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  مقاله پژوهشي
  

  انار بر روي تشكيل بيوفيلم حاصله از هيدروالكلي پوست بررسي تاثير عصاره 
  باكتري سودوموناس آئروجينوزا

    
  **ليلا مرادي حقگو، *رضا حبيبي پوردكتر 

  
 24/5/94 : پذيرش   30/1/94  :دريافت

  

  :چكيده
زيستي به نام بيوفيلم  توده تشكيل و شده جمع يكديگر دور به لفمخت عوامل اثر در توانند مي ها ميكروارگانيسم :مقدمه و هدف

از اسـتراتژي هـاي مقابلـه بـا         . شـود  بيوسـايدها مـي    و محيطي نامساعد شرايط به نسبت آنها را دهند كه باعث افزايش مقاومت     
 اسـانس بابونـه داراي اثـر        ثابت شده كه عصاره گياهاني همچون انـار، تمـشك و          . بيوفيلم استفاده از تركيبات مختلف گياهي است      

 يصاره پوسـت انـار بـر روي تـشكيل بيـوفيلم بـاكتر             عاثر غلظت هاي مختلف      تعيين   با هدف اين مطالعه   . ضدبيوفيلمي مي باشند  
  .  انجام گرفتنوزايسودوموناس آئروج

 ـميـزان اثـر ضـد بيـوفيلمي، م        در اين مطالعـه تجربـي        :روش كار   ـ ب لي درصـد كـاهش تـشك      زاني  ـنتي و ك  لميوفي  ي رشـد بـاكتر    كي
 ـروش ميكروتيتر پليت و رنـگ سـنجي بـا كريـستال ويولـه انـدازه گ                ف به    مختل يمارهاي ت در نوزايسودوموناس آئروج  .  شـد  يري

تجزيـه و تحليـل آمـاري داده هـاي بدسـت       .همچنين ميزان تشكيل بيوفيلم به روش ميكروسكوپي نيز مورد بررسي قرار گرفت           
  .جام شد ان05/0در سطح  SPSSا نرم افزار آمده حاصل از قرائت دستگاه الايزا ب

 لي تشك لميوفي ب زانيم.  نبوده است  لميوفي ب دي قادر به تول   يدر شش ساعت اول باكتر     مارهاي ت يدر تمام يافته ها نشان داد كه       :نتايج
 عـصاره  g/mL 001/0غلظت  ساعته  24 و   18هاي  ماريدر ت .  متوسط بود  05/0و  g/mL 01/0 يغلظت ها  ساعت   12تيمار  شده در   

  . مشاهده شدمتوسط و قوي  لميوفي بلي تشكي بازدارندگريتاثبه ترتيب پوست انار 
 لي و درصد كاهش تشك    لميوفي ب لي ها با تشك   ي قرار گرفتن باكتر   معرضنشان داد كه مدت زمان در       مطالعه   نتايج اين    :نتيجه نهايي 

 كـه در    كرد مشخص   زي ن ي رشد كينتيمطالعه ك .  باشد يوت رشد  متفا ي از فازها  ي تواند ناش  ي دارد كه م   يمي رابطه مستق  لميوفيب
 ي متفـاوت بـه صـورت كاهـش        يمارهاي ت يرگذاري تاث لي و پس از آن به دل      يشي ساعت رشد افزا   15 تا زمان حدود     مارهايت تياكثر

 لي درصـد كـاهش تـشك      جي راستا نتـا   نيدر هم .  داشته اند  لميوفي ب لي را در تشك   ري تاث نيشتري ساعت ب  18 پس از    مارهايت .بوده است 
 كننده مـوارد  ديي كاملا تأزي ن يكروسكوپي م يدهاي اسلا جينتا.  كاهش رخ داده است    نيشتري ساعت ب  18 نشان داد كه در      زي ن لميوفيب

  .فوق بوده است
 

 تيك رشدنكي / ينوزژسودوموناس آئرو/ بيوفيلم / انار  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه
 دارند كه به صـورت      در طبيعت اغلب باكتري ها تمايل           

بر روي بافـت هـاي نـرم زنـده يـا            (متصل به سطوح جامد     
رشـد  ) سطوح غير زنده، مـواد غوطـه ور و يـا ذرات خـاك             

ارتباط و پيوسـتگي ميكروارگانيـسم هـا بـا سـطوح            . كنند
جامد منجر به تشكيل لايه اي مي گردد كه به نام بيوفيلم            

  مـاع بيـوفيلم متـشكل از اجت    . ميكروبي شناخته مـي شـود     
  
  

ميكروارگانيسم هايي است كه روي يـك سـطح و در درون        
عموماً بوسيله يك ماتريكس از مواد پليمري آلي بـا منـشا            

عموماً پلـي سـاكاريد، پـروتئين و يـا نوكلئيـك            (ميكروبي  
بيوفيلم مي تواند از يك گونـه و يـا          . تثبيت شده اند  ) اسيد

  ). 1(مخلوطي از چند گونه تشكيل شده باشد 
بت شده است كه در اغلب ميكروارگانيسم ها هدف از          ثا    

  تشكيل بيوفيلم حفاظت ميكروارگانيسم در مقابـل شـرايط        
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )habibipour@iauh.ac.ir( ، همدان، ايرانعلوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي واحد همدان دانشكده ميكروبيولوژياستاديار گروه  *

  ، همدان، ايراندانشگاه آزاد اسلامي واحد همداندانشكده علوم پايه  لوژيبيوتكنوكارشناسي ارشد  **
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سخت محيطي، سيستم ايمني ميزبان، باكتريوفاژها، مـواد        
شيميائي مضر همانند آنتي بيوتيك هاي طبيعـي و جـذب      

اخيراً به دليل تفاوت رفتـاري       ).2،3(مواد مغذي مي باشد     
گانيسم ها از لحاظ فيزيولوژي و بيماري زائـي فـرم        ميكروار

موجود در بيوفيلم يك ميكروارگانيسم نسبت بـه فـرم آزاد           
  ).4(توجهات خاصي به اين مقوله شده است ) پلانكتونيك(

  هــاي مختلــف بــاكتري هــا  تــشكيل بيــوفيلم در گونــه     
، Enterobacter ،Bacillus ،Flavobacteriumاز جملــــــه 
Alcaligenes،Staphylococcus و  Pseudomonas  مشاهده 

سودوموناس آئروجينوزا يك باسيل گـرم منفـي        . است  شده
هوازي اجباري است، كه در فلور طبيعي پوست و دسـتگاه           

ايـن  . گوارش انسان، آب و خاك به وفـور يافـت مـي شـود             
باكتري پاتوژني فرصت طلب است كـه بـه عنـوان يكـي از              

ستاني در طيف وسـيعي  مهمترين عوامل عفونت هاي بيمار   
از بيماران داراي نقص سيستم ايمني شـامل مبتلايـان بـه            

ــدخيمي هــا، سيــستيك فيبــروزيس، ســوختگي هــا و  ... ب
ايـن بـاكتري داراي مقاومـت زيـادي         . شناخته شده اسـت   

نسبت به اكثر آنتي بيوتيك ها مي باشـد كـه در برخـي از               
. داردموارد اين ويژگي با تشكيل بيوفيلم ارتباط مستقيمي         

)5،6.(   
مطالعات زيادي ثابت نموده اند كه اسـتفاده از عـصاره                

گياهان داروئـي از جملـه اسـتراتژي هـاي بـسيار موفـق و               
. كاربردي در كنترل شكل گيري و توسعه بيوفيلم مي باشد    

درختـي  (تحقيقات چند دهه اخير ثابت كرده است كه انار          
 بودن مقـادير    به دليل دارا  ) كه موطن اصلي آن ايران است     

زيادي از پلي فنل ها، محتوي آنتي اكسيدان هـاي مهمـي            
عـصاره  ). 7 (داراي اثـر ضـدميكروبي مـي باشـد        است كـه    

هيدرالكلي انار بر روي كاهش تشكيل دندان تـأثير مثبتـي          
داشته اسـت و همچنـين ثابـت شـده اسـت كـه ژل هـاي             
درماني حاوي عصاره انار توانسته است باعث كاهش ميزان         

ل سويه هاي استافيلوكوك و در نتيجه ميزان تـشكيل          اتصا
در بررسي انجام شده بر روي عصاره انار         ).3(بيوفيلم شوند   

 مـشخص شـد كـه       كانديدا آلبيكنس بر روي بيوفيلم قارچ     
تيمار اين قارچ بـا ريـزذرات اسـپري شـده بـا عـصاره انـار                 

   ).8(تأثيرگذار مي باشد 
ايـن مطالعـه از پوسـت    باتوجه به موارد فوق الـذكر در         

منبع غني مواد ضد ميكروبي استفاده شـد         ميوه انار بعنوان  
ــاكتري      ــر روي ب ــوفيلمي آن ب ــد بي ــأثير ض ــزان ت ــا مي ت

  .سودوموناس آئوروجينوزا مشخص گردد

  
  :روش كار

 بـاكتري سـودوموناس آئروجينـوزا مـورد     :باكتري كشت     

ده بـا  اين مطالعه تجربي به صورت ليوفيليزه ش در استفاده
. پاستورايران خريداري گرديد  از انستيتوPTCC: 1430كد 

تحت شرايط استريل و طبق دستورالعمل باكتري در سـرم          
فيزيولوژي حل گرديد و پس از گذشت يك سـاعت داخـل            

  . محيط كشت نوترينت براث كشت گرديد
بـراي انجـام آزمايـشات از        :نمونه بـرداري و عـصاره گيـري       

پوســت ســياه كلكــسيون مركــز هــاي درختــان انــار  ميــوه
.  نمونه بـرداري شـد     1392تحقيقات ساوه در تير ماه سال       

به منظور  . پوست ميوه ها خشك شده و سپس پودر گرديد        
 گرم از پـودر پوسـت ا نـار بـه            50عصاره هيدروالكلي   تهيه  
در دمـاي   % 70 ميلي ليتـر الكـل       500 ساعت در    72مدت  
 هـا   عصاره جهت تغليظ و خشك نمودن    . خيسانده شد اتاق  

در خـلا    تبخيركننـده  دسـتگاه  كمك با پس از سانتريفيوژ  
 عـصاره هـاي      سـپس  .گرديد تغليظ ممكن حد تا چرخشي

 درجه  40حاصله به دستگاه آون منتقل و در درجه حرارت          
به منظور تهيه عصاره    . سانتيگراد بطور كامل خشك گرديد    

 گرم از پودر عـصاره در ده ميلـي          1در غلظت هاي مختلف     
 45/0ر آب دو بـار تقطيـر حـل و بـا فيلتـر ميلـي پـور            ليت

با استفاده از محاسبات نسبتي رقيق  . ميكروني صاف گرديد  
، 05/0سازي جهت تهيه محلـول عـصاره بـا غلظـت هـاي              

 گرم در ميلي ليتـر بـا آب دو بـار            001/0 و   005/0،  01/0
   ).9(تقطير انجام شد 

بـه   :فيلمبررسي تأثير عصاره پوست انار بـرروي تـشكيل بيـو          
منظــور انــدازه گيــري ميــزان اثــر ضــد بيــوفيلمي از روش 
ميكروتيتر پليت و رنگ سنجي با كريستال ويوله اسـتفاده          

زه گيري ميزان تأثير ضد بيوفيلمي      ا اند روش). 10،11(شد  
كروليتـر از   ي م 180اين صورت بود كـه ابتـدا        انار به   عصاره  

 هايداخل چاهك (TSB) براثي سوكيپتيتر محيط كشت 
چاهكي ازجنس پلـي اسـتايرن ريختـه        96ميكروتيترپليت  

چاهك اول محيط كشت بدون عصاره به عنوان شاهد         . شد
 100در چاهــك هــاي بعــدي . مثبــت در نظرگرفتــه شــد

در سه  (كروليتر از غلظت هاي مختلف عصاره پوست انار         يم
يك چاهـك هـم بـه       . به محيط كشت اضافه گرديد    ) تكرار

اره و بـاكتري در نظـر گرفتـه         عنوان شاهد منفي بدون عص    
 ساعته باكتري سودوموناس    24در مرحله بعد از كشت    . شد

براث سوسپانسيوني معادل نيم مك     نوترينت  برروي محيط   
  هـــروليتر از اين سوسپانسيون بيك م20فارلند تهيه شد و 
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همه چاهك ها به جز چاهكي كه به عنوان شاهد منفي در            
 در  ميكروتيترپليـت . دنظر گرفتـه شـده بـود اضـافه گردي ـ         

 ساعت گرمخانـه    24 درجه سانتيگراد به مدت      37انكوباتور  
 ساعت محتويات داخل چاهك ها بـه        24بعد از .  شد يگذار

آرامي با برگرداندن خالي شده و تمامي چاهك ها سه بار با   
و داده شدند تـا تمـامي بـاكتري هـاي           شبافر فسفات شست  

 اتـاق   مـاي در د ميكروتيترپليـت   . پلانكتونيك حذف گردند  
ــد ــشك گردي ــردن  در. خ ــافه ك ــا اض ــد ب ــه بع  200 مرحل

ميكروليتر متانول به هرچاهـك بـاكتري هـاي متـصل بـه             
ســطح داخلــي ديــواره چاهــك هــا، كــه همــان جمعيــت  

 دقيقـه متـانول     15بعد از   . بيوفيلمي مي باشند تثبيت شد    
چاهك ها را دور ريختـه و پليـت در درجـه حـرارت اتـاق                

 200ر رنگ آميزي به هـر چاهـك         به منظو . خشك گرديد 
 دقيقـه اضـافه     5به مـدت    % 1/0ميكروليتر كريستال ويوله    

سپس رنگ اضافي بطور كامل توسط جريان ملايم آب  . شد
. شسته شد و ميكروتيترپليت در دماي اتاق خشك گرديـد         

بعد از اين مرحله براي سنجش ميزان رنگ متصل شده به           
مي باشد، به هر چاهـك      كه نمايانگر ميزان بيوفيلم      ديواره،

اضـافه شـده،    % 33 ميكروليتر استيك اسيد گلاسيال      200
 متصل  ي هم زده شد تا رنگ ها      يچند بار با سمپلر به خوب     

 باشـد بـه     ي م لميوفي ب لي تشك زاني گر م  انيبه چاهك كه ب   
پس از يكنواخت شدن محلول هر چاهك       .  حل گردد  يخوب

زا قرائـت    نانومتر توسط دسـتگاه الاي ـ     630ميزان جذب در    
  .گرديد

سوسپانـسيون سـلولي     :بررسي كينتيـك تـشكيل بيـوفيلم      
 ساعته بر روي    16 از باكتري كشت شده      2/1× 108معادل  

جهـت بررسـي    . محيط كـشت نوترينـت بـراث تهيـه شـد          
كينتيك تـشكيل بيـوفيلم تيمارهـاي مرحلـه قبـل تحـت             

 تي ـكروپليم). 12(شرايط كاملاً مشابه مجدداً تكرار گرديد       
 24 و 18، 12، 6 ي شـده مـشابه در زمـان هـا       ارم ـي ت يها

 داده شـده فـوق شـسته و قرائـت           حيساعت به روش توض ـ   
 بـر رونـد     مارهـا ي از ت  كي ـ اثـر هـر      بي ـ ترت نيبد. دنديگرد
 نـشان دهنـده     ي چهـار بـازه زمـان      ني ـ در ا  لميوفي ب ليتشك

  . باشدي رشد مكينتيك
 محيط كـشت   :مشاهده بيوفيلم تشكيل شده با ميكروسكوپ     

TSB   ميلـي ليتـر در جارهـاي رنـگ آميـزي            50ميزان  به 
 ميلي ليتر از غلظت هـاي مختلـف         10. استريل ريخته شد  

عصاره انار داخل هر جار ريخته و به هر جار يك ميلي ليتر             
  از باكتري سودوموناس با غلظت نيم مك فارلند اضافه 

  
 سـاعت دردمـاي     24پس از تلقيح جارها به مـدت        . گرديد

پـس از ايـن    .  شـدند  يگرمخانه گـذار   درجه سانتيگراد    37
مــدت اســلايدهاي شيــشه اي بــه آرامــي در محلــول بــافر 

 شسپس همانند آزمون به رو    . فسفات استريل فروبرده شد   
 دقيقـه بـا متـانول       15ميكروپليت مرحله تثبيت به مـدت       

بـه  % 1/0رنگ آميزي ساده بـا كريـستال ويولـه    . انجام شد 
لايدها جهـت   در نهايـت اس ـ   .  دقيقه صورت گرفـت    5مدت  

  مـشاهده شـد    1000مطالعات ميكروسكوپي با بزرگنمائي     
)13(.  

   تجزيه و تحليل داده ها
 تشكيل بيـوفيلم در     وضعيت :سنجش ميزان تشكيل بيوفيلم   

  چاهــك هــا نيــز طبــق فرمــول زيــر محاســبه گرديــد كــه 
 ميانگين جذب نوري چاهك هاي كنتـرل و   ODC در آن

ODT     مــار ميــانگين جــذب نــوري چاهــك هــاي تي  
  ).14(مي باشد 

OD ≤ ODC =عدم تشكيل بيوفيلم 
ODC<OD≤ (2 × ODC) = قدرت تشكيل بيوفيلم ضعيف 
(2×ODC) <OD≤ (4 × ODC)= قدرت تشكيل بيوفيلم متوسط 
(4 × ODC) < OD = قدرت تشكيل بيوفيلم قوي 

 كـارائي  سـنجش  :سنجش درصـد كـاهش تـشكيل بيـوفيلم       
يلم را مـي تـوان   تركيب ضد ميكروبي يا درصد كاهش بيوف     

از طريق جذب نوري چاهك هـاي تيمـار شـده، كنتـرل و              
 شاهد با توجه به رابطه زير محاسبه نمود كه در اين رابطه

ODC            ،ميانگين جذب نـوري چاهـك هـاي كنتـرلODB 
ميـانگين   ODT يانگين جذب نوري چاهك هاي شـاهد و م

  ).15( هاي تيمار شده است چاهكجذب نوري 
-ODT )-(ODC -ODB))] = % كـاهش ميـزان بيـوفيلم   

ODB)) / (ODC -ODB)]×100 
ــاري ــاي آمـ ــار :آناليزهـ ــون آمـ ــتفاده يآزمـ ــورد اسـ    مـ

 نيانگيــ مهسيــ مختلــف بــود، مقاانسيــ وارليــاز نــوع تحل
 متفاوت با استفاده از آزمون دانكـن توسـط نـرم            يمارهايت

 05/0در سـطح   IBM SPSS Statistics version 22افـزار  
  .انجام شد

  

  :نتايج
 :بررسي تأثير عصاره پوست انار بـرروي تـشكيل بيـوفيلم              

 ي مشخص شده اسـت در تمـام       1همان گونه كه در جدول    
 دي ـ قادر بـه تول ي مجزا در شش ساعت اول باكتر     يمارهايت
 ساعت نمونه كنترل مثبـت      6در زمان   .  نبوده است  لميوفيب

  ياـنمونه ه كهي نبوده است، در حاللميفوي بليقادر به تشك
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 لميوفي ـ سـاعت ب   24 و   18،  12 يمارهايرل مثبت در ت   كنت
 ي دارا ي داده اند كه بعنوان نمونه هـا       لي تشك يادي ز اريبس

   . شناخته شده استي قولميوفي بليقدرت تشك
  

نتايج آناليز نوع بيوفيلم تشكيل شده در تيمارهاي  : 1جدول
   ساعت24 و 18، 12، 6مختلف عصاره پوست انار در زمان هاي 

    ساعت6 ساعت12 ساعت18  ساعت24
SB SB SB NB  غلظت صفر(كنترل مثبت(  
SB WB SB NB PPE 001/0(g/mL) 

MB NB SB NB PPE 005/0 (g/mL) 
WB NB MB NB PPE 01/0 (g/mL) 

WB NB MB NB PPE 05/0 (g/mL)  
PPE :      ،عصاره پوسـت انـارNB :       ،عـدم تـشكيل بيـوفيلمWB :    قـدرت تـشكيل

قـدرت تـشكيل    : SBدرت تـشكيل بيـوفيلم متوسـط و         ق: MBبيوفيلم ضعيف،   
  بيوفيلم قوي

  
 ي ساعت مشاهده شده است كـه غلظـت هـا   12در زمان 

g/mL 001/0   لميوفي ب ليممانعت از تشك   قادر به    005/0و 
.  بـوده اسـت    ادي ـ ز اري حاصـله بـس    لميوفي ـنبوده و مقـدار ب    

 ي شـده در غلظـت هـا   لي تـشك لميوفي ـ بزاني منيهمچن

g/mL 01/0  ني اان تويپس م.  متوسط بوده است05/0و 
 غلظـت هـا     ني ـ زمان و در ا    نيگونه استنباط نمود كه در ا     
  . گذاشتن بوده استريعصاره پوست انار در حال تاث

 ساعت مشاهده شده اسـت كـه        18 در زمان    نيهمچن     
 ليقـادر بـه ممانعـت از تـشك     g/mL 001/0 تنهـا غلظـت  

 لميوفي ـرل مقـدار ب  در كنت ـمارهاي تهي بقي نبوده ول لميوفيب
 لميوفي ـ ب ليحاصله موفق عمـل كـرده انـد و قـدرت تـشك            

  . بوده استفي ضعيتوسط باكتر
 سـاعت مـشاهده شـد كـه نـوع           24 در زمان    همچنين     

 ياز نـوع قـو   g/mL 001/0 رمـا ي شده درتلي تشكلميوفيب
 g/mL 005/0  دريعن ـي غلظـت بـالاتر،   كيدر . بوده است

هش داشته و از نوع متوسط       كا ي حاصله كم  لميوفي ب زانمي
 لميوفي ـ ب05/0  وg/mL 01/0 يبوده است و در غلظت هـا 

  . بوده استفي شده ضعليتشك
 تأثير عـصاره پوسـت انـار بـرروي تـشكيل            ي آمار يزهايآنال

در مورد تيمارهاي عصاره پوست انار  نيز مشاهده          : بيوفيلم
 در يك گروه    05/0 و   g/mL 01/0مي شود كه غلظت هاي      

شته و نسبت به همديگر تفاوت معني داري ندارنـد،          قرار دا 
 005/0 و   g/mL 001/0در حاليكه دو غلظت ديگـر يعنـي         

هر يك در گروه هاي مجزا قرار مي گيرند كه هـم نـسبت               
در  05/0 و   g/mL 01/0به يكديگر و هم نـسبت بـه گـروه           

  ).2جدول (تفاوت معني داري دارند P  <05/0سطح 

  
يل بيوفيلم در تيمارهاي متفاوت آناليز آماري تشك: 2جدول

  عصاره پوست انار
غلظت عصاره پوست انار  زيرگروه

)g/mL( 1 2 3 

050/0 0975/0   
010/0 0978/0   
005/0   1201/0  
001/0   1437/0 

Sig 681/0 000/1 000/1 

  )گروه هاي هم شماره اختلاف آماري معني داري ندارد(   
  

 ـبـر م   ست انـار   تأثير عصاره پو   يزهايآنال  درصـد كـاهش     زاني
 بي است كه به ترت    ني ا جينكته قابل مشاهده در نتا    : لميوفيب

 ســاعت 24  و12 ســاعت و ســپس18 و 6 يدر زمــان هــا
 را بـه خـود      ري مقاد نيشتري ب لميوفي ب ليكاهش درصد تشك  

  .)3جدول  (اختصاص داده است
  

نتايج آناليز ميزان درصد كاهش بيوفيلم در تيمارهاي : 3جدول
  (PPE)متفاوت عصاره پوست انار 

     ساعت6 ساعت12  ساعت18 ساعت24
60/79 69/65 06/89  04/61 PPE 001/0(g/mL) 

71/58 53/244 82/70  58/65 PPE 005/0 (g/mL) 

15/19 04/235 27/28  08/72 PPE 01/0 (g/mL) 

33/33 17/221 43/33  55/154 PPE 05/0 (g/mL) 
  

 مـار ي حاصـله از ت    جينتـا : لمبررسي كينتيك تـشكيل بيـوفي     
 ينه تنها نشاندهنده تفاوت هائ    ) 1شكل  (عصاره پوست انار    

 24 و   18،  12،  6ي   در زمـان هـا     لميوفي ـ ب ليدر روند تشك  
 ي تفاوتهـا  زي ـ متفـاوت ن   يساعت بوده، بلكه در غلظت هـا      

ي  كـه غلظتهـا    بي ـ ترت ني ـبه ا . شود ي مشاهده م  يعمده ا 
g/mL 01/0 لميوفي بليتشك  باعث كاهشيبه خوب 05/0 و 
 شـكل همـان گونـه كـه از      .  بوده انـد   ماري اعمال ت  ياز ابتدا 

 تا زمان حـدود     لميوفي ب زاني در م  يشي افزا داستيمربوطه پ 
 زاني ـ ساعت رخ داده اسـت و پـس از آن كـاهش در م              18

 جي نتـا  ني ـا.  رخ داده اسـت    مارهـا ي ت ري تاث لي به دل  لميوفيب
  .د باشيم متفاوت يمارهاي مثبت اعمال تري گر تاثانيب

  
 24 و 18، 12، 6(كينتيك رشدي وابسته به زمان : 1شكل 
  باكتري در تيمارهاي متفاوت عصاره پوست انار) ساعت
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 جينتــا: مــشاهده بيــوفيلم تــشكيل شــده بــا ميكروســكوپ
 يهـا  در غلظـت    با عصاره پوست انـار       ماري ت يكروسكوپيم

 و  01/0 ي در غلظت هـا    يكروبي ضد م  ريمتفاوت نشانگر تاث  
g/mL 05/0 امـر بـا كـاهش فـاحش تعـداد           نيا.  باشد ي م 
 شـكل   ريي ـ شـده بـه همـراه تغ       يزي ـ رنـگ آم   ي ها يباكتر

  قابــل مــشاهده  )  شــدنيبــه ســمت كــرو   (يبــاكتر
  ).2 شكل(  باشديم
  

  
  

  
  

شمايي ار تصاوير ميكروسكوپي تاثير عصاره پوست : 2شكل 
هاي متفاوت بر روي رشد باكتري و   در غلظت(PPE)انار 

   لايه بيوفيلم بر روي اسلايدتشكيل
  

  :بحث
 و اسـتفاده از     شي حاصـل از آزمـا     ي هـا  افتهي يبرمبنا     

 نمـود   ي توان جمع بنـد    ي م نگونهي ارائه شده ا   يفرمول ها 
 18 عـصاره پوسـت انـار در         يمارهـا ي ت ري تـاث  نيشتريكه ب 

 ي بـاكتر  يتميساعت بوده است كه معادل مرحله رشد لگار       
 را  تي حـساس  نيشتري ـهـا ب   ي باشـد كـه در آن بـاكتر        يم

 از  نيهمچن ـ.  رشـد دارنـد    ينسبت به مواد و بازدارنده هـا      
 توان به مقدار مواد مـؤثر پـس از          ي امر را م   ني ا گري د يسو

مشاهده روند  . نسبت دارد  باتي ترك يداريگذشت زمان و پا   
  شده ي ميزان متفـاوت توليـد بيـوفيلم بـا گذشـت زمـان               

 ي در زمـان هـا     مارهـا ي متفاوت ت  ي اثرگذار انگري تواند ب  يم
 متفاوت  ي ژن ها  اني و متعاقباً ب   يتوجه به فاز رشد    رشد با 

  . ها داشته باشدي و قدرت تحمل باكترريدرگ
  يــــكروبي و همكاران نشان دادند كه عمل ضد مرايپر     

  
 دندان مـرتبط بـا      لميوفي ب ي ها ي باكتر لميوفي ب يانار بر رو  

 يه در بـر رو  باشـد ك ـ  ي م ـ كـان ي گل ياختلال در سنتز پل ـ   
  كنـد ي گذاشـته از آن ممانعـت م ـ      ري ها تـاث   ياتصال باكتر 

 ي مهار تقدر در مطالعه واسكوئنسـلوس و همكاران    . )16(
  كانديدا آلبيكنس  لميوفي ب لي تشك ي عصاره بر رو   يژل حاو 

 قـرار   يبررس ـ  اسـترپتوكوك مـورد    ي بـاكتر  ي ها نياستر و
 ـي نشان داد كه عمـل ضـد م     جينتا. گرفت  ژلهـا  ني ـ ايكروب

  .)3 ( باشديوابسته به اختلال در سنتز گلوكان م
در مطالعات عديده اي ثابت شده اسـت كـه بيـشترين                 

 ، بنابراين.مقدار تركيبات فنلي در پوست انار يافت مي شود 
دور از ذهن نخواهد بود كه اين بخش از انار در مقايـسه بـا     

.  ضد ميكروبي بيـشتري باشـد  ريبخش هاي ديگر داراي تاث    
چنانچه در مطالعه انجام شده به روش چاهك گذاري روي          

 شد كه از بين عصاره پوست، هسته و آب انار           شخصآگار م 
در عصاره متانولي پوست    فعاليت ضدباكتريائي ميزانبالاترين

ضـدباكتريائي بـه     و در اين بين بالاترين تأثير        مي باشد انار  
ــاي    ــاكتري ه ــر روي ب ــب ب    وB.cereus ،S. aureusترتي

K. Pneumoniae ن او همكـار  اراي ـ مطالعه باك در).17( بود
 پوست انـار    ي عصاره متانول  MIC زاني كه م  ديمشخص گرد 

 250 در حـد  E. coli و S. aureus ي هـا ي بـاكتر يبـر رو 
   غلظـت   زاني ـ كـه م   يدر حـال  .  بود تري ل يلي گرم در م   يليم

ــب ضــد ــانوليلميوفي ــر روي عــصاره مت ــاكتري ب   ي هــاي ب
S. aureus ،E. coli  و قارچC. albicans  125 بي ـبـه ترت ،

 آنان با   ينهمچن.  بود تري ل يلي گرم در م   يلي م 250 و   150
 عمـده   بي ـ نـشان دادنـد كـه ترك       HPLC شاتيانجام آرما 

 مــشتمل بــر (ني تــانيانــار بــه نــام الاجــ عــصاره پوســت
ــالاجيپون ــ و الاجنيك ــكي ــل ) دي اس ــسئول اص ــرات يم  اث

همـان گونـه كـه      . )18(  باشد ي عصاره م  ني ا يلميوفيضدب
 متفـاوت پوسـت     يقبلا اشاره شد در بررسي اثر غلظت هـا        

ــه مــشخص گرد  ــه صــورت جداگان ــار ب ــان    كــه غلظــت دي
g/mL 01/0 مطالعـه   جينتا.  باشد ي م ري تاث نيشتري ب يدارا

   g/mL 01/0حاضر ثابت نمود كه غلظت موثره عصاره انـار          
  ده  و همكـاران     اراي ـ باك قـات ي باشد كه نـسبت بـه تحق       يم

 ي محتـوا لي ـ بـه دل وانـد  تي امر م ـنيبرابر كمتر است كه ا 
 مـورد اسـتفاده     ي در عصاره متانول   ي فنل ي پل باتيبالاتر ترك 

 حاصـل شـده     اهي پوست س  ي طرح باشد كه از انارها     نيدر ا 
 اذعـان   نگونـه ي تـوان ا   ي حاصـله م ـ   جيبا توجه به نتا   . است

 يشتري ـ ماده مـوثره ب    ي دارا اهي پوست س  يداشت كه انارها  
  .دن باشيم
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 عصاره پوست انار مشاهده شد كه       يمارهاي ت يدر تمام      
 ني ـدر ا .  نشده است  لي تشك يلميوفيدر شش ساعت اول ب    

 و  طي در حـال سـازگار شـدن بـا مح ـ          يمرحله چون باكتر  
 نشده است و لميوفي بلي بوده وارد فاز تشك    ماتيشروع تقس 

ن ي ـ ا نيهمچن.  باشد ي كم م  اري حال تعداد آنها بس    نيدر ع 
 در  ري ـ درگ ي ژن هـا   اني ـ نحـوه ب   لي تواند به دل   يموضوع م 

 ي ته نشست بـاكتر    ي و مدت زمان لازم برا     لميوفي ب ليتشك
 ي لازم بـرا ين ـي و پروتئ يدي سـاكار  ي مـواد اگزوپل ـ   ديو تول 

 باشد  لميوفي ب ي برا ي جهت بستر ساز   هي اول كسي ماتر جاديا
)19.(  

قـات  طـابق بـا تحقي    م مطالعـه  ايـن    يكروسكوپينتايج م     
 نيبه ا . )18(مي باشد    و همكاران    ارايانجام شده توسط باك   

 كانفوكـال آن هـا      كروسـكوپ ي م ي بررس ـ جيصورت كه نتـا   
 ري تحـت تـاث  ي هـا ينشان داد كه ساختار و ضخامت باكتر     

 بـا   تي كه در نها   ابدي ي پوست انار كاهش م    يعصاره متانول 
 . همراه بوده استدي اسلاي بر رولميوفي بزانيكاهش م

  : نهاييهنتيج
 حاضر مي تـوان پـي بـرد كـه كـارايي              مطالعه از نتايج      

در برداشتن بيـوفيلم  ر غلطت هاي مختلف عصاره پوست انا  
  از سطوح و كـشتن بـاكتري هـاي درون بيـوفيلم متفـاوت              

. هـا بـسيار مـوثر بودنـد     ، چنانچه برخي از غلطتمي باشد
ت نمي  البته حذف كامل بيوفيلم تنها با اين تيمارها به دس         

آيد، حتي اگر آن عامل مورد استفاده در مقابل سلول هاي           
 براي حـذف كامـل      ، بنابراين .پلانكتونيك بسيار مؤثر باشد   

بيوفيلم بر روي سـطوح دسـتگاه هـا، تجهيـزات پزشـكي،             
محيط كارخانه هاي توليدي و اماكن بهداشتي بهتر اسـت          

 تركيبـات مـوثره     از تركيب چندين ضـد عفـوني كننـده و         
از آنجايي  .  به طور همزمان استفاده گردد      پوست انار  عصاره

كه تشكيل بيوفيلم در سيستم ها بيانگر وجود آلـودگي در           
، )كه بعضاً غير قابل اجتناب نيز مي باشد       (محيط مي باشد    

به نظر مي رسد جلوگيري از تـشكيل بيـوفيلم بـا مطالعـه              
   براره پوست انارــتركيبات خاص موجود در عصبيشتر اثر 

  

  
با توجـه بـه اثـرات       . بيوفيلم باكتري ها دست يافتني باشد     

ضد ميكروبي قابل توجه عصاره پوست انار كه مي توان بـه            
  . راحتي آن ها را تهيه نمود، پيشنهاد مي گردد

مطالعه اينگونه   از اين همچنين با توجه به نتايج حاصله          
استنباط مي گردد كه كينتيك تـشكيل بيـوفيلم بـاكتري           

 ساعت نـسبت بـه تركيبـات        18وناس آئروجينوزا تا    سودوم
 ،بنـابراين . ضدميكروبي مورد استفاده حـساس بـوده اسـت        

گردد در اعمال تدابير و تيمارهاي ضدميكروبي   پيشنهاد مي 
اين مدت زمان را جهت ضدعفوني نمودن و دوره هـاي آن            

  .مدنظر قرار داد تا اين فرايند مثمر ثمر تر واقع شود
ر از جملــه غنـي تــرين منــابع فلاونوئيــدها و  ميـوه انــا      

اسيدهاى فنولى هـستند كـه جـز مـواد مـوثره و درمـانى               
انتخاب عـصاره پوسـت انـار بـه         . گياهان محسوب مي شود   

عنوان تركيبي كه بيوفيلم هـا كمتـرين مقاومـت را بـه آن            
دهند و بيشترين درصد از آنها را حـذف كـرده و            مي  نشان  

هـا را كـاهش مـي دهـد و هـم            از بين مي برد، هم هزينه       
محيط هايي را كه در آنهـا شستـشوي مـؤثر انجـام شـده                

از سوي ديگر به دليـل طبيعـي بـود          . است، حفظ مي كند   
اين محلول و عدم تأثير منفي بر انسان و اطمينان مـصرف            

بـا  . كنندگان استفاده از آن به راحتي قابل توصيه مي باشد      
 مـي تـوان بـه       عـه مطالتوجه به نتايج بدست آمده در ايـن         

بررسي دقيق تر تاثير تركيبات عمده موجود در عصاره انـار      
ــب   ــازي آن تركي ــا جداس ــت و ب ــاخت ،پرداخ  آن را در س

   .استفاده نمود... وها محصولاتي از قبيل دهان شويه 
  :سپاسگزاري

كليـه  كـه   ح تحقيقـاتي ميباشـد      راين مقاله منتج از ط         
 فنـاوري دانـشگاه      و شي، توسط معاونت پژوه ـ   ات آن اعتبار

 لازم  ،بنـابراين . آزاد اسلامي واحد همدان تامين شده است      
 كمـال   يـاد شـده   مى دانيم از حمايت هاى حوزه معاونـت         

  همچنـين از زحمــات  . تـشكر و قـدردانى را بـه جــا آوريـم    
بي شائبه جناب آقاي دكتر فرمـاني و دكتـر سـيف كـه در      

   .زاريمآناليز نتايج ما را ياري كردند، صميمانه سپاسگ
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Microorganisms form biomass as biofilm in response to many factors, 
in order to adapt to hostile extracellular environments and biocides. Using different herbal 
compounds are of those strategies to deal with biofilm. It has been proved that plants extracts 
such as pomegranate, raspberry and chamomile essential oils have anti-biofilm effects. This 
study aimed to evaluate the effect of different concentrations of black peel pomegranate ex-
tract on Pseudomonas aeruginosa biofilm formation. 
Materials & Methods: In this experimental research the anti-biofilm effect, reducing the amount 
of biofilm formation and growth kinetics of Pseudomonas aeruginosa in different treatments 
was measured by microtiter and plate colorimetric crystal violet method. Biofilm formation 
was also examined using a microscope. Statistical analysis of data obtained from the reading 
of the ELISA was performed using SPSS software, P value 0.05. 
Results: Findings of this study showed that bacteria cannot form any biofilm in first 6 hours of 
incubation, in all treatments. The amount of biofilm formation after 12 hours in 0.01 and 0.05 
g/ mL treatments were medium. Among treatments, after 18 and 24 hours of incubation 0.001 
g/ mL concentration of pomegranate peel extract had medium and strong inhibitory effect on 
biofilm formation, respectively. 
Conclusion: Results of this study showed that biofilm formation and biofilm reduction percent-
age is directly related to the duration of exposure of bacteria that could be due to the different 
phases of growth. Growth kinetics study also revealed that in the majority of treatments the 
growth was incremental up to about 15 hours and decrement afterwards due to the effective-
ness of different treatments. After 18 hours, treatments have greatest influence on biofilm 
formation. The foregoing has been fully confirmed by the results of microscopic slides. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2015; 22 (3): 195-202) 
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