at concentrations 
of 100 and 200 μg/mL. The MIC values of C. copticum, P. alkekengi and C. angustifolia extracts 
against S. aureus were 64, 64, and 128 μg/mL, respectively. Moreover, the combination of extracts 
displayed synergistic effects against S. aureus but not against E. coli.

Conclusion:Overall, these findings suggest that the aqueous extracts of these medicinal plants, par-
ticularly Carum copticum, possess promising antibacterial activity against Staphylococcus aureus and 
may serve as potential natural candidates for the development of novel antibacterial formulations.
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چکیده اطلاعات مقاله

 ،)Physalis alkekengi( شـــیوه آدرس‌دهـــی این مقاله : ر محمدی آلوچه، م راونجی، م میرنوالهی، م مهدوی اورتاکند. بررســـی اثرات ضدمیکروبی عصاره آبی عروســـک پشـــت پـــرده

سنا )Cassia angustifolia( و زنیان )Carum copticum( علیه باکتری استافیلوکوکوس اورئوس و اشریشیاکلی . مجله دانش زیســــــتی ایــــــران. 1404؛20 )1(: 83-75

ناشر: دانشـــگاه آزاد اســامی واحد ورامین - پیشــوا          شـــاپا چاپی: 1735-4226             شـــاپا الکترونیکی:  X 459 - 2717                نویســـندگان: حق مؤلف© 

 )Cassia angustifolia( ســنا ،)Physalis alkekengi( بررســی اثرات ضدمیکروبی عصاره آبی عروســک پشــت پرده

و زنیان )Carum copticum( علیه باکتری اســتافیلوکوکوس اورئوس و اشریشــیاکلی 

رامین محمدی آلوچه1*،  محمدتقی راونجی1، سیده معصومه میرنوالهی1، معصومه مهدوی اورتاکند2

1 گروه زیست شناسی، واحد تهران مرکزی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران

2گروه زیست شناسی، واحد ورامین-پیشوا، دانشگاه آزاد اسلامی، ورامین، ایران

..................

مقدمـــه:  : امروزه بـــا افزایش مقاومـــت باکتری ها نســـبت بـــه آنتی بیوتیک ها، اســـتفاده از عصاره‌های گیاهـــی به‌دلیل 

برخورداری از ترکیبات ضدباکتریایی قوی، هزینه پایین و دسترســـی آســـان، توجه بســـیاری از پژوهشـــگران را به خود جلب 

کـــرده اســـت. در مطالعه حاضر، ویژگی های ضدمیکروبی عصاره آبی گیاهان عروســـک پشـــت پرده، ســـنا و زنیان روی دو 

ــسی قرار گرفت باکتری اســـتافیلوکوکوس اورئـــوس )گرم مثبت( و اشریشـــیاکلی  )گرم منفی( مورد بررـ

مـــواد و  روش: عصاره های آبی از گیاهان تهیه شـــدند و اثرات ضدمیکروبی آن ها با اســـتفاده از دو روش دیســـک دیفیوژن 

و تعییـــن حداقـــل غلظت بازدارندگـــی )MIC( ارزیابی گردیـــد. همچنین، اثر ترکیبـــی عصاره های گیاهـــی در غلظت های 

ــسی شد بررـ نیز  تحت مهاری 

یافتـــه هـــا: بر اســـاس نتایـــج حاصلـــه، هیچ یـــک از عصاره های مـــورد مطالعـــه تأثیری بر رشـــد باکتری اشریشـــیاکلی  

نداشـــتند. در مقابل، عصـــاره گیاه زنیـــان در غلظت هـــای ۲۵، ۵۰، ۱۰۰ و μg/mL ۲۰۰ اثر مهاری قابـــل توجهی بر باکتری 

اســـتافیلوکوکوس اورئوس نشـــان داد. عصاره های گیاهان عروســـک پشـــت پرده و ســـنا نیز تنها در غلظت های ۱۰۰ و ۲۰۰ 

μg/mLبـــر S. aureus اثـــر مهاری داشـــتند. مقادیر حداقل غلظت بازدارندگی )MIC( عصاره‌های زنیان، عروســـک پشـــت 

پـــرده و ســـنا بر علیـــه S. aureus بـــه ترتیـــب 64، ۶۴ و 128 میکروگرم بـــر میلی‌لیتر تعییـــن گردید. بررســـی اثر ترکیبی 

عصاره‌هـــا در غلظت تحت مهاری نیز نشـــان داد کـــه این ترکیب در برابـــر E. coli بی تأثیر، اما بر علیـــه S. aureus  دارای 

اـــثر مهاری قابل توجهی اـــست

نتیجـــه گیـــری: نتایج ایـــن تحقیق نشـــان می‌دهد که عصاره آبی هر ســـه گیـــاه، به‌ویژه زنیـــان، فعالیـــت ضدباکتریایی 

مناســـبی علیـــه S. aureus دارنـــد و می توانند به عنـــوان گزینه هـــای طبیعی مؤثر در درمـــان عفونت‌های ناشـــی از این 

باکتری مورد اـــستفاده ـــقرار گیرند
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ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

در دهه هـــای اخیـــر، گـــسترش مقاومت باکتری ها نســـبت 

بـــه آنتی بیوتیک هـــا به یکـــی از معضلات جـــدی نظام های 

درمانـــی در سراسر جهـــان تبدیل شـــده اســـت )1(. مصرف 

بی رویـــه و گاه ناصحیـــح آنتی بیوتیک هـــا، ســـبب ظهور و 

تکثیر ســـویه های مقاوم شـــده اســـت که درمان بســـیاری 

از عفونت هـــای رایـــج را با چالـــش جدی مواجه می ســـازد. 

علاوه بـــر ایـــن، باقی مانـــده داروهای شـــیمیایی در محیط 

زیســـت می تواند منجـــر به آلودگی های پایـــدار و اختلال در 

اکوسیســـتم های طبیعی شـــود. ازاین رو، توجه پژوهشـــگران 

به اســـتفاده از منابع طبیعـــی، به ویژه عصاره هـــای گیاهی، 

به عنـــوان جایگزین هـــای ایمن، مؤثـــر و ســـازگار با محیط 

زیســـت افزایش یافته اســـت. گیاهان دارویی بـــا دارا بودن 

ترکیبـــات فعال زیســـتی نظیـــر آلکالوئیدهـــا، فلاونوئیدها، 

تانن هـــا و ترپنوئیدهـــا، از توان بالقوه بالایی در مهار رشـــد 

میکروارگانیســـم ها برخوردارنـــد و در مقایســـه بـــا ترکیبات 

ســـنتتیک، معمـــولاًً ایمن تر بـــوده و عـــوارض جانبی کمتری 

دارنـــد. بنابراین، بررســـی اثـــرات ضدمیکروبـــی عصاره های 

گیاهـــی می توانـــد گامـــی مؤثـــر در توســـعه درمان هـــای 

جایگزیـــن و پایـــدار در برابـــر مقاومت هـــای آنتی بیوتیکی 

)2( باشد 

عروســـک پشـــت پـــرده )Physalis alkekengi( از خانواده 

Solanaceae گیاهـــی علفی و چندســـاله اســـت که در طب 

ســـنتی به عنـــوان عامـــل درمانـــی در بیماری هـــای کبدی، 

التهابـــات مجـــاری ادراری، و عفونت هـــای پوســـتی مـــورد 

اســـتفاده قرار می گیرد )3(. مطالعات فیتوشـــیمیایی نشـــان 

داده انـــد که میـــوه این گیـــاه سرشـــار از ترکیبـــات فعالی 

کاروتنوئیدهـــا، فلاونوئیدها   ،)physalins( فیزالین هـــا  مانند 

و آلکالوئیدهـــای استروئیدی اســـت. این ترکیبـــات با اثرات 

ضدباکتریایـــی، ضدویروســـی، آنتی اکســـیدانی و ضدالتهابی 

خـــود، نقش مهمـــی در مهار رشـــد پاتوژن هـــای مختلف از 

جملـــه Staphylococcus aureus و Escherichia coli دارند. 

همچنین، وجـــود متابولیت های ثانویه ای چـــون کلروژنتیک 

اســـید و کوئرســـتین در عصاره عروسک پشـــت پرده، موجب 

شـــده اســـت که این گیـــاه به عنـــوان منبعی طبیعـــی برای 

تولیـــد ترکیبـــات ضدمیکروبی نویـــن مورد توجه قـــرار گیرد 

)4(.گیـــاه ســـنا )Cassia angustifolia( گیاهـــی از خانواده 

Fabaceae و بومی مناطق گرمســـیری اســـت کـــه برگ ها و 

غلاف های آن به طور گسترده در داروســـازی ســـنتی و مدرن 

مـــورد اســـتفاده قـــرار می گیـــرد )5(. ترکیبات شـــاخص این 

گیاه شـــامل ســـنوزیدها ))sennosides A , B، آنتراکینون ها، 

فلاونوئیدها و تانن ها هســـتند که علاوه بـــر خاصیت ملین، 

دارای اثـــرات آنتی اکســـیدانی و ضدمیکروبـــی قابل توجهی 

نیـــز می باشـــند. پژوهش هـــای اخیـــر نشـــان داده اند که 

عصاره هـــای آبی و اتانولی ســـنا می توانند رشـــد باکتری های 

گرم مثبـــت از جملـــه S. aureus و Bacillus subtilis را مهار 

کنند. مکانیســـم احتمالـــی این اثر به تخریب دیواره ســـلولی 

باکتری و مهـــار آنزیم های ضروری در ســـنتز پروتئین مرتبط 

دانســـته شـــده اســـت. با توجه به وجود ترکیبـــات فنولی و 

گلیکوزیدی فعـــال، ســـنا می تواند به عنـــوان منبعی طبیعی 

بـــرای توســـعه داروهـــای ضدمیکروبی جدید مورد بررســـی 

قـــرار گیرد )6(

گیاه زنیـــان )Carum copticum(، گیاهـــی معطر از خانواده 

Apiaceae، یکـــی از گیاهـــان دارویی شناخته شـــده در طب 

ســـنتی ایران و هند اســـت. دانه هـــای آن حـــاوی ترکیبات 

 ،)carvacrol( کارواکـــرول ،)thymol( فعالـــی مانند تیمـــول

آلفا-پینن و پاراســـیمن هســـتند که خاصیت ضدباکتریایی و 

ضدقارچی قـــوی دارند )7(. مطالعات متعدد نشـــان داده اند 

کـــه تیمـــول به عنوان ترکیب غالب در اســـانس زنیـــان، قادر 

اســـت نفوذپذیری غشـــای ســـلولی باکتری را افزایش داده و 

منجر به نشـــت محتویـــات ســـلولی و مرگ باکتری شـــود. 

عصاره هـــای مختلف ایـــن گیاه اثر بازدارندگـــی قابل توجهی 

 E.( و گرم منفـــی )S. aureus( بـــر باکتری هـــای گرم مثبـــت

coli( نشـــان داده انـــد. به همیـــن دلیل، این گیـــاه یکی از 

گزینه هـــای امیدبخـــش بـــرای جایگزینـــی یـــا تقویت اثر 

باکتریایی  آنتی بیوتیک های موجـــود در درمان عفونت هـــای 

مقاوم محســـوب می شـــود )8(. با وجود گزارشـــات پراکنده 

در مـــورد خواص ضـــد میکروبی هـــر یک از ایـــن گیاهان، 

مطالعـــه تطبیقـــی اثر عصـــاره آبی ســـه گیاه عصـــاره آبی 

 Cassia( سنا ،)Physalis alkekengi( عروســـک پشـــت پرده

روی  بـــر   )Carum copticum( زنیـــان  و   )angustifolia

باکتری هـــای گرم مثبـــت و منفی بـــه صـــورت همزمان، به 

ندرت انجام شـــده اســـت. علاوه بر ایـــن، اطلاعات محدودی 

در مـــورد اثـــر ســـینرژیک )هم افزایـــی( ایـــن عصاره ها در 

غلظت هـــای تحـــت مهـــاری وجـــود دارد. بنابرایـــن، این 

پژوهـــش با هدف بررســـی و مقایســـه اثـــرات ضدمیکروبی 

عصاره آبی عروســـک پشـــت پرده، ســـنا و زنیـــان به صورت 

 Staphylococcus aureus منفـــرد و ترکیبی علیه باکتری هـــای

و Escherichia coli طراحی ـــشد

مقدمه
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استخراج عصاره های گیاهی
در ایـــن پژوهـــش، گیاهان عروســـک پشـــت پرده، ســـنا و 

زنیـــان از مرکز تحقیقات گیاهپزشـــکی کشـــور تهیه گردیدند. 

پس از شناســـایی توســـط متخصص گیاهشناســـی، مواد زائد 

از گیاهـــان جداســـازی شـــد و برگ گیاه ســـنا و میـــوه گیاه 

زنیان و عروســـک پشـــت پرده در جریان هوا خشـــک شـــد. 

بخش های گیاهی خشـــک شـــده با اســـتفاده از آسیاب برقی 

با الـــک دارای منافذ بـــه قطر دو میلی متر بـــه طور کامل و 

یکنواخت خرد و در داخل ظروف شیـــشه ای نگهداری ـــشد

 JP( برای اســـتخراج عصـــاره گیاهان، از دســـتگاه سوکســـله

SELECTA( بهـــره گرفته شـــد. در ایـــن روش، ابتدا 40 گرم 

از هر گیاه خرد شـــده به صورت مجزا تهیه شـــده و ســـپس 

درون کارتـــوش )یـــک کاغـــذ صافی به شـــکل یـــک لوله ته 

بســـته آماده( قـــرار گرفته و بـــه آرامی در داخـــل محفظه 

سوکســـله قرار داده شـــد. در مرحله بعد، 300 میلی لیتر آب 

مقطر به فلاســـک ته گرد افزوده شـــده و ســـپس سوکســـله 

و مبرد روی فلاســـک نصب شـــد. پس از گذشـــت 3 ساعت از 

آغاز عمـــل عصاره گیری، عمل اســـتخراج به پایان رســـید. در 

این زمان حرارت قطع شـــده و به سیســـتم اجازه داده شـــد 

تـــا کمی خنک شـــود تا همه بخـــارات در مبرد سرد شـــده و 

به فـــاز مایـــع وارد شـــوند. در مرحله بعـــد، 200 میلی لیتر 

محلـــول داخـــل بالن باقـــی ماند کـــه پس از خـــارج نمودن 

عصاره از داخل فلاســـک، از دســـتگاه روتاری برای جداسازی 

مـــواد زائد از عصـــاره و تغلیظ آن بهره گرفته شـــد. در انتها، 

یک گرم از رســـوب خشـــک حاصل به 5 ســـی سی حلال دی 

متیل سولفوکســـاید )DMSO( افزوده شـــد و ســـپس توسط 

سرنـــگ میلی پور بـــا فیلترهایی به قطـــر 22/0 میکرومتر فیلتر 

شـــد. در نهایت، عصاره ها در دمای 4 درجه ســـانتیگراد و در 

شیـــشه های تیره رنگ نگهداری ـــشد

تهیه ســـویه هـــای اســـتاندارد باکتری هـــای گرم 
مثبـــت و گـــرم منفی

نمونه هـــای باکتریایـــی مـــورد مطالعـــه در ایـــن تحقیـــق 

 Staphylococcus و Escherichia coli . ل،)ATCC 25922(شامل

aureus بب )ATCC 25923 (بـــود کـــه به صـــورت لیوفیلیزه از 

کلکســـیون میکروبی ایران در انســـتیتیو پاســـتور خریداری 

شـــد. برای حفظ و نگهـــداری ســـویه ها تا زمان اســـتفاده، 

آن ها در شرایـــط ایزوله و در محیـــط آگار، در دمای 4 درجه 

شدند. نگهداری  ـــسانتیگراد 

بررســـی اثـــر ضدمیکروبی عصاره هـــای گیاهی به 
دیفیوژن دیسک  روش 

جهـــت بررســـی فعالیـــت ضدباکتریایی عصاره هـــا، از روش 

تعیین حساســـیت باکتری با اســـتفاده از دیســـک های بلانک 

اســـتفاده گردیـــد. به ایـــن منظـــور حجم های یکســـانی از 

سوسپانســـیون باکتریایـــی تهیه شـــده تا در طـــول موج 530 

نانومتر ســـطح جذبی معـــادل 0/5 مک فارلند را شـــکل دهد. 

  Escherichia coli و Staphylococcus aureus بـــاکتری هـــای

ابتدا کشـــت چمنـــی داده شـــدند و پس از آن، پاســـاژ برای 

اطمینـــان از خلوص بـــاکتری انجام شـــد. یک میلـــی لیتر از 

سوسپانســـیون باکتری های خالص شـــده به صـــورت چمنی 

در ســـطح پلیت حاوی محیـــط مولر هینتون آگار کشـــت و 

ســـپس دیســـک های بلانک بر روی ســـطح پلیـــت آلوده به 

باکتری قـــرار داده شـــد. عصاره های گیاهـــی در غلظت های 

25، 50، 100 و 200 میلـــی گـــرم بر میلی لیتر با اســـتفاده از 

دی متیـــل سولفوکســـاید )DMSO( 5 درصد تهیه شـــدند و 

مقـــدار 20 میکرولیتر از عصـــاره ها روی دیســـک ها ریخته 

شـــد. قطر هاله عدم رشـــد بعد از 24 ســـاعت انکوباســـیون 

در دمای 37 درجه ســـانتی گراد اندازه گیری گردید. دیســـک 

آنتـــی بیوتیکی سفوکســـیتین به عنوان کنترل مثبت اســـتفاده 

شـــد و هـــر آزمایش برای هـــر باکتری با ســـه تکـــرار انجام 

شد

بررســـی اثـــر ضدمیکروبی عصاره هـــای گیاهی به 
)MIC( روش حداقل غلظـــت بازدارندگی

ایـــن بررســـی بـــه روش میکرودایلوشـــن براث انجام شـــد. 

در ایـــن روش از میکروپلیـــت 96 خانه ای اســـتفاده گردید. 

محلول اســـتوک عصاره در DMSO تهیه شـــد. سریال های از 

رقت ها بـــا دو برابر شـــدن غلظت در محیـــط مولر هینتون 

براث تهیه شـــد )بـــرای هر عصـــاره ده رقت سریـــال بین 2 

تـــا 1024میکروگـــرم بر میلی لیتر(. ســـپس، دو میلـــی لیتر از 

هر یـــک از رقت هـــا به صـــورت جداگانه بـــه 18 میلی لیتر 

محیـــط مولـــر هینتون آگار استریل سرد شـــده تـــا 50 درجه 

ســـانتیگراد اضافه شـــد و در پلیت‌هایی با قطر 8 ســـانتیمتر 

ریخته شـــد. سوسپانســـیون میکروبی که با نیـــم مک فارلند 

برابر شـــده بـــود به وســـیله محیط کشـــت مولـــر هینتون 

CFU/براث به میـــزان 1/100، جهت به دســـت آوردن تعداد

ml  06 ×1رقیق شـــد و ســـپس 100 میکرولـــیتر از آن به هر 

چاهک افزوده شـــد، در ایـــن آزمون به منظـــور کنترل
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نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفـــت و بعد انکوباســـیون، قطـــر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطر 

هالـــه عدم رشـــد آنتی بیوتیـــک ونکومایســـین 22 میلی متر 

بدســـت آمد. مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولیتر متابولیت 

آســـپرژیلوس ترئوس در روش چاهک بعد انکوباســـیون، قطر 

هاله عدم رشـــد به ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهـــک بـــرای فوزاریـــوم، قطـــر هاله عدم 

رشـــد به ترتیب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل 

۲(. نتایج آماری نشـــان داد کـــه مقادیر مختلـــف متابولیت 

تاثیـــر متفاوتـــی بر قطـــر هاله 

عدم رشـــد داشـــتند و با افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

محیط کشـــت، از محیط کشـــت خالـــی )بـــدون عصاره و 

سوسپانســـیون میکروبی( اســـتفاده گردید. بـــه منظور کنترل 

زمینـــه از عصـــاره و محیـــط کشـــت )بدون سوسپانســـیون 

میکروبی( اســـتفاده شـــد. یک چاهک هم بـــه منزله کنترل 

DMSO )محيـــط کشـــت و سوسپانســـیون میکروبـــی بـــه 

همـــراه DMSO 5درصـــد( در نظـــر گرفت شـــد. همچنین 

سوسپانســـیون میکروبـــی و محیـــط کشـــت بـــدون عصاره 

به عنـــوان کنترل مثبـــت در نظر گرفته شـــد. حجـــم نهایی 

تـــام چاهک هـــا 200 میکرولیتر بـــود. میکروپلیـــت ها بر 

روی شـــیکر rpm 250  بـــه مـــدت 1 دقیقه قرار داده شـــد 

تـــا مخلـــوط کاملا یکنواخت گـــردد. ســـپس میکروپلیت ها 

در دمای 35 درجه ســـانتی گـــراد به مدت20- 24 ســـاعت، 

انکوبه شـــد. بعد از 24 ســـاعت وجود کدورت )در مقایســـه 

بـــا ردیف کنترل( حاکی از رشـــد باکتری و شـــفافیت نشـــان 

دهنـــده  عدم رشـــد باکتری می باشـــد. پاییـــن ترین غلظتی 

کـــه در آن هیچ گونه رشـــد باکتری مشـــاهده نشـــد و فاقد 

کدورت ناشـــی از رشـــد باکتری بود به عنـــوان حداقل غلظت 

بازدارندگـــی )MIC( تعیین شـــد. تمام مراحل بـــرای هریک 

از عصـــاره ها بـــا 3 بار تکرار روی دو ســـویه مـــورد مطالعه 

ــشد. انجام ـ

بررسی اثر ترکیبی عصاره های گیاهی 
بـــرای تعیین اثـــر هم افزایـــی و ترکیبـــی بین عصـــاره  ها 

از روش انتشـــار اســـتفاده شـــد. برای این منظـــور از غلظت 

تحت مهاری )Sub-MIC( عصاره ها اســـتفاده شـــد. غلظت 

تحـــت مهاری عصـــاره با رقـــت 2MIC/1 عصاره تهیه شـــد. 

سوسپانســـیون باکتریایی بـــا غلظت معادل نیم مـــك فارلند 

روی محیط مولر هینتون آگار کشـــت و دیســـک های بلانک 

روی آن قـــرار گرفتند. مقـــدار 20 میکرولـــیتر از غلظت های 

تحـــت مهاری عصاره ها روی دیســـک ها ریخته شـــد و قطر 

هاله عدم رشـــد بعد از 24 ساعت انکوباســـیون در دمای 37 

درجه ـــسانتی گراد اندازه گـــیری گردید.

یافته ها

اثـــر ضدمیکروبی عصـــاره های  نتایـــج بررســـی 
گیاهـــی بـــه روش دیســـک دیفیوژن 

نتایج بررســـی اثر ضدمیکروبی عصاره هـــای گیاهی به روش 

دیســـک دیفیوژن نشـــان داد که 24 ســـاعت بعـــد از تيمار، 

عصاره گیاهان ســـنا، زنیان و عروســـک پشـــت پـــرده هيچ 

تاثيري بر رشـــد باكتري اشریشـــیاکلی  نداشـــتند )شـــکل 1(. 

یافتـــه ها نشـــان داد کـــه عصـــاره  زنیان در هـــر 4 غلظت 

اثر بازدارندگی رشـــد بر ســـویه بـــاکتری گرم مثبت داشـــت 

و به ترتیـــب قطر هاله عـــدم رشـــد 15، 20، 25 و 33 میلی 

متری نشـــان داد. عصاره آبی گیاه عروســـک پشـــت پرده در 

غلظـــت هـــای 100 و μg/mL 200  باعث ایجـــاد قطر هاله 

عدم رشـــد 10 و 15 میلـــی متری در باکتری اســـتافیلوکوکوس 

اورئوس شـــد. همچنین گیاه ســـنا در دو غلظـــت 100 و 200 

μg/mL قطـــر هاله عدم رشـــدی بـــه ترتیـــب 15 و 20 میلی 

متری بـــر علیه باکتری گـــرم مثبت اســـتافیلوکوکوس اورئوس 

نشـــان داد )جدول 1(.

شکل1. تصویر بررسی اثر ضدمیکروبی عصاره گیاه سنا )a( و  عروسک پشت پرده )b( و زنیان )c(  به روش دیسک دیفیوژن 

در غلظت های مختلف 25، 50، 100 و 200 میکروگرم بر میلی متر 
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جدول1. قطر هاله عدم رشد )میلی متر( دو سویه اشریشیاکلی و استافیلوکوکوس اورئوس در غلظت های مختلف مورد بررسی

اثـــر ضدمیکروبی عصـــاره های  نتایـــج بررســـی 
بـــه روش حداقـــل غلظـــت بازدارندگی  گیاهـــی 

)MIC (
حداقـــل غلظت بازدارنـــده عصاره های گیاهـــی براي باکتري 

های مورد مطالعه به روش میکرودایلوشـــن براث به دســـت 

آمـــد. در چاهک هـــاي کنترل محیط کشـــت، کـــنترل زمینه، 

کنترل DMSO هیچ کدورتی مشـــاهده نشـــد. چاهک کنترل 

مثبت کـــدر بود کـــه حاکی از رشـــد باکتري ها می باشـــد. 

نتایـــج MIC عصاره های گیاهی براي دو ســـویه اســـتاندارد 

در جدول 2 نشـــان داده شـــده اســـت. نتایج نشـــان داد که 

عصاره گیاه ســـنا، عروســـک پشـــت پرده و زنیان 24 ساعت 

بعـــد از تـــيمار، هيچ تـــاثيري بر ايـــن باكتري اشریشـــیاکلی 

نداشـــت. در حالیکـــه این عصاره های گیاه ســـنا، عروســـک 

پشـــت پرده و زنیان روی بـــاکتری اســـتافیلوکوکوس اورئوس 

موثـــر بود و حداقـــل غلظـــت بازدارندگـــی )MIC( آنها به 

ــگرم بر میلی لیتر بدـــست آمد. ترتیـــب 128، 64 و 64 میکروـ

جدول2. نتایج MIC عصاره های گیاهی علیه دو سویه باکتری مورد بررسی

اثـــر ضدمیکروبی عصـــاره های  نتایـــج بررســـی 
گیاهـــی در ترکیـــب بـــا یکدیگر

همچنیـــن نتایج بررســـی اثر ترکیبـــی عصاره هـــای گیاهی 

نشـــان داد که تركيب غلظـــت هاي مختلف عصـــاره گیاهی 

در غلظـــت تحت مهاری آنهـــا، روی اشریشـــیاکلی  بی تاثیر 

و روی باکتری اســـتافیلوکوکوس اورئوس اثر مهاری داشـــت و 

قطـــر هاله عدم رشـــد آن 18 میلی متر بدـــست آمد
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بحث

افزایش بی ســـابقه مقاومت باکتریایـــی و انتقال سریع ژن های 

مقاومت میـــان ســـویه های باکتریایی، تهدیـــدی جدی برای 

اثربخشـــی آنتی بیوتیک هـــای متداول محســـوب می شـــود. 

ایـــن وضعیـــت ضرورت جســـتجو بـــرای منابـــع جایگزین 

درمانـــی را بیش از پیش آشـــکار می ســـازد. در این راســـتا، 

گیاهـــان دارویی بـــا دارا بـــودن ترکیبات فعـــال ثانویه نظیر 

فنولیک،  ترکیبات  و  ترپنوئیدهـــا  آلکالوئیدها، فلاونوئیدهـــا، 

به عنـــوان منابـــع طبیعی ارزشـــمند ضدمیکروبی شـــناخته 

می شـــوند. مطالعات اخیر نشـــان داده اند که ایـــن ترکیبات 

می تواننـــد رشـــد و تکثیر باکتری هـــای پاتـــوژن را از طریق 

تخریب دیواره ســـلولی، مهار ســـنتز پروتئین یا غیرفعال سازی 

آنزیم هـــای حیاتی متوقـــف کنند و به ایـــن ترتیب جایگزین 

یا کاندیدای امیدبخشـــی بـــرای آنتی بیوتیک های شـــیمیایی 

باشـــند )10(. شـــواهد اخیـــر همچنین اثـــرات ضدمیکروبی 

انواع گیاهـــان دارویی را علیـــه باکتری های پاتوژن انســـانی 

از جملـــه S. aureus و E. coliتأییـــد کـــرده و نقـــش بالقوه 

آنهـــا در مقابلـــه بـــا مقاومـــت آنتی بیوتیکی را برجســـته 

می ســـازد. ایـــن یافته ها نشـــان می دهنـــد کـــه بهره گیری 

از ترکیبـــات طبیعی می توانـــد راهکاری مؤثر بـــرای کاهش 

وابســـتگی به آنتی بیوتیک هـــای شـــیمیایی و مدیریت بهتر 

عفونت های مقـــاوم باشـــد )11(. بر همین اســـاس مطالعه 

حاضر به بررســـی اثـــرات ضدمیکروبـــی عصاره آبـــی گیاه 

ســـنا، عروســـک پشـــت پرده و زنیان بر علیه بـــاکتری های 

اشریشـــیاکلی و اســـتافیلوکوکوس اورئـــوس پرداخـــت. نتایج 

نشـــان داد عصاره هـــای آبی گیاهـــان مـــورد مطالعه فقط 

علیه بـــاکتری اســـتافیلوکوکوس اورئوس اثر بازدارندگی رشـــد 

داشـــته و علیه باکتری اشریشـــیاکلی تاثیری نداشـــت. دلیل 

اصلـــی این موضوع را می تـــوان در قدرت کـــمتر عصاره های 

آبی نســـبت به عصاره هـــای اتانولی و متانولی دانســـت؛ زیرا 

در عصاره هـــای آبی معمولاًً میـــزان ترکیبات مؤثـــره و مواد 

فعال زیســـتی کمتر اســـت. از این رو، اثر مهارکنندگی آنها در 

مقایســـه با عصاره هـــای آلی کاهش می یابـــد )12(. در تبیین 

 S. aureus نتایـــج مربـــوط به اثـــر عصاره آبی بـــر بـــاکتری

 E. می تـــوان اشـــاره کرد کـــه باکتری هـــای گرم منفـــی مانند

coli به علت برخـــورداری از لایه لیپوپلی ســـاکاریدی خارجی 

در دیواره ســـلولی خـــود، در برابر نفوذ ترکیبات شـــیمیایی و 

زیســـتی مقاوم تر هســـتند. در مقابل، باکتری هـــای گرم مثبت 

ماننـــد S. aureus فاقد ایـــن لایه محافظ بـــوده و در نتیجه 

نفوذپذیـــری بیشتری نســـبت به عوامـــل ضدمیکروبی دارند. 

این تفاوت ســـاختاری ســـبب می شـــود کـــه S. aureus در 

مقایســـه با E. coli حساســـیت بالاتری به ترکیبـــات گیاهی 

نشـــان دهد. نتایـــج مشـــابه در پژوهش های دیگـــر نیز این 

تفـــاوت را تأییـــد کرده انـــد؛ به طوری کـــه وجـــود دو لایه 

لیپیـــدی در باکتری هـــای گرم منفـــی نوعـــی ســـد حفاظتی 

مؤثـــر در برابـــر ترکیبات ضـــد میکروبی ایجـــاد می کند، در 

حالی کـــه دیواره ســـلولی باکتری های گرم مثبـــت تنها از یک 

لایه پپتیدوگلیکانی تشـــکیل شده اســـت )13(. نتایج مطالعه 

حاضر نشـــان داد که قطر هالـــه عدم رشـــد در غلظت های 

۲۵، ۵۰، ۱۰۰ و μg/mL ۲۰۰ بـــه ترتیـــب برابر با ۱۵، ۲۰، 25 و 

33 میلـــی متر بود. عصاره های گیاهان عروســـک پشـــت پرده 

 S. بر رشـــد μg/mL ۲۰۰ و ســـنا نیز تنها در غلظت های ۱۰۰ و

aureus  مؤثـــر بودند. بر این اســـاس اثر ضد میكروبی عصاره 

گیاهان مـــورد مطالعه علیه باکتری اســـتافیلوکوکوس اورئوس 

بـــا افزایـــش غلظت آنهـــا، افزایش مـــی یابد و نیـــز غلظت 

و نـــوع عصاره بر میـــزان اثـــر ضدمیکروبی ترکیبـــات مورد 

بررســـی نقش مهمـــی دارد. این موضوع را می توان ناشـــی از 

آن دانســـت کـــه در غلظت های بالاتر، میـــزان ترکیبات فعال 

زیســـتی بیشتر بوده و ایـــن ترکیبات با آزادســـازی الکترون ها 

و در نتیجـــه مهـــار واکنش های زنجیـــره ای رادیکال های آزاد، 

موجب توقف رشـــد میکروارگانیســـم ها می شـــوند. افزون بر 

ایـــن، ترکیبـــات لیپوفیل موجـــود در عصاره هـــای گیاهی در 

غلظت هـــای بالا قادرند از غشـــای سیتوپلاســـمی عبور کرده 

و با تخریب ســـاختار لایه های پلی ســـاکاریدی، فسفولیپیدی 

و اســـیدهای چرب، موجب افزایش نفوذپذیری غشـــا شـــوند 

)14(. مقادیر حداقل غلظـــت بازدارندگی )MIC( عصاره های 

زنیان، عروســـک پشـــت پرده و ســـنا بر علیـــه S. aureus به 

ترتیـــب 64، ۶۴ و 128 میکروگرم بر میلی لـــیتر تعیین گردید. 

در حالیکـــه عصـــاره گیاهان مورد مطالعه 24 ســـاعت بعد از 

تـــيمار، هيچ تـــاثيري بر اين باكتري اشریشـــیاکلی نداشـــت. 

Arian و  Habib Hosseini فعالیـــت آنتـــی باکتریایی عصاره 

هـــای الکلـــی و آبـــی عروســـک پشـــت را رو روی تعدادی 

پاتوژن در شرایط آزمایشـــگاهی مورد بررســـی قـــرار دادند 

و نتایـــج آنها نشـــان داد این گیـــاه دارای ترکیبـــات فنلی و 

فلاونوئیـــدی قابل توجهی اســـت و اثر بازدارندگی بر رشـــد 

عصاره آبـــی این گیـــاه علیه بـــاکتری های اشریشـــیاکلی و 

اســـتافیلوکوکوس اورئوس 39 میکروگرم بر میلی لیتر بدســـت 

آمد )15 و 16(.
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مطالعـــات متعـــدد نشـــان داده اند کـــه عصاره آبـــی زنیان 

دارای فعالیـــت ضدمیکروبی قابل توجهی اســـت. برای مثال، 

در مطالعـــه ای، حداقل غلظت مهارکنندگـــی )MIC( عصاره 

آبی زنیـــان علیـــه S. aureus  و E. coli به ترتیب 7/8 و 15/6 

میکروگـــرم بـــر میلی لیتر گزارش شـــده اســـت. ایـــن نتایج 

اثـــرات ضدمیکروبی قابل توجـــه عصاره آبی زنیان را نشـــان 

می دهـــد )8(. در مطالعـــه ای، حداقل غلظـــت مهارکنندگی 

عصـــاره آبـــی ســـنا علیـــه S. aureus  و E. coli  به ترتیـــب 

64 و 128 میکروگـــرم بـــر میلی لیتر گزارش شـــده اســـت که 

اثـــر ضدمیکروبـــی عصـــاره آبی ســـنا در برابـــر باکتری های 

گرم مثبـــت و گرم‌منفـــی را بیان مـــی کنـــد )17(. این نتایج 

بـــا یافته هـــای مطالعه تا حـــدودی مطابقـــت دارد و علت 

تفـــاوت انـــدک در مقادیر MIC نیـــز می تواند بـــه عوامل 

مختلفـــی مانند شرایط آزمایـــش، متدهای آزمـــون و شرایط 

کشـــت اشـــاره نـــود. بررســـی اثـــر ترکیبـــی عصاره ها در 

غلظـــت تحـــت مهاری نیـــز نشـــان داد که ایـــن ترکیب در 

برابـــر E. coli بی تأثیـــر، اما بـــر علیـــه S. aureus  دارای اثر 

مهـــاری قابل توجهی اســـت. اثـــر ضدمیکروبـــی عصاره های 

آبی گیاهان, ســـنا و عروســـک پشـــت پرده عمدتاًً ناشـــی از 

ترکیبـــات فعال زیســـتی خاص هر گیـــاه اســـت. در زنیان، 

ترکیبـــات فنولی شـــاخص مانند تیمول و کارواکرول مســـئول 

مهـــار رشـــد باکتری ها هســـتند؛ ایـــن ترکیبات بـــا افزایش 

 ATP نفوذپذیری غشـــای ســـلولی، ایجاد نشـــت یون هـــا و

و اختلال در متابولیســـم انـــرژی میکروب هـــا موجب مرگ 

ســـلولی می شوند. در ســـنا، حضور ســـنوزیدها، فلاونوئیدها 

و تانن هـــا باعث اثـــرات ضدمیکروبی می شـــود، به طوری که 

ایـــن ترکیبات می توانند بـــا تعامل با پروتئین هـــا و لیپیدهای 

غشـــای ســـلولی، نفوذپذیری ســـلول را افزایش داده و رشد 

باکتری هـــای گرم مثبت و گرم منفی را مهار کنند. در عروســـک 

پشـــت پرده، ترکیباتـــی ماننـــد فیزالین هـــا و فلاونوئیدهای 

کلسالی مســـئول بخشـــی از فعالیت ضدمیکروبی هستند و 

با تداخل در دیواره و غشـــای ســـلولی و مهـــار واکنش های 

زنجیـــره ای رادیکال هـــای آزاد باعث کاهش رشـــد باکتری ها 

می شـــوند. شـــدت اثـــرات ضدمیکروبـــی در این ســـه گیاه 

متفاوت اســـت؛ زنیـــان به دلیل غلظت بـــالای ترکیبات فنولی 

و ســـاختار لیپوفیل قـــوی، بیشترین اثر را نشـــان می دهد، در 

حالی که عصاره آبی عروســـک پشـــت پرده بـــه دلیل غلظت 

کـــمتر ترکیبات فعـــال و نفوذپذیری محـــدود، اثر ضعیف تری 

دارد، و ســـنا در حد متوســـط قـــرار می گیرد. ایـــن یافته ها 

نشـــان می دهد کـــه نوع ترکیبـــات فعال و توانایـــی آنها در 

نفوذ به غشـــای ســـلولی باکتری هـــا عامل اصلـــی تفاوت در 

اثـــرات ضدمیکروبی ایـــن عصاره ها اســـت )17 و 18(

نتیجه گیری

نتایج ایـــن پژوهش نشـــان داد که عصاره آبی گیاهان ســـنا، 

عروسک پشـــت پرده و زنیان دارای اثـــرات مهاری قابل توجهی 

بر رشـــد باکتری گرم مثبت Staphylococcus aureus  اســـت 

و می تـــوان از آن ها به صـــورت منفرد و ترکیبـــی به عنوان 

عوامـــل ضدمیکروبـــی طبیعی، علیـــه عفونت های ناشـــی 

از ایـــن باکتری اســـتفاده نـــود. از دلایل عـــدم تاثیر عصاره 

های گیاهی مـــورد مطالعـــه علیه باکتری اشریشـــیاکلی می 

تـــوان به نوع عصـــاره انتخاب شـــده در این مطالعه اشـــاره 

نـــود که از نـــوع عصاره آبی بـــود. عصاره های آبی نســـبت 

به عصاره هـــای آلی )الکلـــی( دارای ترکیبـــات موثره کمتری 

هســـتند. شناســـایی و تخلیص ترکیبـــات فعال مســـئول اثر 

ضدباکتریایی ایـــن گیاهان و انجام مطالعـــات In vivo )روی 

مدل هـــای حیوانی( بـــرای تائید نتایج بدســـت آمـــده، گام 

بعدی تحقیق اســـت. بررســـی اثر ضدباکتریایـــی عصاره های 

اتانولـــی و متانولی ایـــن گیاهان و نیز ترکیـــب این عصاره ها 

بـــا آنتی بیوتیک هـــای رایـــج برای یـــافتن اثر سینرژیســـتیک 

پیشـــنهاد مـــی گـــردد. بهره گیری از ایـــن ترکیبـــات گیاهی 

می توانـــد بـــه توســـعه فرآورده هـــای نوین بـــا کاربردهای 

دارویـــی، بهداشـــتی و زیســـت محیطی منجر شـــود و نقش 

مهمـــی در کاهـــش مصرف آنتی بیوتیک هـــا و کـــنترل روند 

فزایـــنده مقاومت میکروـــبی ایفا نماید
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