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Abstract �

  Melika Falahati1, Mina Ramezani2* , Behin Omidi3

.1MSc., Department of Biology, CT.C., Islamic Azad University, Tehran, Iran
 2Associated professor, Department of Biology, CT.C., Islamic Azad University, Tehran, Iran
3sAssiatant Professor, Department of Biology, CT.C., Islamic Azad University, Tehran, Iran

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

Introduction: In recent decades, the escalating antibiotic resistance among pathogenic bac-
teria has heightened the necessity for discovering and developing new and effective an-
timicrobial agents. One of the natural sources that has garnered attention due to its di-
verse bioactive compounds is the pomegranate (Panica granatum L.). This study aims to 
investigate the antimicrobial properties of pomegranate seed extract and evaluating its ability 
to reduce the expression of genes related to the biofilm formation of Acinetobacter baumannii. 

Materials and Methods: In this study, pomegranate seed extract was first extracted by mix-
ing method and then analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) meth-
ods. Acinetobacter baumannii samples were collected from the trachea, lungs and urine of 
patients admitted to Laleh Hospital's ICU and were identified by standard tests after cul-
ture in the MacConkey agar environment. Then the antibiogram and MIC test were per-
formed in the cultivated group with and without proximity to the extract. The expression 
of BAP, ABA1 genes was investigated by real time-PCR in three groups; control, extract 
and chlorhexidine group. The results were analyzed by one-way ANOVA and Tukey's test.

Results: The results showed that pomegranate seed extract contains a wide range of chem-
ical compounds including propanediol, furan carboxyaldehyde, hexadecanoic acid, oc-
tadecanoic acid and Chlorzoxazone, which have strong antimicrobial potential. The data 
showed that pomegranate seed extract has the ability to inhibit the growth and prolifer-
ation of Acinetobacter baumannii bacteria.  It also reduces the expression of biofilm for-
mation genes BAP, ABA1 which has the same effect as the disinfectant chlorhexidine.

Conclusion: The findings of this study indicate that pomegranate extract could serve as an effec-
tive natural source for the development of new antimicrobial drugs and antibiotic alternatives. 
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مقدمـــه: در دهه هـــای اخیر، افزایـــش روزافـــزون مقاومت آنتی بیوتیکـــی در بین باکتری هـــای پاتوژن، نیاز به کشـــف و 

توســـعه عوامـــل ضد میکروبـــی جدید و مؤثر را بیـــش از پیش ضروری کرده اســـت. یکـــی از منابع طبیعی کـــه به دلیل 

ترکیبات فعال زیســـتی متنوعـــش مورد توجه قرار گرفتـــه، گیاه انار )L.Punica granatum(اســـت. ایـــن پژوهش با هدف 

بررســـی خواص ضد میکروبی عصاره هســـته انـــار و ارزیابی توانایـــی آن در کاهش بیان ژنهای مربوط به تشـــکیل بیوفیلم 

باکتری‌ اســـینتوباکتر بومانی انجام شـــده است. 

مـــواد و  روش: در ایـــن مطالعـــه،  ابتدا عصاره هســـته انار با روش میکســـینگ اســـتخراج شـــد و ســـپس بـــا روش های 

کروماتوگرافی گازی-طیف ســـنجی جرمی )GC-MS(  تجزیه و تحلیل شـــد. نمونه اســـینتوباکتر بومانی از تراشـــه، ریه و ادرار 

از بیماران بستری در ICU بیمارســـتان لاله جمع آوری شـــد و پس از کشـــت در محیط مک کانگی آگار توســـط تســـتهای 

اســـتاندارد شناسایی شـــد. ســـپس تســـت آنتی بیوگرام و MIC  در هفت ایزوله اسینتوباکتربومانی )5 ســـویه معمولی و 2 

 BAP, ABA1 کشـــت شـــده با و بدون مجاورت با عصاره انجام شد.  بیان ژن های تشـــکیل بیوفیلم  ) )XDRســـویه مقاوم

توســـط Real time-PCR در ســـه گروه کنترل بدون عصاره، گروه عصاره و گروه کلروهگزیدین بررســـی شـــد. نتایج  توسط 

آنـــووا یک طرفه و تســـت توکی تجزیه و تحلیل‌ها شـــد. 

نتایـــج: نتایج نشـــان داد که عصاره هســـته انـــار حاوی مجموعه‌ای گـــسترده از ترکیبات شـــیمیایی از جملـــه پروپاندیول، 

فوران کربوکســـی آلدهید، هگزادکانوئید اســـید، اکتا دکانوئید اســـید و کلروزوکســـازون اســـت که دارای پتانسیل های ضد 

میکروبـــی قوی می باشـــند. عصاره هســـته انـــار توانایی مهار رشـــد و تکثیر بـــاکتری اســـینتوباکتر بومانـــی را  دار بوده،  

همچنیـــن باعث کاهش معنادار بیـــان ژن های BAP, ABA1 می شـــود)p> 0.05( که اثر آن مشـــابه مـــاده ضدعفونی 

کننده کلروهگزیدین اـــست.

نتیجـــه گیـــری: نتایج ایـــن تحقیق نشـــان می‌دهد کـــه عصاره انـــار می تواند بـــه عنوان یـــک منبع طبیعـــی مؤثر برای 

توســـعه داروهـــای ضـــد میکروبی جدیـــد و جایگزین هـــای آنتی بیوتیکـــی در نظر گرفته شـــود. میـــزان مقاومت به 
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ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

اســـینتوباکترها به عنـــوان باکتریهای گرم منفـــی، می‎توانند در 

شرایط نامساعد، ســـطوح خشـــک و همچنین محیط آبی به 

مـــدت طولانی زنـــده بمانند. با وجـــود اینکـــه از ویرولانس 

پایینـــی برخوردارند، امـــا موجب طیف وســـیعی از عفونت ها 

می شـــوند )1(. مهم‎ترین گونه این جنس،اســـینتوباکتر بومانی 

می‎باشـــد که می‎تواند عفونت‎های بیمارســـتانی مجـــاری ادراری، 

عفونـــت های زخـــم، عفونت خـــون، ذات الریه بـــه عنوان 

یـــک عفونت ریـــوی و حتی ســـپتی ســـمی ایجـــاد نماید. 

عفونت‎هـــای محل جراحـــی، مننژیت، عفونت سیســـتم عصبی 

مرکـــزی، بافت نـــرم و اســـتخوان نیز در یک دهـــه ی اخیر 

گزارش شـــده اســـت )2(.  این باکتری به دلیـــل توانایی بالای 

خـــود در توســـعه مقاومت به چندیـــن نـــوع آنتی بیوتیک، 

مشـــکلات زیـــادی را در درمان عفونت ها ایجاد کرده اســـت 

کـــه روش هـــای معمـــول درمانی بـــه دلیل ایـــن مقاومت 

بالا اغلـــب ناکارآمد بـــوده و بـــیماران را در معرض خطرات 

جدی تـــری قـــرار می دهند )3و 4(. از ســـوی دیگر، تشـــکیل 

بیوفیلم توســـط ایـــن باکتری ها بـــر روی ســـطوح مختلف 

تجهیزات پزشـــکی و بافت های بدن انســـان، توانایی آن ها را 

در مقاومـــت بـــه درمان های ضد میکروبـــی افزایش می دهد 

)5(. این مســـئله نیـــاز به یـــافتن راهکارهای نویـــن و مؤثر 

بـــرای مقابله با ایـــن عفونت هـــا را بیش از پیش برجســـته 

می کند. یکـــی از روشـــهای درمانی نوین اســـتفاده از اثرات 

ضـــد میکروبی و ضـــد بیوفیلمـــی عصاره هـــای گیاهی می 

باشـــد )6(. از جمله ایـــن ترکیبات می توان بـــه عصاره میوه 

انار اشـــاره کـــرد که تحقیقات زیـــادی روی آن انجام شـــده 

اســـت. انار دارای ترکیبـــات مهمی از جملـــه پونیکالاژین و 

اســـید الاژیک اســـت که به دلیـــل خـــواص ضدباکتریایی و 

ضدقارچـــی خـــود، نقـــش مهمی در مهـــار رشـــد باکتری ها 

ایفـــا می کننـــد. پونیکالاژیـــن با تخریـــب دیواره ســـلولی 

باکتری هـــا و مهـــار آنزیم های حیاتـــی، توانایـــی بالایی در 

مهـــار رشـــد میکروارگانیســـم های بـــیماری زا دارد. این ماده 

همچنیـــن آنزیم های مهـــم باکتریایی ماننـــد DNA ژیراز و 

توپوایزومـــراز را کـــه برای تکثیـــر و تقســـیم DNA حیاتی 

هســـتند، مهار می کنـــد )7 و8(. علاوه بر ایناســـید الاژیک به 

عنـــوان یک ترکیب فنولی با خاصیت آنتی اکســـیدانی اســـت 

کـــه می تواند با مهار تولیـــد رادیکال هـــای آزاد و اختلال در 

فرآیندهـــای ســـلولی باکتری هـــا، به کـــنترل عفونت ها کمک 

کنـــد )9(. همچنین، تنـــوع دیگر ترکیبات شـــیمیایی موجود 

در عصـــاره، شـــامل فلاونوئیدهـــا و تانن ها، نشـــان دهنده 

پتانســـیل بالای ایـــن گیاه در ارائـــه اثـــرات چندجانبه علیه 

باکتری هـــا و بیوفیلم ها اســـت )10(

پروتئیـــن هـــای مختلفـــی در ایجـــاد مقاومـــت بیوفیلمی 

تاثیرگذارنـــد که از ایـــن بین میتـــوان به پروتئین هـــای ایجاد 

کننـــده و تقویت کننده ســـاختار بیوفیلم اشـــاره کرد. اولین 

عضو ایـــن گـــروه از پروتئین ها بـــه عنـــوان BAP در باکتری 

اســـینتوباکتر بومانی شناســـایی شده اســـت. این پروتئین در 

ســـطح خارجی باکتری ها قرار دارند؛ شـــامل هســـته مرکزی 

متشـــکل از تکرارهـــای متوالی از توالی‎های مشـــابه هســـتند 

کـــه به بـــاکتری قابلیـــت تشـــکیل بیوفیلم می دهـــد، به این 

ترتیـــب نقش مهمـــی در عفونـــت زایـــی پاتوژن هـــا دارند 

)11(. اســـینتوباکتر بومانـــی با بیان ژن BAP ســـبب کاهش 

نفوذپذیـــری و در نتیجـــه ایجـــاد مقاومـــت بـــه کارباپنم ها 

می شـــود و علاوه بـــر آن با چســـبندگی بالایی که با ســـطح 

زنـــده و غیرزنده ایجـــاد می کند موجب پایـــداری بالای عامل 

بیماری زا می شـــود. در تحقیقی نشـــان داده شـــد که عصاره 

انـــار و یکی از اجزای اصلی آن اســـید الاژیـــک باعث کاهش 

تـــشکیل بیوفیلم ـــشده و بیوفیلم از پیش ـــساخته شده

C. albicans را در یک مطالعه بیوفیلم آزمایشـــگاهی ریشـــه 

کن مـــی کند )12(

در ســـال 2010، فعالیـــت ضـــد باکتریایـــی عصـــاره خام و 

خالص شـــده پوســـت انار در پژوهشـــی مورد بررســـی قرار 

گرفت. دیســـک های بارگذاری شـــده با غلظـــت 8 میلی گرم، 

بـــه ترتیـــب 20 و 30 میلـــی متر منطقه بـــازداری را در برابر 

جدایه هـــای بالینـــی اســـتافیلوکوکوس اورئـــوس و اشرشـــیا 

کولای نشـــان دادند. عصاره اســـتاندارد پوســـت انار فعالیت 

مهـــاری کـــمتری را نســـبت بـــه ترکیب بـــا آنتـــی بیوتیک 

تتراســـایکلین نشـــان داد )13(. عصاره متانولی پوســـت انار 

تشـــکیل بیوفیلـــم را مهار کـــرد و بیوفیلم از پیش ســـاخته 

شـــده اســـتافیلوکوکوس اورئوس  و اشرشـــیا اکـــولای  را در 

محـــدوده غلظت 25 تـــا 150 میکروگرم بر میلـــی لیتر از بین 

بـــرد )12(. در مطالعـــه ای، اســـید الاژیک مهـــار بیوفیلم را 

در غلظت هـــای تا حـــدودی کـــمتر )5 تـــا 40 میکروگرم در 

میلی لیتر( نســـبت به عصاره پوســـت انار نشـــان داد )14(. 

تحقیقات انجام شـــده توســـط کریمی و همکاران  نشان داد 

که عصاره انـــار دارای اثرات ضدمیکروبـــی و ضد بیوفیلم بر 

روی ســـویه های بالینی باکتری اســـینتوباکتر بومانی اســـت. . 

ایـــن تحقیق از روش میکرودیلوشـــن در محیط کشـــت برای 

تعییـــن غلظت مهارکننده حداقلی )MIC( و غلظت کشـــنده 

مقدمه
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حداقلـــی )MBC( اســـتفاده کـــرد، در حالـــی کـــه تخریب 

بیوفیلـــم از طریق آزمـــون رنگی MTT انجام شـــد. یافته ها 

نشـــان دادند که عصاره توانایـــی مقابله با ســـویه های چند 

دارویی باکتری اســـینتوباکتر بومانـــی را دارد )15(

مطالعـــه حاضر امـــکان ارزیابـــی کارایی عصاره هســـته انار 

به عنـــوان یک راه حـــل‌ جایگزین یـــا مکمل در مقایســـه با 

آنتی بیوتیک هـــای متـــداول در برابـــر این بـــاکتری را فراهم 

مـــی آورد و می توانـــد به توســـعه راهکارهـــای جدیدی برای 

ــستانی کمک کند ـــکنترل عفونتـــهای بیمارـ
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مواد و روش ها

جمع آوری و شناسایی نمونه اسینتوباکتر بومانی
 در مرحلـــه اول مطالعـــه، ابتـــدا نمونه های اســـینتوباکتر از 

بـــیماران بـــستری در بخش ICU بیمارســـتان لالـــه تهران با 

دقـــت جمع آوری شـــدند و با روش هـــای اســـتاندارد ایزوله 

شـــدند.   نمونه ها از افراد بالای ۴۴ ســـال و مبتلا به عفونت 

ادراری،  عفونـــت کلیه و مجـــاری ادراری و عفونت حاد ریه 

جدا شـــد. ‌ کشـــت بـــاکتری روی محیط مک کانگـــی آگار و 

بلاد آگار بـــرای تشـــخیص اولیه انجام شـــد. ســـپس کشـــت 

روی محیـــط های افتراقـــی )لوله ای( جهت تشـــخیص بالینی 

انجام شـــد. کشـــت روی محیط مولر هینتون آگار ســـاده )3 

پلیت( و بدنبال آن تســـت های آنتی بیوگـــرام صورت گرفت 

و هاله تشـــکیل شـــده و یا عدم رشـــد هاله که نشان دهنده 

عدم رشـــد باکتری اســـت ثبت شـــد و لام رنـــگ آمیزی گرم 

گردید. مـــشاهده  نیز 

تهیه عصاره هسته انار
پـــس از جمع آوری، خشـــک کردن و آســـیاب کردن هســـته 

انـــار، عصاره آن به روش میکســـینگ تهیه شـــد )۱۶(. به این 

صـــورت که مقدار ۵۰ گرم از پودر هســـته هـــا را داخل بشر 

ریختـــه و مقدار ۲۰۰ ســـی ســـی حلال )الـــكل آب( را داخل 

بشر ریختـــه و با اســـتفاده از نایلن درب بشر را پوشـــاندیم. 

ســـپس اســـتیرر را روشـــن نموده و حرارت در دمای ۴۵ درجه 

ســـانتی گراد تنظیم شـــد. در پایان با اســـتفاده از پمپ خلا و 

قیف بـــوخنر محلول نهایی صاف شـــده و محلـــول نهایی به 

بالن ۲۵۰ ســـی ســـی منتقل شـــد. به منظور تغلیـــظ عصاره 

از سیســـتم تقطیر اســـتفاده شـــد. آنچه در بالـــن باقی می 

مانـــد عصاره اســـت. ســـپس عصـــاره حاصله بـــا روش های 

کروماتوگرافی گازی-طیف ســـنجی جرمـــی )GC-MS(  تجزیه 

شد تحلیل  و 

بررســـی تاثیـــر عصاره هســـته انـــار بر اســـینتوباکتر 
بومانـــی بـــا روش دیســـک دیفیوژن

مقاومـــت آنتی بیوتیکی نمونـــه‎ ها با اســـتفاده از روش آنتی 

بیوگـــرام یا دیســـک دیفیوژن انجام شـــد )17(. بـــه منظور 

تهیه سوسپانســـیون باکتری  جهـــت انجام آزمایشـــات، ابتدا 

ســـلول هـــاي باکتریایـــی از ســـطح محیط کشـــت به کمک 

لـــوپ استریل جمـــع آوري و در یـــک میلی لیتر بافر ســـالین 

با  استریـــل   )PBS: Phosphate-Buffered-Salin( فســـفات 

کدورت نیـــم مک فارلنـــد 108× 1/5-1 عدد بـــاکتری در هر 

میلـــی لیتر )CFU/ml (تهیه شـــد و روی محیط کشـــت مولر 

هینتون آگار و به وســـیله ســـوآپ به صورت چمنی کشـــت 

.)۱۸( شدند  داده 

دیســـک های بلانک بـــا 10 میکرولیتر از عصاره هســـته انار 

آغشـــته شـــد، دیســـک آنتی بیوتیک )به عنوان کنترل مثبت( 

و یک دیســـک بلانك حاوی 10 میکرولـــیتر آب مقطر استریل 

)به عنـــوان کنترل منفـــی( هم قرار داده شـــد. دیســـک‎های 

آنتی بیوتیک مورد اســـتفاده شامل، آمپی ســـیلین، سفازیدیم، 

ســـفپیم، سفوتاکســـیم، ایمی پنـــم، مروپنم، جنتامایســـین، 

توبراســـیلین، آمیکاســـین، تتراســـایکلین، داکسی ســـایکلین، 

 CLSI سیپروفلوکساســـین بودند که بر اســـاس دســـتورالعمل

2024 انتخـــاب شـــدند. پلیت هـــا به مدت 24 ســـاعت در 

انکوباتـــور 37 درجه قرار داده شـــد. برای هـــر نمونه باکتری 

ایـــن آزمایش ســـه بار تکرار شـــد. پـــس از آن قطرهاله عدم 

رشـــد به وســـیله خط کش میلـــی متری، اندازه گرفته شـــد و 

عدد میانگین هر ـــسه پلیت محاـــسبه ـــشد

بررســـی حداقل غلظـــت مهارکنندگـــی )MIC( عصاره 
انار بر اســـینتوباکتر بومانی هســـته 

 به روش ميكروديلوشـــن انجام شــــد. در این روش با استفاده 

از میکروتـــیتر پلیت 96 خانه، غلظت هـــای مختلف از عصاره 

هســـته انـــار در مجـــاورت باکتری  قـــرار می گیرد و رشـــد 

باکتریهـــا در برابـــر آن ارزیابـــی می شـــود. به ایـــن صورت 

که ابتـــدا در میکروپلیـــت 96 خانه به مقدار مســـاوی 100 

میکرولـــیتر محیط مولـــر ریخته، به چاهـــک اول مقدار 100 

میکرولـــیتر عصاره هســـته انـــار اضافه گردید، ســـپس از هر 

چاهـــک 100 میکرولیتر برداشـــته و به چاهـــک بعدی اضافه 
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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 بـــه ترتیـــب 31، 35 و 40 میلـــی متر ایجاد 

کرد. در انتشـــار دیســـک بـــرای فوزاریوم بـــا مقادیر مذکور 

قطـــر هاله عدم رشـــد بـــه ترتیب 

8، 11 ، 12 و 15 میلـــی متر ایجاد کـــرد. در روش چاهک برای 

فوزاریـــوم، قطر هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 16، 18 و 20 

میلی متر بدســـت آمد )شـــکل ۲(. نتایج آماری نشان داد که 

تاثیر  متابولیـــت  مختلـــف  مقادیر 

متفاوتی بـــر قطر هاله عدم رشـــد 

داشـــتند و با افزایـــش غلظـــت متابولیت، قطـــر هاله عدم 

 )P≥ 0/05( رشـــد نیز افزایش یافـــت و معنی دار شـــد

شـــد. بـــه ایـــن ترتیـــب سری رقت‎هـــا در هر چاهـــک نصف 

چاهک ماقبل آن اســـت. ســـپس به تمامی چاهک 5 میکرولیتر 

سوسپانســـیون تهیه شـــده از هر یک از نمونه های اسینتوباکتر 

با رقت نیـــم مک فارلنـــد را اضافه کرده، پـــس از بستن درب، 

میکروپلیت‎هـــا در دمـــای 37 درجه ســـانتی گراد بـــه مدت 24 

ســـاعت انکوبه شـــد. بعـــد از این مدت رشـــد یا عدم رشـــد 

باکتری توســـط الایزا ریـــدر در طول موج 620 نانـــومتر مورد 

ــسی قرار گرفت بررـ

جدول 1. توالی پرایمرهای مورد استفاده

تجزیه و تحلیل آماری

 داده ها توســـط نرم افـــزار prism بـــه روش ANOVA  یک 

طرفه و ســـپس تســـت توکی آنالیز شدند. ســـطح معنی داری 

p> 0.05 در نظر گرفته ـــشد

نتایج

هر پیـــک در شـــکل 1 نشـــان‌دهنده یک ترکیب شـــیمیایی 

جدا شـــده توســـط کروماتوگرافی است. نمونه شـــامل ترکیبات 

متعددی اســـت کـــه بـــا زمان های بـــازداری مختلـــف جدا 

شـــده‌اند. پیک های عمـــده در زمان هـــای بـــازداری 2/751، 

14/376، 31/331 و 34/591 دقیقه مشـــاهده می شوند. ارتفاع 

هر پیـــک نشـــان‌دهنده فراوانی یا غلظت نســـبی هر ترکیب 

در نمونـــه اســـت. پیک های بلندتـــر نشـــان‌دهنده ترکیباتی با 

غلظت بالاتر هســـتند. ترکیبـــات عمده موجـــود در نمونه در 

جدول 3 آمده اـــست

شکل 1. کروماتوگرام )GC-MS(  هسته انار بر مبنای زمان بازداری
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جدول 2. نتایج کروماتوگرافی گازی ترکیباتی با بیشترین غلظت در عصاره هسته انار

MIC دیسک دیفیوژن و
اســـینتوباکتر بومانی به عنـــوان یکی از عوامـــل عفونت های 

بیمارســـتانی شـــناخته شـــده کـــه مقاومت دارویـــی بالایی 

بـــه خصـــوص در برابـــر آنتی بیوتیک هـــای معمول نشـــان 

می دهـــد. در مجموع هفـــت ایزوله اســـینتوباکتربومانی )5 

ســـویه معمولی و 2 ســـویه مقاومXDR( ( از خلط، تراشـــه 

و ادرار بـــیماران بـــستری در بخش ای ســـی یو بیمارســـتان 

لاله بررســـی شـــد کـــه همگی بـــه آنتـــی بیوتیـــک های 

Amikacin, Tobramycin, Gentamicin, Ampicillin/

 Sulbactam, Cefepime, SXT, Cefotaxime, Ceftazidime,

 Ceftriaxone,  Ciprofloxacin,  Levofloxacin, Ofloxacin,

بودنـــد.  Piperacillin, Meropenem, Imipenem مقـــاوم 

 Doxycycline, Minocyclin اما در برابـــر آنتی بیوتیکهـــای

و   Colistin رشـــد کم یا متوســـط نشـــان دادند. درصورتیکه 

دو جدایـــه  XDR فقط به آنتی بیوتیـــک Colistin تا حدی 

حـــساس بودند

جـــدول 4 نتایج مقاومـــت آنتی بیوتیکی را در حضور هســـته 

انار نشـــان می دهد، در حالـــی که جدول 5 بـــه نتایج بدون 

اســـتفاده از هســـته انار پرداخته است. مقایســـه دو جدول 

نشـــان می دهد که حضور هســـته انار بر کاهـــش مقاومت 

ــشد باکتری ها موثر اـــست ــسطح رـ آنتی بیوتیکی و تغییر در ـ

در جدول 4، ســـطح مقاومـــت در برابـــر آنتی بیوتیک هایی 

همچـــون Minocycline  و Colistin بـــه طـــور متوســـط 

بالاســـت. در ایـــن حالـــت، بســـیاری از نمونه ها )بـــه‌ ویژه 

تراشـــه و خلط( مقاومت شـــدیدی را نشـــان می دهند. برای 

مثـــال، نمونه های شماره 1 و 5 که از تراشـــه گرفته شـــده اند، 

ســـطح رشـــد بالایی )≅cfu/ml 100,000( و مقاومت قوی 

در برابـــر Colistin دارنـــد. همچنین، رنج حساســـیت برای 

آنتی بیوتیک هـــا محـــدود اســـت و در برخـــی نمونه ها مانند 

شماره 5، حساســـیت بـــه Minocycline و Doxycycline در 

ســـطح متوســـط )Moderate(  قرار دارد

 در جـــدول 5 که در حضور عصاره هســـته انار مورد بررســـی 

قـــرار گرفته، نتایج مقاومت تغییر کرده اســـت. تأثیر هســـته 

انـــار در کاهش ســـطح مقاومت بـــه  ویـــژه در نمونه هایی 

همچون تراشـــه و خلط آشـــکار اســـت. برای مثـــال، نمونه 

شماره 1 از تراشـــه که مقاومت بالایی به Colistin داشـــت، 

در حضـــور عصاره تنها مقدار کمی رشـــد بـــاکتری )Few(  را 

 Minocycline نشان می دهد. همچنین، حساســـیت در برابر

و Doxycycline بهبـــود یافتـــه و بـــه جـــای حالـــت نیمه 

حســـاس، در برخـــی موارد به ســـطح حساســـیت بالاتر ارتقا 

یافته اســـت. ایـــن بهبود به ویـــژه در مقادیر منطقه رشـــد 

حســـاس بـــرای نمونه هـــای مختلف قابل مشـــاهده اســـت؛ 

بـــرای مثـــال، در نمونه شماره 5، منطقه رشـــد حســـاس برای 

Doxycycline و  Minocycline  افزاـــیش یافته اـــست

به طـــور کلی، مقایســـه ایـــن دو جدول نشـــان می دهد که 

اســـتفاده از هســـته انار می توانـــد تأثیر مثبتـــی بر کاهش 

مقاومـــت باکتریایـــی در برابـــر آنتی بیوتیک هـــای مختلف 

داشـــته باشـــد و حضـــور عصـــاره باعـــث افزایـــش کارایی 

اـــست آنتی بیوتیکی  درمانـــهای 
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جدول 4.مقاومت آنتی بیوتیکی در برابر باکتری اسینتوباکتر بومانی در نمونه های مختلف بالینی بدون حضور عصاره 

هسته انار

جدول 5.مقاومت آنتی بیوتیکی در برابر باکتری اسینتوباکتر بومانی در نمونه های مختلف بالینی باعصاره هسته انار
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شـــکل 2 میـــزان بیان نســـبی ژن BAP  وABA1  را در ســـه 

گروه مختلف شـــامل اســـینتوباکتر، اســـینتو بـــاکتر و عصاره 

هســـته انار و اســـینتوباکتر همراه با کلروهگزیدین را  نمایش 

می دهد. بر اســـاس این نمودار، گروه Acinetobacter  دارای 

بیشتریـــن میزان بیـــان ژن ABA1 اســـت که بـــا گروه های 

Acin + Ext.  و Acin + Clo  اـــختلاف معـــنی داری دارد

 در گـــروه Acinetobacter به طور معنـــی داری دارای میزان 

بیـــان بیـــشتری از ژن BAP اســـت، در حالی کـــه گروه های 

Acin + Clo  و Acin + Ext.  بیـــان کـــمتری از این ژن دارند. 

بیـــن Acin + Clo و  Acin + Ext. تفاوت معناداری در بیان 

ژن مـــشاهده نمی شود

بحث

نتایـــج ایـــن مطالعـــه نشـــان داد که عصـــاره هســـته انار 

حـــاوی مجموعه ای گـــسترده از ترکیبات شـــیمیایی از جمله 

پروپاندیول، فوران کربوکســـی آلدهید،  هگزادکانوئید اســـید، 

اکتا دکانوئید اســـید )استئاریک اســـید( و کلروزوکسان است 

کـــه دارای پتانســـیل های ضـــد میکروبـــی قوی می باشـــند. 

همچنیـــن، عصاره هســـته انار باعـــث کاهش بیـــان ژنهای 

تشـــکیل بیوفیلم BAP, ABA1 می شـــود که اثر آن مشـــابه 

ـــماده ضدعفوـــنی کننده کلروهگزیدین اـــست.

بـــر روی  مطالعـــه Kopnik و همـــکاران در ســـال 2021 

اثـــرات ضد عصـــاره آبی، آبـــی لیوفیلیزه، اتانولـــی و اتانولی 

لیوفیلیـــزه شـــده میوه، پوســـت و دانه انـــار  تحقیق کردند. 

داده هـــا نشـــان داد کـــه تـــام عصـــاره هـــا خاصیت ضد 

 Escherichia( باکتریایـــی هم بـــر روی باکتریهای گرم منفـــی

 coli, Pseudomonas aeruginosa, and Pseudomonas

 Bacillus cereus,( مثبـــت  گـــرم  هـــم  fluorescens(و 

 )Staphylococcus aureus, and Streptococcus pyogenes

داشـــتند. در این بین پوســـت انـــار بیشتریـــن خاصیت ضد 

باکتریایی را نشـــان داد که برحســـب نوع بـــاکتری و غلظت 

به کار رفته  MIC90را نشـــان داد. بررســـی های آنزیماتیک، 

فعالیـــت α آمیلاز )در تـــام عصاره ها( و پراکســـیداز )فقط 

در عصاره اتانولی( هســـته انار را ثابت کـــرد. در این پژوهش 

محتوای کل فنلی و پروآنتوســـیانیدین ها در آب میوه، عصاره 

 Punica granatum )آبی وعصاره اتانولی )پوســـت و دانـــه

نیـــز تعیین شـــد )20(. عصاره های پوســـت انار بـــه عنوان 

غنـــی تریـــن در محتوای متابولیـــت های ثانویه و پتانســـیل 

آنتی اکســـیدانی بســـیار بالایـــی را نشـــان داد )تقریباًً ٪90 

مهـــار فعالیـــت رادیـــکال آزاد(.  در مطالعـــه حـــاضر نیز 

مشـــخص شـــد که عصاره اتانولی هســـته انار دارای خاصیت 

ضد باکتریایی اســـت بطوریکه در تســـت دیســـک دیفیوژن 

باعـــث کاهش قطر هاله رشـــد بـــر علیه باکتری گـــرم منفی 

شکل2.میزان بیان نسبی ژن  BAPوABA1  در سه گروه مختلف تیماری با استفاده از Real-Time PCR. حروف 

مشابه نشان دهنده عدم تفاوت معنی دار و حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار بین دو گروه است

p.>0.01
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اسینتوباکتربومانی مقاوم شد. 

اخیـــرا در مطالعـــه ای )2024( تاثیر ضـــد میکروبی عصاره 

هیدروالکلی پوســـت انـــار در برابـــر میکروارگانیســـم های 

MDR متعلـــق بـــه گـــروه "ESKAPE شـــامل انتروکوکوس 

فاســـیوم، اســـتافیلوکوکوس اورئـــوس، کلبســـیلا پنومونیـــه، 

اســـینتوباکتر بومانی، ســـودوموناس آئروژینـــوزا و انتروباکتر 

ارزیابی شـــد. این عصاره خاصیت ضد میکروبی در روشـــهای 

کمـــی و نیمـــه کمی هم در خصـــوص باکتریهـــای گرم منفی 

و هـــم گـــرم مثبت نشـــان داد که وابســـته بـــه دوز و زمان 

بـــود. غلظت آنتی بیوتیـــک کولیســـتین 10 میکروگرم در هر 

دیســـک بود که غلظـــت 5 میکروگرم در هر دیســـک عصاره 

فعالیـــت باکتری کشـــی مشـــابه بـــا آن را در مـــورد باکتری 

اســـینتوباکتر بومانی مقـــاوم به آنتـــی بیوتیک نشـــان داد. 

غلظت بـــالای عصاره خاصیت آنتی اکســـیدانی داشـــت که 

یـــک اثر حفاظتی روی سیســـتم ســـلولی و غشـــاء گلبولهای 

قرمـــز دارد. عصاره پوســـت انار اثـــر باکتریواســـتاتیک روی 

گونه هـــای مقاوم کلینیکـــی اعمال کرد، بنابرایـــن می تواند 

بـــه عنوان یـــک ماده درمانی پیشـــنهاد شـــود )21(.

در مطالعـــه دیگـــری نیـــز اثـــر عصاره پوســـت انـــار روی 

اســـینتوباکتر بومانـــی مقاوم به درمان بررســـی شـــد که دوز 

4 میلـــی گـــرم بر کیلوگـــرم آن به طـــور معنـــی داری باعث 

کاهـــش رشـــد و دوز 40 میلی گـــرم بر کیلوگـــرم باعث مهار 

کامـــل رشـــد ایزوله ها شـــد )22(. نتایج مطالعـــه حاضر نیز 

اثر باکتریوســـیدال و باکتریواســـتاتیک عصاره هســـته انار را 

داد نشان 

در مطالعـــه ای در تبریـــز در ســـال 2017، عصـــاره اتانولی 

دانه و پوســـت انـــار اثرات مهاری بـــر جدایه هـــای بالینی 

P. aeruginosa و S. aureus نشـــان داد. حداقـــل غلظـــت 

بازدارندگـــی )MIC( عصاره پوســـت و دانه انـــار به ترتیب 

12/5 و 25 میلـــی گـــرم در میلی لـــیتر بـــود. علاوه بر این، 

حداقـــل غلظـــت باکتری کشـــی )MBCs( عصاره پوســـت و 

دانـــه انار بـــه ترتیـــب 25 و 50 میلی گـــرم در میلی لیتر بود 

که نشـــان دهنـــده فعالیت قـــوی تر عصاره پوســـت انار در 

خصـــوص این جدایـــه ها می باشـــد )23(

 تنوع ترکیبات نشـــان دهنده پتانســـیل بالای هســـته انار به 

تنهایـــی یا به صـــورت ترکیب بـــا آنتی بیوتیکها در توســـعه 

داروهـــای طبیعی جدیـــد و مقابله با چالش هـــای مقاومت 

آنتی بیوتیکـــی اســـت.  از محدودیتهای مطالعـــه می توان به 

محدودیـــت در تعداد نمونه بـــه دلیل هزینه هـــای مطالعه 

و محدودیـــت زمانی اشـــاره کـــرد. همچنین بهتر اســـت در 

مطالعـــات آینـــده برمیزان ســـمیت عصاره بر روی ســـلولها 

بگیرد ــسی صورت  بررـ

نتیجه گیری

در ایـــن مطالعه، عصاره هســـته انـــار به عنـــوان یک منبع 

طبیعـــی با خواص ضدباکتریایی و ضدبیوفیلمی مورد بررســـی 

قرار گرفـــت. نتایج حاصـــل از کروماتوگرافی نشـــان داد که 

عصاره هســـته انار شـــامل مجموعه ای گـــسترده از ترکیبات 

شـــیمیایی اســـت که هر کدام نقش مهمـــی در فعالیت ضد 

میکروبی دارند. همچنین، عصاره هســـته انـــار باعث کاهش 

بیان ژنهای تشـــکیل بیوفیلم BAP, ABA1 شـــد به طوریکه 

میـــزان بیان آن اخـــتلاف معنـــی داری با مـــاده ضدعفونی 

کننـــده کلروهگزیدین نداشـــت.  با توجه بـــه نتایج حاضر، 

عصاره هســـته انـــار می تواند به عنـــوان یـــک جایگزین یا 

تکمیـــل درمان هـــای معمولی بـــرای مقابله بـــا عفونت های 

مقـــاوم به داروهـــای آنتی بیوتیکـــی مورد توجه قـــرار گیرد. 

این مطالعـــه می تواند پایـــه ای برای ادامـــه تحقیقات بیشتر 

و توســـعه درمان های جدیـــد در زمینه درمـــان عفونت های 

باشد بیمارستانی 

تشکر و قدردانی

از تمام کسانی که در انجام این تحقیق به ما یاری رساندند سپاسگزاریم.

تعارض منافع

نویسندگان این مقاله اعلام می کنند که هیچ تعارضی وجود ندارد.
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