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 مقدمه
امروزه رویکرد جددیددی نسدددبدت بده گياهان دارویی به من ور 
اسدفااده از آنها به عنوان مواد دددميکروبی شده است. ملااعا  

تواند باعث مفوقف کردن نشان داده برخی از مشفقا  گياهی می
. برخی دیگر به ]7[سدددنفز پدفيددوگليکدان در بداکفری شدددوند 
ر در یدا بداعث تیيي ]2[سددداخفمدان یشدددایی آسددديد  بزنندد 

 02/00/0611تاریخ دریافت:  

 20/29/0613تاریخ پذیرش: 

 ها:کلیدواژه
داروهددای  آثددار ددددددميکروبی،

ة گياهی، فلال عصددارشدديميایی، 
 سياه

 

 چکیده
 

ا افزایش مقاومت باکفریایی نسدددبت به داروهای شددديميایی و عواری جانبی که داروهای گياهی، ب زمينه و هدف
ه ااکلی فلال سياه عليهای اند. در این ملااعه اثر دددباکفریایی عصدارهتوجه قرارگرففه امروزه گياهان دارویی کانون

 شود.ارزیابی می بيوتيکبااينی مقاوم به آنفی سویة 1

سددویة باکفری مقاوم به  1اسددفاراع عصددارةااکلی به روس ماسددراسدديون تیييریاففه انجام شددد.  هامواد و روش
 آسينفوباکفر ،باسيلوس سرئوس، سودوموناس آئروژینوزا، اشریشياکلی، اسفافيلوکوکوس اورئوسبيوتيک شدامل: آنفی
ها به روس دیسدددک دیايوژن روی آنها بررسدددی شدددد.در ادامه حداقل یل ت انفااب و تأثير عصددداره کلبسددديلاو 

( به روس ماکروبراث دایلوشددن تعيين شددد. هم نين MBC( و حداقل یل ت کشددندگی )MICی )کنندگممانعت
 ها انجام شد.می باکفریها بر تشکيل و تاری  بيوفيله و مهار فعاايت آنزیاثرباشی این عصاره

  روی ترتيدر قسددمت دیسدددک پليت بيشدددفرین و کمفرین اثر مهارکنندگی مربور به عصدددارة اتانوای به هایاففه
( کمفرین اثر را mg/ml56) MICعصارة مفانوای با بيشفرین مقدار  است.اشریشياکلیو  اسدفافيلوکوکوسهای سدویه

نشان داد.  اشریشياکلی( بيشدفرین اثر مهاری را روی mg/ml25) MICو با کمفرین مقدار سدودوموناسروی باکفری
کلبسددديلا، های ( بر باکفریmg/ml25) MBCبيشدددفرین اثر کشدددندگی مربور به عصدددارة اتانوای باکمفرینمقدار

 ثبت شد. اسفافيلوکوکوسو  باسيلوس ،سودوموناس
بر سویة  mg/ml25ة اتانوای و مفانوای با یل ت ترتي  در تيمار با عصاربيشدفرین و کمفرین مهار تشکيل بيوفيله به

بيشددفرین تاری  سدداخفارهای بيوفيلمی در تيمار با عصددارة اتانوای روی باکفری  مشدداهده شددد.  اسددفافيلوکوکوس
بيشفرین مهار گزارس شده است.  آسينفوباکفرباکفری  و کمفرین تاری  مربور به عصارة مفانوايروی اشدریشياکلی

و کمفرین اثر مهاری در تيمار با عصددارة اتانوای آسددينفوباکفريمار با عصددارة مفانوای روی سددویة فعاايت آنزیمی درت
 .مشاهده شدکلبسيلا روی سویة 

رسددد  های گياهی به دايل عواری جانبی، با ارزس به ن ر میها و اسددان اگرچه کاربرد بااينی عصدداره گيرینفيجه
فلال سدياه باید تققيقا  بيشدفری در زمينةمکانيسه عمل ترکيبا  مرثر ی ااکلی هاعصدارهکاربرد بااينی  اما برای

 این گياهان روی عوامل ميکروبی انجام شود.
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. ]9[هه زدن کوئروم سنسينگ شوند هيدروفوبيسديفة یشا  و به
، اسدفااده از مشفقا  7356 ها در دههبيوتيکآنفی پ  از ظهور
طور واقعی وجود نداشت  صور  عوامل دد ميکروب بهگياهی به

های اخير دانشدمندان مفوجه شدندکه قدر  اما با پيدایش یاففه
 .]4[است قدودشدهها مبيوتيکدد ميکروبی آنفی

ها که شددامل حسدداسيت بيوتيکبا توجه به آثار مضدر آنفی

تر های حساسيت و مههشدید، سرکوب سيسفه ایمنی، واکنش

های ميکروبی مقاوم توسدددعة داروهای از همده رشدددد سدددویه

ددددددميکروبی طبيعی میددل گيدداهددان دارویی برای درمددان 

گياهان، . شدددمار زیادی از ]5[های عاونی نياز اسدددت بيمداری

شددوند  زیرا که ها اسددفااده میمن ور درمان برخی از بيماریبه

اند. در حال حادر های دددميکروبی از خود نشدان دادهفعاايت

درصد از جمعيت دنيا به  46شود که در حدود تامين زده می

. ]1، 1[ها اعفقاد دارند تدأثير ترکيبا  گياهی در درمان بيماری

ها برای افزودن ع مافلف از ادویههزاران سددال اسددت که جوام

های علمی از اواخر کنند. آزمایشطعه و مزة یذاها اسفااده می

ها را ثابت قرن نوزدهه اثر دددددميکروبی تعددادی از این ادویه

 .]4[کرده است 

 7از خانوادة پيدراسه Piper nigrumفلال سياه با نام علمی 

فر در ای با سددداقة راسدددت داردکه بيشددداسدددت که درخف ه

ندر  نيز در هندوسدفان، نواحی گرم آمریکا و جنوب آسيا و به

ت ای مصرفی اسشود. فلال ادویهبعضدی نواحی آفریقا یافت می

. فلال در ]3،76[که نوعی چاشدنی تند برای مواد یذایی است 

درمان یبوسددت، گوس درد، بيماری قلبی، گزس حشددرا ، آبله 

. ]77[شددود دهانی، سددو  هادددمه و دندان درد اسددفااده می

هایی هسفند که عمدتاً باعث های مورد آزمون از باکفریباکفری

شوند. در ملااعا  مير چشمگيری در جوامع بشری می و مرگ

يدداهدان دارویی بددا هدا و گبسددديداری اثر دددددميکروبی ادویدده

هددا مقددایسددده شدددده اسدددت. از زمددان معرفی بيوتيددکآنفی

های مقاوم افزایش روز ها به جامعة دارویی، سدددویهبيوتيکآنفی

ل ها تبدیاند که به معضلی بزرگ در درمان بيماریافزون داشفه

طور جدی شده است. این امر باعث شده است که دانشمندان به

با  دارویی باشند تا بر این پدیده و مسدفمر در پی یاففن ترکي

   یلبه یابند.
های هدف از پژوهش حادر بررسی اثر دد ميکروبی یل ت

های اتانوای و مفانوای فلال سياه بر فرم منارد و مافلف عصاره
                                                                                                                                                                                                 

7. Piperacea 

 بيوتيک است.های پاتوژن مقاوم به آنفیبيوفيله باکفری

 هامواد و روش

 های مورد مطالعهمیکروارگانیسم
های ااکلی ميوة فلال سدددياه بر پژوهش، تأثير عصدددارهدر این 
 (ATCC 7743) های پاتوژن گرم میبت مقاوم به داروبداکفری

Staphylococcus aureus ،(7234 ATCC) Bacillus cereus 
هددای گدرم منای مقدداوم بدده دارو و هدمد دنديدن بدداکدفدری

(21459ATCC )Pseudomonas aeruginosa ، 
(95274ATCC )Escherichia coli ، (7177(ATCC 

Acinetobacter   و(166169ATCC ) Klebsiellapneumonia 
شددده دراین پژوهش از دانشددگاه های بقثباکفری .شددد تعيين
کشدددت مرجع .پزشدددکی کرمدان و زاهددان تهيده شددددنددعلوم

های مذکور دریا ال نگهداری شده و هر ماه در ميکروارگانيسده
 .صور  گرفت نوترینت آگار تجدید کشت

 گیریآوری نمونة گیاه و عصارهجمع
شدددده در این پژوهش از حومة شدددهر کرمان دانة گياه ملااعه 

آوری و پ  از شددناسددایی علمی، در سددایه خشددک و با جمع
آسياب برقی و ااک تا حد ممکن پودر شده و پودر حاصل برای 

گيری به روس عصدداره. های گياهی اسددفااده شدددتهية عصدداره
طی این فرایند پودر هرگياه . ماسدراسيون تیييریاففه انجام شد

درصد  46 درصدد و اتانول 31 های آای مفانولترتي  با حلالبه
ساعت  24 مالور شده و به مد  7:76حجمی-بانسبت جرمی

من ور حذف سددد  به . درجه مرتباً همزده شددد 46 در دمای
ی واتمن قلعا  درشددت گياهی،ترکي  مذکور را از کایذ صدداف

بعد از این مرحله مقلول تیليظ شده در . عبور دادند 7شدمارة 
درجه قرار گرفت تا پودر خشدددکی از عصددداره به  46 انکوباتور

 ای تيره ودست آید، این پودر تا زمان اسفااده در ظروف شيشه
 .]72[در یا ال نگهداری شد 

های گیاه بر فرم میکروبی عصییاره بررسییی اثر ضیید
 های پاتوژنباکتریمنفرد 

 ها به روش انتشار دیسکتعيين ميزان اثربخشی عصاره

های تهيه شده بر فرم گذاری عصدارهمن ور تعيين ميزان اثربه 
های مورد ملااعه از روس انفشار دیسک اسفااده منارد باکفری

گرم از ميلی 766 ناسدت برای تهية مقلول عصارة مقدار. شدد
های مصرفی ه مناسبی از حلالپودر خشدک تهيه شده در حج
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ايفر ميلی 7 اتانول یا مفانول کاملاً حل شدددده و به حجه نهایی
گرم بر ميلی 766 رسددانده و به این ترتي  یل ت نهایی مقلول

های اتانوای در هر یک از مقلول عصاره .ايفر مقاسبه شدميلی
ن پادت) و مفانوای گياهان مورد آزمایش چند عدد دیسک بلانک

و در  مد  یک ساعت در آنوارد شده و به  mm1به قلر ( ط 
ها توسددط پن  و در شددرایط دیسددک. دمای مقيط باقی ماند

 46 آسددفيک از مقلول عصاره خارع و در پليت اسفریل به فور
در . ]79[گراد منفقل شدند تا کاملاً خشک شوند درجة سدانفی

های مصددرفی شدداهد های آیشددفه به حلالاین ملااعه دیسددک
 .آزمایش بودند

من ور انجام آزمون انفشددار دیسددک، یک اوک ازکشددت به 
 مرجع هر باکفری به مقيط نوترینفبراث منفقل شده و به مد 

سد  سوسدانسيون ميکروبی حاصل تا . سداعت انکوبه شد 24
در مرحلة . مک فاراند رقيق شد 5/6رسيدن به کدورتی معادل 

ت يون نمونه برداشبعد به کمک سدوآک اسفریلاز این سوسدانس
. ای انجام شدشدده و در مقيط موارهينفون آگار کشدت سداره

های حاوی عصدداره و درنهایت به کمک پن  اسددفریل دیسددک
 حلال با فاصدددلة من ه روی مقيط قرار گرففه و پليت به مد 

قلر . گراد انکوبه شددددرجة سددانفی 91 سدداعت در دمای 24
انکوباسددديون و با های مذکور پ  از های مهاری دیسدددکهااه
این مرحله سدده بار . ]74[گيری شدددمفری اندازهکش ميلیخط

 تکرار و نفایج آن ثبت شد.

و حدالل ( 0MICتعيين حددالدل ظل دت مهاردنند)ی  
 ( 0MBC ظل ت دشند)ی 

ی های اتانوای و مفانواپ  از تأیيد خاصيت ددميکروبی عصاره
اکروبراث م ها با روساین عصددداره MICگيداه مورد ملدااعده، 

های ناست رقت. معين شد NCCLSIدایلوشن و طبق پروتکل 
های رقت .های گياه مورد ملااعه سدداخفه شدددمافلف عصدداره
بودکه به شدديوة  mg/ml735/6-766  رقت  76 مذکور شددامل

برای . ها تهيه شدسدازی مفواای و از مقلول خخيرة عصارهرقيق
 7 وبه هر کداماواة آزمایش اسدددفریل انفااب  76 این من ور

ه اواة سد  ب. ايفر مقيط نوترینت براث اسفریل وارد شدميلی
افزوده و به  mg/ml 766ايفر از عصدارة با رقت ميلی 7ناسدت 

به  mg/ml56خوبی ورتک  شدددد تا یل ت نهایی این مقلول 
ايفر از این مقلول در شددرایط آسدددفيک به ميلی 7. دسددت آید

ایی در این اواه، نصدددف اواة اواة دوم منفقل شدددد تا یل ت نه
های به همين ترتي  رقت. شدددود mg/ml 25ناسدددت و برابر 

 .های سوم تا دهه ساخفه شدبعدی عصاره در اواه

                                                                                                                                                                                                 
7. Minimum Inhibitory Concentration 

2. Minimum Bactericidal Concentration 

ايفر سددوسدددانسدديون ميلی MIC ،7پ  از آن برای تعيين 
ساعفه که در نوترینت براث رشد کرده و به کدور   24 باکفری

. ر رقت افزوده شددددمک فاراند رسدددانده شدددده بود، به ه 5/6
های مورد ملااعه های شددداهد نيز برای هر رقت عصدددارهاواده

تمامی مراحل خکرشددده در شددرایط اسددفریل . درن رگرففه شدد
درجة  91 سددداعدت در دمای 24 هدا بده مدد انجدام و اواده

پ  از این مد  ميزان کدور  ایجاد . گراد انکوبه شدددسددانفی
مقایسدده وکمفرین های آزمون با شدداهد عصدداره شددده در اواه

 MICیل فی که رشددد باکفری در آن مهار شددده بود به عنوان 
 این آزمون سه بار تکرار شد.. انفااب شد

های گياهی از برای مقاسبة حداقل یل ت کشندگی عصاره
ميکروايفر بر مقيط  766 ، مقدارMICهای تيمار تسدددت اواه

 موارهينفون آگدار فداقدد عصددداره قرارگرففده و بده کمک ميلة
ز پليفی که ا. کننده اسددفریل در سددلی پليت پاش شدددپاش

اواه با کمفرین یل ت عصدارة آاوده شده و باکفری پ  از یک 
گراد درجة سددانفی 91 سدداعفه در دمای 24 دوره انکوباسدديون

 .]75[تعيين شد  MBCدرآن رشد نکرد به عنوان 

بررسییی اثر ضیید میکروبی بر سییایتارهای بیوفیلمی 
 ژنهای پاتوباکتری

 هاي )ياهی برتشکيل بيوفيلمتعيين اثر مهاري عصاره
ی گياه مورد ملااعه بر تشکيل بيوفيله هاعصارهبرای تعيين اثر 
های پاتوژن در این پژوهش از روس ميکروپليت تيفر بدا باکفری

در ميکروپليدت تهيه شدددده در این آزمون . اسدددفاداده شدددد
عصدددارة  هایهدای تيمدار حاوی مقدار برابری از رقتچداهدک

گياهی، سدوسددانسيون ميکروبی و چاهک کنفرل حاوی مقدار 
برابری از سدوسددانسيون ميکروبی و حلال در ن ر گرففه شد تا 

ی گياهی در زمانی که هيچ عامل هاعصددارهميزان اثر باشددی 
. ها وجود ندارد مقایسه شودمهاری در مجاور  ميکروارگانيسه

های مافلف ی رقتير جذب نورتأثمن ور حدذف علداوه بده بده
های شاهدی نيز در ن ر گرففه عصداره و مقيط کشدت، چاهک

چداهک شددداهد عصدددارة حاوی مقدار برابری از مقيط . شدددد
تریدفيک سدددوی براث اسدددفریل و رقت مورد ن ر ازعصددداره و 

 .اسفریل بود TSB چاهک شاهد مقيط کشت حاوی مقيط
برای انجام این بررسددی یک اوپاز کشددت مرجع باکفری به 

سددوسدددانسدديون . سدداعت انکوبه شددد 74 منفقل وTSB مقيط 
. مک فاراند رقيق شد 5/6حاصدل تا رسيدن به کدور  معادل 

ی اتانوای هداعصدددارهاز  mg/ml 25-25/1 سددده رقدت مفواای
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سازی مفواای که در ومفانوای گياه مورد آزمایش به شيوة رقيق
ميکروايفر از هر رقت به  766 ش قبلی آمدد، تهيده و مقداربا

. خانه وارد شد 31 های تيمار و شاهد عصارة ميکروپليتچاهک
های ميکروايفر ازسوسدانسيون باکفریایی به چاهک 766 سد 

در نهایت به چاهک شدداهد مقيط . تيمار و شدداهد افزوده شددد
 766های شدداهد عصددارة ميکرو ايفر و به چاهک 266 کشددت

ميکروپليت مذکور . اسدفریل ادافه شد TSB ميکروايفر مقيط
گراد، بدون درجةسدددانفی 91 سددداعت و در دمای 24 به مد 

 .]71[حرکت انکوبه شد 
يزی آمپ  از گذشدت زمان انکوباسيون ميکروپليت با رنگ

 شوودر این مرحله برای شدست. کریسدفال ویواه بررسدی شدد
گرم  4مقادیر   PBSتهيةمن ور به . اسدددفااده شدددد PBS 7از

NaCl ،72/7  4گرمHPO2K 4گرم  94/6 وPO2KH 166 در 
 مقلول به pH ايفر آب مقلر حل شددده و پ  از رسدداندنميلی
ايفر آب مقلر ادافه و مقلول حاصل به واسله ميلی 966 ،4/1

 اتوکلاو اسفریل شد.
ها به آرامی آميزی کریسدفال ویواه، ناست چاهک در رنگ
شسفه  PBSمرتبه با  2 آسددفيک آسدديره و سدد درشدرایط 
ميکروايفر  756 های بيوفيلمی با افزودنتیبيت ساخفار. شددند

بعد از . دقيقه انجام شدددد 76 ها برای زمانمفدانول به چاهک
درصددد به  7 ميکروايفر کریسددفال ویواه 266 آسددديره مفانول،

درجه  96 دقيقه در دمای 26 ها افزوده و ميکروپليتچداهک
ها باجریان آرام وشوی رنگ ادافی از چاهکشست. نکوبه شددا

 716 آب شددير انجام شددد و پ  از خشددک شدددن ميکروپليت،
ها افزوده و جذب اسدفيک گلاسيال به چاهکميکروايفر اسديد 
 وسددديلة دسدددفگاه ااایزا ریدر و درطول موع ها بهنوری چاهک

 .جام شدتکرار ان 9 آزمایش با. ]71[نانومفرخوانده شد  196

هاي هداي )يداهی بر بيوفيلمتعيين اثر مهداري عصدداره
 تشکيل شده

شدددده در های گياهی ملااعهمن ور تعيين قابليت عصددداره به
های ميکروبی تشدکيل شدده نيز از روس نوسفرو حذف بيوفيله

در این سنجش، ناست بيوفيله تشکيل . وهمکاران اسفااده شد
در ميکروپليت . داده شدددهای گياهی برآن اثر و سددد  عصدداره

های تيمار و شاهد تهيه شده برای این بررسی مقفویا  چاهک
يل برای تشک. همانندآن ه در باش تشدکيل بيوفيله آمد، است

طور که در باش تشدکيل بيوفيله نيز شر  داده بيوفيله، همان
 74 ميکروايفر از سوسدانسيون باکفریایی که به مد  766 شد،

رشد کرده و به کدورتی معادل  TSBسداعت در مقيط کشدت 

                                                                                                                                                                                                 
7. Phosphate buffered saline 
2. Tris (hydroxymethyi)- aminomethane 

های آزمون و شاهد مک فاراند رسدانده شده بود به چاهک 5/6
 91 ساعت در 24 منای وارد و ميکروپليت مذکور بدون حرکت

های در این ميکروپليت چاهک. گراد انکوبه شددددرجة سددانفی
ميکروايفر  766شداهد مقيط کشدت و شاهد عصاره نيز حاوی 

پ  از گذشددت زمان انکوباسدديون، . بوداسددفریل  TSBمقيط 
 ها با احفيار و در شددرایط آسدددفيک تاليه شددده و بهچاهک

شو وشست PBSمرتبه با  2 های پلانکفونيکمن ور حذف سلول
های گياهی مورد ميکروايفر از عصدداره 766 سددد . انجام شددد

به . های تيمار و شددداهد عصددداره افزوده شددددن ر بده چاهک
ميکروايفر و بدده  266 مقيط کشدددتهدای شددداهدد چداهدک
 TSBميکروايفر مقيط  766 های شداهد سدوسدانسيونچاهک

 24 اسدددفریل افزوده شدددده و ميکروپليفبدون حرکت به مد 
 .]74[گراد انکوبه شد درجة سانفی 91 ساعت دردمای

های به من ور بررسدی قابليت هر عصدداره در حذف ساخفار
مان سفال ویواه و به هآميزی کریبيوفيلمی تشکيل شده از رنگ

روشدی اسفااده شد که شر  آن درباش تشکيل بيوفيله آمده 
 است.

هداي )ياهی بر فعاليت آنزیم تعيين اثر مهداري عصدداره
 هاي بادتریایی در بيوفيلمدهيدروژناز سلول
 هایمن ور سددنجش ميزان زنده ماندن باکفریاین بررسددی به 

ی مافلف عصدددار  هاجددا شدددده از بيوفيله در تيمار با رقت
رنگی مقلول در  TTC. انجام شد TTCگياهی و با کاربرد رنگ 

عنوان  است که به -v64/6آب، قابل احيا و با پفانسيل ردوک 
پدذیرندة ااکفرون آنزیه دهيدروژناز باکفری عملکرده و طی این 

ير این واکنش با تیي. شودفرایند بهفر ی فنيل فورمازان احيا می
نانومفر  436 و به کمک تعيين جذب نوری دررنگ همراه بوده 
هرچه ميزان رنگ توايدی بيشفر باشد معرف . شودبررسدی می

فعداايدت بيشدددفرآنزیه دهيددروژناز در مقيط آزمون بوده و به 
عبار  دیگر تعداد سددلول زندة بيشددفری در این مقيط وجود 

 .]73[داشفه است 
 ناسددت بافر آن سدداخفه شددد که از TTCبرای تهية رنگ 

 16 در 2گرم تری  هيدروکسی مفيل آمينومفان 27/7 ترکي 
 4/1 این مقلول pH. دست آمدايفر آب مقلر اسفریل به ميلی

 مقدار. ايفر رسددانده شدددميلی 766 تن يه و حجه نهایی آن به
ايفر از بافر مذکور حل ميلی  46در  TTCگرم ازپودر رنگ  2/6

از آنجا که . ده شددايفر رسددانميلی 766 شدده و حجه نهایی به
ای مقلول تهيه شده به نور بسيار حساس است در ظرف شيشه
 .تيره و پوشانده شده با آاومينيوم در یا ال نگهداری شد
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برای تعيين ميزان فعدداايددت آنزیه دهيدددروژندداز ناسدددت 
هدای ميکروبی بده همان شددديوه که در باش قبل آمد بيوفيله

 .ها اثر داده شدآنهای هر عصاره بر تشکيل شده و سد  رقت
های تيمار و شاهد پ  از گذشدت زمان انکوباسديون به چاهک

افزوده و ميکروپليت به مد   TTCميکروايفر از رنگ  56 مقدار
پ  از . گراد انکوبه شددرجة سدانفی 91 سده سداعت در دمای

نانومفر  436 ها در طول موعاین مدد  جدذب نوری چداهدک
 .]26[تعيين شد 

 هایافتهتحلیل آماری 
این پژوهش در قاا  طر  فاکفوریل انجام و برای هر تيمارسدده 

افزار نرم 71های حاصدل با نساة داده. تکرار در ن رگرففه شدد
SPSS   و با آزمون دو طرفة آناايز واریانANOVA  بررسددی و
داری هر یک از پارامفرهای مورد بررسدددی و هم نين اثر معندا

 و 65/6و با سددلی معناداری  LSDمفقابل آنها به کمک آزمون
 .مقایسه شد 667/6 و 67/6

 نتایج
های اتانوای و مفانوای فلال روی ميزان قلر هااة مهاری عصاره

طور که آمده اسدددت. همان 7هدای پداتوژن در جدول بداکفری
شدود بيشفرین و کمفرین اثر مهارکنندگی مربور مشداهده می

 و فافيلوکوکوساسددهای ترتي  بر سددویهبه عصددارة اتانوای به
 است.اشریشياکلی
های هدای فلادل بر بداکفریعصددداره MBCو  MICمقددار 

آمده اسددت. عصددارة مفانوای با بيشددفرین  2پاتوژن در جدول 
( کدمدفدریدن اثر را روی بدداکفری mg/ml56) MICمدقدددار 

( بيشددفرین mg/ml25) MICو با کمفرین مقدار  سددودوموناس
د.  بيشدددفرین اثر نشدددان دا اشدددریشدددياکلیاثر مهاری را روی 

 MBCکشدددنددگی مربور به عصدددارة اتانوای باکمفرین مقدار
(mg/ml25روی باکفری ) سباسيلو ،کلبسيلا، سودوموناسهای 

 ثبت شد. اسفافيلوکوکوسو 
های فلال بر های مافلف عصدددارهقدابليت هریک از یل ت
مشاص  7های مورد بررسی در شکل تشدکيل بيوفيله باکفری
ترتي  و کمفرین مهار تشکيل بيوفيله بهشدده اسدت. بيشفرین 

بر  mg/ml25در تيمدار بدا عصدددارةاتدانوای و مفانوای با یل ت 
مشاهده شد. تقليل آماری نفایج حاصله اسفافيلوکوکوس سویة 

آمده اسدت. با توجه به این  9های فلال در جدول از اثر عصداره
 های مفااو  این پژوهش درجدول اثر عصارة مذکور بر باکفری

 دار است.معنا 65/6سلی 
های فلال در های مافلف عصدددارهقدابليت هریک از یل ت

های مورد بررسدددی در تاری  سددداخفارهای بيوفيلمی باکفری
آمده است. بر این اساس بيشفرین تاری  ساخفارهای  2شکل 

روی mg/ml5/72بيوفيلمی در تيمار با عصارة اتانوای در یل ت 
رصد( و کمفرین تاری  مربور د 4/39) اشدریشياکلیباکفری  

روی بدداکفری  mg/ml25/1بدده عصددددارة مفددانوای در یل ددت 
تقليل آماری است. هدرصدد( گزارس شدد 3/79) آسدينفوباکفر

آمده است. با  9های فلال در جدول نفایج حاصدله از اثر عصاره
های مذکور بر های مافلف عصارهتوجه به این جدول اثر یل ت

دار تاری  بيوفيله تشددکيل شددده معناهای مافلف در باکفری
 است.

های فلال بر های مافلف عصدددارهقابليت هر یک از یل ت
و  9های مورد بررسی درشکل فعاايت آنزیه دهيدروژناز باکفری

ها با یل ت رابلة براین اسداس اثرباشی عصاره. آمده اسدت 4
بيشفرین مهار فعاايت آنزیمی در تيمار با عصارة . مسدفقيه دارد

( =1/6OD) آسينفوباکفربرسدویة  mg/ml25فانوای در یل ت م
عصدددارة  mg/ml25/1وکمفرین اثر مهداری در تيمدار با یل ت 

با توجه به  .مشداهده شد( =7/2OD) کلبسديلااتانوای برسدویة 
های مافلف آمده است اثریل ت 9تقليل آماری که در جدول 

 دروژنازهای مافلف بر فعاايت آنزیه دهيهدا بر باکفریعصددداره
 دار است.معنا

 
 (.mm  هاهاي )ياه مورد مطالعه بر بادتريهاي مهاري عصارهميانگين لطر هاله. 0جدول 

 عصاره

 باکفری
 عصاره مفانوای عصاره اتانوای

 75±4/6 25±5/6 اسفافيلوکوکوسارئوس

 3±9/6 4±7/6 باسيلوسسرئوس

 76±7/6 4±2/6 پسودوموناس آئروژینوزا

 72±1/6 1±9/6 اشرشياکلی

 77±4/6 4±2/6 کلبسيلا

 76±9/6 3±7/6 آسينفوباکفر
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 (.mg/ml  هابادتري MBC و MICمقادیر. 0جدول 

 عصاره        
 باکفری

 عصاره مفانوای عصاره اتانوای
MBC MIC MBC MIC 

 25 56 - 25 اسفافيلوکوکوسارئوس
 - 56 - 25 باسيلوسسرئوس

 56 - - 25 پسودو موناس آئروژینوزا
 - 56 25 56 اشرشياکلی
 - 25 25 - کلبسيلا

 56 - 56 - آسينفوباکفر

 
ي هاهاي حاصل از بررسی لابليت مهار تشکيل و تخریب بيوفيلم و مهار فعاليت آنزیم دهيدروژناز توسط عصارهتحليل آماري یافته .6جدول 

 .فلفل

 منابع تیيير
 (Sig)داریاسلی معن (MS)ميانگين مربعا   (df) درجه آزادی

تشکيل 
 بيوفيله

تاری  
 بيوفيله

مهار 
 آنزیه

تشکيل 
 بيوفيله

تاری  
 بيوفيله

مهار 
 آنزیه

تشکيل 
 بيوفيله

تاری  
 بيوفيله

مهار 
 آنزیه

 * * - 614/6 697/6 659/6 5 5 5 باکفری
 ** - * 971/6 641/6 711/6 7 7 7 عصاره
 ** - - 413/9 949/6 643/6 9 2 2 یل ت

 - ** - 694/6 656/6 744/6 5 5 5 باکفری*عصاره
 - *** - 677/6 777/6 661/6 9 2 2 عصاره*یل ت
 - - - 624/6 661/6 641/6 75 76 76 باکفری*یل ت

       92 25 25 کل

 داریافاقد سلی معن: - 667/6 داریاسلی معن***:    67/6داری اسلی معن**:   65/6داری اسلی معن*: 
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تأثيرعصارة متانولی فلفل سياه بر بيوفيلم تشکيل شدة  ( مقایسةbها مقایسة تأثير عصارة اتانولی فلفل سياه بر تشکيل بيوفيلم بادتري  (a. 0شکل

 هابادتري

 

 
 

 

 

 

متانولی فلفل سياه بر بيوفيلم  ٔ  مقایسه تأثيرعصاره 0ها   مقایسه تأثير عصارة اتانولی فلفل سياه بر بيوفيلمت شکيل شده بادتري 0  0شکل 
 تشکيل شده بادتري ها
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 هاي پاتوژنل بر آنزیم دهيدروژناز بادتريمتانولی فلف ةتأثير عصار ةمقایس .6شکل 

 
 

 

 هاي پاتوژناتانولی فلفل بر آنزیم دهيدروژناز بادتري ةتأثير عصار ةمقایس .0شکل 

 

 بحث
در آزمون انفشدار دیسددک پليت بيشددفرین اثر مهاری مربور به 

هاری و کمفرین اثر م اسفافيلوکوکوسعصارة اتانوای بر باکفری 
 مشاهده شد. اشریشياکلیمربور به همين عصاره بر 

های مورد بر باکفری P.nigrumبرای  MBCو  MICمقادیر 
 MICدسددت آمد. به mg/ml25-56ملااعه در مقدودة یل فی 

ها یبر دیگر باکفر اشددریشددياکلیجز بر باکفری عصددارة اتانوای 

ای بر دو باکفری عصددارة مفانو MBCمشدداهده نشددد. هم نين 
 وجود نداشت. کلبسيلاو  سودوموناس

 .Pهای عصدداره MICدر مقيط مایع به کاررففه در آزمون 

nigrum ( گرم/ ميلیميلی25-5/72در یل فی بسيار کمفر )ايفر
ايفر( گرم / ميلیميلی766از یل ت به کاررففه در تهية دیسک )

رو قابليت این های مورد بررسی را مهار کردند و ازرشد باکفری
در مقيط مایع چندین برابر  فلال سياههای گياه مهاری عصاره
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ه گيری کردکتوان چنين نفيجهمقيط جامد اسددت. بنابراین می
همانند بسدددياری از  P. nigrumهای ترکيبدا  مرثر عصددداره

ی گياهی دیگر قابليت انفشاری اندکی در مقيط جامد هاعصاره
ی مللوب در این مقيط به ثرگذاراداشفه و بر این اساس برای 

در مقيط مایع نياز است.  مرثریل فی بسديار بيشدفر از یل ت 
 P. Nigrumهایدر مقابله با سدداخفارهای بيوفيلمی نيز عصدداره

بسيار کارآمد بوده و اثر مهاری هر عصاره به یل ت و نوع حلال 
 آن و هم نين نوع باکفری مورد بررسی وابسفه است.

بر عصاره  2666های دورمن و همکارانش در سدال بررسدی
تعدادی ازگياهان دارویی از جمله فلال سدددياه نشدددان داد که 

 و سددودوموناسددژئروژینوزاعصددارة این گياه اثر بازدارندگی روی 
 .]27[دارد  اسفافيلوکوکوس اورئوس

رنی و همکارانش با اسفااده از روس چاهک  2679در سال 
پليدت آگدار به بررسدددی فعاايت ددددد باکفریایی فلال سدددياه 
پرداخفند و نشان دادند که حداکیر قلر هااه مهاری بر باکفری 

( و حدداقدل قلر هااه بر mm74)اسدددفدافيلوکو  گرم میبدت 
 .]22[( است mm4)اشرشياکلی باکفری گرم منای 
نشددان دادند که عصددارة  2675اران در سددال مهرا و همک

ایزوپروپانوای فلال سددياه فعاايت دددد ميکروبی بسددياری عليه 
دارد که به  2باسدديلوسددبروی و  7انفروباکفرآئروژنزهای باکفری

عنوان مادة ددميکروب طبيعی برای مقصواا  یذایی و مکمل 
 .]29[شودیذایی از آن اسفااده می

 هایرم میبت نسددبت به عصددارههای گطور کلی باکفریبه
های گرم منای هسددفند که ممکن تر از باکفریگياهی حسدداس

های گرم منای و ترکيبا  اسدددت بده علت تقمل خاتی باکفری
 .]24[عصارةگياه باشد 

ها تأثيرا  مفااوتی روی درآزمون تشددکيل بيوفيله عصدداره
اابفه باید مفذکر شدددد که برای مهار . ها نشدددان دادندباکفری

و  یاشدریشياکل، اسدفافيلوکوکوسهای پدیدة مذکور در باکفری
 ،سددودوموناسهای یباکفرة اتانوای و در عصددارآسددينفوباکفر 

فرین بيش .ة مفانوای کارآمدتر استعصدارباسديلوس و  کلبسديلا

ود. ب اسدددفافيلوکوکوساثر مهاری مربور به عصدددارة اتانوای بر 
لف دارای های مافدرصدددد بر باکفری 5ها در سدددلی عصددداره

 اخفلاف معنادار هسفند.
های در تارید  سددداخفدارهای  یوفيلمی کارایی عصددداره

P.nigrum  ها در مهارها، بيشدددفر از قابليت آنبر اکیر باکفری 
دراین آزمون خداصددديت . پددیددة تشدددکيدل بيوفيله اسدددت

ده های تشکيل شها در رابله با بيوفيلهکنندگی عصدارهتاری 
ه را ترین بيوفيلحساساشریشياکلی . دارای آثار مفااوتی اسدت

تشکيل  mg/ml25در یل ت  P.nigrumهای نسدبت به عصاره
عصارة  mg/ml25/1دهد و این در حاای است که در یل ت می

 .دارای کمفرین اثر مهاری استکلبسيلا  اتانوای بر
ها بر فعاايت آنزیه دهيدروژناز در ملااعة ميزان تأثير عصاره

در  P.nigrumباکفریایی مشدداص شدددکه نوع اتانوای عصددارة 
های جدا شددده از سدداخفمان بيوفيله روی اکیر نابودی سددلول

ها موثرتر ازنوع مفانوای اسدددت. بيشدددفرین مهار فعاايت باکفری
مفانوای بر مربور بده عصدددارة  mg/ml25/1آنزیمی در یل دت 

مشداهده شدد و عصارة اتانوای این گياه در همين  آسدينفوباکفر
ف های مافلدارای کمفرین اثر بود. یل ت کلبسددديلایل ت بر 
های مافلف در پدیدةتاری  بيوفيله و هدا بر بداکفریعصددداره

 مهار فعاايت آنزیمی دارای اخفلاف معنادار است.
 ياهفلال س اهها به خواص دد بيوفيلمی گيدر دیگر پژوهش

توجه کمفری شدده اسدت. برای میال ای و همکارانش در سال 
قابليت دددد بيوفيلمی و دددد هموايزی چندین عصددارة  2674

گيداهی از جمله فلال سدددياه را بر باکفری اسدددفافيلوکوکوس 
اورئوس تأیيد کردند. آنها نشان دادند که این عصاره ها بيش از 

کنند ری جلوگيری میدرصددد از تشددکيل بيوفيله این باکف 15
]25 ،21 ،21[ 

های فلال سددياه توان نفيجه گرفت که عصددارهرو میاز این
قابليت مناسدبی در مهار پدیدة تشددکيل بيوفيله پسددودوموناس 

 رو نيز تأیيد شدددد آئروژینوزا دارند که این امر در پژوهش پيش
] 24 ،23 ،96[. 
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Abstract 

Background and Aim Recently, herbs take more attention because 

bacterial resistance was increased and herbs drugs have less side 

effects. In this study, the antimicrobial effect of alcoholic extracts of 

Piper nigrum was evaluated against six antibiotic resistance 

pathogenic bacteria. 

Materials & Methods The ethanolic extracts were prepared by 

modified maceration method. The antibacterial effects of extracts 

were assayed against six antibiotic resistant bacteria include: 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aerouginosa, 

Acinetobacter and Klebsiella by disc diffusion method. Also, the 

minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal 

concentration (MBC) of each extracts was determined by macro-

broth dilution method. The antibacterial effect of these extracts was 

analyzed on biofilm formation, destruction and inhibition of enzyme 

activity of bacteria. 

Results In disc diffusion assay the maximum and minimum 

inhibitory effects of extracts was related to S. aureus and E. coli, 

respectively. The methanolic extract with maximum MIC (50 mg/ml) 

had the lowest effect against P. aeruginosa. This extract with 

minimum MIC (25 mg/ml) had the maximum inhibition against E. 

coli. The maximum bactericidal effect related to ethanolic extract 

with MBC value (25 mg/ml) against K. pneumonia, P. aeruginosa, B. 

cereus and S. aureus. The maximum and minimum inhibitory effect 

on biofilm formation related to methanolic and ethanolic extracts at 

concentration (25 mg/ml) against S. aureus. The highest destruction 

of biofilm structures was observed in treatment of ethanolic extract 

against E. coli and the lowest destruction of biofilm was recorded for 

Acinetobacter. The maximum enzyme inhibition activity was 

observed in treatment with methanolic extract against Acinetobacter 

and the minimum effect of enzyme inhibition activity recorded for 

ethanolic extract against Klebsiella. 

Conclusion Medical application of extracts and essential oil of 

medicinal plants for low side effects is valuable. But, for application 

of P. nigrum extracts more researches must be done and mechanism 

of efficient material of these extracts must be determine on 

pathogens. 
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