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بر  استرپتوکوکوس   (Stachys schtschegleeviiعصاره پولک ) یاثر مهار یبررس

 ی شگاهیآزما طیدر شرا لمیوفیب دکنندهیتول

 2آقا فرمانی، بیوک*1حامد جعفرزاده

 دانشكده دامپزشكی، دانشگاه تبریز استادیار گروه علوم درمانگاهی، 1

 دانشیار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشكده کشاورزی و منابع طبیعی اهر، دانشگاه تبریز2

 

 دهیچك اطلاعات مقاله                        

 مقاله :   یخ هایتار

 28/5/1403افت: یخ دریتار

 5/12/1403رش: یخ پذیتار

 هایگونه  در  که کنند،می  عمل های باکتربرای برخی از  زندگی طبیعی شکل عنوانبه  هابیوفیلم

  بررسی   تحقیق   این  از   هدف.  باشندمی   عفونی  هایبیماری   ایجاد  در  حیاتی  عوامل   زا،بیماری

عصاره  اثرات باکتری  بر  Stachys schtschegleevii  ضدمیکروبی    استرپتوکوکوس   روی 

بیوفیلم جداشده آبرسانی  از  تولیدکننده  پولت  مزارع  سیستم  پرورش  بود   صنعتی  .  تخمگذار 

 گونه   دو  هر  که  داد  نشان  و  شد  نییتع  (TCP)صفحه کشت بافت    روش  با  لمیوفیب  دیتول  جی نتا

  ت یفعال  یبررس  منظور  به.  داشتند  را  لمیوفیب  دیتول  ییتوانا  شده  یجداساز  استرپتوکوکوس

.  شد  تهیه( سریالی تهیه رقت با)  کمتر و mg mL 200-1غلظت  در پولکعصاره  ،یکروبیضدم

  ظرفیت  کل و  فلاونوئید  محتوای   کل،  فنولی   محتوایشامل    که   عصاره   فعالزیست   ترکیبات

.  آمدند   بدست  %65  و  mg GAE mL  83  ،1-mg QE mL  24-1ترتیب    به  بودند،  اکسیدانیآنتی

  ی کشباکتری  غلظت  حداقل  و(  MIC)   مهاری  غلظت  ی حداقلبررس  با  ضدمیکروبی  فعالیت

(MBC  )حداقل   و  یمهار  غلظت  حداقل  آمده  بدست  نتایجتوجه به    با  و  شد  گیریاندازه   عصاره  

  به (  B4)  آب   ذخیره  منبع  از   شده   مشتق   استرپتوکوکوس  برای  پولک   عصاره  ی کشی باکتر  غلظت

  سالن   آبرسانی  سیستم  از  حاصل  استرپتوکوکوسبرای    و   mg mL  25-1  و5/12  غلظت  در  ترتیب

 mg  ریتأث  قیتحق  نی . در اد ی گرد  مشاهده   mg mL  50-1و    25  غلظت  در  ترتیب   به (  S2-6)  طیور

1-L  3  تحت مطالعه به روش انتشار در چاهک    یهای بر بقاء و رشد باکتر  می سد  تی پوکلریه

 یآبرسان  ستمیس  از  شده  جدا  استرپتوکوکوساز آن بود که    یحاک  جی شد که نتا  یآگار بررس

 نسبت به آن حساس بود.  B4 هی جدا که یحال در بود مقاوم آنمقابل    در( S2-6) وریط سالن

 

 : یدیکلمات کل

 بیوفیلم،

 فعال، ترکیبات زیست 

 ، استرپتوکوکوس

 عصاره پولک. 

 

DOI:10.22034/FSCT.22.163.138. 

  :مسئول مکاتبات 
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 و بیان مسئله  همقدم-1

آب نقش مهمی در سلامتی پرندگان دارد و اطمینان از کیفیت  

سلامت   حفظ  برای  آشامیدنی  است.    آنهاآب  ضروری 

( از آب  %55-75بخش قابل توجهی از بدن مرغ )  نیهمچن

بنابراین   است  برای    ت ی فیک تشکیل شده  طیور  آب مصرفی 

  . در] 1[  است   ت یاهم  حائزانسان    یعنی  یینها  کنندهمصرف 

  مقررات   از  طیور   آشامیدنی  آب  کیفیت   استانداردهای  اروپا،

 2[است    شده  استخراج  انسان  آشامیدنی  آب  برای  شده   وضع

در]   آلودگی   ارزیابی  برای  قانونی  الزام  هیچ  حاضر  حال  . 

  ی صنعت  وریط  یپرورش  یهاسالن  شرب  آب  خطوط  میکروبی

 خطوط  بهداشت   حفظ  مسئولیت   نتیجه،  . در] 3[ندارد    وجود

  که   است   طیور  دهندهپرورش  عهده   بر   اول  درجه  در  آب

 4[شود  می  انجام  یپرورش  هایدوره  بین  فواصل  در  معمولاً

[ . 

  بر   در  را  هاباکتری  از  وسیعی   طیف  هااسترپتوکوکوس

 را  مخاطی  غشاهای  روی  بیوفیلم  تشکیل  توانایی  که  گیرندمی

  یک   هابیوفیلم  تشکیل.  دهندمی  افزایش  را  خود   بقای  و  دارند

  و   همزیست   های استرپتوکوکوس  بین  در  مشترک   ویژگی

  همزیست،   هایاسترپتوکوکوس  در  که   بوده   زابیماری

 حالی   در  ،بوده  آنها  زندگی  طبیعی  بخشی از شکل  هابیوفیلم

  حیاتی   عوامل  عنوانبه  هابیوفیلم  زا،بیماری  هایگونه  در  که

ها  لمیوفیب.  ] 5[اند  شده  شناخته  عفونی  هایبیماری  ایجاد  در

م داخل  و سط  روی  یکروبیجوامع  در  که  هستند   کیح 

تولکه    کسیماتر ومی  دیخود  از    کنند  چند   ای  کیمتشکل 

باکتر است،گونه  شده  یایی  بمحصور  نقش لمیوفیاند.  ها 

درصد   80از  شیبو  دارند یانسان یها در عفونت  یابرجسته

در    و  مرتبط هستند  لمیوفی ب   لی با تشک  یکروبیم  ی هایماریب

  ج یمشکل را  کیها  کیوتیب یآنت  بهمقاومت    شیها، افزاملیوف یب

 .]5[ است 

  استفاده   مورد  وریصنعت ط  در  یآبرسان  خطوط  که  یزمان  از

 آنها  یداخل  سطوح  در  ها سمیکروارگانیم  رند،یگ یم  قرار

 6[ شوندیم لیتبد لمی وفیب  به شتریب توسعه با و شده زهیکلون

  توسط   یمحدود  اریبس  زانیم   به  تنها  دهیچسب  یهایباکتر.  ]

 رند یگ ی م قرار ریتأث تحت  یعفونضد و کردن زیتم یهاروش

 در   شرفتی پ  ضرورت  مرسوم،  یهاروش  یناکارآمد.  ] 7  و  4[

  که   است  هاسال .  ] 8[  کندیم  برجسته  را  هالمی وفی ب  با  مقابله

  عنوان   به   mg L  3-1  غلظت   در  کلر  هیپا   بر  ی هاکنندهیضدعفون

  ی آبرسان  خطوط  در  گسترده  طور  به  جیرا  کنندهیضدعفون  کی

  گرفتن   قرار  کهاست    یحال  در  این  شوند،یم  استفاده  وریط

  مقاومت  جادیا  به  منجر  تواندیم  کلر  معرض  در  مدت  یطولان

  ز ی ن  یکیوتیب یآنت  متقاطع  مقاومت   با   اغلب   که  شود   ییایباکتر 

  مقابله   یبرا  نوآورانه  یکردهایرو  ن،یبنابرا.  ] 9[  است   همراه

  ی هاگونه  یی زایماریب   و  یک یوتی بیآنت  مقاومت   زین   و  لمیوف ی ب  با

 در  هاینگراناز طرف دیگر    .] 10[  است   یضرور  ییایباکتر 

  توسعه  به منجر کیوتیبیآنت به مقاوم یهایباکتر ظهور مورد

  ی مختلف  یهاروش.  است   شده   یکیوتیبیرآنتیغ   یهایافزودن

 ی ونی   یها پوشش  و   هاکیوت یبیآنت  دها،یوس یب   از  استفاده   مانند

 راً،یاخ  .]11[  رندیگ یم  قرار  استفاده  مورد  منظور  نیا  یبرا  زین

 عنوان   به  آنها   یها عصاره  و  معطر  اهان یگ  به  یاندهی فزا  علاقه

 . ] 12[دارد  وجود یسلامت و رشد محرک 

  طیف   تولید  در  خود   توانایی  دلیل  به  Stachys  جنس

  فنولیک،   اسیدهای  جمله  از  طبیعی  ترکیبات  از  ایگسترده

  پروپانوئید،   فنیل  و  اتانوئید  فنیل  گلیکوزیدهای  فلاونوئیدها،

  مشهور   استروئیدها  و  دیترپنوئیدها  ایریدوئیدها،  ها،ساپونین

که   خود   از  مختلفی  بیولوژیکی  خواص  ترکیبات  این  است 

  ترکیبات   از  گیاهی  هایعصاره.  ] 14و    13[دهند  می  نشان

  خواص   دارای  که  اندشده  تشکیل  متعددی  بیوشیمیایی

 و  ضدکوکسیدیال  ضدالتهابی،  ضدمیکروبی،  اکسیدانی،آنتی

پولک.  ] 15[هستند    ضدکرم خانواده  گیاه  به  از  متعلق  ای 

  گونه   300  که دارای تنوع بالایی بوده و حدود  است  گیاهان

 گونه  34  تقریباً  ایران  در.  ] 16[در آن خانواده وجود دارند  

هستند    بومی  آنها  از  گونه  13  که  دارد  وجود  آن  از  مختلف

  34  از همان  ( یکیStachys schtschegleevii)  پولکو    ] 17[

  درمان   برای   سنتی   طب   در   که  است  Stachys  گونه

  و   سینوزیت  آسم،  مانند  تنفسی   التهابی  های بیماری

  دلیل   به  همچنین  و  است   شدهمی  استفاده  سرماخوردگی

و    روماتیسم  درمان  در  آن  اثربخشی   و  ضدباکتریایی  خاصیت 

  بر   علاوه  است.  شده  شناخته  نیز  ادراری  دستگاه  هایعفونت 
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 هوایی  اندام  از  شده  مشتق   متانولی  عصاره  این،

S.schtschegleevii  ضدالتهابی   و   درد  ضد  خواص  دارای  

 .] 18[است 

  بات یترک   یکروبیضدم  ت ی فعال  تعیین  یهاروش  از  یکی

رق  ،مختلف براث  ی سازقی روش  محیط کشت  برای   1داخل 

مهار  یبررس غلظت  غلظت  (  2MIC)   یحداقل  حداقل  و 

  ی دو برابر  یهارقت باشد که  ( آنها می3MBC)   یکشیباکتر 

عامل ضدم در صفحه   عیما   کشت   طی مح  کی  به  یکروبیاز 

  سپس و  شده  افزوده    کی چاه  96  ونیتراس یکروتیم

فارلند مک  نیم  اسیاستاندارد شده با مق  یکروبیم  ونی سوسپانس

کنترل شده انکوبه    طیتحت شراو  شده    حیچاهک تلق  به هر

دستگاه    ای با استفاده از اسپکتروفتومتر    یکروبیو رشد م  شده

 .] 19[ شودیم  یابیارز ت ی کروپلیمخوانشگر 

  ی (، اسانس، عصاره آب1385و همکاران )  سازت یدر مطالعه چ

چهار گونه    ی پولک بر رو  اهیگ   ی)جوشانده( و عصاره متانول

پ  ییایباکتر  استرپتوکوکوس    لوکوکوس یاستاف  وژنز،یشامل 

اشر آئروج  یکلا  ای شیاورئوس،  سودوموناس  به    نوزایو 

  ی حاک   جیقرار گرفت که نتا   ی مورد بررس  یاسهیصورت مقا

متانول  آناز   مهارکننده قابل توجه  یبود که عصاره  بر    یاثر 

پ   یرو استاف   وژنزیاسترپتوکوکوس  اورئوس    لوکوکوس یو 

استرپتوکوکوس    یبرا  MBCو    MIC  قیتحق  نیداشت. در ا

 . ]20[ بود mg mL 5 /12-1 برابر بوده و مقدار آن  وژنزیپ

ضدمیکروبی عصاره    فعالیت   بررسی  منظور  به   حاضر  مطالعه

  لم یوفیب  دکنندهیتول  استرپتوکوکوس  یباکترروی    بر  گیاه پولک

پولت  مزارع  آبرسانی  خطوط  از  شدهجدا   پرورش    صنعتی 

 .شد تخمگذار طراحی

 هامواد و روش -2

 Stachys) پولک اهیگهیدرواتانولی  عصاره. تهیه 1

schtschegleevii) 

گ   ابتدا  پولک،  اهیگ  عصاره  هیته  منظور  به   از   اهیبرگ و گل 

  مدت   یط  و  C25°  یدمادر    و  شد  یآورجمع  ارسباران  منطقه

 

1 -Broth dilution method 

2- Minimum Inhibitory Concentration 

  . شد لیتبد پودر به یدست ابیبا آس وخشک  هیسا در روز 3

 ون ی ماسراس  روش   قیطر  از پولک    اه یگ   پودرگیری  عصاره

(  70:30% )  70  یدرواتانولی )روش سرد( با استفاده از حلال ه

روز   4  یط  دربا همزدن    همراه( و  C25°)  شگاهیآزما  یدما  در

گیاهی    .] 21[گردید    انجام تفاله  از  عصاره    با جداسازی 

  له یوس  بهدر ادامه  گرفت که    صورتاز پارچه صافی  استفاده  

خلاء   تحت  دما  چرخاناواپراتور  از   C55°  یدر  اتانول 

زمان   تادست آمده  . عصاره گیاهی بهشد  ی جداسازعصاره  

و    افته ی   انتقالهای تیره  شیشه بهی  شگاهیآزما  یزهایانجام آنال

 . ] 21[در یخچال نگهداری شدند  

 فعالزیست ترکیبات . تعیین2

 کل فنول محتوی -2-1

استفاده    با  عصاره  µL50  ،تعیین محتوای فنول کل منظور    به

  nm 765 موج طولدر   ] 22[روش سینگلتون و همکاران  از

  بر   که(  JENWAY 6405 UV/Visی قرار گرفت ) ابیارزمورد  

  لیتر میلیدر    کیگال  دیاس  یکروگرمم  معادل  زانی م  اساس

 .( بیان شدextract 1-µg GAE mL) عصاره

 کل فلاونوئید  محتوی -2-2

رنگ روش  فلاونوئیدها،  کل  محتوای  تخمین  سنجی  برای 

 nm  510   (JENWAY 6405  موج   طولکلراید آلومینیوم در  

UV/Vis  )یرو  بر  µL50    محتوای    که  گرفت   انجامعصاره

  ن یکوئرست  گرممیکرو  معادل  زانیم  اساس  برکل فلاونوئیدها  

شد  extract 1-µg QE mL)  عصاره  لیترمیلی  در گزارش   )

]23[. 

 اکسیدانیآنتی ظرفیت -2-3

فعال  توسط اکسیدانی  آنتی  ت یظرف   ی بازدارندگ   ت یآزمون 

نمونه   یابیارز  و DPPH4  کالیراد در  مقدار جذب    طول ها 

(  JENWAY 6405 UV/Vis) گیری شد، اندازه nm  517  موج

عصاره( به صورت    µL150)  هو قدرت مهاری عصار  ] 24[

 با معادله زیر بیان شد:  DPPHدرصد مهار 

3 -Minimum Bactericidal Concentration 

4- 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 
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) × 100C/ A SA - C= (A ٪ مهار 

جذب   SA( و DPPHجذب محلول شاهد ) CA که در آن

 نمونه است. 

 استرپتوکوکوس جنسجداسازی و شناسایی  -3

ازدست به  باکتریایی  های سویه   مزارع   آب  هاینمونه  آمده 

پولت  پرورش  جداسازی  صنعتی  و  تخمگذار   سپس   شدند 

  شناسایی   و  بررسی   مورد  میکروبیولوژی  آزمایشگاه   توسط

 Merck)آگار    BHI  کشت   محیط  در  هاسویه.  گرفتند  قرار

  بر ایزوله هر .] 25[ شدند نگهداری  و رشد( 1.13825.0500

 در   آن  نحوه آرایش  و  اندازه  شکل،  آمیزی گرم،رنگ  اساس

.  گردید  شناسایی  مورفولوژیکی  نظر  از  خالص  کشت 

  تحت  اسپور،  بدون  متوسط و  اندازه  با  مثبت   گرم  هایکوکسی

مرحله   در.  گرفتند  قرار   بیشتری   بیوشیمیایی   بررسی   این 

 کاتالاز  ،(Merck Cat # 13300)اکسیداز    هایآزمایش

(Merck Cat # 11351)  اکسیداتیو  محیط کشت   در  کشت   و -

آزماشد  انجام  (Merck Cat # 10282)  رمانتاتیو ف در    ش ی. 

باکتر  یکلن  داز،یاکس از آنس حلقو  ییای خالص    ی با استفاده 

محلول    یاهیناح  یرو از  کوچک  قطره  چند  شده    آمادهکه 

بود  داده  قرار  آن  یبر رو  ت یک  گرد  ،شده  از  دیپخش  بعد   .

. در تست گرفت  قرار  یبررس  مورد  محلولرنگ    قهیدق  چند

ف  کیکاتالاز   سرم  گذاشته    یرو  یولوژ ی زیقطره  و    شدلام 

ف  یی ایباکتر  خالص  ی کلن سرم  و    دیگردحل    یولوژ یزیدر 

اکس   کیسپس   آب  سرم   به(  دروژنیه  دی)پراکس  ژنهیقطره 

در  قرار گرفت.    یمورد بررس  جهیو نت   شداضافه    یولوژ یزیف

 داشتند   را  لمیوفیب  دیتول  ییتوانا   که  ییای باکتر  یهانهایت سویه

 .] 26[ شدند یبررس مطالعه نیا در

 5( TCP) صفحه کشت بافتتولید بیوفیلم به روش  -4

کلنی  کشت   صفحه  در روش ابتدا  از محیط کشت  بافت  ها 

لوله  در  محیطآگار  حاوی  براث    سوی  تریپتیک  کشت   ای 

(6TSB  )(Merck 1.05459.0500)  ( انکوباتور  و    C37°در 

h24 قرار داده شدند، سپس سوسپانسیون میکروبی با طول )

 

5 -Tissue Culture Plate 

6 -Tryptic soy broth 

به میکروپلیت  تهیه و  منتقل  خانه  96های  موج مشخص  ای 

  µL180سوسپانسیون میکروبی و    µL20شد. به این ترتیب،  

به مدت    C37°به هر چاهک اضافه و در دمای   TSB محیط

h24    .گردید تولید    قیتحق  ن یا  درانکوبه  باکتری،  هر  برای 

بررسی    TSBمحیط کشت    µL180بیوفیلم در سه تکرار با  

ترتیب   این  به  سوسپانسیون   µL180شد،  و  کشت  محیط 

تمامی چاهک در  پایان،  میکروبی  در  شد.  اضافه    6تا    5ها 

از محیط    µL180چاهک به عنوان شاهد منفی انتخاب شده و  

 . ] 27[در هر چاهک ریخته شد  TSBکشت 

گیری میزان تولید انکوباسیون، به منظور اندازه  h  24پس از  

ای  خانه  96های  بیوفیلم در هر چاهک، محتویات میکروپلیت 

از   پس  شدند.  شسته  مقطر  آب  با  و  تخلیه  کامل  طور  به 

به هر چاهک اضافه گردید و  ٪ 99متانول  µL200شستشو، 

مدت   به  سپس    min  15تثبیت  شد.  انجام  اتاق  دمای  در 

میکروپلیت محتویات چاهک به مدت   ها دور ریخته شد و 

شود.   خشک  تا  گرفت  قرار  اتاق  دمای  در  ساعت  یک 

با   چاهک ویوله    µL200ها   Neutron)  %1کریستال 

pharmachemical Co. C.I. 42555)    به مدتmin  15    در

بار با آب مقطر شسته شدند   3آمیزی شدند و  دمای اتاق رنگ

 ٪   30اسید استیک گلاسیال    µL200. در مرحله آخر،  ] 28[

(Merck CAS # 100063)  ر چاهک اضافه و میکروپلیت  ه  به

مدت   نوری    min  30به  گرفت. جذب  قرار  اتاق  دمای  در 

 Hiperion)  الایزا  خوانشگربا دستگاه    nm  570ها در  چاهک

Microplate reader, MPR4+اندازه . ] 29[  دیگرد  یریگ ( 

مقا7AOD)   ینور  یچگال  نیانگیم در  چاهک،  سه  با    سهی( 

:  لمیوف یب  لیعنوان عدم تشکبه  جیشد. نتا  نییشاهد تع  چاهک

زمان م  یالف(    ی مساو  ای کوچکتر    ینور  یچگال  نیانگی که 

تشک ب(  بود،  کنترل  زمانفیضع  لمی وفیب   لی چاهک  که    ی: 

کمتر از دو برابر چاهک شاهد بود، ج(    ینور  یچگال  نیانگیم

  ش یب  ینور  یچگال  نیانگیکه م  ی: زمانلمی وفیو توسعه ب  جادیا

که    ی: زمانیقو   لمیوف یب  لیاز دو برابر چاهک شاهد و د( تشک

7- Average Optical Density 
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از چهار برابر چاهک شاهد بود،   شیب  ینور  یچگال  نیانگیم

 ثبت شد. 

گونه  -5 بر  پولک  عصاره  اثرات  های  تعیین 

 (In vitroدر شرایط آزمایشگاهی ) استرپتوکوکوس

گونه   -5-1 بر  پولک  عصاره  مهاری  اثر  های  تعیین 

 و  8MIC هایبا آزمون  vitro Inدر شرایط    استرپتوکوکوس
9MBC 

تمام  ،MIC  تست   انجام  منظور  به   ی هاچاهک  یدر 

 مولر   کشت   طیمح  µL100از چاهک اول    ریبه غ  ت یکروپلیم

  ی هارقت   سپس  و(  Merck 1.10293.0500)  براث  نتونیه

شد.   ختهیر و هیته( پولک)عصاره  یکروبیضدم عامل یمتوال

حاو  چاهک فقط  دوم  µL100  یاول  و  پولک    نیعصاره 

عصاره پولک   µL100کشت و    طیمح  µL100  یچاهک حاو 

.  افتیادامه    یسازرقت   9بود. از چاهک دوم تا چاهک شماره  

برداشته    µL100،  9از چاهک    ،یسازبعد از اتمام مرحله رقت 

که    میمحلول داشته باش   µL100ها  چاهک  یشد تا در تمام

باشند.    یمتوال  یهارقت   یحاو پولک    چاهک   درعصاره 

پولک    10شماره   و    افزوده عصاره   کنترلعنوان    بهنشده 

  مثبت  جهینت  پولک  عصارهعدم وجود    لیبدل  که  بود  یباکتر 

نظر   در  یباکتر  نیهمچن  و  عصاره   فاقد  11  شماره  چاهک.  بود

 شیآزما  جهینت.  بود  کشت   طی مح  کنترل  عنوان  بهگرفته شد که  

  فاقد و    پولک  عصاره  کنترل  عنوان  به  که  آخر  چاهک  در

 (.3 جدول) آمد بدست  یمنف ،بود یباکتر 

باکتر  در بعد  قابل   استرپتوکوکوس  یهایمرحله    د یتول  ت یبا 

مدت    لمیوف یب ن  h  24به  استاندارد  کدورت  و    میکشت 

) مک   ها چاهک  به  و  ه یته(  CFU mL  810×5/1-101فارلند 

شد.   SIGMA-) 11ن یرزازور  معرف   هم  µL20اضافه 

ALDRICH Lot # MKCL9251  )شد تا ها افزوده  چاهک  به

آب رنگ  گردد    یبه  مقاد] 30[مشاهده  فارلند  مک  مین  ری. 

کشت   طیدر مح کجایبه صورت  نیو معرف رزازور یباکتر 

 

8 -Minimum Inhibitory Concentration 

9- Minimum Bactericidal Concentration 

10 -Colony Forming Unit 

فاقد مح که  اول  در چاهک  آماده شد.  بود    ط یبراث  کشت 

ن  کصدمیرقت   هم  مک   میاز  آخر  چاهک  دو  در  و  فارلند 

مدت    خته یر  خالص  نیرزازور به  انکوباتور  در  سپس  شد. 

h24  دما  رنگ  راتییتغ  آن  از  پس  و  گذاشته  C37°  یدر 

  pH  ر ییبا رشد خود و تغ  هایباکتر.  دیگرد  یبررس  هاچاهک

 (. 1  ری)تصو   دندیبه قرمز گرد  یرنگ معرف از آب  رییباعث تغ

 آنس   با  پانچ  روش  توسط  هاپاتوژن  مهار  ت یقابل  یبررس

 د یکشت آگار انجام گرد  طیمح  یحاو  ت یپل  یرو 12ز یتنوک 

  ک ی به همراه    MBCدر آزمون    شده. چاهک مشخص] 30[

تست    نیانجام ا  یچاهک بعد از آن برا  کیچاهک قبل و  

و مشاهده مهار    شتری ب  نانیحصول اطم  یانتخاب شدند که برا

برداشته    چاهک  یشتریاز تعداد ب  هایرفتن باکتر  نیرشد و از ب

کشت داده شد    یابه صورت نقطه   ت ی کروپلیم  کی  یو رو

 (. 2 ری)تصو 

که    نیا  به مح  µL2صورت  حاو  طی از  و    یباکتر  یکشت 

کشت    طی مح  یدارا  تیبه پل  یاکشت نقطه  ی عصاره پولک برا
13MRS agar  (Merck 1.10660.0500  )د،یگرد  منتقل  

  ی گذارگرمخانه  اتاق،  یدما  در  شدن  خنک  از  پس  هات یپل

(°C37    وh24  شدند. بعد از مدت زمان مذکور رشد و عدم )

باکتر   د یگرد  یبررس  یکروبیاثر ضدم  نییتع  یبرا  ییا یرشد 

]30 [ . 

سدیم   اثرات  تعیین  -5-2 گونه  بر   هیپوکلریت  های  روی 

 آزمایشگاهی  شرایط در استرپتوکوکوس

 م یسد  تیپوکلریه  mg L  3-1  غلظت   ریتأث  تحقیق  این  در

 به  های تحت مطالعهباکتری  رشد  و  بقاء  بر  (یمینوترون ش)

  م ین  غلظت .  ] 31[شد    بررسی  آگار  در چاهک  انتشار  روش

  ه یته  استرپتوکوکوس  هایگونهیی  ای باکتر  کشت  از  فارلندمک

  ط یمح  یرو  ت یپل  کی  در  لی استر  یاپنبه  سواب  کی  توسط  و

  به(  Merck 1.05437.0500)  آگار  نتونیه  مولر  کشت 

  آن   مرکز  در  mm  6  قطر  به  یچاهک  قبلاً  که  mm  5  ضخامت 

11 -Resazurin sodium salt 

12 -Inoculating by needle 

13 -De Man–Rogosa–Sharpe agar 
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از   µL  30.  شد  پخش  کنواخت ی  طور  به  ،بود  شده  جادیا

  خته یر  چاهک  داخل(  mg L  3-1)  میسد  ت ی پوکلریه  محلول

 سپس.  شد  داده  قرار  C37°  یدما  در  انکوباتور  در  h  24  و  شد

  ه یناح  قطر  و  یبررس  چاهک  اطراف  در  یکروبیم  رشد  مهار

 با   همراه  4  جدول  در  که  شد  ثبت   و  یریگ اندازه  بازدارنده

 .] 31[ است  آمده ی تشخیصیهاشیآزما یبرخنتایج 

 تحلیل آماری

برای    یتصادف  کاملاً  طرحقالب    در  قیتحق  نیا  یهاداده

اثر مختلفغلظت   بررسی  بر   عصاره  های    پولک 

با  استرپتوکوکوس  بیوفیلم    افزار   نرم  از   استفاده  تولیدکننده 

SPSS  (آمریکا  متحده  ایالات  ،23  نسخه  )و  تجزیه  مورد 

 انجام  دانکن  آزمون  با  هامیانگین  مقایسه.  گرفت   قرار  تحلیل

  انجام (   =3n)  تکرار  سه  در   تیمارها  کلیه  .(p  <0/ 05)  شد

 گردید.

 نتایج و بحث-3

 فعال عصاره زیست ترکیبات تعیین -1

  ظرفیت  و  کل  فلاونوئید  محتوای  کل،  فنول  محتوای

  خلاصه   1  جدول   مورد مطالعه در   پولک  عصاره  اکسیدانیآنتی

 . است  شده

 
Table 1- Total phenolic content, Total Flavonoid and Antioxidant capacity of poulk extract 

Scientific name Total phenolics (mg GAE mL-1) Flavonoids (mg QE mL-1) 
Antioxidant 

capacity (%) 

Stachys 

schtschegleevii 
83 ± 2.6 24 ± 3.5 65 ± 2.5 

 

 ( TCP) صفحه کشت بافتتولید بیوفیلم به روش  -2

  بافت  کشت   صفحه  روشبا    لمی وفیب  دیتول  یمنظور بررس  به

(TCP) ،  در  ها چاهک  ی نور  یچگال  nm  570   ک ی  توسط  

  ی نور  یچگال  نیانگیم.  ] 29[  شدند  ی ابیارز  زا یالا  خوانشگر

 آمده  بدست   استرپتوکوکوسگونه    درمطالعه    مورد  چاهک  سه

 آن   تفاوت  به   توجه  با  که  بود  217 /0(  B4)  آب  ره یذخ  منبع  از

  ن یهمچن.  بود  فیضع  لمیوفیب  دیتول  نظر  از  شاهد،  چاهک  با

  ی بررس  یمورد استفاده برا  چاهک  سه  ینور  یچگال  نیانگیم

منبع    ازشده    جدا  استرپتوکوکوس  گونه  لمیوفیب  دیتول  ت ی قابل

آمد و با توجه    بدست   458 /0(  S2-6)  سالن  یآبرسان  ستمیس

  د یتول  قدرت  یدارا  هیجدا  نیا  کنترل،  چاهکبه تفاضل آن با  

 (. 2)جدول  بود ییبالا لمیوف یب

Table 2- Biofilm production by Tissue Culture Plate (TCP) method. 

                                                Obtained biofilm production 

S2-6 (Hall)  B4 (Storage) Sample 
0.458    0.217 ELISA Titer* 

0.462 
 

  0.131 Difference with Titer 

 Strong   weak Interpretation 

*ELISA titers (reported as mean) are obtained at 570 nm wavelength (n= 3). 

 

 در  استرپتوکوکوس  هایگونه  بر  پولک  عصاره  اثر  -3

 : آزمایشگاهی شرایط

مهاری  -3-1 غلظت  کشندگی    حداقل  غلظت  حداقل  و 

 عصاره  ییای باکتر

Table 3- The results of MIC and MBC tests of Poulk extract on Streptococci spp. 

Poulk extract concentration (mg mL-1) 

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 
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Extract 

control 

2 

Culture 

medium 

control  

Bacterial 

control 0.78 1.56 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200  Test 

type 
Sample 

location 

 -  - + + + + +  -  -  -  -  - MIC Storage 

(B4)    + + + + +  -  -  -  - MBC 

 -  - + + + + + +  -  -  -  - MIC Hall 

(S2-6)     + + + + + +  -  -  - MBC 

 

غلظت    شود،یم  مشاهده  3  جدولدر    که  همانطور حداقل 

 گونه   یعصاره پولک برا  یکش یو حداقل غلظت باکتر   یمهار

به   (B4آب )  رهیشده از منبع ذخ  جداسازی  استرپتوکوکوس

غلظت    ب یترت برا  mg mL  25-1   و  12/ 5در  گونه   یو 

  ور ی سالن ط  ی آبرسان  ستمیاز س   آمده  بدست  استرپتوکوکوس 

(6-S2) ترت مشاهده    mg mL  50-1 و    25در غلظت    ب یبه 

تصویر    دیگرد در  نیز  آن  نتایج  می  1که  در  مشاهده  شود. 

ها توسط روش  مهار پاتوژن  ت ی قابل  یبررس  جینتا  زین  2تصویر  

نوک  آنس  با  آگار    طیمح  یحاو  ت یپل  یرو  زیتپانچ  کشت 

به    MBC  آزمون  در  شدهکه چاهک مشخص  شودیم  مشاهده

برا  نیچندهمراه   آن  از  بعد  و  قبل  برا  یچاهک    یانجام 

ب  شتریب  نانیحصول اطم از  ن رفتن یو مشاهده مهار رشد و 

کشت داده    یابه صورت نقطه   ت ی کروپلیم  کی  یرو  هایباکتر 

  شده   مشاهده  MBC  آزمون  جینتا  زین  شیآزما  نیشد که در ا

 . گرفت  قرار دییتأ مورد 3 جدول در

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A) MIC test, after incubation (Storage: B4) 

 
 

B) MIC test, after incubation (Hall: S2-6) 

 
Figure 1- MIC tests by Resazurin reagent: A) After incubation (Storage) and B) After incubation (Hall). 

 

 
Figure 2- To ensure more certainty the inhibition of growth and destruction of bacteria, they were taken from 

wells and cultured on a microplate as a spot. A) Microplate (Storage: B4) – MBC – B) Microplate (Hall: S2-6) – 

MBC. 

اثرات  -4 سدیم  تعیین  بر  mg L  3-1) هیپوکلریت   )

 در شرایط آزمایشگاهی  استرپتوکوکوسهای گونه

آزمون نتایج  به  توجه  در  با  که  بیوشیمیایی   4  جدولهای 

 mg)یم  سد  ت ی پوکلریه  تأثیر  نیز بررسی  شود، ومشاهده می

1-L  3)    های بدست  ( بر جدایه3و تصویر شماره    4)جدول

بدست آمده از فارم پرورش پولت تخمگذار،    آمده، دو جدایه

بوده که تفاوت آنها در اندازه هاله   استرپتوکوکوسدو گونه  

برابر   از  سد  ت یپوکلر یهعدم رشد در  آنها  تفاوت  بیانگر  یم 
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از   یکی  مقابل  در  باکتریایی  مقاومت  میزان  نظر 

 باشد.های مرسوم در صنعت طیور میکنندهضدعفونی

 

Table 4- Morphological characteristics, enzymatic activity of isolated bacteria and the effect of 3 mg L-1 NaClO 

on Streptococci spp. 

NaClO (3 mg L-1) 

Biofilm** 
Cl Inhibitory 

zone (mm) 
Genus Morphology OF* Oxidase Catalase 

Sample 

location 

+ 8 Streptococcus Cocci F - - 
Storage 

(B4) 
+ 0 Streptococcus Cocci F - - Hall (S2-6) 

*Oxidative-Fermentative Test, ** Both had the ability to form biofilm. 

 

 آزمون  در  4جدول    در                                                  

  محلول در رنگ    یرییگونه تغچیه  نکهی با توجه به ا  دازیاکس

 میآنز  فاقد  شیآزما  مورد  یهایباکتر   امد،ی ن  وجودبه  

شد. در   یمنف دازیتست اکس  جهینتبوده و  دازیاکس توکرومیس

حباب  کاتالاز  شیآزما تست،  شدن  مثبت  صورت    ی هادر 

م  ی ستیبا  یادیز توجه    شدیمشاهده  با    گونه چیه  نکه یاکه 

 بود.  یمنف زین کاتالاز شیآزما جهینت د،یمشاهده نگرد یحباب

 

 

   

 

 

 

 

Figure 3- Agar well diffusion tests using NaClO solution: A) Streptococci spp. derived from storage (B4), B) 

Streptococci spp. derived from Hall (S2-6) water supply system. 

  پولک   اهی گ   یاتانولهیدرو  عصاره   داد   نشان  ها شیآزما  جینتا

  بر   آزمایشگاهی  شرایط  در  قوی  بازدارندگی  اثر  دارای

مزارع   از  جداشده  استرپتوکوکوس  هایگونه   صنعتی   آب 

داشتند،   را  بیوفیلم  تولید  توانایی  تخمگذار که  پرورش پولت 

  مورد   در  جهان  سراسر  در  مختلفی  هایگزارش.  باشدیم

)  گیاه  ضدباکتریایی  اثرات پولک   Stachysدارویی 

schtschegleeviiبرای   ایران  جامعه  در  سنتی  طب   در  ویژه  ( به  

  در   بنابراین  ،] 33و    32[دارد    وجود  هاعفونت   برخی  درمان

  شرایط   در  پولک   عصاره  ضدباکتریایی   اثرات  تحقیق  این

 .مطالعه گردید آزمایشگاهی

 

14 -EPS 

در  دهندهتشکیل  هایباکتری  مطالعه،  این  در   مزارع   بیوفیلم 

از    استرپتوکوکوس  گونه  دو  و  بررسی  صنعتی پرورش پولت 

  توانایی   هاگونه  این  که  مشخص شد.  منابع متفاوت جدا شد

حتی  بیوفیلم  تولید  برای  متفاوتی و    ها گونه  این  دارند 

 همچنین   و  تیمار  به  نسبت   متفاوتی  حساسیت 

  بیوفیلم   . دادند  نشان  معمول   هایکنندهضدعفونی

  یک   توسط  که  دهندمی  تشکیل  را   ایشبکه  هامیکروارگانیسم

.  است  شده  احاطه 14سلولی   پلیمری  مواد  از  خارجی  ماتریکس

  یا   بچسبند  سطح  یک  به  توانندمی  هامیکروارگانیسم  این

  پلیمری   مواد  ساختار.  کنند حرکت   مایع  محیط  یک  در   آزادانه

A B 
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 ساکاریدها، پلی  شامل  و  بوده   پیچیده  بسیار  سلولی  خارج

 جانبی   محصولات  و  سلولی  خارج  DNA  ها،پروتئین

 . ] 34[است   متابولیک

  تولیدکننده   هایباکتری  کنترل  در  هاکنندهضدعفونی  اثربخشی

 طبق.  دارد  بستگی  تماس  مدت  و  غلظت   به  شدت  به  بیوفیلم

  موفق،   کنندهضدعفونی  یک   ،(2008)  فریز  یافته

  به   را   بیوفیلم   ٪99بیش از    بتواند  که  است   ای کنندهضدعفونی

  بیوفیلم   کنندهتولید  هایباکتری  معرض  در  گرفتن  قرار  محض

 در  بیوفیلم  ایجادکننده  رایج  هایتریباک   .] 35[ببرد    بین  از

  ، .Salmonella spp:  از  عبارتند  غذایی  صنایع  و  مرغداری

Staphylococcus spp.،  Listeria monocytogenes ،  

Escherichia coli،  Klebsiella pneumonae،  

Campylobacter jejuni،  Streptococcus agalactiae  ]11 

[. 

  ] 36[کشی  جای باکتریهای فعال بهگزارش شده که عصاره

فعالیت   مشابه  یافته  این  بودند.  باکتریواستاتیک 

که    در   S. glutinosaباکتریواستاتیک   بود  ویبریوکلرا  برابر 

است   شده  گزارش  ضدباکتریایی  .  ] 37[اخیراً   .Sفعالیت 

schtschegleevii    عمدتاً به دلیل قطبیت متوسط یا ترکیبات

موجود   MeOHها در عصاره قطبی قطبی برای مثال، فنولیک

گونه سایر  با  ضدمیکروبی  فعالیت  همچنین  از  هستند.  های 

است    Stachysجنس   شده  گزارش    . ] 40و    39،  38[نیز 

های حاضر حداقل تا حدی از کاربردهای سنتی این گیاه  یافته

های باکتریایی و التهاب حمایت  ویژه برای درمان عفونت به

کند. تعدادی از تحقیقات در مورد فعالیت ضدباکتریایی و  می

وجود دارد که نتایج مطالعه حاضر   Stachys ضدقارچی گونه

 کند.را تأیید می

( بازدارندگی  غلظت  عصارهMICحداقل  روش  (  با  ها 

شد   تعیین  رزازورین  عصاره] 41[میکروتیتر  متانولی   . 

عصارهقوی ممانعت  ترین  غلظت  حداقل  کنندگی  )محدوده 
1-6.25 mg mL–1.56عصاره بین  در  برخی(  بود.    از   ها 

اسید،  و   الاژیک  مانند  هافنولپلی   مهار   هایمکانیسم  تانیک 

  به  آنها  وجود، این  با. دهندمی  نشان را  ایمقایسهقابل بیوفیلم

  اثرات   ایجاد  برای  هافورانون  با  مقایسه  در  بالاتر  هایغلظت 

  متانولی   عصاره  سمی   اثرات  به   توجه  . با] 42[دارند    نیاز  معادل

به عنوان یک گزینه    هیدرواتانولی  عصاره  قبلی،  تحقیقات  در

تا  انتخاب  ایمن   مانند   مختلف  صنایع  در  محصول  شد 

  عصاره .  گردد  استفاده  قابل  غذایی  صنایع  و  هامرغداری

غلظت   تحقیق  این  در  استفاده  مورد  هیدرواتانولی حداقل 

-گونه  برایmg mL   25  -  5 /12-1  مهارکنندگی در  محدوده

مشابه  نشان  استرپتوکوکوس  ایه که    و   سارکر  گزارش  داد 

  مختلف   های گونه  دلیل  به  این دامنه   و  ( بود2007)  همکاران

مورد  استرپتوکوکوس و    مطالعه   این  در  استفاده  جداسازی 

 عصاره  از  ترسالم  اتانولی  عصاره  این،  بر  علاوه  .]41[بود

  دامی  انسانی، محصولات برای آن از توانمی و است  متانولی

 . کرد استفاده طیور نیز و

  های داده  با  همراه  ،2  و  1  یها ریتصو   در  شده  ارائه  نتایج

کشندگی    عصاره  داد   نشان  ،3  جدول پولک حداقل غلظت 

در را  گونه   برابر  در  mg mL  25-1غلظت    باکتریایی 

حداقل غلظت    همچنین  منبع و  از  جداشده  استرپتوکوکوس

در را  باکتریایی    گونه   علیه  mg mL  50-1غلظت    کشندگی 

  2  سالن شماره  آبرسانی  سیستم  از  جداشده  استرپتوکوکوس

 داد. نشان

با  عصاره  ضدباکتریایی  خواص  مقایسه هیپوکلریت    پولک 

  از   استفاده   امکان   آیا  که  بود  بدین منظور(  mg L  3-1)  سدیم

بهعصاره  چنین   های کنندهضدعفونی  جایگزین  عنوانهایی 

  اینکه   به  توجه  با.  خیر  یا  دارد  وجود  طیور  صنعت   در  مرسوم

شرط  مؤثره  مواد  مقادیر  قدرت  مقایسه  برای  لازم  که 

می  با  عصاره  بازدارندگی سدیم    یکسان   باشد،هیپوکلریت 

  قطر  و  نشد  گیریاندازه  عصاره  برای  بازدارنده  ناحیه  قطر  نبود،

  های گونه  مقاومت   بررسی  برای  فقط  بازدارنده  ناحیه

 تفاوت   همچنین  و  هیپوکلریت سدیم  برابر  در  استرپتوکوکوس

  اثر  بررسی .گرفت  قرار بررسی مورد شده جدا هایگونه بین

  نسبت  سالن  از  جداشده  گونه  که  داد  نشان  هیپوکلریت سدیم

منبع  به از  شده  جدا    مقابل   در  که   است  ترقوی  گونه 

  با   مواجهه  در  و  دهدنمی  نشان  را  رشد  عدم  هاله  هیپوکلریت 

  خود   از بیشتری  مقاومت  سالن  از آمده دست به گونه عصاره،

  علاوه   پولک  عصاره  گفت   توان می  اساس  این  بر  که  داد  نشان
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 متداول  این روش  به  نسبت   شده،اثبات   مختلف  خواص  بر

نظیر    باکتریایی  هایگونه  برابر  در  بهتری  عملکرد  ضدعفونی،

  کننده مصرف  برای  دیگر،  طرف  از   و  دارد  استرپتوکوکوس 

 . است   استفادهنیز قابل خوراکی صورت به و نبوده مضرّ

 گیرینتیجه-4

 محصولات   با  مضرّ  نوعی  به  و  شیمیایی  ترکیبات  جایگزینی

 توسعه   و  رشد  ت یریمد  ارتقاء   باعث   گیاهی  و  ارگانیک

  از   مؤثرتر  یحتو    شودیم   لمیوفی ب  جادکنندهیا  یهایباکتر 

عمل    یصنعت  مزارع  در  مرسوم  یضدعفون  یهاستمیس

 رساندن  ب یآس  مخاطرات  نکهیا  بدون  ،نمایدمی

  داشته   وجود  کنندهمصرف   به  ییایمی ش  یهاکنندهیضدعفون

 گیاه   اتانولی  عصاره  که  داد  نشان  های تحقیق حاضریافته.  باشد

  ی هاگونه  بر  قوی  ضدباکتریایی  اثر  دارای  پولک

بیوفیلم  با  استرپتوکوکوس تولید  از جداسازی   قابلیت    شده 

  بود و   تخمگذار  صنعتی پرورش پولت   مزارع  آبرسانی  سیستم

صورت  به  استرپتوکوکوس های  گونه  برابر   در  آن  عملکرد

 مواد  جزئیات  بتواند  آتی  تحقیقات  امیدواریم.  بود  کشیباکتری

  یک   هر  سهم  و  گیاه پولک و همچنین نقش  عصاره  در  مؤثره

 . کند روشن ضدباکتریایی را  اثرات مؤثره در مواد این از

 قدردانی -5

  /ص، 3  شماره)  تبریز  دانشگاه  مالی  حمایت   با  حاضر  پژوهش

 .شد انجام(  1403/ 02/ 19

 تعارض منافع -6

  وجود   منافعی  تعارض  هیچ  که   کنندمی  اعلام  نویسندگان 

 . ندارد
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ABSTRACT ARTICLE INFO  

Biofilms act as a natural form of life for some bacteria, which in 

pathogenic species are critical factors in causing infectious diseases. 

The aim of this research was to investigate the antimicrobial effects 

of Stachys schtschegleevii extract on biofilm forming Streptococcus 

isolated from the water supply system of industrial layer pullet farms. 

The results of biofilm production were determined by the tissue 

culture plate method and showed that both isolated Streptococcus 

species had the ability to produce biofilm. In order to investigate the 

antimicrobial activity of poulk extract, it was prepared at a 

concentration of 200 mg mL-1 and less (by preparing serial dilution). 

The bioactive compounds of the extract, which included total phenolic 

content, total flavonoid content, and antioxidant capacity, were 

obtained as 83 mg GAE mL-1, 24 mg QE mL-1, and 65%, respectively. 

Antimicrobial activity was measured by the minimum inhibitory 

concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration 

(MBC) of the extract for Streptococcus spp. that was obtained 12.5 

and 25 mg mL-1 for the one derived from water storage source (B4) 

and 25 and 50 mg mL-1, respectively for Streptococcus obtained from 

water supply system of the poultry house (S2-6). In this research, the 

effect of 3 mg L-1 sodium hypochlorite on survival and growth of 

these bacteria was investigated by agar well diffusion method, and the 

results indicated that the Streptococcus isolated from water supply 

system of the poultry house (S2-6) was resistant to it while B4 isolate 

was sensitive. 
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