
  
) و (Kelussia odoratissima Mozaffarian اسانس کرفس کوهیاثرات ضد باکتریایی ترکیبی 

  هاي غذا زاد) با نانوذرات سنتزي نقره علیه باکتريL. Teucrium poliumکلپوره (
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  چکیده

آزمایشـی براسـاس    ،کوهی و کلپوره از نظـر اثـرات ضـدباکتریایی   هاي گیاهان دارویی کرفسکنش نانوذرات نقره با اسانسبه منظور بررسی برهم
طراحی و به اجرا  checkboardیا غلظت بازدارنده افتراقی و با روش ساده شده  FIC) ترکیبی و تعیین شاخص MICمحاسبه حداقل غلظت بازدارندگی (

 هـاي آلـوده کننـده مـواد غـذایی رایـج ماننـد       درآمد. اسانس گیاهان مورد بررسی به روش تقطیر بـا آب اسـتخراج گردیـد. در ایـن تحقیـق بـاکتري      
Staphylococcus aureus، Bacillus cereus  Listeria monocytogenes، Escherichia coli O157:H7  وSalmonella enterica  و

Pseudomonas aureogenosa )مورد استفاده قرار گرفتند. نتایج این تحقیق نشان داد که خاصیت ضدباکتریایی اسانس کلپوره قویترMIC  تا  16/0بین
 MICقره نیز (خاصیت ضدباکتریایی نانوذرات ن .گرم در میلی لیتر) بودمیلی 5/2تا  3/0بین  MICکوهی (لیتر) از اسانس کرفسگرم در میلیمیلی 25/1

) حاکی از وجود اثرات هم افزایی بین FICلیتر) بسیار قابل توجه بود. محاسبه غلظت بازدارنده افتراقی (شاخص گرم در میلیمیلی 025/0تا  006/0بین 
ات نقره و اسانس این دو گیاه بویژه ي کاربرد توام نانوذرنانوذرات نقره و اسانس هر دو گیاه بود که بستگی به نوع پاتوژن مورد بررسی داشت. در نتیجه

کنش آنتاگونیستی بین نانوذرات نقـره و  اسانس کلپوره با غلظت کمتر اسانس خاصیت بازدارندگی قابل توجهی بدست آمد. در هیچکدام از تیمارها برهم
  اسانس این دو گیاه مشاهده نشد.  

  
  ات نقرهنانوذرگیاهان دارویی، برهمکنش، سینرژیست، : هاي کلیدياژهو
 

   4 3 2 1 مقدمه
ها و عدم رعایت غلظـت توصـیه   بیوتیکاستفاده نامناسب از آنتی

هـا گردیـده   بیوتیکریایی به آنتیشده منجر به گسترش مقاومت باکت
). این امر نیاز به کشف و استفاده از ترکیبات طبیعـی داراي  12است (

گیاهـان  خاصیت ضد میکروبی را دو چندان نموده اسـت. اسـتفاده از   
هـا و همچنـین اسـتفاده از    دارویی بومی هر منطقه در درمان بیماري

ها در صنایع غـذایی سـابقه طـولانی دارد. اثـرات ضـد میکروبـی       آن
 انـد ها مورد بررسی قرار گرفتهمتابولیتهاي ثانویه گیاهی مانند اسانس

ي گیاهی استخراج شده هاو مشخص شده است که اغلب اسانس) 27(
داراي خواص حشره کشی، ضد قـارچی، ضـد انگـل، ضـد      از گیاهان

. )11( باشندباکتري، ضد ویروس، آنتی اکسیدانت و سیتوتوکسیک می
                                                

  استاد گروه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد -1
 )Email: azizi@um.ac.ir                          .نویسنده مسئول:        -(*
 گروه زیست شناسی، دانشگاه فردوسی مشهد دانشیار -2
 ، دانشگاه تهراندکتري نانوبیوتکنولوژي -3
 گروه فیزیک، دانشگاه فردوسی مشهد دانشیار -4

هاي آلوده هاي و کپکاز این مواد هم براي جلوگیري از رشد باکتري
کننده مواد غذایی به منظور افزایش عمر نگهـداري غـذاهاي فرآینـد    

. نانو تکنولوژي امروزه )9 و 1( )ودششده در سیستم غذایی استفاده می
اي یافته و طی آن با کوچک نمـودن  در بسیاري از علوم جایگاه ویژه

آید. ر خصوصیات متحصر به فردي بدست میاندازه ذرات در حد نانومت
هـاي مختلـف از پزشـکی و داروسـازي گرفتـه تـا       این علم در زمینه

اربردهاي جدیدي فیزیک، شیمی و کشاورزي و بیولوژي روز به روز ک
. در این میان استفاده از نانوذرات نقره کاربردهاي )5و  4( کندپیدا می

 د. از جمله این کاربردها اثـرات ض ـ )3،5،13(وسیعتري پیدا کرده است
نانوذرات نقره  )21و  17( باکتریایی است و بر اساس نتایج بدست آمده

ا مورد توجه بیشتري ها اخیرنیز اثرات ضد باکتریایی داشته و کاربرد آن
   ).24( قرار گرفته است

 تیره از   Kelussia odoratissima Mozaffarianکوهیکرفس
 چند ه گیا این شود. می نامیده "کلوس" فارسی زبان و در بوده چتریان

 گیـر  بـرف  منـاطق  ارتفاعات و در گیاه این است. معطر و بسیار ساله
 و دریـا  سـطح  از متـر   2500ارتفاع حداقل با و مرکزي زاگرس ناحیه
 اسـت،  بـرف  صـورت  بـه  اغلب مترکهمیلی 400 حدود سالیانه بارش
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به  توانمی گیاه این طبیعی هايرویشگاه ترین ازعمده .یابدمی رویش
 در دوآب صمصـامی  و بازفت ،کوهرنگ منطقه سه هايکوه ارتفاعات

  .)18( کرد اشاره بختیاري و محال چهار استان
) گیاهی معطر از خانواده نعنائیان .Teucrium polium Lکلپوره (

 آلـی، سـواحل   مـواد  و غـذایی  مـواد  نظـر  از فقیر مناطق در که است
 و آفریقـا  شـمال  مدیترانه، ،اروپا مختلف نواحی زار ماسه و سنگلاخی

 صورت به دارویی گونه این. روید می ایران جمله از آسیا غربی جنوب
 شـود مـی  مشاهده نیز خراسان جمله از ایران بعضی مناطق در وحشی

)18.(  
هاي گیاهان مختلف علیه بسیاري از اثرات ضد باکتریایی اسانس

ها ها در کنترل آنباکتریها و مورد بررسی قرار گرفته و نقش موثر آن
ضـد   اثـرات  )19( همکـاران  و عروجعلیـان  .)9و  1( تاس ـاثبات شده 

هـاي مشـابه   باکتريباکتریایی اسانس زیره سیاه و زیره سبز را علیه 
بکار بردند و نشان دادند که اسانس گیاهان خانواده کرفس اثرات ضد 

ها اثرات سینرژیستی را بین این دو باکتریایی متوسط تا قوي دارد. آن
هاي متفاوتی مورد اثرات ضد باکتریایی به روش. اسانس اثبات کردند

میکرودایلوشن ها روش ترین آنگیرند که یکی از دقیقبررسی قرار می
ها بر خواص ارگانولپتیکی مواد غـذایی،  است. با توجه به تاثیر اسانس

ها با استفاده از تکنیـک میکرودایلوشـن و نیـز    آن MICتعیین دقیق 
ها با نانوذرات نقره به منظور به حداقل رساندن بررسی برهمکنش آن

ت میزان مصرف این مواد در صنایع غذایی و همچنین غلبه بر مقاوم ـ
محققان مختلف بـر وجـود خاصـیت    باکتریایی مورد توجه می باشد. 

اند و این خاصیت سینرژیستی بین اسانس گیاهان مختلف تاکید نموده
را اساس استفاده از گیاهان دارویی بصورت مخلـوط در طـب سـنتی    

همچنین اخیرا استفاده از اسانس گیاهان دارویـی   .)31و  19( دانندمی
بـراي کنتـرل    نـانوذرات  ات منحصر بفـرد ایـن  در ترکیب با خصوصی

ها به عنوان یک روش جدید بیوتیکهاي مقاوم در برابر آنتیمیکروب
در این تحقیق اثرات ضد باکتریـایی  . )26و  25(و نو اثبات شده است

 اسانس دو گیاه دارویی فوق به همـراه نـانوذرات نقـره علیـه برخـی     
 Staphylococcus ج ماننـد هاي آلوده کننده مواد غذایی رایباکتري

aureus ،Bacillus cereus  Listeria monocytogenes ،
Escherichia coli O157H7 و Salmonella enterica  وP. 

aureogenosa هدف از انجام این تحقیـق   بررسی قرار گرفت. مورد
ــیات    ــره و خصوص ــانوذرات نق ــرد ن ــق خصوصــیات منحصــر بف تلفی

کلپوره به منظور دستیابی به یک  وکوهی کرفسضدمیکروبی اسانس 
هاي گیاهی نانوبیوسیستم است که قادر باشد با کمترین میزان اسانس

  بالاترین خاصیت ضدباکتریایی را ایجاد کند.  
  
  
  

  هامواد و روش
  مواد گیاهی

از مرکز تحقیقات کشـاورزي و منـابع   کوهی پیکر رویشی کرفس
شکده کشـاورزي مشـهد   طبیعی اصفهان و پیکر رویشی کلپوره از دان

تهیه و هر دو نمونه در پژوهشکده علوم گیاهی بررسی به ثبت رسیده 
، توسـط دسـتگاه    1سانس گیري به روش تقطیر با آبو تایید شدند. ا

گرم از نمونه هاي خرد شـده از دو گیـاه،     25با استفاده از   2کلونجر
ده اسانس بدست آمدرجه انجام گرفت.  100ساعت در دماي  3بمدت 

 4هـاي تیـره در دمـاي    در شیشـه با سولفات سدیم خشک آبگیري و 
   تا زمان مصرف نگهداري گردیدند.  درجه

  
  تهیه نانوذرات نقره

نانوذرات نقره از دانشکده داروسازي دانشگاه علوم پزشکی مشهد 
و با استفاده از عصـاره آبـی    3تهیه گردید. این نانوذرات به روش سبز

تهیه  10به نسبت یک به  (Rosmarinus officinalis) گیاه رزماري
هـا بـین   اندازه ذرات آن  Particle analyserشده بودند و با دستگاه 

  نانومتر تعیین شده بود.    90-100
  
  هاي مورد آزمایشهاي باکتريسویه

زاي مواد غـذایی  در این تحقیق با توجه به عوامل مهم مسمومیت
گـرم منفـی اسـتفاده گردیـد. از      از هر دو گروه باکتري گرم مثبـت و 

 Staphylococcus (ATCC 25923) مثبت شاملهاي گرم باکتري
aureus، (ATCC 11778) Bacillus cereus  و(ATCC 
19112)  Listeria monocytogenes ــاکتري ــرم  و از ب ــاي گ ه

 (ATCC 49416)و   E. coli O157:H7 (ATTC 700728)منفی
Salmonella enterica ) وATCC 15442( Pseudomonas 

aeruginosa هاي انتخاب شدند و از مرکز کلکسیون میکروارگانیسم
هاي هاي علمی و صنعتی ایران تهیه گردیدند. باکتريسازمان پژوهش

درجــه  -85درصــد در دمــاي  15مـورد نظــر از اســتوك گلیســیرول  
 ,Merck)گــراد خــارج و در محــیط مــایع تریپتیکــاز ســویا ســانتی

Darmstadt, Germany)  گراد احیا شدند. درجه سانتی 37، در دماي
 ,Merck)هــا در محـیط تریپتیکـاز ســویا آگـار   پـس از آن بـاکتري  

Darmstadt, Germany)  ها کشت شدند.براي اثبات خلوص کلنی  
  
  
  

                                                
1- Hydrodistilation  
2- Clevenger 
3 - Green synthesis 
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  تعیین خاصیت ضد باکتریایی
بـا   (MIC) 1سنجش میزان حـداقل غلظـت بازدارنـدگی   

 2استفاده از متد میکرودایلوشن
بر اساس مقالات منتشر  (MIC) حداقل غلظت بازدارندگیمقادیر 

تعیین گردید. بـراي   )27تپ و همکاران، ؛ 9(کالمبا و همکاران،  شده
 22-24وژن یاد شده یک کشت این منظور از سویه هاي باکتریایی پات

گراد و در محـیط مـولر   درجه سانتی 37کشت شبانه) در دماي ساعته(
هـاي اسـتوك از   تهیه شـد. محلـول   (MHB, Oxoid)هینتون براث 

ها و مواد استاندارد ضد میکروب (آنتی بیوتیک کلرامفنیکل) در اسانس
3DMSO تهیه شدند.  

تر با استفاده از محیط کشت مولر هینتون براث هاي رقیقمحلول
لیتر تهیه شدند و گرم در میلیمیلی 1/0لیتر تا گرم در میلیمیلی 10از 
 ایی کـه قـبلاً  خانه 96هاي پلیتتیترها به میکرواز آن میکرو لیتر 70

بودند اضافه گردید. سپس   MHBمیکرو لیتر محیط کشت  70حاوي 
مـک   5/0میکرو لیتر از سوسپانسیون باکتریایی معادل اسـتاندارد   70

ــاوي   ــه ح ــد ک ــی  10 8فارلن ــر میل ــاکتري در ه ــرب ــه   4لیت ــود، ب ب
 210ر مجموع این آزمایش با حجـم ها اضافه گردید. دپلیتتیترمیکرو
مشـابه بـراي کنتـرل      لیتر در هر چاهک انجام شد. آزمایشاتمیکرو

و بـاکتري تحـت تیمـار) و کنتـرل       MHB،DMSO مثبت (شـامل 
و اسـانس مـورد    MHB ،DMSO (شـامل  استریلیتی یا کنترل منفی

درجـه   37سـاعت در دمـاي    22-24ها به مـدت  آزمایش) بود. نمونه
اولین چاهک بدون کـدورت   خانه نگهداري شدند. در گرم گرادسانتی

گزارش  mg/ml، به صورت  (MIC)به عنوان حداقل غلظت بازدارنده 
ه بـا تکـرار گردیـد و میـانگین     اقل بـراي س ـ شد. تمام آزمایشات حد

ارائـه گردیـد    MBCو MIC  نتـایج   هاي بدست آمده، به عنوانداده
رامفنیکـل بـه عنـوان ترکیـب     ل). در ایـن پـژوهش از ک  3تا 1(جداول 

  استاندارد جهت مقایسه نیز استفاده گردید.
  

  (MBC)5سنجش میزان حداقل غلظت کشندگی
هــا بــا توجــه بــه اســانس (MBC) حــداقل غلظــت کشــندگی 

هـایی کـه رشـد    میکرولیتر از چاهک 5تعیین شد. میزان   MICنتایج
حـاوي محـیط   هاي متوقف شده بود، به پلیت ها کاملاًباکتري در آن

سـاعت و در   22-24کشت مولر هینتون آگار منتقل شد و بـه مـدت   
هـایی  خانه نگهداري شدند. غلظـت گراد در گرمدرجه سانتی 37دماي 

                                                
1 -Minimum inhibitory concentration 
2- Microdilution assay 
3- Dimethyle sulfoxide  
4 -108 colony forming units (cfu/ml) (according to MC 
Farland turbidity standards) 
5 - Minimum bactericidal concentration 

  ).4( گزارش شدند MBCکه فاقد رشد باکتري بودند، به عنوان مقادیر 
   ) FIC(6غلظت بازدارنده افتراقیسنجش 

   نوذرات نقرهبه منظور تعیین برهمکنش اسانس و نا
با توجه به هدف از تحقیق، فعالیت ضد باکتریایی مخلوط اسانس 
هر یک از گیاهان مورد نظر بصورت ترکیب با نانوذرات نقره نیز مورد 

) 1العمل متقابل این دو با استفاده از فرمول (ارزیابی قرارگرفت. عکس
 وشو با ر یا غلظت بازدارنده افتراقی FICو براساس محاسبه شاخص 

این روش یکـی از  . )20و  19( انجام گرفت checkboardساده شده 
کنش دو ماده ضـد  هاي کاربردي در تعیین برهمترین تکنیکمتداول

 باشد چرا که اصول آزمـایش کـاملاً  می In vitroمیکروب در شرایط 
  باشد.  قابل درك و محاسبات ریاضی و تفسیر نتایج آن ساده می

از فرمول زیر  FIC)دو اسانس یاد شده (  براي تعیین بر هم کنش
 استفاده شد.

)1(  
alone MIC

ncombinatioin  MIC

C

C+
alone MIC

ncombinatioin  MIC

B

B=BCSumFIC 

BCSum FIC  :      مجمـوع غلظـت بازدارنـدگی افتراقـی اسـانس و
  نانوذرات نقره

B؛: اسانس C نانوذرات نقره :  
BMIC حداقل غلظت بازدارندگی اسانس : 
CMIC: زدارندگی نانوذرات نقرهحداقل غلظت با  

IndexFIC  براي اسانس ها و نانوذرات نقره محاسبه شدند. مقادیر
تا  9/0دهنده اثرات سینرژیستی، مقادیر مابین  نشان 9/0تر از کوچک

حاکی از وجود اثرات  1/1و مقادیر بیشتر از  7موید اثرات افزایشی 1/1
نـین بـا رسـم    . همچ)22و  19( شـود آنتاگونیستی در نظر گرفته مـی 

آزمایشات میتوان بر اساس مدل زیر نـوع   FICایزوبولوگرام مربوط به 
  برهمکنش را تعیین نمود. 

  
ایزوبولوگرام شماتیک تعیین نوع روابط برهمکنشی بین دو  1-شکل 

   Bو  Aفاکتور 
Fig 1 Schematic isobologram of interaction between two 

                                                
6 - Fractional inhibitory concentration 

در برهمکنش افزایشی اثرات بازدارندگی کل برابر مجموع اثرات بازدارندگی هـر   -5
شـوند در  کدام از عوامل است و درواقع اثرهر کدام از عوامل با یکـدیگر جمـع مـی   

در برهمکنش سینرژیستی اثـر بازدارنـدگی کـل بیشـتر از مجمـوع اثـرات       که حالی
  بازدارندگی هرکدام از عوامل خواهد بود. 
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factors A and B  
  

   بحث نتایج و
  کوهیکرفسخواص ضد باکتریایی اسانس 

ــر حســب ( MBCو  MICنتــایج حاصــل از بررســی   )mg/mlب
هاي مورد بررسی در این تحقیق در علیه باکتريکوهی کرفساسانس 
 MICآورده شده است. همانگونه که از این جدول بر می آید  1جدول 

ــانس  ــرفساس ــوهی ک ــاکتريک ــه ب ــامل علی ــت ش ــرم مثب ــاي گ   ه
 S. aureus ،B. cereus و  L.  monocytogenes  تـا   31/0مـابین

 S. aureusهـاي گـرم مثبـت    متغیر است. از میان این باکتري 25/1
 میـزان . حساسیت کمتـري نشـان داد   B. cereus و حساسیت بیشتر

MBC   علیـــه کـــوهی کـــرفساســـانسB. cereus و  L. 
monocytogenes میزان  باMIC که میزان برابر بود در حالیMBC 

 بدست آمد.    62/0 برابر B. cereus علیهکوهی کرفساسانس 
هاي گرم منفـی  علیه باکتريکوهی کرفساسانس  MICبررسی 

 .Pو     E. coli O157H7 ، S. enterica  مـورد بررسـی شـامل    
aeruginosa  متغیر اسـت.   5/2تا  62/0نشان داد که مقادیر آن بین

از میـان باکتریهـاي گـرم     گونه که از این جدول مشخص استهمان
 P. aeruginosa  حساسـیت کمتـر داشـت و    S.  entericaمنفـی  

این نتایج همچنین نشـان دادنـد کـه در     .حساست بیشتري نشان داد
آن برابر  MBCبا کوهی کرفساسانس  MICهاي گرم منفی باکتري

کـوهی  کـرفس اسـانس   MICها است. در مجموع بر اساس این یافته
هـاي گـرم منفـی    تـر از بـاکتري  اي گرم مثبت کوچکهعلیه باکتري

   ). 1(جدول  بدست آمد

  
 کوهی و کلپوره به روش میکرودایلوشن) اسانس کرفسMBCو  MICفعالیت ضد باکتریایی ( - 1جدول 

Table 1- Antibacterial activity (MIC & MBC) of K. odoratissima Mozaff. and T. polium L. essential oils by microdilution  
Method 

 پاتوژن
Pathogens 

 گرم واکنش
G 

 نژاد
ATCC 

کوهیکرفس  
K. odoratissima 

 کلپوره
T. polium 

MIC 
(mg/ml) 

MBC 
(mg/ml) 

MIC 
(mg/ml) 

MBC 
(mg/ml) 

S. aureus + ATCC 25923 0.31 0.62 0.16 0.31 
B. cereus + ATCC 11778 1.25 1.25 0.62 0.62 

L. monocytogenes + ATCC 19112 0.62 0.62 0.31 0.62 
E. coli O157:H7 - ATCC 700728 1.25 1.25 0.62 0.62 

S.  enterica - ATCC 49416 2.5 2.5 1.25 1.25 
P. aeruginosa - ATCC 15442 0.62 0.62 0.31 0.62 

MIC =حداقل غلظت بازدارندگی ،MBC =حداقل غلظت کشندگی  
  

  اسانس کلپورهخواص ضد باکتریایی 
هاي مقادیر حداقل غلظت بازدارندگی اسانس کلپوره علیه باکتري

). مشـابه نتـایج   1(جـدول   متغیر بود 62/0تا  16/0گرم مثبت مابین 
ترین باکتري به اسانس کلپوره حساسکوهی کرفسحاصل از اسانس 

S. aureus میزان. بودMBC     آورده  1اسانس کلپوره نیـز در جـدول
برابر بود  MBCبا  MICکه در آن  B. cereus ءه استثناشده است. ب

 MICدو برابر  MBCمیزان  L. monocytogenes  و S. aureusدر 
 .   بدست آمد

هاي گرم منفی نشـان  علیه باکتري لپورهکاسانس  MICبررسی 
 MICمتغیر است. در ایـن بـین    25/1تا  31/0داد که مقادیر آن بین 

 MICکه بدست آمد در حالی 31/0برابر    P. aeruginosaمربوط به 
مربـوط   MICو  62/0 برابر E. coli O157:H7اسانس کلپوره علیه 

لیتـر مشـاهده شـد. در    گرم در میلیمیلی 25/1برابر  S. entericaبه 
. بالاتري داشتند MICهاي گرم منفی مورد اسانس کلپوره نیز باکتري

 .Pمربـوط بـه    MBCاسانس کلپوره نشان داد کـه    MBCبررسی 

aeruginosa  دو برابرMIC     کـه  آن بدسـت آمـد در حـالیMBC  
  ها بود. آن  MICهاي گرم منفی برابر اسانس کلپوره علیه بقیه باکتري

و کلپـوره  کـوهی  کـرفس مقایسه نتایج اثرات بازدارندگی اسانس 
نشان میدهد که در مجموع اسانس کلپوره خاصـیت ضـد باکتریـایی    

هاي دارد و در هر دو باکتريکوهی کرفسه اسانس قوي تري نسبت ب
تر بودند. بررسـی  هاي گرم منفی حساسگرم مثبت نسبت به باکتري

اثرات ضد باکتریایی اسانس گیاهان دیگر از خانواده نعنا مانند آویشن 
در  )1( هاستباغی، مرزه، نعنا فلفلی، حاکی از قوي تر بودن اثرات آن

خواص ضد باکتریایی اسانس گیاهان  )7( نو همکاراگاچکار که حالی
 و همکارانعوجعلیان خانواده کرفس را متوسط تا قوي گزارش دادند. 

زیره سـیاه و زیـره سـبز را بررسـی و     ضد باکتریایی نیز خواص ) 19(
  نشان دادن که بین این دو اسانس خاصیت سینرژیستی وجود دارد. 

  
  نانوذرات نقرهضد باکتریایی خواص 

صل از بررسی اثرات ضد باکتریایی نانوذرات نقره سنتزي نتایج حا
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قوي ایـن نـانوذرات    ضد باکتریاییدر این پژوهش حاکی از خاصیت 
) نـانوذرات نقـره   MIC). حداقل غلظت بازدارندگی (2میباشد( جدول 

گـرم در  میلـی  025/0تـا   012/0علیه باکتریهـاي گـرم مثبـت بـین     
نتـایج  ها بسیار کمتر است.  سلیتر بدست آمد که نسبت به اسانمیلی

هـا نیـز در   مطابقت دارد آن )30( و همکاران وياین تحقیق با نتایج 
را برابـر   S. aureusنانوذرات نقره علیه باکتري  MICتحقیقات خود 

حداقل غلظت بازدارنـدگی   لیتر بدست آوردند.گرم در میلیمیلی 02/0
بود.  012/0تا  006/0هاي گرم منفی بین نانوذرات نقره علیه باکتري

بدست آمـده   MICدو برابر  MBCهاي مورد بررسی در تمام باکتري
ضد باکتریایی محلول کلوئیدي  اثرات )13( و همکارانلخاگواجاو  بود. 

محلول کلوئیدي نقره علیه   MICهانانوذرات نقره را بررسی نمودند آن
ــاکتري ــاي ب ــب E. coliو  S. aureusه  003/0 و 004/0 را بترتی

ت این اختلاف تفاوت در لیتر بدست آوردند. شاید علگرم در میلیمیلی

ATCC  هـاي مـورد بررسـی باشـد. از طـرف دیگـر       بـاکتري Rai و
نشان دادنـد کـه    )16(و همکارانکاستانون -مارتینز و) 21( همکاران

خاصیت ضدباکتریایی نانوذرات وابستگی زیادي به اندزه و شکل ذره 
کتریایی نانوذرات نقره توسـط محققـین دیگـر نیـز     اثرات ضد با دارد.

  ).17و  14( گزارش شده است
اگرچـه مکانیســم دقیـق اثــرات بازدارنــدگی نـانوذرات نقــره بــر    

هاي ها هنوز بطور دقیق مشخص نگردیده است ولی مکانیسمباکتري
. در مجموع )14( احتمالی آن توسط برخی از محققین ارائه شده است

ها متصل که نانوذرات نقره به دیواره سلولی باکتري اعتقاد بر این است
هـا و در نهایـت مـرگ سـلولی     شده و منجر به دناتوره شدن پروتئین

خواهد شد. نانوذرات نقره همچنین با اکسیژن واکنش داده و با تاثیر بر 
-R-Sموجود در دیواره سلول باکتري تشکیل  (S-H) هاي تیولگروه
S-R 10( گرددقف تنفس و مرگ سلولی میرا داده که منجر به تو( . 

  
 ) نانوذرات نقره به روش میکرودایلوشنMBCو  MICفعالیت ضدباکتریایی ( - 2جدول 

Table 2- Antibacterial activity (MIC & MBC) of silver nanoparticles by microdilution method 
 پاتوژن

Pathogens 
 گرم واکنش
G 

 نژاد
ATCC 

 نانو ذرات نقره
 

Ag nanoparticle 
MIC 

(mg/ml) 
MBC 

(mg/ml) 
S. aureus + ATCC 25923 0.025 0.050 
B. cereus + ATCC 11778 0.025 0.050 
L. monocytogenes + ATCC 19112 0.012 0.025 
E. coli O157:H7 - ATCC 700728 0.006 0.012 
S.  enterica - ATCC 49416 0.012 0.025 
P. aeruginosa - ATCC 15442 0.006 0.012 

MIC ،حداقل غلظت بازدارندگی =MBCحداقل غلظت کشندگی =  
  

و کــوهی کــرفسنتــایج حاصــل از بــرهمکنش اســانس 
  نانوذرات نقره

در شـکل  و نانوذرات نقره کوهی کرفس اسانسنتایج کاربرد توأم 
به تنهـایی در  کوهی کرفساسانس  MICدر این شکل آمده است.  2

مربوط به کاربرد  MICهاي سمت چپ مربوط به هر پاتوژن و ستون
هاي وسط مربوط نانوذرات نقره در ستونبا  بیدر ترک توأم این اسانس

کلرامفنیکل در  MICبه هر پاتوژن آورده شده است. به منظور مقایسه 
این ستونهاي سمت راست مربوط به هر پاتوژن نیز ارائه گردیده است. 

ی و کـوه اسـتفاده ترکیبـی اسـانس کـرفس    دهند که نتایج نشان می
ها خاصیت ضد باکتریـایی بیشـتري   نانوذرات نقره علیه اغلب پاتوژن

  نسبت به کاربرد انفرادي هر کدام به تنهایی دارد. 
نیز با بررسی برهمکنش نانوذرات نقـره بـا     )4(و همکاران فیاض

ها نشان دادند که کاربرد توام نانوذرات نقـره و  برخی از آنتی بیوتیک
تري قويضدباکتریایی آمپی سیلین خاصیت  هایی مانندآنتی بیوتیک

ها در اثر کاربرد توام خواهد داشت. افزایش خاصیت بازدارندگی اسانس

و چیفریوك نانوذرات نقره توسط محققین دیگر نیز گزارش شده است. 
به منظور جلوگیري از تشکیل بیوفیلم و ایجاد مقاومـت   )2( همکاران

یـک   Candidda tropicalisو  Candidda albicanceدر قـارچ  
نانوبیوسیستم حاصل از تلفیـق اسـانس رزمـاري و نـانوذرات نقـره را      

ها نیز بدست آورد که اثرات بازدارندگی بسیار قابل توجهی داشت. آن
  بر کاربرد توام اسانس گیاهان دارویی و نانوذرات نقره تاکید نمودند. 

  
  رهکلپوره و نانوذرات نقنتایج حاصل از برهمکنش اسانس 

آمده  3در شکل اسانس کلپوره و نانوذرات نقره نتایج کاربرد توأم 
 اسانس کلپوره به تنهـایی در سـتون   MICي این شکل مقایسه است

در  مربوط به کاربرد توأم این اسانس MICاول مربوط به هر پاتوژن و 
هاي دوم مربوط به هر پـاتوژن را  نانوذرات نقره را در ستونبا  بیترک

هد. این نتایج مشابه نتـایج حاصـل از بـرهمکنش اسـانس     نشان مید
و نانوذرات نقره نشان میدهند که کاربرد تـوام اسـانس   کوهی کرفس

را کاهش میدهد. ایـن   MICکلپوره و نانوذرات نقره بطور چشمگیري 
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کـه   E. coliو  P. aeruginosaو  S. entericaکاهش در بـاکتري  
  تریهاي گرم مثبت است.همگی گرم منفی هستند شدید تر از باک

یـا   FICشـاخص  به منظور تعیین نوع برهمکنش ضروري اسـت  
  محاسبه نمود. 1غلظت بازدارنده افتراقی را بر اساس فرمول 

 
  غذا زاد و مقایسه با کلرامفنیکل هايبر باکتري نانو ذرات نقره با بیو در ترک ییبه تنها کرفس کوهی اسانس MICمقایسه  -2شکل

Fig 2 MIC comparison of K. odoratissima essential oil alone and in combination with SNP on food-borne pathogens and 
chloramphenicol 

  

  
 هاي غذا زاد و مقایسه با کلرامفنیکلباکتريبر نانو ذرات نقره با  بیو در ترک ییبه تنها کلپوره اسانس MICمقایسه   -3شکل
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Fig 3 MIC comparison of T. polium essential oil alone and in combination with SNP on food-borne pathogens and 
chloramphenicol 

    
و  نـانوذرات نقـره   وکوهی کرفس سانسا Index FICنتایج 
  غذا زادهاي بر باکتريتأثیر 

یـا   FICشـاخص  به منظور تعیین نوع برهمکنش ضروري اسـت  
محاسبه نمود. در این  ) 1ا بر اساس فرمول( فتراقی رغلظت بازدارنده ا

بـه روش     I(FIC  (تحقیـق مقـادیر غلظـت بازدارنـدگی افتراقـی     
Modified dilution checkboard )19( تعیین شد و مقادیر  FIC  

شده اسـت.   آورده 3کوهی در جدول بدست آمده براي اسانس کرفس
ــی  .Lثبــتبــاکتري گــرم م نشــان داد کــه در    IFIC بررس

monocytogenes  هـاي گـرم منفـی    و بـاکتريS. enterica  وP. 
aeruginosa خاصـیت   نقـره  کـوهی و نـانوذرات  بین اسانس کرفس

وجود دارد. بررسی نمودارهاي ایزوبولوگرام   I(FIC (0.9>سینرژیستی 
نیـز ایـن   ) 4کوهی و نانوذرات نقـره (شـکل   مربوط به اسانس کرفس
در حالی بود که در باکتري هاي گرم مثبت  حالت را تایید نمود.  این

S. aureus , B. cereus   و باکتري گرم منفی E. coli   بین اسانس
 I(9/0 >FIC (1/1 >کـوهی و نـانوذرات نقـره اثـر افزایشـی     کرفس
. در ) نیز آنرا تایید نمود4شکل ه شد و نمودارهاي ایزوبولوگرام (مشاهد

مشـاهده   این دوبین   I( FIC (1/1 <این آزمایش حالت آنتاگونیستی
 .P و S. aureusدهد که در مـورد دو بـاکتري   نشد. نتایج نشان می

aeruginosa     اثرات ترکیبی از تاثیر آنتی بیوتیـک کلرامفنیکـل نیـز
  بیشتر بودند.

  
 نقرهنانوذرات  و کوهیبرهمکنش اسانسکرفس - 3جدول 

Table 3 Interaction between Kelussia odoratissima essential oil with silver nanoparticle 
 پاتوژن

Pathogens 
 گرم واکنش
G 

 نژاد
ATCC 

MIC ترکیبی  
(mg/ml) 

FIC کرفس کوهی 
(mg/ml)  

FIC نانوذرات نقره 
(mg/ml)  

 
 FICشاخص 

MIC in combination  
  کرفس کوهی

Ko 
 نانوذرات نقره

SNP 
KoFIC  SNPFIC  *

iFIC  

S. aureus + ATCC 25923 0.15 0.012 0.48 0.48 0.96 
B. cereus + ATCC 11778 0.62 0.012 0.50 0.50 1 
L. monocytogenes + ATCC 19112 0.15 0.003 0.25 0.25 0.50 
E. coli O157:H7 - ATCC 700728 0.62 0.003 0.50 0.50 1 
S.  enterica - ATCC 49416 0.62 0.006 0.25 0.50 0.75 
P. aeruginosa - ATCC 15442 0.15 0.003 0.24 0.50 0.74 

Index: FIC IFIC Silver Nanoparticles,  : , SNP odoratissima KelussiaKo:  
  

 نقرهنانوذرات  و  کلپوره برهمکنش اسانس- 4جدول 
Table 4 Interaction between T. polium essential oil with silver nanoparticles 

 پاتوژن
Pathogens 

 گرم کنشوا
G 

 نژاد
ATCC 

MIC ترکیبی  
(mg/ml) 

FIC کلپوره  
(mg/ml)  

FIC نانوذرات نقره 
(mg/ml)  

 
 FICشاخص 

MIC in combination  
  کلپوره
Tp 

 نانوذرات نقره
SNP 

TpFIC SNPFIC  *
iFIC  

S. aureus + ATCC 25923 0.08 0.012 0. 50 0.48 1 
B. cereus + ATCC 11778 0.31 0.012 0. 50 0.48 1 
L. monocytogenes + ATCC 19112 0.16 0.006 0.50 0.50 1 
E. coli O157:H7 - ATCC 700728 0.16 0.0015 0.25 0.25 0.50 
S.  enterica - ATCC 49416 0.62 0.003 0.50 0.25 0.75 
P. aeruginosa - ATCC 15442 0.08 0.003 0.25 0.50 0.75 

Tp Teucrium polium, :  PSN , Silver Nanoparticles:  IFIC  Index: FIC  
*

IFIC    نشان دهنده اثر سینرژیستی،  9/0کمتر ازIFIC   نشان دهنده اثر افزایشی و   9/0تا  1/1مابینIFIC   جذب نوري  نشان دهنده اثر آنتاگونیستی می باشد. 1/1بیشتر از
 .خوانده شد nm630 در طول موج 

FIC I< 0.9 means Synergistic interaction,0.9 <FIC I<1 means additive interaction and FIC I>1.1 means antagonistic activity 
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Absorption was measured at 630nm 
  

بر و تأثیر  نانوذرات نقره و کلپورهسانس ا Index FICنتایج 
  غذا زادهاي باکتري

 4ل شماره بدست آمده براي اسانس کلپوره در جدو FIC  مقادیر
بـاکتري گـرم    نشان داد که در تمام   IFIC شده است. بررسی آورده

مثبت مورد بررسـی در آزمـایش بـرهمکنش بـین اسـانس کلپـوره و       
است در حالیکه  I(0/9 >FIC (1/1 >نانوذرات نقره بصورت افزایشی 

هاي گرم منفی این برهمکنش از نـوع سینرژیسـتی اسـت    در باکتري
<9/0) I(FIC ی نمودارهاي ایزوبولـوگرام مربـوط بـه اسـانس     . بررس

مشـابه  نیز این حالت را تایید نمود. در این آزمـایش  ) 4کلپوره (شکل 
اسانس بین   I ( FIC(1/1 < کوهی حالت آنتاگونیستیکرفساسانس 

  مشاهده نشد.  کلپوره و نانوذرات نقره

  

  

  
  (پایین) الا) و اسانس کلپوره(ب کوهیکرفسایزوبولوگرام مربوط به اسانس  - 4 شکل

 برهمکنش افزایشی (شکل سمت چپ)مکنش سینرژیستی( شکل سمت راست) بره
Fig 4- Isobologram of the K. odoratissima (Up) and T. polium (down) essential oils 

Synergistic (Right) and additive (Left) interaction  
 

هاي گرم مثبت نسبت به کتريبر اساس تحقیقات صورت گرفته با
. بـدلیل  )23( هاي گـرم منفـی هسـتند   تر از باکتريها حساساسانس

هـاي  وجود غشاءهاي خارجی احاطه کننده دیواره سـلولی در بـاکتري  
ها در برابر اثرات ضد رسد که این باکتريگرم منفی منطقی به نظر می

این غشـاء  ها حساسیت کمتري از خود نشان دهند. باکتریایی اسانس
ــاننده     ــه پوش ــن لای ــان ای ــدروفوب از می ــواد هی ــار م ــارجی انتش خ

هاي گرم مثبت تماس کند. در باکتريساکاریدي را محدود میلیپوپلی

ایـی  ها با این فسفولیپید دو لایـه مستقیم ترکیبات هیدروفوب اسانس
گیرد. این محل جایی است که این ترکیبات اثر خود را بـر  صورت می

هـا و یـا   رند. این اثر یا بصورت افزایش نفوذپذیري یـون گذاجاي می
دهد و یا اینکه بصـورت نـاتوانی   نشت ترکیبات حیاتی سلولی رخ می
. برخی از محققین ارتباط )23( کندسیستم آنزیمی باکتریایی بروز می

ها را با بین ساختارهاي شیمیایی برخی از اجزاء غالب موجود در اسانس
  اند. ها گزارش نمودهی آنفعالیت ضد باکتریای
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فعالیت ضد باکتریایی بیشتر کلپوره نسبت به کرفس کـوهی بـه   
. خاصیت ضد )6( دلیل زیاد بودن میزان تیمول و گاماترپاینن آن است

. اگرچه بروز )6( باکتریایی اسانس این گیاه بخوبی گزارش شده است
مـل آن  فعالیت ضد باکتریایی اغلب بسیار واضح است ولی مکانیزم ع

دهنـد  بطور کامل درك نشده است. شواهدي وجود دارد که نشان می
ها اثرات ضد باکتریایی خود را از طریق تغییر سـاختار و عمـل   اسانس

کنند. بررسیهاي صـورت گرفتـه در خصـوص    غشاء سلولی اعمال می
ها اثبات نموده است که این ترکیبات نفوذپذیري مکانیزم عمل اسانس

دهند. اجزاي اسانس با نفـوذ در غشـاء منجـر بـه     میغشاء را افزایش 
 دهنـد متورم شدن غشاء گردیده و فعالیت آنرا تحـت تـاثیر قـرار مـی    

دهند) و شرایط را براي نفوذ نانوذرات نقره فراهم نموده و (کاهش می
. اجـزاي اسـانس نیـز    )8( در نهایت منجر به مرگ سلول خواهند شد

اظهار نمودند  )28( همکاران وآلتر د، اثرات ضد باکتریایی متفاوتی دارن
ــد   کــه گــروه هیدروکســیل موجــود در ملکــول اجــزاي اســانس مانن
کارواکرول، تیمول، سایمن و منتول براي بروز خاصیت ضد باکتریایی 

نیز اثرات سینرژیستی بین  )29( ونکر و شوکلا ها بسیار مهم است.آن
هـا بـا اسـتفاده از    ن. آ)26( اسانس و نانوذرات نقره را گزارش نمودند

ها عصاره برگ لیمو موفق به تولید نانو ذرات نقره شدند و با کاربرد آن
ــارچ  ــر روي دو قـ  Alternariaو  ,Fusarium oxysporumبـ

brassicicola    نشان دادند که مکانیسم تاثیر خواص ضـد میکروبـی
و همچنـین اخـتلال در کـار پـروتئین      /DNAها تاثیر بر ساختار آن

اثرات سینرژیستی بین اسانس زیره  )19( و همکاران وجعلیانعهاست. 
سیاه و زیره سبز را گزارش نمودند و اظهار نمودند که مصرف توام چند 
گیاه دارویی که در نسخه هاي سنتی مشاهده میشود اثراتی به مراتب 

 و همکـاران  محبـوبی . )18( بیشتر از مصرف هر گیاه به تنهایی دارد
بین  Aspergillus nigerو   Candida albicansهايدر قارچ )15(

اثـرات   B و آمفوتریسـین  (Myrtus communis)اسانس گیاه مـورد  
توان اظهار نمود که . در مجموع می)14( سینرژیستی مشاهده نمودند

هاي گیاهی و نانوذرات نقره روشی جدید است که کاربرد توام اسانس
قوي تري ضد باکتریایی ات تواند با مصرف میزان اسانس کمتر، اثرمی

  باشد.   تر میرا بدست آورد که از نظر ایجاد مقاوت باکتریایی مطلوب
  

  تشکر و قدردانی
است که با  14969این مقاله حاصل اجراي طرح پژوهشی شماره 

حمایت مالی معاون محترم پژوهشی دانشگاه فردوسـی مشـهد اجـرا    
  گردید.
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