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    الكليهاي آبي و ايي عصارهيارزيابي اثر ضد باكتر

  ازاكاليپتوس بر سودوموناس آيروژينو
  

  3، شهين نجارپيرايه2، نسرين شهبازي*1مرتضي ستاري
  

 .شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران  گروه باكترياستاديار، -1         

  .تهران، ايران ،دانشگاه تربيت مدرسنشكده پزشكي، ، دا تري شناسيكارشناس ارشد باك-2         
  . تهران، ايراندانشگاه تربيت مدرس،شناسي، دانشكده علوم پزشكي،   گروه باكتري استاديار،-3         

                 
  

  چكيده
يكروبي طبيعـي گيـاهي بـر       عنوان يك ماده ضـدم     در تحقيق حاضر اثر بازدارندگي از رشد عصاره اكاليپتوس به         : هدف

  . سودوموناس آيروژينوزا بررسي شدM8821 و 27853ATCCهاي  روي سويه
آگـار تعيـين     وش تهيه رقت در لولـه و      رهاي آبي و الكلي به        كمترين غلظت بازدارنده از رشد عصاره     : مواد و روشها  

ها   ضريب فنلي عصاره  . مقايسه شد ثير عصاره بررسي و با شاهد       أمنحني رشد باكتري در زمانهاي مختلف تحت ت       . شد
  .گيري شد هز انداركل وا-به روش ريدل
محاسبه ) 17/5mg/ml(4/1و براي عصاره آبي رقت      ) mg/ml2/3 (8/1 براي عصاره الكلي رقت      MIC: نتايج و بحث  

رعت رشـد  ها، با افزايش مقدار عصاره در مقايسه با نمونه شاهد س ـ      ي رشد عصاره  گدر غلظتهاي كمتر از بازدارند    . شد
  . محاسبه شد019/0 و0381/0هاي الكلي و آبي اكاليپتوس بترتيب  ضريب فنلي براي عصاره. كاهش داشت

توانند از رشـد   هاي خام الكلي و آبي اكاليپتوس بخوبي مي        براساس نتايج حاصل از تحقيق حاضر، عصاره      : گيري  نتيجه
.  ديـده شـد  Sub-MIC آيروژينـوزا در غلظتهـاي   سودوموناس آيروژينوزا جلوگيري كنند و كاهش رشد سودوموناس 

تواند به كشف انواع جديدي از        دهند و اين مي    طور كلي گياهان طيف وسيعي از فعاليتهاي ضدميكروبي را نشان مي           به
  .مواد ضد ميكروبي در برابر باكتريهاي مقاوم به دارو منجر شود

  

  .دارندگيباز سودوموناس آيروژينوزا، اكاليپتوس، اثر: كليدواژگان
        

   مقدمه-1
بروز مقاومتهاي دارويي و توانـايي باكتريهـا در ايجـاد عفونتهـاي             

منظور بررسـي   حاد سبب شده است تا علاقه مجددي به گياهان به     
اكـاليپتوس يكـي از     . اثرات ضـد ميكروبـي آنهـا بـه وجـود آيـد            

معروفترين گياهان دارويي است كه از ديرباز اثرات ضـدميكروبي          
اين گياه منبـع غنـي از       . ص ديگر آن مورد توجه بوده است      و خوا 

پلي فنلها و ترپنوئيدهاست و تركيب اصلي برگ آن اكـاليپتول يـا             
  ].1[باشد  مي)  درصد80 تا 70(سينئول

  

از اكاليپتوس براي درمان بسياري از بيماريهـا ماننـد آنفلـونزا،          
ده ش ـ تونسيليت،  اسهال خوني و بيماريهاي پوسـتي اسـتفاده مـي           

عصاره برگ اين گياه داراي خـواص ضـد سـرطاني، ضـد             . است
ضـد     ضـد ازديـاد قنـد خـون،     التهابي، ضد درد، آنتي اكـسيدان، 

همچنـين  ]. 4، 3، 2[مالاريايي،  ضد قارچي و ضد ويروسي است       
اين عصاره روي طيف وسيعي از باكتريهـاي گـرم مثبـت و گـرم               

انتري،  سالمونلا   منفي نظير استافيلوكوكوس اورئوس،  شيگلا ديس      
پاراتيفي، اشرشيا كولي، باسيلوس سـرئوس و نيـز قـارچ كانديـدا             

  ].5[آلبيكنس فعاليت ضد ميكروبي از خود نشان داده است 

                E-mail: sattarim@modares.ac.ir            14115-111: ، صندوق پستي دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده پزشكي، گروه باكتري شناسي:نشاني مكاتبه *

  مجلة علوم پزشكي مدرس
  23 تا 19از : 1 ، شمارة 8دورة 
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 مرتضي ستاري و همكاران                                                                                                             ...لكليهاي آبي و ا ايي عصارهيارزيابي اثر ضد باكتر

 

 ٢٠

اي شـكل    روژينوزا باكتري گرم منفـي و ميلـه       آيسودوموناس  
عنـوان يـك     است كه در افراد داراي نقص ايمني و سـوختگي بـه           

كنـد و بـه بـسياري از         مـل مـي   باكتري بيماريزاي فرصت طلب ع    
ايـن بـاكتري داراي عوامـل       . بيوتيكهاي معمول مقـاوم اسـت      آنتي

تواند بيماريهـاي مختلفـي را ماننـد         بيماريزاي متعددي است و مي    
باكتريمي و سپتي سـمي،  عفونتهـاي دسـتگاه تنفـسي،  ادراري و       

  . گوارشي توليد كند
 شـده از  از كل باكتريهـاي جـدا    % 23روژينوزا  يسودوموناس آ 

ــاران ــتاني % 16  ،بيم ــاي بيمارس ــاي % 12  ،از پنومونيه از عفونته
از عفونتهـاي زخـم     % 8  ،مجاري ادراري كسب شده از بيمارستان     

از عفونتهـاي خـون بيمارسـتاني را        % 10بعد از عمـل جراحـي و        
اسـتفاده گـسترده از آنتـي بيوتيكهـا و افـزايش            . دهـد  تشكيل  مي  

 ــ ــروز مقاومتهــاي دارويــي بيمــاران داراي نقــص ايمنــي باع ث ب
بنابراين اسـتفاده از درمانهـاي جـايگزين        . سودوموناس شده است  

نظـر     براي كنتـرل عفونتهـاي ناشـي از ايـن بـاكتري ضـروري بـه               
ــار مهــاري رشــد  . رســد مــي هــدف از ايــن مطالعــه بررســي  آث

ا براسـاس   زينـو ژرويهاي اكاليپتوس بر روي سودوموناس آ       عصاره
  ].6[ضريب فنلي است 

  

   مواد و روشها-2
   تهيه گياه-2-1

 برگهاي تازه گيـاه اكـاليپتوس كامالدولنـسيس از بـاغ كـشاورزي             
  .دانشگاه تربيت مدرس تهيه و پس از شناسايي استفاده شد

  

هــاي آبــي و الكلــي بــرگ   تهيــه عــصاره-2-2
  اكاليپتوس

 از برگ تازه گيـاه اكـاليپتوس كامالدولنـسيس را بـه             g 10 مقدار  
 درجه يا آب مقطر     96 اتانول   ml50رد و سپس    قطعات كوچك خ  

 24براي عصاره الكلي مخلوط حاصل به مـدت         . به آن اضافه شد   
ساعت در دماي آزمايشگاه نگهداري و هر چند ساعت يكبـار بـا             

 20مخلوط آبـي نيـز بـه مـدت          . اي به هم زده شد     يك ميله شيشه  
.   آمـد  دست  دقيقه با شعله پايين جوشانده شد تا مايع كرم رنگي به          

 دقيقه 10 به مدت rpm3000آوري با دور  ايع رويي پس از جمعم
را با اتـانول يـا      ) مايع رويي (دست آمده     عصاره به . سانتريفيوژ شد 

 μ45/0آب مقطر به حجم اوليه رسانده، پـس از عبـور از صـافي               

ميكروني  در ظروف تيره ريخته و در دماي يخچال نگهداري شد            
]7.[  
  

  تريهاي باك  سويه-2-3
 آقـاي  ةوسيل  به 8221Mسويه موكوئيدي سودوموناس آئروژينوزا 

ــودوموناس آ     ــويه س ــد؛ س ــدا گردي ــا اه ــر اولي ــوزا يدكت   روژين
ATCC27853             نيز سويه داراي فـلاژل اسـت كـه از آزمايـشگاه

صـورت   هـر دو سـويه بـه      . رفرانس بيمارستان بـوعلي تهيـه شـد       
 شـده و    جداگانه بر روي محيط كشت مولر هينتـون آگـار كـشت           

منظور اسـتفاده در زمانهـاي مختلـف در محـيط اسـكيم ميلـك                به
  . نگهداري شدند-C70°گليسرول در دماي % 10حاوي 

ــويه   ــه س ــنس و گون ــان از ج ــراي اطمين ــاكتري از   ب ــاي ب ه
ــگ ــشهاي  رن ــرم، آزماي ــزي گ ــدول،  : آمي ــالاز، ان ــسيداز ، كات اك

، )OF(، اكــسيداسيون، فرمانتوســيونH2Sهيــدروليزژلاتين، توليــد
جامد،  ايجاد هموليز بر آگارخوندار، توانايي حركت در محيط نيمه        

بيوتيكهـا،   توليد رنگدانه پيوسين، تعيين حساسيت بـه انـواع آنتـي          
ــدهاي ــايي مــصرف قن ــين : توان ــالتوز و همچن ــوكز و م لاكتوز،گل

  .آزمايش آرژنين دهيدرولاز استفاده شد
  

هاي آبي و الكلي       تعيين وزن خشك عصاره    -2-4
  پتوساكالي

هاي   از عصاره ml1ابتدا وزن يك لوله آزمايش تعيين و پس از آن           
آبي  يا الكلي در آن ريخته شد؛ سپس محتوي لوله در دماي اتـاق                

 وزن لولـه آزمـايش      ،بعد از خشك شـدن عـصاره      . خشك گرديد 
 از ml1اخــتلاف وزن لولــه معــادل بــا وزن . مجــدداً تعيــين شــد

عنـوان   نگين سه بـار تكـرار، بـه   ميا. هاي آبي يا الكلي است     عصاره
  .وزن خشك عصاره محاسبه شد

  
  لوله  به روش رقت درMICگيري  اندازه-2-5

  ساعته سودوموناس آيروژينـوزا    24هاي حاصل از كشت       از پرگنه 
به محـيط كـشت آبگوشـت       ) هر دوسويه آزمايشي به طور مجزا     (

گـذاري     سـاعت كرمخانـه    6 تـا    4پـس از    . مولر هينتون تلقيح شد   
از ) ليتـر   باكتري در هـر ميلـي      5/1× 106( مك فارلند    5/0رت  كدو

ايـن سوسپانـسيون بـه هنگـام        . سوسپانسيون ميكروبي تهيـه شـد     
 از  1:1024 تـا    1:2سـپس رقتهـاي     ؛   رقيق گرديـد   1:100آزمايش  
صورت مجزا در محيط آبگوشت مـولر        هاي آبي و الكلي به      عصاره

جم هر رقت اضافه    هينتون تهيه و از سوسپانسيون باكتريايي هم ح       
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 ساعت  24پس از    ). بود 1:2048 تا   1:4ها    رقت نهايي عصاره  ( شد
  بـه دليـل  كـدورت حاصـل از          C37°گـذاري در دمـاي       گرمخانه

وسـيله كـشت      بـه  MICها با محيط كشت تعيـين  تركيب عصاره
  ].8[مجدد روي محيط آگاردار انجام گرفت 

  
 آگار  به روش رقت درMICگيري   اندازه-2-6
اي اجراي اين آزمـايش محـيط كـشت مـولر هينتـون آگـار در                بر

 از هـر عـصاره      1:2048 تـا    1:4 حاوي غلظتهاي    ml20حجمهاي  
 از محـيط بـا غلظـت        ml20به اين ترتيب كه براي تهيه       . تهيه شد 

عصاره مورد نظر، پس از توزين مقدار پـودر مـورد نيـاز از مـولر                
حجـم مناسـبي از     ، ابتدا بـا     ml20هينتون آگار براي حجم معادل        

زماني كه دماي محيطها    . آب مقطر محيطها ساخته و استريل شدند      
حجم با آب مقطـر      ها اضافه،    رسيد رقت مناسب عصاره    C50°به  
 پليـت   5حداقل  ( به تعادل رسانده و در پليت ريخته شد          ml20تا  

ــراي هــر رقــت ــا  μl2-1). ب ــر ب ــي براب ــسيون ميكروب  از سوسپان
  ].9[ روي سطح كشت شد مك فارلند5/0استاندارد 

 
  بررســي تغييــرات منحنــي رشــد ســويه    -2-7

27853ATCC         در محيط حاوي غلظتهـاي كمتـر از 
  بازدارندگي رشد عصاره و شاهد بدون عصاره 

هدف از رسم منحني رشد تعيين تعـداد بـاكتري در واحـد زمـان               
 ساعته  24 پرگنه از كشت     3 تا   2براي تعيين منحني رشد     . باشد مي

كدورت معـادل   (يط آبگوشت مولر هينتون اضافه شد       سويه به مح  
 1:64 و 1:32سپس ارلنهايي حاوي غلظـت      ).  مك فارلند  5/0لوله  

سوسپانـسيون  . از عصاره الكلي و نيز محيط فاقد عصاره تهيه شـد        
ــد  ــافه ش ــي اض ــوري در  )cfu/ml109 × 3/0 ( ميكروب ــذب ن ج

nm580   ،ين  ساعت تعي ـ  8 و 7،  6،  5،  4،  3 ،2 ،1  در زمانهاي صفر
از روش كشت بر روي محيط نيز هم زمان در هر بار استفاده             . شد
  . )1نمودار  (شد

  
هـاي آبـي و     تعيين ضريب  فنلـي عـصاره   -2-8

  الكلي اكاليپتوس
كش كه بتواند بـا       رقتهايي از ماده ميكروب    الكر و -در روش ريدل  
در . شود  معادل باشد، استفاده مي   )  1:115 تا   1:95(رقتهايي از فنل  

 از ماده ضدعفوني كننده يـا فنـل در آب           ml5زمايش، به هر    اين آ 
 سـاعته   24 از كـشت     c18-17 ml 2/0°مقطر، در درجه حرارت     

، 5، 5/2در فواصـل زمـاني   .  اضافه شد ATCC 27853باكتري   

 ml5هـاي حـاوي        لوپ استاندارد از لوله    1 دقيقه مقدار    10 و   5/7
 از محـيط    ml5ي   وارد حجمهـا   دوبـاره ماده و باكتري برداشـته و       

  سـاعت در    72-48هـا بـراي مـدت         سپس لوله . مايع بازيافت شد  
°C 37   رشد يا عدم سـپس رشـد بررسـي           سپس . قرار داده شدند 
هـا از تقـسيم     والكر عصاره-طبق تعريف، ضريب فنلي ريدل    . شد

ها در واحدهاي زماني كـه بقـاي بـاكتري در آنهـا               رقتي از عصاره  
 دقيقه و عدم رشـد  5 و5/2رشد باكتري در زمانهاي   ( يابد ادامه مي 

اي  ، تقسيم بر رقتي از فنل كـه نتيجـه         ) دقيقه 10 و 5/7در زمانهاي   
  ].10[شود  همانند دارند، محاسبه مي

  

 در ATCC 27853روژينوزا يمنحني رشد سودوموناس آ 1نمودار
در  )2 و1 ( كمتر از بازدارندگي عصاره4/1 و 2/1مجاورت غلظتهاي 

  )3 (مقايسه با شاهد فاقد عصاره
  

تعيـين ضـريب فنلـي        نتايج حاصل از   -3
  الكلي اكاليپتوس و هاي آبي براي عصاره

ــل105/1 رقتهــاي  ــي و 4/1 ، فن ــي در2/1 عــصاره الكل   عــصاره آب
ضـريب   . دقيقه  باعث مرگ  تمام باكترهـا شـدند          10 و   5/2زمانهاي  

 بـه باكتريهـا     5 و 5/2ي  فنلي از تقسيم رقتي از عصاره كـه در زمانهـا          
 دقيقـه باعـث مـرگ       10 و 5/7 در زمانهـاي     امـا دهـد      اجازه رشد مي  

  .آيد دست مي اي همانند به نتيجهبا به رقتي از فنل  ،شود باكتريها مي
  

     دقيقه و عدم رشد آن 5 و 5/2 رشد باكتري در زمانهاي 1جدول 
   دقيقه در كشت ثانويه10 و 5/7در زمانهاي 

 دقيقه  به باكتري و ماده ضدعفوني كنندهزمان تماس    
5/2    5      5/7        10  

ماده ضدعفوني 
  كننده

 عصاره 1:4رقت   -         -         +   +
  الكلي

 عصاره 1:2رقت   -         -         +   +
  آبي

  فنل1:105رقت   -         -         +   +
  4:105=0381/0: ضريب فنلي عصاره الكلي

  2:105=019/0: صاره آبيضريب فنلي ع

   3  
 2  
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 ٢٢

  بحث -4
بيوتيكي به شكل بـسيار جـدي مطـرح       امروزه مسأله مقاومت آنتي   

ســودوموناس باكتريهــاي  مقــاوم بــه دارو  يكــي از. شــده اســت
 عامـل بيمـاريزاي      يـك  عنـوان  ايـن بـاكتري بـه     .  است روژينوزايآ

توانـد از راههـاي        طلب و مهم در افراد نقـص ايمنـي مـي            فرصت
به همين دليـل تحقيـق      . بيوتيكها مقاوم شود   اع آنتي مختلف  به انو   

منـابع ديگـري ماننـد       دست آوردن مواد ضد ميكروبـي از        براي به 
يكـي از ايـن گياهـان اكـاليپتوس         . رسد نظر مي  گياهان ضروري به  

 ديرباز مورد توجه بوده و است كه آثار ضد ميكروبي عصاره آن از     
بيماريهـاي   يـسانتري و  د ،تونـسيليت  آن براي درمان آنفـولانزا،     از

  .قسمتهاي مختلف دنيا استفاده شده است چين و پوستي در
از اسـتراليا بـه      باشـد و    اين گياه متعلق به خانواده ميرتاسه مي      

هـاي   اكـاليپتوس داراي گونـه  . ساير نقاط دنيا انتـشار يافتـه اسـت        
آلبا، دگلوتيا، ساليبگنا، كامالدولنـسيس، سـيتري       : مختلفي از جمله  

هاي اكـاليپتوس داراي آثـار        تقريباً تمام گونه  ]. 1[است  ... واودورا  
عليــه برخــصوصيات ضــدميكروبي ايــن گيــاه . انــد ضــدميكروبي

باكتريهاي مختلف مانند اشريشيا كلي، استاف اوريوس، سـالمونلا         
  .به اثبات رسيده است

هاي مختلـف اكـاليپتوس       روي عصاره  مطالعات انجام شده بر   
اسـتافيلوكوكوس اوريـوس،    گانيزمهـاي   نشان داده اسـت ميكروار    

شــيگلا ديــسانتري، اشريــشيا كلــي، ســالمونلا پــاراتيفي، كانديــدا 
 بترتيب حساسترين تا مقاومترين     آلبيكانس و باسيلوس سوبتيليس   

  ].5 [اند اجرام ميكروبي
  MIC سـودوموناس آيروژينـوزا   در ارتباط با 1996در سال 

]. 5[زارش شـد   گ ـ mg/ml10عصاره متـانولي گونـه گلوبولـوس        
هالـه     سـي ري نـي و همكـارانش قطـر          2001مشابه آن در سـال      

 mm32بازدارنده از رشد عصاره خام گياه را بـراي ايـن بـاكتري              
عنوان يك ماده ضدعفوني كننده مناسب معرفي        گزارش و آن را به    

نتايج حاصل از تحقيق ما نيز نشان داد  كه عصاره خام            . ]11 [كرد
 و عـصاره  خـام   mg/ml 2/3غلظتي  معـادل  با  الكلي اكاليپتوس

تواند بخـوبي از رشـد    ميmg/ml 5/17 آبي آن  با غلظتي معادل 
هاي استاندارد سودوموناس آئروژينوزا جلـوگيري بـه عمـل            سويه
اختلاف موجود در مقادير گزارش شده ناشـي از روشـها و            . آورد
  .دان  به كار گرفته شدههاهاي مختلفي است كه در آزمايش سويه

ثر اندام اين گيـاه     ؤروي تركيبات م   در مطالعات مختلفي كه بر    
  وجـود     اسـت،  براساس روشهاي گوناگون استخراجي انجام شده     

از بـين تمـام مـواد       . تركيبات متعـددي  بـه اثبـات رسـيده اسـت           

شناسايي شده اوكاليپتول يا آلفا سينيول بيشترين و مهمترين مـاده           
گون از جملـه، ضـدميكروبي      ونـا گاست كه داراي آثار بيولوژيك      

ايــن مــاده بــراي اســترپتوكوكوس موتــانس و      MIC .اســت
 μm/ml25/6 و   5/12 بترتيب   6715استرپتوكوكوس ساب رينوس  

در مطالعه حاضر نيز اوكاليپتول موجـود       ]. 12[گزارش شده است    
  ). ه نشده استئنتايج ارا( ها استخراج و تعيين عيار شد در نمونه

مجـاورت غلظتهـاي     روژينوزا در يكاهش رشد سودوموناس آ   
در مـورد   . بيوتيكها انجام شده است    از بازدارندگي رشد آنتي    كمتر

 1991سـال     جنتامايسين و توبرامايـسين ايـن آثـار در         ،آميكاسين
 زانل و همكارانش بر روي سودوموناس آيروژينوزا انجام         ةوسيل  به
 رشـد   بيوتيكها از  براساس گزارش آنها با افزايش غلظت آنتي      . شد

ــه عمــل مــي  ــشتري ب ــا ممانعــت بي ــد  باكتريه ــه ]. 13[آي در زمين
له تا به حـال زيـاد مـورد توجـه قـرار             أهاي گياهي اين مس     عصاره

بررسي منحني رشد اين باكتري در زمانهاي مختلف         .نگرفته است 
غلظتهاي كمتـر از بازدارنـدگي       نشان داد كه عصاره اكاليپتوس در     

 باكتري شود؛ اين كاهش بـا  تواند موجب كاهش رشد    رشد هم مي  
  .يابد افزايش غلظت عصاره شدت بيشتري  مي

عنـوان ميـزان     تعيين ضريب فنلي هـر مـاده ضـدميكروبي بـه          
زمينـه   در]. 10[اثربخشي آن بر عليه باكتريها معرفي شـده اسـت           

هاي گياهي نيز توجه به اين مسأله ضروري است، بنـابراين        عصاره
يز بررسي و ثابت شـد عـصاره        در مطالعه حاضر شاخصه مذكور ن     

صاره آبي آن ازخاصيت ضدميكروبي بهتـري       عالكلي آن نسبت به     
  .برخوردار است

بــه طــور كلــي  گياهــان طيــف  وســيعي از فعاليتهــاي        
دهنـد؛ ايـن موضـوع        ضدميكروبي و فعاليتهاي ديگر را نشان مـي       
تيكهـا و داروهـاي       بيـو  ممكن است به كشف انواع  جديدتر آنتـي        

درحال حاضر با توجه به اين كه اوكـاليپتوس در          . كندديگر كمك   
هاي دارويي جهـان وارد شـده اسـت        اشكال مختلف در فارماكوپه   

 در ايران نيز شركتهاي دارويي آن را بـه نامهـاي تجـارتي               و ]14[
كننـد،    بخور اوكاليپتوس و پماد انوكـسولون توليـد و عرضـه مـي            

روي باكتريها و نيز     رشايسته است در زمينه مكانيزمهاي تأثير آن ب       
پاسخهاي فيزيولوژيك ميكروارگانيزمهـا در تمـاس بـا ايـن مـواد             

  .مطالعه بيشتري انجام شود
  

   منابع-5

گياهـان و داروهـاي طبيعـي،       . معطـر ف  .  هصمصام شـريعت     ] 1[
.432-431ص  . 1370انتشارات مـشعت؛    : چاپ دوم، اصفهان  
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