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Abstract 
Introduction: Staphylococcus aureus is one of the most important pathogenic 
bacteria in humans. Due to the antibiotic resistance, treatment of staphylococcal 
infections is difficult. Among the alternative treatment options, plants are considered 
as a rich source of material with antimicrobial activity. The aim of this study was to 
evaluate of the antimicrobial effects of ethyl acetatic, methanolic and water-
methanolic extracts from Satureja khuzistanica, Peganum harmala, Satureja 
sahendica on planktonic growth and biofilm formation of S. aureus. 
Materials and Methods: The extracts were prepared from different parts of plants 
and the antimicrobial properties of the extracts were determined by disk diffusion 
and microbroth dilution method. Also, Crystal violet staining assay was used to 
evaluate the ability to inhibit biofilm formation of S. aureus strains. Disruption of 
pre-formed biofilms of S. aureus strains were evaluated following exposure to plant 
extracts in different concentrations (ranging from 3/125 to 400mg/ml). 
Results: The highest inhibitory zones were showed by ethyl acetatic extract of 
Satureja sahendica (28/6±0.6mm). Minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum bactericidal concentration (MBC) of ethyl acetatic extract of 
S.khuzistanica were 1/562 and 3/125mg/ml, respectively. Besides, methanolic
extract of S. khuzistanica was the most effective extract in inhibition of microbial
cells attachment to surface (57/89%) and it showed disruption of pre-formed
biofilms at the concentration of 50 mg/ml.
Conclusion: The extracts of all mentioned plants had satisfactory antimicrobial
effects against the planktonic growth of S. aureus and methanolic extract of S.
khuzistanica was effective against biofilm formation of S. aureus.
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Introduction  
Staphylococcus aureus is a commensal bacteria 
that colonizes the skin, and mucous membranes 
of the human body and biofilm formation by S. 
aureus isolates have been found in human skin 
lesions. Biofilm formation is a main virulence 
determinant in infection by S. aureus isolates 
and is one of the main sources of resistance. 

Biofilm is a group of microorganisms that 
grows on living and non-living surfaces and 
surrounded by an extracellular matrix to provide 
an important barrier against the antibiotic 
therapies and immune system defense. Due to the 
reduced activity of antibiotics to eliminate the 
biofilm, it is one of the main problems in 
industry and medicine. Given the high 
prevalence of S. aureus in nosocomial infections 
and the failure of antibiotics in complete 
elimination of this pathogen, it is necessary to 
find alternative or complementary therapies. 

Almost all nations and cultures have written 
some texts about plant extracts for medicinal use. 
Plants by producing a wide range of chemicals, 
in addition to having antimicrobial activity 
against planktonic cells, are able to weaken the 
biofilm through specific mechanisms. 

Many studies have shown that medicinal 
plants contain coumarins, flavonoids, phenolics, 
alkaloids, terpenoids, tannins, essential oils, 
lectin, polypeptides, and polyacetylenes. These 
bioactive compounds are used as a starting point 
for antibiotics synthesis in order to treat 
infectious diseases. The crude extract of 
Polygonum persicaria, Rumex hastatus, Rumex 
dentatus, Rumex nepalensis, Polygonum 
plebejum, and Rheum australe have antibacterial 
and antifungal activities, inhibit the growth of 
Citrobacter frundii, Escherichia coli, 
Enterobacter aerogenes, and S. aureus. In 
another study, the effect of ethyl acetate, 
methanol and water-methanol extracts of 
Quercus brantii on biofilm formation and 
biofilm disruption of P. aeruginosa were 
investigated. This study demonstrated that Q. 
brantii extracts had a good inhibitory effect on 
biofilm formation ability of P. aeruginosa and 
could eradicate preformed-biofilms in 
combination with N-acetylcystein. 

This research was aimed to prepare ethyl 
acetate, methanol and water-methanol extracts of 
Satureja khuzistanica, Peganum harmala, 
Satureja sahendica and to evaluate activity of 

these plant materials on planktonic growth and 
biofilm formation of S. aureus. 

Methodology 
Isolates 
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and 9 
clinical isolates were used in this study. Clinical 
isolates retrospectively collected from burn 
wound infections. The isolates were confirmed 
by University of Tehran Microorganisms 
Collection (UTMC) and received in skim milk 
culture. Then clinical strains were cultured onto 
nutrient agar plates and incubated at 37°C for 
24h. Antibiotic susceptibility of isolates was 
examined by disk-diffusion method. 
Preparation of plant material 
Different parts of the plants were initially air-
dried at room temperature and ground to a fine 
powder in a blender. The pulverized materials (1 
g) were extracted by maceration using 10 mL 
ethyl acetate (EtOAc) to obtain crude EtOAc 
extract. The plant materials (1 g) were also 
extracted with 10 mL methanol (MeOH) to 
obtain crude MeOH extract. Same process was 
followed to prepare water-methanol (methanol: 
water, 1:1 v/v) extract. Furthermore, extracts 
were dried and concentrated under reduced 
pressure using a rotary evaporator to yield 
solid/semisolid residues. Stock solutions of 
crude extracts were prepared, filter-sterilized 
(0.45 μm) and stored at 4°C. 
Minimum inhibitory concentration of the 
extracts 
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 
ethyl acetate, methanol and water-methanol 
extracts of plants against S. aureus (ATCC 
25923) was determined by micro-dilution 
method. 

Evaluation of biofilm formation 
Assessment of biofilm formation was performed 
using a microtitre plate assay according to Perez 
et al. Briefly, 1 ml of bacterial suspension (1 
McFarland standard) was added to 2 ml of 
Trypticase Soy Broth (TSB) and incubated at 
37°C for 24h. After incubation, the culture was 
vortexed and thereafter diluted 1:50 in fresh 
TSB, and 200 μl of this solution was incubated 
in 96-well flat-bottomed plates at 37°C for 24h. 
Media with suspended bacteria was then 
removed; the plates were carefully washed two 
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times with sterile phosphate buffer saline (pH 
7.4). 200 μl of 95% ethanol was added to each 
well and air-dried before staining with 200 μl of 
0.4% crystal violet solution for 15 min. After 
removing the dye solution and washing with 
water, the attached dye was solubilized with 10% 
acetic acid and the optical density at 492 nm was 
determined by a microtitre plate reader. TSB was 
used as a negative control (background 
absorbance). A biofilm-positive phenotype was 
defined as an optical density at 492 nm of ≥0.17. 
Inhibition of biofilm formation 
The effect of different concentration (½ MIC, 
MIC and 2 MIC) of ethyl acetate, methanol and 
water-methanol extracts on biofilm formation 
ability was tested on polystyrene flat-bottomed 
microtitre plates. 1 ml of 1 McFarland standard 
suspension of the microorganisms was added to 
2 ml of TSB and incubated for 24h at 37°C. After 
incubation, the stationary-phase culture was 
vortexed and there-after diluted 1:50 in fresh 
TSB, and 100 μl of this solution was added into 
the wells in the presence of 100 μl of each 
extract. Solvents were used as the negative 
controls. Following incubation, the biofilm 
biomass was assayed using the modified crystal 
violet staining assay, and the percentage 
inhibition was determined according to the 
following formula: 

Percentage inhibition = (OD Negative control 
‒ OD Experimental )/(OD Negative control) 
×100 
Evaluation of Minimum Biofilm Eradication 
Concentration (MBEC) 
To test the ability of the extracts to disruption of 
preformed biofilms, biofilms were formed in 96 
well microtitre plates by aliquoting 100 μl of 1 
McFarland suspension of S. aureus diluted 1:50 
in TSB, into the wells. After adding 100 μl fresh 
TSB, the plates were incubated for 24h at 37°C. 
Following incubation, supernatants were 
aspirated, and the wells were rinsed, with sterile 
phosphate buffer saline (PBS, pH=7.4) to 
remove non-adherent bacteria. Then, 200 μl of 
ethyl acetate, methanol and water-methanol 
extracts (that showed some degree of inhibiting 
cell attachment) was diluted in TSB and added to 
a final concentration of 3.125-100 mg/ml in the 
wells. Culture medium was used as the positive 
control. The plates were further incubated for 
24h at 37 °C. The biofilms were scraped 
carefully, and then vortexed for 30s to 

homogenize the samples. Treated and untreated 
samples were serially diluted, plated on the 
nutrient agar plates, and incubated for 24h at 
37°C. The MBEC was the lowest concentration 
of the extract at which 99.99% or more of the 
initial inoculum was killed. 
Data analysis 
Statistical analysis was carried out using SPSS 
Version 19.0. The values were expressed as 
mean ± SD. One-way analysis of variance 
(ANOVA) was used to evaluate any significant 
differences between control and treated groups. 
P <0.05 was considered statistically significant. 

Result  
Antibiotic susceptibility test 
Among 9 clinical isolates, eight isolates showed 
complete resistance to amikacin, amoxicillin-
clavulonate, ceftazidime, oxacillin, gentamicin and 
ciprofloxacin. UTMC 1474 was sensitive to 
amikacin, oxacillin and gentamicin. 

Minimum inhibitory concentration of extracts 
MIC values of ethyl acetate and methanol extracts 
of S. khuzistanica were 1.526, and 3.125 mg/ml, 
MIC values of ethyl acetate and water-methanol 
extracts of S. sahendica were 3.125 and 25 mg/ml, 
and MIC value of methanol extract of P. harmala 
was 6.25 mg/ml. 

Evaluation of biofilm formation 
S. aureus (ATCC 25923) and all clinical isolates 
had biofilm formation ability (OD≥0.17), but with 
different strength. 

Inhibition of biofilm formation 
Methanol extract of S. khuzistanica was found to 
be more effective in inhibiting biofilm formation 
ability of S. aureus than other extracts. All extracts 
in three concentrations (½ MIC, MIC and 2 MIC) 
showed some degree of inhibition. In most of 
cases, there were significant differences between 
treated and untreated groups (p<0.05). 

Evaluation of MBEC 
The results showed that ethyl acetate and methanol 
extracts of S. khuzistanica were more effective in 
eradication of S. aureus preformed biofilms than 
other extracts.  

Discussion 

In the present study, the effect of ethyl acetate, 
methanol and water-methanol extracts of S. 
khuzistanica, P. harmala, S. sahendica on biofilm 
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formation and biofilm disruption of S. aureus were 
assessed. Our results indicated that ethyl acetate 
extract of S. khuzistanica was the most effective 
extract in killing of S. aureus isolates. Eftekhar et 
al. also showed that S. khuzestanica essential oil 
had strong antimicrobial activity against 
multidrug-resistant Acinetobacter baumannii. 

All extracts in three concentrations (½ MIC, 
MIC and 2 MIC) showed some degree of inhibition 
of biofilm formation ability of isolates. Methanol 
extract of S. khuzistanica was found to be the most 
effective extract (57.9 % inhibition). Microbial cell 
adhesion and organization within a polysaccharide 
matrix is an important step in biofilm formation. 
Therefore, the ability of plant extracts to inhibit the 
cell adhesion can result in preventing biofilm 
formation. However, the mechanism of inhibition 
has not fully understood. 

According to our results, ethyl acetate and 
methanol extract of S. khuzistanica were the most 
effective in eradication of S. aureus preformed 
biofilms. According to Skakeri et al. study, in the 
presence of biofilm barrier, the strains react to 
antimicrobial compounds based on the strength and 
thickness of their biofilms. So, concurrent use of 

extract and the compounds increasing biofilm 
permeability provides quick and easy penetration 
of extract into the biofilm and facilitates the access 
of plant extract to the cells accumulated in the 
biofilm.  

Conclusion 

Our results show that methanol extract of S. 
khuzistanica had the most effective inhibitory 
effect on biofilm formation ability of S. aureus and 
could also eradicate preformed-biofilms. More 
understanding of the mechanism of action and the 
natural components of these extracts seems to be 
valuable. 
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 مقدمه.  1

Staphylococcus aureu   زاي  هاي بیماري باکتري   ترین مهم   یکی از
انسان  انسانی با شیوع جهانی و امکان ایجاد عفونت در هر بافتی از  

م  درمان  عفونت ؤ است.  مقاومت  ثر  ظهور  با  استافیلوکوکی  هاي 
بیوتیکی با مشکل مواجه شده و منجر به افزایش استفاده از  آنتی 

 .  ] 1[ هاي سطح آخر شده است  آنتی بیوتیک 
هاي انسانی با تولید بیوفیلم، در بدن انتشار  بسیاري از عفونت 

گیرند  می   أ هاي اولیه مرتبط با بیوفیلم منش کنند یا از عفونت پیدا می 
هاي میکروبی است که به سطوح  اجتماعی از سلول   ، . بیوفیلم ] 2[ 

این اجتماعات میکروبی  زنده و غیرزنده متصل می  در مواد  شود. 
پروتئین  از  ترکیبی  پلی پلیمري خارج سلولی که  و  ها،  ساکاریدها 

نسیم   :مسئولة  نویسند*  
 کاشف 
انقلاب  -تهران  نشانی:   - خیابان 

تهران علوم  -دانشگاه   -پردیس 
زیست بخش   -شناسیدانشکده 

 میکروبیولوژي 
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 66492992دورنگار: 
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 :ORCIDشناسه 

 0000-0002-8105-0231 
اول:  ORCIDشناسه    نویسنده 

0000-0003-2609-9996 
 

 ها:کلیدواژه
Staphylococcus aureus  ،

بیوتیکی،  آنتی  -عصاره   مقاومت 
فعالیت   گیاهی،  هاي 

 ، بیوفیلمضدمیکروبی 

 چکیده
 

هاي  درمان عفونت.  رودشـــمار میزا در انســـان بهیکی از عوامل مهم عفونتaureus Staphylococcus:  زمینه و هدف
ی از این باکتري به علت مقاومت آنتی ت. در میان گزینهناشـ کلاتی مواجه اسـ هاي درمانی جایگزین،  بیوتیکی آن با مشـ

ر ارزیابی  از مواد داراي فعالیتعنوان منابع غنی  گیاهان به تند. هدف از مطالعه حاضـ ر  یثتأهاي ضـدمیکروبی مطرح هسـ
و  Satureja khozistanica ، Peganum harmalaآب متانولی گیاهان   هاي اتیل اسـتاتی، متانولی وضـدمیکروبی عصـاره
Satureja sahendica تشکیل بیوفیلم  رشد پلانکتونیک و برS. aureus .بود 

ها به روش  تهیه و خاصیت ضدمیکروبی عصاره   موردنظر   هاي مختلف گیاهان ها از قسمت عصاره   : هاو روشمواد  
  سازي در مایع بررسی شد. توانایی مهار تشکیل بیوفیلم و تخریب بیوفیلم از پیش تشکیل شدهانتشار از دیسک و رقت

 شد.ها بررسی عصارهاز لیتر گرم بر میلیمیلی 400-3/ 125هاي غلظت پس از تیمار با سویه هاي باکتریایی،
میلی متر) بود.  Satureja sahendica  )6 /0±6/28بیشترین قطر هاله عدم رشد مربوط به عصاره اتیل استاتی    :هایافته

  ؛ بود S. aureus داراي بالاترین اثر کشندگی و بازدارندگی رشد بر  Satureja khozistanica   استاتیهمچنین عصاره اتیل
کهبه رشد طوري  مهارکنندگی  غلظت  کشندگی و حداقل  غلظت  به حداقل  بر میلی   3/ 125و1/ 562ترتیب  آن    گرم 

اره  ثرترین عصؤم  57/ 89  با میانگین درصد مهارSatureja khozistanica   عصاره متانولی  لیتر تعیین شد. همچنینمیلی
  بیوفیلم  لیتر منجر به تخریببر میلی   گرممیلی   50هاي میکروبی به سطح بود و در غلظت  در جلوگیري از اتصال سلول

 شده شد.از پیش تشکیل 
  Saturejaبودند و عصاره متانولی  S. aureusهاي هر سه گیاه نامبرده داراي اثرکشندگی مطلوب بر  عصاره  :گیرينتیجه

khozistanica  .داراي اثر کشندگی مطلوب بر بیوفیلم این باکتري بود 

http://jsums.medsab.ac.ir/
mailto:journal@medsab.ac.ir
mailto:kashefn@ut.ac.ir
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 4، شمارة 28دورة ، 1400 آبانو  مهر دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، 

د و سد مهمی در مقابل  گردن می نوکلئیک اسیدها هستند، محصور  
شوند  بیوتیکی و دفاع سیستم ایمنی محسوب می هاي آنتی درمان 

هاي باکتریایی در انسان مرتبط با تشکیل  درصد از عفونت   80.  ] 3[ 
هستند   برابر  ] 4[ بیوفیلم  در  فقط  شیمیایی  مواد  بیشتر   .

غیراتصال میکروارگانیسم  و  هاي  هستند  فعال  آزادزي  و  یافته 
ور نفوذ و تخریب  منظ توانند به ساختار بیوفیلم نفوذ کنند. به نمی 

ها، هیدرولیز کردن ساختار بیوفیلم ضروري است. محدود  بیوفیلم 
هاي ایجاد شده توسط استافیلوکوکسی  کردن رشد و توسعه عفونت 

ها به دلیل توانایی  بسیار مهم است، اما ریشه کن کردن این عفونت 
موفق    معمولاً  ، گیري بیوفیلم در انواع مختلف سطوح ها در شکل آن 

. بنابراین تلاش براي یافتن مواد ضدمیکروبی جدید و  ] 5[ نیست  
هاي  ایجاد شده توسط میکروارگانیسم   معضلات قوي براي مقابله با  

منظور  ضروري است. به   ، مقاوم به چند دارو و تولیدکننده بیوفیلم 
مقاوم  با  دارویی  ت مقابله  از گیاهان  استفاده  نوظهور،  دارویی  هاي 

تولید  را  ترکیبات مختلفی    ، تواند جایگزین مناسبی باشد. گیاهان می 
ها ضروري نیست اما توانایی  د که براي متابولیسم اولیه آن کنن می 

-تطبیقی گیاه براي زنده ماندن در شرایط نامطلوب را افزایش می 
متابولیت  گیاه دهد.  ثانویه  فنل هاي  آلکالوئیدها،  (همانند  ها،  ان 

ها را در مقابل  ها)، آن ها و لکتین ها، ترپن ها، تانن فلاونوئیدها، کینون 
. اگرچه بسیاري از  ] 6[ کنند  ها محافظت می گیاهخواران و میکروب 

مولکول  و ضعیف  ترکیبات گیاهی  اثربخشی کم  با محدوده  هایی 
ثر باشند  ؤ هاي متعدد بیوشیمیایی م توانند روي هدف هستند اما می 

  ، هاي رایج بیوتیک و موجب کاهش مقاومت گردند، در حالی که آنتی 
د و اغلب داراي  نن ک می گیري  فقط یک هدف را در باکتري نشانه 

اثرات جانبی از جمله بروز مقاومت هستند. بنابراین سنتز ترکیبات  
تواند  هاي گیاهی با اثربخشی بیشتر و سمیت کمتر می مشابه عصاره 

بر   باشد. گیاهان علاوه  هدفی جدید در طراحی داروهاي گیاهی 
علی فعالیت  ضدمیکروبی  سویه هاي  طریق  ه  از  پلانکتونیک  هاي 

قادر به تضعیف بیوفیلم میکروبی هستند    ، هاي اختصاصی مکانیسم 
   هاي مختلف ارزیابی اثر عصاره   ، . بنابراین، هدف از این مطالعه ] 7[ 

Satureja khozistanica  ،Peganum harmala   و  Satureja 
sahendica   سویه    بر در  بیوفیلم  تشکیل  و  پلانکتونیک  رشد 

 بود.   S. aureusاستاندارد و سویه هاي بالینی باکتري  

 ها مواد و روش .  2

 هاي باکتریاییسویه. 2.1
تهیه   25923ATCC  ( S. aureusدر این مطالعه از سویه استاندارد ( 

  (PTCC)هاي صنعتی ایران  شده از مرکز کلکسیون میکروارگانیزم 
-آوري شده از عفونت جمع  جدایه بالینی   9  استفاده شد. همچنین 

از مرکز کلکسیون میکروبی دانشگاه تهران    اي حاد و مزمن زخم ه 

شد  بررسی  و  نتایج  دریافت  به  توجه  با  بالینی  هاي  جدایه   .
هاي جنس  عنوان سویه میایی به هاي مورفولوژیک و بیوشی بررسی 

Staphylococcus   هاي موردنظر در محیط  شناسایی شدند. سویه
درجه انکوبه شدند.    37ساعت در دماي    24نوترینت آگار به مدت  

هاي بالینی نسبت به  بی هریک از سویه و الگوي حساسیت ضدمیکر 
کلاوولانات  - ، آموکسی سیلین AN30هاي آمیکاسین  بیوتیک آنتی 

AMC30  ،  سفتازیدیمCAZ30  اگزاسیلین  ،OX1  جنتامیسین  ،
GM10    سیپروفلوکساسین پادتن    CP5و  شرکت  از  شده  (تهیه 

   . ] 8[ طب) به روش انتشار از دیسک سنجیده شد  

 گیري از گیاهان عصاره .  2.2
این   از  در   Satureja khozistanica  ،Peganum   گیاه   3مطالعه 

harmala   و  Satureja sahendica   عصاره شد.  گیاه  استفاده  هاي 
Satureja sahendica   به هوایی)  بخش  (اندام  از  آماده  صورت 

 فارماکوگنوزي مرکز تحقیقات گیاهان دارویی دانشکده داروسازي، 
آزما  اختیار  تهران در  باکتري دانشگاه علوم پزشکی  شناسی  یشگاه 

 (دانه)،  Peganum harmalaهاي گیاه  پزشکی قرار گرفت و عصاره 
Satureja khozistanica  و هوایی)    Satureja sahendica(اندام 

(ریشه) به روش خیساندن در حلال تهیه شدند. هرباریوم دانشگاه  
یید  أ شناسایی و ت را   Peganum harmalaگیاه   ، شهید چمران اهواز 

بخش فارماکوگنوزي مرکز تحقیقات گیاهان   در ر گیاهان  د. سای کر 
ت   ، دارویی  و  به ش یید  أ شناسایی  عصاره د.  اندام منظور  هاي  گیري، 

برقی   هوایی، ریشه    ، و دانه گیاهان مذکور توسط دستگاه آسیاب 
گیري به روش خیساندن در حلال (اتیل  پودر و خشک شد. عصاره 

ترتیب با حلال اتیل  ر گیاه به استات، متانول و آب) انجام شد. پودر ه 
جرمی   - استات  نسبت  با  پودر    1:10حجمی   - متانول  گرم  (یک 

  1:1متانول با نسبت    - لیتر حلال) و در مورد آب گیاهی در ده میلی 
ساعت، عمل جداسازي کامل حلال از    24از    پس مخلوط شد و  

صورت گرفت. پس از    Rotary evaporator عصاره توسط دستگاه  
اي در یخچال  هاي شیشه ها در ویال زیر هود، عصاره خشک شدن در  

ها از فیلتر سرسرنگی  منظور استریل کردن عصاره نگهداري شدند. به 
 . میکرومتر استفاده شد   0/ 45

 باکتري  نکردن   تعیین قطر هاله رشد .  2.3
 ) استاندارد  سویه  با   25923ATCC (S. aureusاز  سوسپانسیونی   ،

کشت    روي محیط مولرهنیتون آگار کدورت نیم مک فارلند تهیه و  
-گرم بر میلی میلی   400و    200،  100،   50هاي چمنی داده شد. رقت 

عصاره ل  از  رقیق یتر  براي  شد.  تهیه  گیاهی  عصاره هاي  از  سازي  ها 
محلول    ، ها استفاده و با استفاده از دستگاه اولتراسونیک هاي آن حلال 

یده شدند و  چ   ها هاي استریل درون پلیت همگن حاصل شد. دیسک 
عنوان  یک دیسک ریخته شد. به روي  میکرولیتر از هر عصاره    40
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ها  کنترل منفی، از اتیل استات، متانول و آب مقطر استفاده شد. پلیت 
گرماگذاري شدند و قطر    Cο37ساعت در دماي    18- 24به مدت  

 . ] 9[ شد    گیري اندازه کش  هاله عدم رشد توسط خط 

رشد .  2.4 مهارکنندگی  غلظت  حداقل  حداقل   1تعیین  و 
   بر سویه استاندارد   2ندگی غلظت کش 

ها بر میکروارگانیسم با روش  حداقل غلظت مهارکنندگی رشد عصاره 
ذخیره رقیق  محلول  گردید.  محاسبه  مایع  در  عصاره  سازي  از  اي 

لیتر تهیه شد. سوسپانسیونی  گرم بر میلی میلی   200گیاهی با غلظت  
هاي  چاهک به    1:100فارلند تهیه شد و به نسبت  با کدورت نیم مک 

حاوي محیط مولر هینتون براث اضافه گردید. با استفاده از محیط  
غلظت  براث  هینتون  عصاره مولر  مختلف  -  mg/ml)100 ها  هاي 

هاي مختلف عصاره  میکرولیتر از رقت   100) تهیه شد و مقدار  3/ 125
میکرولیتر از هر حلال    100ها به هر چاهک اضافه شد. از میزان  

- 24هاي باکتریایی به مدت  فی استفاده شد. نمونه عنوان کنترل من به 
گرماگذاري شدند. پس از پایان زمان    Cο37ساعت در دماي   18

صورت چشمی بررسی  ها به انکوباسیون، رشد باکتري درون چاهک 
نظر گرفته    در   MICعنوان  شد و اولین چاهکی که فاقد کدورت بود، به 

هاي فاقد  حداقل غلظت کشندگی از چاهک ). براي محاسبه  13شد ( 
میکرولیتر روي محیط جامد نوترینت آگار تلقیح شد و    10کدورت، 

مدت  پلیت  به  دماي   18- 24ها  در  گرماگذاري    Cο 37ساعت 
  MBCعنوان  شدند. سپس کمترین رقت از عصاره که فاقد رشد بود به 

 . ] 10[ درنظر گرفته شد  

سویه .  2.5 بیوفیلم  تشکیل  مهار  و  آزمون  استاندارد  هاي 
   بالینی 

اسپکتروفتومتري  ها به روش  سنجش توانایی تشکیل بیوفیلم در سویه 
هاي باکتریایی  با استفاده از رنگ کریستال ویوله انجام گرفت و سویه 

هاي ضعیف، قوي و بسیار قوي قرار  از نظر تشکیل بیوفیلم در گروه 
مقدار  گرفتند   .cutoff    یا ODc  3به صورت × SD    مقدار از  بالاتر 

به  میانگین جذب چاهک  محیط کشت  (داراي  منفی  کنترل  هاي 
 × ODc < OD ≤ 2هاي داراي  در نظر گرفته شد. چاهک   تنهایی) 

ODc    2در گروه بیوفیلم ضعیف، داراي × ODc < OD ≤ 4 × ODc  
در گروه بیوفیلم بسیار    ODc < OD × 4در گروه بیوفیلم قوي و داراي  

  9ها (یک سویه استاندارد و  . از تمام سویه ] 11[   قوي قرار گرفتند 
نیم مک  کدورت  با  بالینی) سوسپانسیونی  محیط  جدایه  در  فارلند 

دادي لوله استریل  ) تهیه شد. سپس در تع TSBتریپتون سوي براث ( 
محیط   نسبت    TSBحاوي  با  باکتریایی  سوسپانسیون    1:50تازه، 

میکرولیتر در    100رقیق شد. از سوسپانسیون مربوط به هر سویه،  
خانه ریخته شد (کنترل فاقد عصاره و کنترل    96هاي پلیت  چاهک 

به  حلال  شدند). حاوي  گرفته  درنظر  منفی  کنترل    100  عنوان 
رقت  از  ( میکرولیتر  عصاره  مختلف  MIC  ،MIC   1هاي    MICو  �4

1 2� ساعت در    18- 24ها به مدت  ) در هر چاهک ریخته شد. پلیت   
) توسط  ODها ( درجه قرار گرفتند. جذب نوري چاهک   37انکوباتور  

نانومتر بررسی شد. با    490) در  Elisa readerخوان ( دستگاه پلیت 
هاي مختلف  توسط غلظت استفاده از فرمول زیر، درصد مهار بیوفیلم  

 .  ] 12[ محاسبه شد    ) mg/ml)100  -125 /3ها  عصاره 
 

100   × OD  نمونه -  OD کنترل منفی 
 ODکنترل منفی                                   

 

تخریب و نابودي بیوفیلم از پیش تشکیل شده توسط  .  2.6
 هاي گیاهی عصاره 

هاي  ساعته از سویه استاندارد و جدایه   24بیوفیلم    ، در این مرحله 
  24به این صورت که کشت  تشکیل شد.    TSBبالینی در محیط  

  TSB(glucose 0.2%)در محیط    100به    1ساعته باکتري با نسبت  
میکرولیتر ریخته شد.    200خانه به میزان    96تلقیح شده و در پلیت  

ساعت   24به مدت    درجه   37براي تشکیل بیوفیلم، پلیت در دماي  
شد.   چاهک گرماگذاري  انکوباسیون،  زمان  پایان  از  با  پس  ها 

شدند.    (Phosphate buffered saline)بافرفسفات   داده  شستشو 
-  mg/ml)100 هاي مختلف عصاره  میکرولیتر از رقت   200مقدار  
ها ریخته شد (کنترل فاقد عصاره و کنترل حاوي  در چاهک   ) 3/ 125

خانه    96هاي  ل منفی درنظر گرفته شدند). پلیت عنوان کنتر حلال به 
گرماگذاري شدند. پس   Cο37  ساعت در دماي   18- 24به مدت 

ها به  از پایان زمان انکوباسیون، از هر چاهک کشت داده شد. پلیت 
). رقتی از  Cο37ساعت گرماگذاري شدند (دماي    18- 24مدت  

اي از باکتري مشاهده نشد،  نی و در پلیت مربوط به آن، کل عصاره که 
 . ] 13[ بیوفیلم درنظر گرفته شد    ه کنند عنوان رقت تخریب به 
 

 ها . یافته 3
ک از   ت هریـ ــاســـیـ ه الگوي حسـ ه  ســـویـ ت بـ الینی نســـبـ اي بـ هـ

ک آنتی  اســـین، آموکســـی بیوتیـ اي آمیکـ ات،  هـ ســـیلین کلاوولانـ
ین به روش   اسـ یپروفلوکسـ ین و سـ یلین، جنتامیسـ فتازیدیم، اگزاسـ سـ

)، مقاوم  Sصـورت حسـاس ( انتشـار از دیسـک، سـنجیده شـد و نتایج به 
 )R حساس ( ) و نیمهI  نمایش داده شده است.   1) در جدول 

 
 

 
1 MIC 2 MBC 
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 هاي بالینیبیوتیکی سویه. الگوي حساسیت آنتی1جدول 
(S: Sensitive, I: Intermediate, R: Resistance) 

- آموکسی سیلین آمیکاسین باکتریایی سویه 
 کلاوولانات

 سیپروفلوکساسین جنتامیسین اگزاسیلین  سفتازیدیم 

1439UTMC R R R R R R 
1485UTMC R R R R R R 
1446UTMC R R R R R R 
1461UTMC R R R R R R 
1451UTMC R R R R R R 
1455UTMC R R R R R R 
1442UTMC R R R R R R 
1474UTMC S R R S S R 
1478UTMC R R R R R R 

 ) سویه  رشد  عدم  هاله  قطر   .25923ATCC ( Sمیانگین 
aureus  نشان    2هاي گیاهی در جدول  در مجاورت انواع عصاره

اتیل  عصاره  است.  شده    Satureja sahendicaاستاتی  داده 
متانولی  میلی 28/ 0±6/ 6(  عصاره   Saturejaمتر)، 

khozistanica   )1 /1±3 /26   متانولی  میلی عصاره  و  متر) 
Satureja sahendica   )22   اثر  میلی بهترین  داراي  متر)، 

 بازدارندگی رشد بودند. 

 هاي گیاهیاره مجاورت عص در 25923ATCC( S. aureusمیانگین قطر هاله عدم رشد ( .2 جدول

 

 

 

 

 

 

 

3.1  . ) رشد  مهارکننده  غلظت  حداقل  MICحداقل  و   (
( غلظت   عصاره MBCکشنده  سویه  )  بر  برتر  گیاهی  هاي 

 )25923ATCC ( S. aureus 
MIC    وMBC   هاي گیاهی داراي بالاترین قطر هاله عدم  عصاره

 Satureja  استاتی اتیل   بیان شده است. عصاره   3رشد، در جدول  
khozistanica    داراي بالاترین اثر کشندگی و بازدارندگی رشد

و  S. aureus بر  به  MBC و  MIC بود  و  1/ 562ترتیب  آن 

میلی میلی   3/ 125 بر  به گرم  عصاره  لیتر  آن  از  پس  آمد.  دست 
 6/ 25و     = 3MIC/ 125با  Satureja khozistanica   متانولی 

MBC=  استاتی  و با    Satureja sahendicaاتیل 
125 /3MIC = MBC=     هاي  لیتر، در رتبه گرم بر میلی میلی

  MICهایی که داراي کمترین مقدار  عصاره گیرند.  بعدي قرار می 
هاي بعدي مورد استفاده  هاي برتر در آزمایش عنوان عصاره بودند به 

 قرار گرفتند. 
 
 

 هاي گیاهی عصاره
 لیتر) گرم برمیلی(میلی

 
 حلال 

 قطر هاله عدم رشد (میلی متر) 
50    100 200 400 

Satureja sahendica 
 هوایی)  (اندام 

 28/ 6±0/ 6 29 27/ 3±0/ 6 1±19 اتیل استات 

Satureja khozistanica  (اندام هوایی)  15/ 6±0/ 6 13±1 3/14±1/ 1 13/ 6±0/ 6 اتیل استات 
Peganum harmala   

 (دانه) 
 7 5 0 0 اتیل استات 

Satureja sahendica  (ریشه)  10 9 9 8 اتیل استات 
Satureja khozistanica  (اندام هوایی)  3/26±1/ 1 17/ 3±0/ 6 15/ 6±0/ 6 14/ 6±0/ 6 متانول 

Peganum harmala   
 (دانه) 

 3/19±1/ 1 20/ 3±0/ 6 15 11/ 6±1/ 1 متانول 

Satureja sahendica  (اندام هوایی)  22 21/ 3±0/ 6 21 21±1 آب متانول 
Satureja khozistanica  (اندام هوایی)  0 0 0 0 آب متانول 

Peganum harmala   
 (دانه) 

 13 10 7/ 6±0/ 6 7 آب متانول 
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 هاي گیاهی برتر بر سویه حداقل غلظت مهارکننده رشد و حداقل غلظت کشنده عصاره   . 3جدول 
   )25923ATCC (ethy S. aureus 

 
 ها سویه توانایی تشکیل بیوفیلم  .  3.2

توانایی تشکیل بیوفیلم را داشتند    ، هاي موردآزمون همه سویه 
میان 4(جدول   این  در  بالینی    ، ).    داراي   1451UTMCسویه 

سویه  ضعیف،    1446UTMC  و   1442UTMCهاي  بیوفیلم 
ها داراي بیوفیلم متوسط ارزیابی  سویه   سایر داراي بیوفیلم قوي و  

 شدند.  

 nm  490. میانگین جذب نوري هر سویه پس از تشکیل بیوفیلم در  4جدول 
 میانگین جذب نوري در  سویه باکتریایی 

nm490 
 میانگین جذب نوري در  سویه باکتریایی 

nm490 
 25923ATCC 435 /1 1451 UTMC 687 /0 

1439 UTMC 175 /1 1455 UTMC 609 /1 
1485 UTMC 112 /1 1442 UTMC 88 /2 
1446 UTMC 06 /2 1474 UTMC 956 /0 
1461 UTMC 173 /1 1478 UTMC 018 /1 

 
هاي استاندارد درصد مهار تشکیل بیوفیلم در سویه.  3.3

 هاي گیاهی برتر در حضور عصاره S. aureus و بالینی
بهتري عصاره هاله  قطر  دیسک،  از  انتشار  مرحله  در  که  هایی 

میانگین درصد  .  ندشدمطالعه    ودر این بخش انتخاب    ،داشتند
سویه بیوفیلم  تشکیل  غلظت  S. aureusهاي  مهار  هاي  در 

MIC  ،MIC   1 MIC  1و  �4 و �2 متانولی  عصاره   از 

 Peganumو متانولی    Satureja khozistanicaاستاتی  اتیل
harmala  نمودارهاي در  شده  3و    2،  1،  داده    . است  نشان 

متانولی درصد    با   Satureja khozistanica   عصاره  میانگین 
هاي  ثرترین عصاره در جلوگیري از اتصال سلولؤم  89/57مهار  

 .میکروبی به سطح بود

 

استاتی  اتیل   ، Satureja khozistanicaهاي متانولی  حاصل از عصاره  S. aureus هاي بالینی و استاندارد درصد مهار تشکیل بیوفیلم سویه   . 1  نمودار 
Satureja khozistanica   و متانولیPeganum harmala    در غلظتMIC   از هر عصاره 

 حداقل غلظت مهارکننده رشد  هاي گیاهی                                                 عصاره                     
 لیتر) گرم بر میلی (میلی 

 حداقل غلظت کشنده 
 لیتر) گرم بر میلی (میلی 

 Satureja khozistanica         562 /1 125 /3 عصاره اتیل استاتی  
 Satureja khozistanica 125 /3 25 /6 عصاره متانولی  

 Satureja sahendica 125 /3 125 /3 عصاره اتیل استاتی  
 Peganum harmala 25 /6 25 /6عصاره متانولی  

 Satureja sahendica 25 25 عصاره آب متانولی  
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استاتی اتیل  ،Satureja khozistanicaهاي متانولی  حاصل از عصاره S. aureus هاي بالینی و استاندارددرصد مهار تشکیل بیوفیلم سویه  .2 نمودار

Satureja khozistanica و متانولیPeganum harmala   در غلظتMIC 1  از هر عصاره  �2

 
  ،Satureja khozistanicaهاي متانولی حاصل از عصاره S. aureus هاي بالینی و استاندارددرصد مهار تشکیل بیوفیلم سویه   .3 نمودار

MIC   𝟏𝟏در غلظت   Peganum harmalaو متانولیSatureja khozistanica  استاتیاتیل
 از هر عصاره �𝟒𝟒

سویه تخریب  .  3.4 شده  تشکیل  و  بیوفیلم  استاندارد  هاي 
 هاي گیاهی برتر در حضور عصاره   S. aureusبالینی  

پیش تشکیل شده در حضور   از  بیوفیلم  از تخریب  نتایج حاصل 

جدول  عصاره  در  برتر  گیاهی  است.    5هاي  شده  داده  نمایش 
اتیل عصاره  متانولی  هاي  و    Satureja khozistanicaاستاتی 

را در غلظت  بیوفیلم  توانایی تخریب  از خود  بیشترین  پایین  هاي 
 نشان دادند. 

 S. aureusهاي استاندارد و بالینی   کننده بیوفیلم سویه هاي گیاهی برتر تخریب غلظت عصاره   . 5  جدول 
 
 S. aureus سویه باکتري  

Peganum harmala 
 متانولی 

 لیتر) گرم برمیلی (میلی 

Satureja  khozistanica 
 اتیل استاتی 

 لیتر) گرم برمیلی (میلی 

Satureja khozistanica 
 متانولی 

 لیتر) گرم برمیلی (میلی 
25923ATCC 50 50 50 
1485UTMC 400 50 50 
1446UTMC 400 100 50 
1461UTMC 400 100 50 
1451UTMC 400 50 25 
1455UTMC 400 50 25 
1442UTMC 400 100 100 
1474UTMC 200 50 25 
1478UTMC 400 50 25 
1439 UTMC 200 50 25 
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 گیري و نتیجه   بحث .  4
 Saturejaهاي گیاهان  فعالیت ضدمیکروبی عصاره   ، این مطالعه   در 

khozistanica  ،Peganum harmala    وSatureja sahendica  
هاي  بر رشد پلانکتونیک و تشکیل بیوفیلم سویه استاندارد و سویه 

بررسی شد. در بررسی قطر هاله عدم    S. aureusبالینی باکتري  
به  بازدارندگی  اثر  میزان  بالاترین  به  رشد،   Saturejaترتیب 

sahendica   و  (اتیل (متانول)    Satureja khozistanicaاستات) 
ب  نتایج  داشت.  عصاره دست ه تعلق  اغلب  در  داد  نشان  هاي  آمده 

اثر   و  عصاره  غلظت  بین  مستقیم  ارتباطی  موردمطالعه،  گیاهی 
داشت  وجود  متانولی  به   ؛ ضدمیکروبی  عصاره  مورد  در  که  طوري 

Peganum harmala   به    200با افزایش غلظت عصاره، از غلظت
قطر هاله عدم رشد، کاهش مشاهده  گرم بر میلی لیتر، در  میلی   400
 شد. 

به  عصاره دست نتایج  که  داد  نشان   Satureja استاتی اتیل   آمده 
khozistanica با میزان MIC  و MBC    3/ 125و  1/ 562ترتیب  به  

   لیتر، بالاترین اثر کشندگی و بازدارندگی رشد بر گرم بر میلی میلی 
S. aureus  همکارانش و  افتخار  مطالعه  در  داشت.    ) 2017( را 

علیه    Satureja khozistanicaفعالیت ضدباکتریایی عصاره گیاه  
   Acinetobacter baumanniiهاي مقاوم به داروي باکتري  سویه 

دهنده فعالیت ضدباکتریایی قوي این عصاره  بررسی شد. نتایج نشان 
طوري که قطر هاله عدم رشد  به   ؛ هاي بالینی بود علیه تمام سویه 

و میلی 42-29(    =0MBC/ 31- 0/ 62و    =0MIC/ 31  متر) 
 .  ] 14[ لیتر بود  گرم بر میلی میلی 

هاي گیاهی در سه غلظت  آمده، همه عصاره دست براساس نتایج به 
تشکیل   مهار  و  میکروبی  کلونیزاسیون  کاهش  در  رفته،  کار  به 
بیوفیلم موفق عمل کردند و در بیشتر موارد، کلونیزاسیون میکروبی  

حداقل   از    درصد   50را  تعدادي  در  دادند.    MICموارد،  کاهش 
عصاره داراي بالاترین میزان مهار بیوفیلم بود و با افزایش غلظت  

شد و در مواردي  عصاره، افزایش درصد مهار بیوفیلم مشاهده می 
MIC  1   غلظت  MIC   1 حتی   و  �2 داراي بالاترین میزان مهار  �4

مهار   درصد  و  عصاره  غلظت  بین  مشخصی  رابطه  و  بود  بیوفیلم 
با  Satureja khozistanica   اره متانولی بیوفیلم وجود نداشت. عص 

موثرترین عصاره در جلوگیري از اتصال    57/ 89میانگین درصد مهار  
  Satureja khozistanicaها بود. سپس عصاره اتیل استاتی  سلول 

میانگین  متانولی درصد    57/ 43  مهار   با  عصاره   Peganum و 
harmala    هاي بعدي قرار گرفتند.  در رتبه   55/ 88با درصد مهار

ها، پتانسیل بالاي آنها را در  ها در مهار اتصال سلول موفقیت عصاره 
-کاهش کلونیزاسیون میکروبی به سطح که منجر به عفونت می 

کند. مکانیسم اثر عصاره بر مهار اتصال نامشخص  گردد، بیان می 
صاره بر ترکیب اسیدهاي چرب  ثیر ع أ تواند ناشی از ت است اما می 

آب  و  سلول  اتصال  غشاي  که  ازآنجا  باشد.  سلول  سطح  گریزي 

شود،  گریزي سطح تسهیل می وسیله نیروي آب ها به سطح به سلول 
توجه در رفتار سطح  هاي گیاهی منجر به تغییر قابل عصاره   احتمالاً 

-گریز می دوست/ آب ثیر در میزان جذب ترکیبات آب أ و در نتیجه ت 
بلکه    دهند ثیر قرار نمی أ ها تنها غشاي باکتري را تحت ت وند. عصاره ش 

اثر  آنزیم  تحت  است  ممکن  نیز  سلول  متابولیسم  در  دخیل  هاي 
 .        ] 13[ گریزي سطح باشند  عصاره فعال شده و قادر به تغییر آب 

هاي متفاوتی  هاي استاندارد و بالینی با غلظت تخریب بیوفیلم سویه 
اتیل از عصاره  متانول هاي  و    Satureja    khozistanica استاتی 

گرفت  عصاره به   ؛ انجام  که  بسیارقوي  طوري  بیوفیلم  مقابل  در  ها 
سویه  به  سویه   =2OD/ 88با  UTMC   1442مربوط   1446  و 

UTMC    2/ 06باOD=    اثري ضعیف و در مقابل بیوفیلم قوي و
ها قدرت تخریب بیشتري را از خود نشان دادند.  متوسط بقیه سویه 

ها با توجه به  در صورت وجود سد بیوفیلم در مقابل عصاره، سویه 
تشک  می توانایی  نشان  واکنش  عصاره  به  خود  بیوفیلم  دهند.  یل 

هاي  دسترسی عصاره به سلول   ؛ هرچه ضخامت بیوفیلم بیشتر باشد 
. در صورت  ] 15[ تر دشوارتر خواهد بود  هاي عمقی موجود در بخش 

نفوذپذیري بیوفیلم  استفاده همزمان عصاره با ترکیباتی که موجب  
سویه می  و  برداشته  میان  از  بیوفیلم  سد  حالت  شوند،  در  ها 

می  مواجه  عصاره  با  واکنش  گرد پلانکتونیک  صورت،  این  در  ند. 
مکانیسم سویه  وجود  به  توجه  با  عصاره  به  باکتریایی  هاي  هاي 

 . ] 16[ ها متغیر خواهد بود  مقاومت در آن 
 Quercus)، اثر عصاره گیاه  2017در مطالعه کاشف و همکاران ( 

brantii   (ایرانی باکتري    (بلوط  از  بیوفیلم چندین سویه  تولید  بر 
Pseudomonas aeruginosa    پژوهش این  نتایج  شد.  بررسی 

که   داد  ات نشان    ل ی تشک   Quercus brantii  ی استات   ل ی عصاره 
کند. پس از  ی درصد مهار م   70از    ش ی را ب   P. aeruginosa  لم ی وف ی ب 

  متانولی   و ) درصد مهار  52  - 66متانول در آب (   با حلال  آن عصاره 
مهار   44  - 57(  داشتند )  درصد  در   عصاره .  قرار  آب    متانول 

Quercus brantii ،   ر ب شه ی در  پ   لم ی وف ی کن کردن  تشکیل    ش ی از 
 .  ] 17[ مؤثرتر بود   P. aeruginosa  شده 

-اثر ضدمیکروبی عصاره   ) 2016( پور و همکاران  در مطالعه محسنی 
بر حالت پلانکتونی و ساختارهاي    Peganum harmalaاي گیاه  ه 

بیماري   6بیوفیلم   عصاره باکتري  شد.  بررسی  رشد  زا  مهار  در  ها 
بیوفیلم و تخریب ساختارهاي  باکتري  ها پلانکتونی، مهار تشکیل 

ثر بودند و غلظت هر عصاره رابطه مستقیم با اثربخشی  ؤ بیوفیلمی م 
د  تشکیل  آن  مهار  بیشترین  استافیلوکوکسی  جنس  تیمار  اشت. 

 ) باکتري  درصد   90/ 28بیوفیلم  تیمار  و   (Streptococcus 
pneumoniae   ) درصد   77/ 76بیشترین تخریب ساختار بیوفیلمی  (

داشت   همراه  به  که  ] 18[ را  سلولی  خارج  پلیمري  ماده  . حضور 
هاي بیوفیلم است، مانند یک سد فیزیکی مانع  کننده سلول احاطه 

شود. همچنین  هاي درونی بیوفیلم می انتشار کامل عصاره به قسمت 
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منجر به خروج عوامل ضدمیکروبی    effluxهاي  ممکن است پمپ 
عصاره   . ] 19[ شوند   حاضر،  مطالعه   Peganumمتانولی    در 

harmala هاي بالا بود. بنابراین  ، قادر به تخریب بیوفیلم در غلظت
به ترکیباتی نیاز دارد  تخریب بیوفیلم،    براي استفاده از این عصاره  

 که نفوذپذیري بیوفیلم را نسبت به آن افزایش دهند.  
مورداستفاده در    ي ها ها در غلظت عصاره   تمام   ما نشان داد که   ج ی نتا 

  S. aureusباکتري    در   لم ی وف ی ب   ل ی تشک   یی د توانا ن توان ی م   مطالعه   ن ی ا 
در    ی سلول و سازمانده   ی چسبندگ .  د ن مهار کن   یی با درصد بالا را  

در   ی گام   ، د ی ساکار ی پل   س ی ماتر   ک ی    است   لم ی وف ی ب   ل ی تشک   مهم 
سلول    ی چسبندگ   مهار در    ی اه ی گ   ي ها عصاره   یی ، توانا ن ی . بنابرا ] 12[ 
جلوگ ی م  به  منجر  شود   لم ی وف ی ب   ل ی تشک از    ي ر ی تواند  .  میکروبی 

هایی با عملکرد مناسب  ثر عصاره ؤ تحقیقات بیشتر براي یافتن جزء م 
پتانسیل  ثري گردد که  ؤ تواند منجر به یافتن مواد ضدمیکروبی م می 

  از  شتر ی درك ب  همچنین  ها را داشته باشند. بیوتیک جایگزینی آنتی 
تواند در راستاي تولید مواد سنتزي  می   ها عصاره   ن ی عمل ا   سم ی مکان 

 .  شیمیایی با ساختار و عملکرد مناسب، سودمند باشد 

 تشکر و قدردانی 
زیست  دانشکده  میکروبیولوژي  بخش  حمایت  با  کار  شناسی  این 

دانشگاه تهران و همکاري مرکز تحقیقات گیاهان دارویی دانشکده  
 . داروسازي دانشگاه علوم پزشکی تهران انجام شده است 

 تعارض منافع
گونه تعارض منافعی در این دارند که هیچنویسـندگان اعلام می

 .پژوهش وجود نداشته است
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