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شد.  وارد  خالی  استاندارد  دیسک های  روی  به  جداگانه  طور  به 

دیسک های حاوی عصاره در 45 درجه سانتی گراد گذاشته شد 

تا خشک شود. سپس دیسک ها بوسیله پنس استریل روی محیط 

کشت SDA حاوی کلرامفنیکل جهت جلوگیری از رشد باکتری 

گار  آ بلاد  هینتون  مولر  محیط  و  گار  آ هینتون  مولر  محیط  و  ها 

رشد  از  جلوگیری  جهت  ســيكلوهگزميد  بیوتیک  آنتی  حاوی 

قارچ قرار داده شد. در این مرحله کنترل مثبت در محیط کشت 

در محیط  میکروگرم(،   10(   B آمفوتریسین  قارچ دیسک های  

محیط  در  و  میکروگرم(   10( جنتامایسین  اشریشیاکلی  کشت 

)پادتن  میکروگرم(   10( سیلین  پنی  پیوژنز  استرپتوکوک  کشت 

 15 حجم  حاوی  دیسک  شامل  منفی  کنترل  بود.  ایران(  طب، 

میکرولیتر از DMSO 5% بود. پلیت های کشت داده شده  برای 

48 ساعت در 35 درجه سانتی گراد انکوبه شدند )برای هرکدام 

در  جداگانه  کشت  محیط  مذکور  های  باکتری  و  های  قارچ  از 

نظر گرفته شد و آزمایشات برای هرکدام 3 مرتبه به طور مستقل 

CLSI محاسبه  استاندارد  اساس  بر  هاله عدم رشد  تکرار شد(. 

شد ]21، 20[.

MIC تعیین
باکتری  و  ها  قارچ  از  هرکدام  از  میکروبی  سوسپانسیون  ابتدا 

لوله   11 سپس  شد.  آماده  فارلند  مک   0/5 معادل  برده  نام  های 

تهیه و از عدد 1 الی 11 شماره بندی شد، لوله 11 به عنوان شاهد 

در نظر گرفته شد. در مرحله بعد 1 میلی لیتر از سابارو دکسترو 

های  لوله  به   Sabouraud Dextrose Broth )SDB( براث 

از  لیتر  میلی   1 ها،  قارچ   MIC تعیین  گرفته شده جهت  نظر  در 

 MIC لاکتوز براث به به لوله های در نظر گرفته شده جهت تعیین

بخش های مختلف درخت افرا در درمان بیماری های عفونی و رفع 
درد کاربرد دارد. هدف از این بررسی مطالعه اثر ضد با کتریایی و 

ضد قارچی عصاره های آبی و الکلی برگ درخت افرا است.
غلظت های 10، 20، 30  و 50  میلی گرم در میلی لیتر از 
عصاره های الکلی و آبی برگ درخت افرا تهیه و اثر ضد 

قارچی و ضد باکتریایی آن ها به روش های دیسک و حداقل 
غلظت ممانعت کنندگی )MIC( مورد بررسی قرار گرفت. محاسبات 

آماری به وسیله نرم افزارSPSS18  و آزمون های آماری آنالیز 
واریانس دو طرفه و بن فرونی )Bonferroni( انجام گرفت. 

عصاره های آبی و الکلی برگ افرا اثر ضد قارچی نداشتند. عصاره 
آبی نیز اثر ضد باکتریایی نداشت. بیشترین قطر هاله عدم رشد  

اشریشیاکلی و استرپتوکوک پیوژنز در غلظت 50 میلی گرم در 
میلی لیتر از عصاره الکلی مشاهده شد که در اثر بکارگیری عصاره 
متانولی به ترتیب 30 و 20 میلی متر بودند و در اثر به کارگیری 

عصاره اتانولی نیز در غلظت 50 میلی گرم در میلی لیتر بود که به 
ترتیب 20 و 30 میلی متر برای این دو باکتری تعیین شدند. در 

مطالعه ما اثر ضد میکروبی عصاره برگ افرا بر باکتری ها ثابت شد و 
امید است در آینده با مطالعات بیشتر بتوان از آن به عنوان یک ماده 

ضد باکتریایی استفاده کرد.

تست تعیین حساسیت به عصاره  با استفاده از 
دیسک

و  آلبیکنس  کاندیدا    )1/5×  108  CFU/ml  ( سوسپانسیون 

 SDA آسپرژیلوس فومیگاتوس به صورت کشت چمنی روی محیط

و سوسپانسیون اشریشیاکلی و  استرپتوکوک پیوژنز  به ترتیب روی 

داده شد.   گار کشت  آ بلاد  و مولر هینتون  گار  آ محیط مولر هینتون 

متوالی  های  رقت  متانولی  و  اتانولی  آبی،  های  عصاره  کدام  هر  از 

تهیه  لیتر  میلی  میلی گرم در  در غلظت های10، 20، 30  و 50  

شده  تهیه  های  رقت  از  کدام  هر  از  میکرولیتر   15 حجم  سپس  و 

بررسی اثر ضد میکروبی عصاره برگ درخت افرابرروی  اشریشیا کلی، 
استرپتوکوک پیوژنز، کاندیدا آلبیکنس و آسپرژیلوس فومیگاتوس-بخش2

بخش نخست این مقاله درمجله شماره 118 چاپ شده است. دراین شماره بخش دوم و بخش پایانی آن را می خوانید.

منورسادات موسوی زاده، استادیار میکروب شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل
عیسی غلامپور عزیزی، استادیار قارچ شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل

سمانه روحی، داتشجوی دوره دکترای اپیدمیولوژی مولکولی باکتری ها، کمیته تحقیقات دانشجویی، 
                دانشگاه علوم پزشکی کردستان و مرکز تحقیقات سلولی-مولکولی دانشگاه،

بیژن نوری،استادیار گروه اپیدمیولوژی و آمار زیستی، مرکز تحقیقات عوامل اجتماعی موثر بر سلامت، دانشگاه علوم پزشکی کردستان
مولود گرجی، کارشناس ارشد میکروب شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل

شعبان حسن زاده میاندسته، کارشناس ارشد فیزیولوژی گیاهی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل
مهدی نوروزی، کارشناس ارشد علوم اجتماعی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل
هادی علیجانی، دانشجوی دکترای دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل

               مقالات علمی
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منورسادات موسوی زاده، استادیار میکروب شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل
عیسی غلامپور عزیزی، استادیار قارچ شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل

سمانه روحی، داتشجوی دوره دکترای اپیدمیولوژی مولکولی باکتری ها، کمیته تحقیقات دانشجویی، 
                دانشگاه علوم پزشکی کردستان و مرکز تحقیقات سلولی-مولکولی دانشگاه،

بیژن نوری،استادیار گروه اپیدمیولوژی و آمار زیستی، مرکز تحقیقات عوامل اجتماعی موثر بر سلامت، دانشگاه علوم پزشکی کردستان
مولود گرجی، کارشناس ارشد میکروب شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل

شعبان حسن زاده میاندسته، کارشناس ارشد فیزیولوژی گیاهی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل
مهدی نوروزی، کارشناس ارشد علوم اجتماعی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل
هادی علیجانی، دانشجوی دکترای دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل

قطر  بین  و  دارد  داری  معنی  تاثیر  دیسک  روش  در  اشریشیاکلی 

هاله عدم رشد و غلظت های م دو عصاره متانولی و اتانولی با هم 

تفاوت معناداری دارند و عصاره در روش دیسک با افزایش غلظت، 

میانگین سطح هاله در اثر به کارگیری هر دو عصاره افزایش می یابد 

.)p >0/03(

در  که  داد  نشان  فرونی   بن  آزمون  از  حال  نتایج   همچنین 

بر  اتانولی  و  متانولی  های  عصاره  تاثیر  میزان  بین  دیسک  روش 

قطر هاله عدم رشد اختلاف معنی داری وجود داشت )0/05< 

p(. در روش دیسک نتایج حاصل از این آزمون در مورد میزان 
دو  بین  معناداری  تفاوت  که  کرد  ثابت  مختلف  های  غلظت 

غلظت 30 و 50 آشکار نشد )p >0/02(.  همچنین اثر غلظت 

و عصاره با استفاده از آزمون آنالیز واریانس دوطرفه برای باکتری 

استرپتوکوک پیوژنز نشان داد که غلظت های دو عصاره متانولی 

 .)p  >0/001( دارند  معناداری  تفاوت  یکدیگر  با  اتانولی  و 

قطر  موجود،  غلظت  چهار  بین  از  که  گیریم  می  نتیجه  بنابراین 

هاله برای حداقل دو هاله تفاوت معناداری با هم دارند. همچنین 

داد که  نشان  فرونی  بن  آزمون  از  استفاده  و  مقایسه های زوجی 

اشریشیا کلی  و 1 میلی لیتر از سرم فیزیولوژی استریل به لوله های 

در نظر گرفته شده جهت تعیین  MIC استرپتوکوک پیوژنز اضافه شد 

و بر اساس 0/1 سریال رقت، 1 میلی لیتر از عصاره های برگ افرا به 

طور جداگانه به همه لوله ها افزوده شد )برای هر عصاره آبی، اتانولی 

و متانولی یک سری 11 تایی از لوله در نظر گرفته شد(. سپس 20 

میکرولیتر از سوسپانسیون قارچ ها و باکتری های مذکور را به لوله 

های مربوط به خود اضافه و در 35 درجه سانتی گراد به مدت 24 

لوله  MIC در  بر اساس سریال رقت  بنابراین  انکوبه شدند.  ساعت 

یا عدم وجود کدورت  به وجود کدورت  با توجه  بطور مشاهده ای 

تعیین شد ]22[.

محاسبه آماری
نرم افزارUSA   Il ، Chicago، Inc SPSS ( SPSS18( و روش 

انواع  و  غلظت  میزان  اثر  بررسی  جهت  طرفه  دو  واریانس  آنالیز 

Bon� يبي بن فرونی قعصاره بر قطر هاله عدم رشد و از آزمون  تع

باکتری ها  ferroni(( جهت مقایسه دوتایی در روش دیسک در 
.)p >0/05(استفاده شد

یافته ها
نتایج حاصل از سه تکرار برای هر آزمایش جهت تعیین اثر ضد 

میکروبی عصاره آبی و الکلی برگ درخت افرا بر قارچ ها و  باکتری 

و   آلبیکنس  کاندیدا  های  قارچ  که  داد  نشان  آزمایش  مورد  های 

آسپرژیلوس فومیگاتوس نسبت به عصاره های مختلف آبی و الکلی 

برگ افرا هیچ حساسیتی نداشتند و در هیچکدام از موارد هاله عدم 

رشد مشاهده نشد. همچنین عصاره آبی برگ افرا روی اشریشیا کلی 

و  استرپتوکوک پیوژنز اثری نداشت. اما نتایج حاصل از به کارگیری 

عصاره الکلی برگ درخت افرا در روش دیسک بر روی باکتری ها 

نشان داد اشریشیاکلی و استرپتوکوک پیوژنز به عصاره فوق واکنش 

گردید.  مشاهده  دیسک  اطراف  رشد  عدم  هاله  و  اند  داده  نشان 

بیشترین قطر هاله عدم رشد  اشریشیاکلی و استرپتوکوک پیوژنز در 

لیتر از عصاره متانولی مشاهده شد  غلظت 50 میلی گرم در میلی 

که به ترتیب 30 و 20 میلی متر بودند. همچنین بیشترین قطر هاله 

عدم رشد اطراف  اشریشیاکلی واسترپتوکوک پیوژنز در اثر بکارگیری 

عصاره اتانولی نیز در غلظت 50 میلی گرم در میلی لیتر بود که به 

ترتیب 20 و 30 میلی متر تعیین شد )جدول 1(. 

نتایج آماری
باکتری  برای  واریانس  آنالیز  روش  از  استفاده  با  آماری  محاسبات 

رشد  عدم  هاله  قطر  بر  عصاره  و  غلظت  که   داد  نشان  اشریشیاکلی 

جدول1(  میانگین قطر هاله ممانعت از رشد )میلی متر mm( نسبت به 
غلظت های معین )میلی گرم در میلی لیتر mg/ml( از عصاره های متانولی، 

اتانولی و آبی برگ افرا 
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باکتریایی  ضد  اثر  درخت  این  برگ  از  شده  گرفته  الکلی  های 

نشان دادند. تحقیقات نشان داده که قسمت های مختلف گیاهان 

مانند: پوست، برگ، ساقه، میوه و ریشه دارای مواد آنتی اکسیدان 

می باشند. مواد آنتی اکسیدان دارای ترکیبات فنلی بوده و دارای 

اثر دارویی می باشند ]23[. در مطالعه دیگر که توسط احمدی 

اسبچین و همکارانش در سال 2013 انجام شد مشخص شد که 

باکتریایی  ضد  اثر  ازگیل  درخت  برگ  اتانولی  و  متانولی  عصاره 

و  اورئوس  استافیلوکوکوس  آئروژینوزا،  سودوموناس  روی 

لیتر  میلی  بر  گرم  میلی   125 آن    MIC و  داشتند  اشریشیاکلی 

MIC عصاره متانولی و اتانولی  تعیین شد ]24[. در مطالعه ما 

برای اشریشیاکلی  103 × 25 میلی گرم بر میلی لیتر تعیین شد که 

از مطالعه احمدی اسبچین بیشتر بوده و بنابراین حداقل غلظت 

مهارکنندگی عصاره برگ ازگیل بیشتر می باشد. بنابراین نتایج می 

توان گفت برخی از گیاه دارای میزان ترکیبات ضد میکروبی بیشتر 

در برگ یا سایر قسمت های گیاه می باشند ]25، 23[. نیستانی 

اتانولی برگ چای  دادند عصاره  نشان  و خلجی در سال 2007 

داشتند.  مهاری  اثر  پایوژنز  استرپتوکوکوس  باکتری  بر رشد  سبز 

اتانولی برگ افرا اثر ضد  رشد بر روی   در مطالعه ما نیز عصاره 

استرپتوکوکوس پیوژنز داشتند و MIC آن 103 × 25 میلی گرم بر 

میلی لیتر محاسبه شد. پلی فنل های گیاهی و سایر ترکیبات ضد 

هیدروژن  پراکسید  تولید  با  توانند  می  گیاه  در  موجود  میکروبی 

بر رشد میکروب  اثرات مهاری خود را  به دو لایه غشا  و آسیب 

ها اعمال می کنند ]16[. در مطالعه دیگری که توسط زارعی و 

عصاره  قارچی  ضد  اثر  شد  انجام   2013 سال  در   همکارانش 

باکتری  روی  بر  چویر  و  بختیاری  مرزه  ختمی،  گیاه  سه  الکلی 

های اشریشیاکلی، کلبسیلا پنومونیه، استافیلوکوکوس اورئوس و 

گالاکتیه اثر داده شد که بر اساس نتایج به دست  استرپتوکوکوس آ

آمده از مطالعه زارعی نشان که داد بالا رفتن غلظت عصاره الکلی 

هر سه گیاه سبب افزایش در قطر هاله ممانعت از رشد باکتری ها 

شده بود ]26[. بنابراین این نکته قابل توجه است که غلظت های 

با  معناداری  تفاوت   50 و   10 غلظت  دو  برای  هاله  قطر  میانگین 

هم دارد )p >0/001 (و 20 و 50 تفاوت معناداری با هم داشتند 

)p >0/04(. تحلیل آنالیز واریانس نشان داد که بین قطر هاله عدم 

رشد و غلظت های مختلف اتانولی و متانولی در روش دیسک یک 

هاله  سطح  میانگین  غلظت،  افزایش  با  و  است  برقرار  خطی  رابطه 

یابد )جدول  افزایش می  دو عصاره بصورت خطی  از  برای هریک 

1(  )شکل 1 (. 

نتایج حاصل از تعیین MIC  عصاره های برگ افرا نیز نشان داد 

اتانولی103 ×   MIC مربوط به عصاره های متانولی و  که بیشترین 

25 میلی گرم در میلی لیتر   بود )جدول 2(.

بحث
تحقیقات مختلف نشان داده است که پلی فنل های گیاهی و تانن 

مهار  علت  هیدروژن  پراکسید  تولید  و  اتواکسیداسیون  طریق  از  ها 

باکتریایی  اثر ضد  ما  مطالعه  در  ها می شوند )6(.  میکروب  رشد 

عصاره برگ درخت افرا  بر روی رشد اشریشیاکلی و  استرپتوکوک 

پیوژنز ثابت شد اما اثر ضد قارچی مشاهده نشد. دونگ و همکاران 

و  فنلی  ترکیبات  که  دادند  نشان  تحقیقی  طی   2006 سال  در 

در  میکروبی  ضد  اثرات  دارای  افرا  برگ  از  شده  جدا  گلیکوزیدی 

برابر استافیلوکوک اورئوس می باشد ]2[. در مطالعه ما نیز عصاره 

جدول2( میزان MIC  )میلی گرم در میلی لیتر( عصاره های برگ درخت افرا  بر 
قارچ ها و باکتری های مورد آزمایش 

شکل 1( نمایش رابطه خطی بین قطر هاله عدم رشد )محور عمودی(  
و غلظت های مختلف عصاره برگ درخت افرا ) محور افقی(  در 

اشریشیاکلی )A ( و استرپتوکوک پیوژنز )B (؛ فاصله خطوط از یکدیگر 
تایید کننده تفاوت معنی دار سه عصاره با یکدیگر است.
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مختلف عصاره های گیاهی اثرات متفاوت روی رشد میکروب ها 

پیدا می کند.  افزایش  اثر میکروب کشی  افزایش غلظت  با  و  دارند 

بنابراین تفاوت در میزان و مهار رشد میکروب ممکن است به علت 

باشد  نظر  مورد  گیاه  عصاره  های  غلظت  از  متفاوتی  میزان  کاربرد 

دادند که  بهالودیا و شوکلا در سال 2011 گزازش  ]27[. همچنین 

های،  قارچ  رشد  روی  بر  فیستولا  کاسیا  گیاه  هیدروالکلی  عصاره 

کاندیدا آلبیکنس و آسپرژیلوس نایجر موثر واقع و هاله مماعت از 

حاضر  مطالعه  در   .]28[ دیده شد  مذکور  های  قارچ  اطراف  رشد 

از خود  قارچی  اثر ضد  افرا  برگ درخت  الکلی  و  آبی  عصاره های 

شان ندادند. تحقیقات نشان داده است که ترکیبات گیاهی در عصاره 

های گیاهان متفاوت فعالیت و مکانیسم ضد باکتریایی مشابه دارند، 

غشا  سلول،  دیواره  برروی  و  داشته  اختصاصی  هدف  هرکدام  اما 

سیتوپلاسمی، سیتوپلاسم، میتوکندری، DNA و ایجاد آپوپتوزیس 

ممکن است اثر بگذارند. با برای تغییر در هرکدام از موارد نام برده 

بطوری که ماده ضد میکروبی نتواند اثر خود را  اعمال کند موجب 

مقاوت میکروب در مقابل ماده ضد میکروبی می شود ]29[. 

نتیجه گیری
امروزه به علت مقاوت ایجاد شده توسط میکروب ها به ترکیبات 

گیاهی توجه زیادی شده است و در اکثر نقاط جهان مورد استفاده 

قرار می گیرد. در مطالعه ما نیز اثر ضد میکروبی عصاره برگ افرا بر 

باکتری ها ثابت شد، اما  اثر ضد قارچی از خود نشان نداند. با توجه 

به نتایج ذکر شده تحقیقات بیشتری مورد نیاز است تا بتوان ترکیبات 

برگ درخت را استخراج نموده و اثر ضد میکروبی هرکدام از آ ن ها 

را در محیط های in-vivo و in-vitro مورد آزمایش قرار داده تا 

بتوان در مقیاس وسیع تر و مطمئن تر از آن ها  استفاده نمود.

تشکر و قدردانی
بدین وسیله از مسوولان دانشگاه و کارشناسان محترم آزمایشگاه 

که ما را در انجام این طرح مصوب در دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل 

یاری نمودند تشکر می گردد )کد طرح: 51561910717007(.
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