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Objective Some plants have antiseptic properties with no harm to humans or animals. In this study, we 
aim to assess the effects of Ailanthus altissima and Salvia nemorosa extracts on Pseudomonas aerugi-
nosa, Staphylococcus aureus, and Proteus vulgaris in vitro.
Methods Ailanthus altissima leaves and flowered branch of Salvia nemorosa were collected and dried in 
shade and powdered. Their aqueous, hydroalcoholic and methanolic extracts were prepared separately 
from the plants by Maceration method at four concentrations of 20, 30, 40, 50 mg/mL which were used 
in Mueller-Hinton Agar culture medium by the well diffusion method. Saponin was extracted was using 
20% ethanol. The statistical results were analyzed in GraphPad Prism v.7 software.
Results The aqueous extract of Salvia nemorosa was more effective on Pseudomonas aeruginosa (mean 
non-growth halo diameter = 26±1 mm). The diameter of the non-growth halo with Ailanthus altissima 
methanolic extract was 17.5±0.5 mm in Pseudomonas aeruginosa and 16.5±0.5 mm in Staphylococcus 
aureus, and the effect was significant (P<0.0001). Only Ailanthus altissima hydroalcoholic extract had an 
effect on Proteus vulgaris. High saponin content of two plants increased their effectiveness.
Conclusion Aqueous extract of Salvia nemorosa is recommended to inhibit the growth and proliferation 
of Pseudomonas aeruginosa.
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S
Extended Abstract

Introduction

taphylococcus aureus bacteria is respon-
sible for a large number of hospital infec-
tions [1]. It has even been proposed as a 
secondary bacterial infectious agent in 
the COVID-19 and a cause of death [3]. 

Pseudomonas aeruginosa bacteria exist in groundwater 
and swimming pools [5, 6]. it enters plants and foods 
through the rhizosphere [7]. By contaminating water, it 
is transferred to cows and their milk and remains even 
after pasteurization [8]. Proteus vulgaris bacteria is a hu-
man pathogen and is isolated from patients with coro-
nary artery disease [9]. Antibiotic resistance of these 
three bacteria investigated in this research.

Ailanthus altissima is a fast-growing deciduous tree 
(tree of heaven) from the Simaroubaceae family and 
grows in almost all regions of Iran [15]. The antibacterial 
role of Ailanthus altissima leaf extract with the synthesis 
of zinc oxide nanoparticles on Escherichia coli has been 
reported [16]. Saponin has antioxidant and antimicrobial 
properties, and its presence in some medicinal plants has 
caused it to be used in the manufacture of medicines. 
This study aims to investigate antiseptic properties of 
Ailanthus altissima and Salvia nemorosa.

Methods

In this study, two field and laboratory methods were 
used. In the field method, the plant growth area was 
visited, samples were collected and their initial prepara-
tion was done. In the laboratory method, extracts were 
obtained from two plants with three different solvents; 
bacteria were cultivated in a special culture medium; 
bacteria were treated with the well diffusion method by 
the extracts, and saponin was extracted from the plants.

The flowering branches of Salvia nemorosa and the 
leaves of Ailanthus altissima were collected from an area 
in the south of Karaj and northeast of Mohammadshahr 
in Karaj, Iran in 2017 and dried in the shade. Bacterial 
strains were obtained from Iranian Research Organiza-
tion for Science and Technology.

The extraction was done by Maceration method in 
the forms of aqueous, methanolic, and hydroalcoholic 
extract according to the modified method of Azwanida 
(2015). In Maceration extraction method, 10 grams of 
the plant was powdered, water was added by 1.5 times 
and mixed on a shaker. It was passed through Whatman 

grade 2 filter paper and placed in a rotary machine for 
3 hours. In Methanolic method, 10 grams of the plant 
was powdered. Methanol was added at a ratio of 1:10 
and placed on a shaker for 72 hours. Methanol was then 
added again at a ratio of 1:10 and placed in the rotary 
machine for 30 minutes. In hydroalcoholic method, 10 
grams of the plant was powdered. Methanol and wa-
ter were then added at a ratio of 80:20 and placed on a 
shaker for 72 hours. In order to concentrate, it was then 
placed in the rotary machine for 1 hour.

Nutrient Broth culture medium was used as the main 
stock for maintaining bacteria. To prepare nutrient agar 
culture medium, 10 grams of culture medium was dis-
solved in 500 ml of distilled water. It was cultivated in 4 
stages and densely. After 24-48 hours of cultivation [23], 
a suspension was prepared from the colonies. The den-
sity of the suspension was compared with 0.5 McFarland 
Standard. The 0.5 McFarland suspension had an optical 
absorbance of 0.08-0.1 at the wavelength of 625 nm. 
Cultivation was done in Mueller-Hinton agar medium 
according to the modified method of Golus et al. (2016). 
Diluted extracts with different concentrations (20-30-40 
and 50 mg/ml) were prepared in dug wells. Then, 30 
mL were poured into the wells and incubated, and their 
growth or non-growth halos were examined [25].

Saponin was extracted according to the modified 
method of Zeb et al. (2014). In this method, 20 grams of 
the plant was powdered and extracted with 20% ethanol 
in two steps. After concentration, it was mixed with 20 
ml of diethyl ether in a separatory funnel. The resulting 
solution was shaken with 60 ml of normal butane. The 
extract was treated with 10 ml of 5% sodium chloride 
and the resulting solution was concentrated and dried. 

The tests were repeated three times and the results 
were analyzed using GraphPad Prism v.7 software.

Results

The increase in concentration of extracts for both plants 
had a significant relationship with the increase in the di-
ameter of the growth halo (P<0.0001). The methanolic 
extract of Ailanthus altissima with a concentration of 50 
mg/ml had the most effect on Staphylococcus aureus 
bacteria (mean non-growth halo diameter= 16.5±0.5 
mm). The effect of maceration extract of Ailanthus al-
tissima leaf on Staphylococcus aureus at concentrations 
of 50, 40, and 30 mg/ml was higher than that of Salvia 
nemorosa (Figure 1 and 2). Only the hydroalcoholic 
extract of Ailanthus altissima had significant effect on 
Proteus vulgaris (mean non-growth halo diameter= 6.5 
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mm), but the Salvia nemorosa extracts had no significant 
effect (Figure 3). The amount of saponin was high in two 
plants; it was higher in Salvia nemorosa (28.20±0.15%) 
than in Ailanthus altissima (24.01±0.10%).

Discussion

Even though the methanolic extract of both Ailanthus 
altissima and Salvia nemorosa had strong effect on Staph-
ylococcus aureus, but the highest effect and the largest 
diameter of non-growth halo was related to Ailanthus al-
tissima. Staphylococcus aureus is an opportunistic patho-
gen with extensive activity in most places; Ailanthus 

altissima can be used as a good disinfectant to remove 
this omnipresent bacterium in public places with minimal 
side effects. But, chlorination is currently used for disin-
fection of swimming pools, and ultraviolet rays are used 
in hospitals for disinfection of beds, walls, and floors.

Comparison of the effects of all concentrations of 
aqueous, alcoholic and hydroalcoholic extracts of Ailan-
thus altissima on Staphylococcus aureus showed that the 
largest diameter of non-growth halo was observed after 
treatment with methanolic extract (16.5±0.5). Poljuhaa 
et al. also reported the methanolic extract of Ailanthus 
altissima as a valuable antibacterial source (Escherichia 

Figure 1. Comparison of the effect of different concentrations of aqueous, methanolic and hydroalcoholic extracts of Salvia 
nemorosa on creating a non-growth halo in Staphylococcus aureus
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as a natural bioactive therapeutic agent with antioxidant, 
antidiabetic and antimicrobial properties [29].

Methanolic and hydroalcoholic extracts of Ailanthus 
altissima were more effective on Pseudomonas aerugi-
nosa and Staphylococcus aureus, where the methanolic 
extract (with non-growth halo diameter of 17.5±0.5 
mm) was higher effect. Ailanthus altissima hydroalco-
holic extract was effective against Proteus vulgaris and 
had an antimicrobial effect. Al-Snafi also reported that 
the Ailanthus altissima plant is capable of destroying 
bacteria that are resistant to several drugs [30] (Figure 
4 and 5). 

coli) and suggested the phenolic and flavonoid com-
pounds such as glycosides and quercetin-3-o-glucoside 
to be the factors of this characteristic [28].

The assessment of the effect of aqueous extract of Ai-
lanthus altissima and Salvia nemorosa on Pseudomonas 
aeruginosa also showed an interesting result: only Salvia 
nemorosa had a significant effect in all tests (with a non-
growth halo diameter of 26±1 mm). Therefore, regard-
less of the type of extract (aqueous, alcoholic, hydroalco-
holic), the type of plant, in addition to the type of bacteria, 
plays a role in influencing and inhibiting the growth of 
bacteria. Ivanov et al. investigated the effect of different 
solvents for extracting Salvia nemorosa and introduced it 

Figure 4. Comparison of the effect of different concentrations of aqueous, methanolic and hydroalcoholic extracts of Ailanthus 
altissima on creating a non-growth halo in Pseudomonas aeruginosa
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Figure 5. Comparison of the effect of different concentrations of aqueous, methanolic and hydroalcoholic extracts of Salvia nemoro-
sa on creating a non-growth halo in Pseudomonas aeruginosa
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هدف برخی گیاهان دارای نقش های ضد عفونی کننده و اغلب بدون عارضه بر انسان و حیوان هستند. در این تحقیق سعی داریم گیاهانی 
را برای ضدعفونی فضاها و سطوح آلوده به باکتری ها به صورتی که ماده سمی در محیط باقی نماند، معرفی کنیم. 

روش ها باکتری های لیوفیلیزه سودوموناس آئروژینوزا، استافیلوکوکوس اورئوس و پروتئوس ولگاریس تهیه شدند و از عصاره های عرعر و 
مریم گلی مزرعه روی در شرایط در شیشه استفاده شد. برگ عرعر و سرشاخه گلدار مریم گلی جمع آوری و در سایه خشک و پودر شدند. 
عصاره های آبی، هیدروالکلی و متانولی به طور جداگانه از گیاهان به روش ماسراسیون تهیه شدند. پس از تبخیر حلّل و خشک شدن 
عصاره، از چهار غلظت 20، 30، 40، 50 میلی گرم بر میلی لیتر در محیط کشت مولر هینتون آگار به روش چاهک استفاده شد. استخراج 

ساپونین با اتانول 20 درصد انجام شد. نتایج آماری با نرم افزار گراف پد پریسم، نسخه 7 بررسی شدند.

یافته ها عصاره آبی مریم گلی مزرعه روی بر سودوموناس آئروژینوزا مؤثر بود و بهترین نتیجه را داد )با قطر هاله عدم رشد±1 26 
میلی متر(. قطر هاله عدم رشد با عصاره متانولی عرعر برای سودوموناس ائروژینوزا 0/5±17/5میلی متر و برای استافیلوکوکوس 
اورئوس 0/5±16/5میلی متر و معنی دار بودند )p>0.0001(. تنها عصاره هیدروالکلی عرعر بر پروتئوس ولگاریس تأثیر داشت. 

عصاره های مریم گلی مزرعه روی بر پروتئوس ولگاریس بی اثر بود. داشتن ساپونین زیاد  2گیاه اثر بخشی را افزایش داده است.

نتیجه گیری برای ممانعت از رشد و تکثیر سودوموناس آئروژینوزا عصاره آبی مریم گلی مزرعه روی توصیه می شود.

کلیدواژه ها: 
ضدعفونی،عرعر،عصاره
آبی،مریمگلیمزرعه

روی

اطلاعاتمقاله:
تاریخدریافت: 23تیر 1400

تاریخپذیرش:17بهمن 1400
تاریخانتشار:12 فروردین 1401

مقدمه 

باکتری استافیلوکوکوس اورئوس1 مسئول اصلی شمار زیادی 
از عفونت های بیمارستانی است و به عنوان تهدیدی برای سلمت 
دندان پزشکی  کار  محیط  در   .]1[ می شود  شناخته  عمومی 
به  نسبت  سطوح  تمام  تقریباً  مشهد  علوم پزشکی  دانشگاه  در 
استافیلوکوکوس اورئوس آلودگی میکروبی نشان دادند. بنابراین 
این محیط ها نیازمند ارتقای سطح کنترل عفونت هستند ]2[. 
عفونت زای  عامل  یک  به عنوان  حتی  اورئوس  استافیلوکوکوس 
ثانوی باکتریایی به دنبال همه گیری ویروسی با کرونا، مطرح شده 

و عامل مرگ و میر اعلم شده است ]3[. 

1. Staphylococcus aureus

باکتری سودوموناس آئروژینوزا2 علت اصلی عفونت های بیمارستانی 
شده  آلوده  فاضلب  نشت  به واسطه  زیرزمینی  آب های   .]4[ است 
سودوموناس  گسترش  باعث  آب های سطحی  فیلتراسیون  عدم  و 
آب سردکن های  در  باکتری  این  همچنین  می  شود،  آئروژینوزا 
در  ]5[. سودوموناس  است  تهران دیده شده  بیمارستان های شهر 
استخر شنای کرمانشاه مشاهده شده است ]6[. این باکتری همچنین 
از طریق خاک و ریزوسفر به گیاهان منتقل و در غذاهایی مانند 
سالاد وارد می شود ]7[. سودوموناس آئروژینوزا با آب آلوده به گاوها 
منتقل و سبب ورم پستان گاوها می شود. این باکتری حتی در شیر 
پاستوریزه شده باقی می ماند و باعث تخریب چربی شیر و محصولات 
لبنی می شود. باکتری سودوموناس آئروژینوزا، در محیط دامداری ها 

از طریق مخازن آب و وسایل شیردوشی انتقال می بابد ]8[.

2. Pseudomonas aeruginos

1.گروهزیستشناسی،واحدیادگارامامخمینی)ره(شهرری،دانشگاهآزاداسلامی،تهران،ایران.
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باکتری پروتئوس ولگاریس3 از پاتوژن های انسانی است و از 
باکتری در  این  با خطر عروق کرونر جدا شده است.  بیمارانی 

محیط نمکی و با Ph=9 بیشترین بازده پروتئین را دارد ]9[.

این  مورد تحقیق  باکتری  سه  هر  در  آنتی بیوتیکی  مقاومت 
آن ها  با  مبارزه  بیش ازپیش  ویژگی  این  و  شده  دیده  پژوهش 
روش  سه  با  آوروژینوزا  سودوموناس  است.  کرده  سخت تر  را 
آلودگی ایجاد می کند: تولید بیوفیلم، مقاومت دارویی و مقاومت 
آنتی بیوتیکی. برخی از این مقاومت ها مبتنی بر جهش، سازگاری، 
تولید  کوچک،  کلنی های  تولید  پایدار،  سلول های  تشکیل 
کلنی های فونیکس و بیوفیلم است ]10[. مقاومت آنتی بیوتیکی 
در 42 سویه از سودوموناس آوروژینوزا از بخش مراقبت های ویژه 
یک بیمارستان به دست آمد ]11[. آن ها فاژدرمانی را به عنوان 
راه حل پیشنهاد دادند، ولی ممکن است با جهش های فاژی، فاژ 

خود معضل جدیدی به شمار آید.

از  وسیعی  طیف  به  اورئوس  استافیلوکوکوس  باکتری 
آنتی بیوتیک ها مقاوم است. در یک پژوهش 174 سویه به روش 
واکنش زنجیره ای پلیمرازPCR 4 مورد بررسی قرار گرفتند. تمامی 
به  آنتی بیوتیکی  مقاومت  اورئوس  استافیلوکوکوس  سویه های 

متی سیلین نشان دادند ]12[. 

از  ولگاریس  پروتئوس  در  آنتی بیوتیک  به  مقاوم  ژن های 
بیمارستانی در اسلم آباد پاکستان جدا شد ]13[. این باکتری 
 .]14[ است  مقاوم  سفوروکسیم  و  سفازولین  به  همچنین 
بنابراین باید جایگزینی مطمئن برای مقابله با باکتری ها به جای 

آنتی بیوتیک، که از خود آلودگی به جای نگذارد، یافت.

Sima- 5، از تیره ریکی از گیاهان این پژوهش، عرعر یا آسماندا
roubaceae با رشد سریع است و تقریباً در همه مناطق ایران 
می روید ]15[. نقش ضد باکتریایی عصاره عرعر با سنتز نانوذرات 

اکسید روی آن بر اشرشیاکلی گزارش شده است ]16[.

گیاه دیگر این پژوهش مریم گلی مزرعه روی6 از تیره نعنائیان7 
ایران است ]15[.  و علف هرز اختصاصی مزارع یونجه و بومی 
این گونه یکی از 50 گونه مریم گلی  در ایران است. متابولیت های 
اسانس مریم گلی مزرعه روی در  آنتی اکسیدانی  و  ضدمیکروبی 

نقاط مختلف ایران سنجیده شده است ]17[. 

باکتری های این پژوهش پیشینه نابودی یا کم شدن فعالیت در اثر 
استفاده از عصاره گیاهان دارویی را دارند. طی بررسی ها، استافیلوکوکوس 
اورئوس و سودوموناس آئروژینورا با عصاره های گیاهی تأثیرپذیر شده 
و فعالیتشان قطع شده یا کاهش یافته است. به طوری که عصاره کامل 

3. Proteus vulgaris
4. Polymerase Chain Reaction
5. Ailanthus altissima
6. Salvia nemorosa
7. Lamiaceae

گیاه آلوئه ورا اثرات ضد میکروبی خوبی بر استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس، 
استافیلوکوکوس اورئوس، کلبسیل پنومونیه و اشرشیاکلی نشان داده 
است. عصاره آبی آلوئه ورا در مقایسه با آنتی بیوتیک های رایج روی 
باکتری های عفونت زا اثر مشابهی دارد ]18[. عصاره متانولی و اتانولی 
برگ ازگیل فعالیت ضدباکتریایی قوی ای بر سودوموناس آئروژینوزا و 

استافیلوکوکوس اوررئوس دارد ]19[. 

ساپونین یک ترکیب ضدعفونی کننده طبیعی موجود در برخی از 
گیاهان دارویی

در کنار عوامل بیماری زایی که از هرسو در محیط زندگی، ما را 
تهدید می کنند گیاهانی با خاصیت های معجزه گر وجود دارند که 
باید از آن ها بهره برد. برای مثال ساپونین که مانند صابون دارای 
خاصیت کف کنندگی است، در برخی از گیاهان وجود دارد و نقش 
ضد عفونی کننده دارد که در این تحقیق نیز بررسی و به میزان 
زیادی یافت شده است. ساپونین دارای خاصیت آنتی اکسیدانی 
و ضد میکروبی است و وجودش در برخی ازگیاهان دارویی سبب 

شده تا در ساخت داروها کاربرد داشته باشد ]20[. 

امروزه بسیاری از مواد ضدعفونی کننده با وجودی که درصد 
کشندگی میکروب بالایی دارند، ولی اثرات نامطلوب بر انسان، از 
پوست گرفته تا ریه، می گذارند. در این تحقیق سعی شده است 
گیاهانی با اثر ضدعفونی کنندگی خوب و در عین حال بدون داشتن 
بوی نامطبوع و حتی مطبوع و خوشایند و بدون به جا گذاشتن 
سموم و اثرات نامطلوب بر سلمتی انسان و محیط زیست معرفی 
شوند. در این تحقیق خواص ضدعفونی مریم گلی مزرعه روی و 

عرعر را برای اولین بار در ایران انجام دادیم.

مواد و روش ها

در این پژوهش، دو روش میدانی و آزمایشگاهی به کار رفت. در 
روش میدانی، مراجعه به منطقه رویش گیاهان، جمع آوری نمونه ها 
و آماده سازی اولیه آن ها صورت گرفت. در روش آزمایشگاهی، 
مراحل عصاره گیری از 2 گیاه با 3 حلّل مختلف، کشت باکتری ها 
در محیط کشت اختصاصی، تیمار باکتری با روش انتشار چاهک 

با عصاره ها و استخراج ساپونین از گیاهان انجام شد. 

روش میدانی

گیاهان مریم گلی مزرعه روی و عرعر از منطقه ای در جنوب 
کرج و شمال شرقی محمدشهر کرج در سال 1397 جمع آوری 
شدند. سرشاخه گل دار مریم گلی مزرعه روی در اردیبهشت ماه 
بعد از گل دادن بریده و در سایه خشک شد. برگ های عرعر هم 
در خرداد ماه قطع و در سایه خشک شد. گل های خشک شده 
برای  استفاده  زمان  تا  عرعر  برگ های  و  مزرعه روی  مریم گلی 
عصاره گیری در کیسه های پلستیکی جداگانه و در بسته ای در 

جای خشک و خنک و دور از آفتاب نگه داری شدند.
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تهیه سوش های باکتریایی

 (PTCC No اورئوس  استافیلوکوکوس  باکتریایی  سوش های 
1189(، سودوموناس آئروژینوزا (PTCC No 1430)، پروتئوس 
و  علوم  تحقیقات  مؤسسه  از   ،(PTCC No1079) ولگاریس 

تکنولوژی ایران8 تهیه شد.

روش آزمایشگاهی

عصاره گیری به روش ماسراسیون و خیساندن

در این تحقیق از روش آزوانیدا9 )2015( با کمی تغییر استفاده شد. 10 
گرم گیاه پودرشده و 1/5برابر آن آب، 48 ساعت روی شیکر مخلوط شد. 
سپس از کاغذ صافی واتمن شماره 2 عبور داده شد و در دستگاه روتاری 
3 ساعت قرار داده شد. عصاره غلیظی حاصل شد که در دسیکاتور کاملً 

خشک شد و تا زمان اثردهی در یخچال نگهداری شد ]21[. 

عصاره گیری متانولی

از روش آزوانیدا )2015( با کمی تغییر استفاده شد. 10 گرم گیاه 
پودر شد. به نسبت 1:10 متانول افزوده شد و 72 ساعت روی شیکر 
قرار داده شد و هر 24 ساعت یک بار از کاغذ صافی عبور داده شد 
به نسبت 1:10 متانول افزوده شد. سپس 30 دقیقه در  و مجدداً 
ایجاد  از روتاری  دستگاه روتاری قرار داده شد. عصاره غلیظی که 
شد در دسیکاتور قرار داده شد تا عصاره خشکی حاصل شود. عصاره 

خشک تا زمان اثردهی در یخچال نگهداری شد ]21[.

عصاره گیری هیدروالکلی

از روش آزوانیدا )2015( با کمی تغییر استفاده شد. 10 گرم 
گیاه پودر شد. نسبت 80:20 از متانول و آب تهیه شد و 72 
ساعت روی شیکر قرار داده شد. هر24 ساعت یک بار از کاغذ 
صافی عبور داده شد و مجدداً متانول و آب افزوده شد. به منظور 
تغلیظ 1 ساعت در دستگاه روتاری قرار داده شد و برای خشک 
شدن کامل در دسیکاتور قرار داده شد. عصاره خشک حاصل تا 

زمان اثردهی در یخچال نگه داری شد ]21[.

تهیه محیط کشت نوترینت براث 

کشت  محیط  گرم   10 لیوفیلیزه،  آمپول  کردن  باز  از  بعد 
نوترینت آگار در 500 میلی لیتر آب مقطر حرارت داده شد تا 
به جوش بیاید و با دمای 121 درجه سانتی گراد استریل شد. 
سپس درون ارلن های کوچک تر 20 میلی لیتری ریخته شد و 
بدین ترتیب از محیط کشت نوترینت براث ساخته شده به عنوان 

استوک اصلی برای نگهداری باکتری استفاده شد ]22[.

8. Iranian Research Organization for Science and Technology
9. Azwanida

محیط کشت نوترینت آگار

10 گرم از محیط کشت در 500 میلی لیتر آب مقطر حل شد. 
باکتری به صورت 4 مرحله ای و متراکم براساس روش های متداول 
میکروبیولوژی کشت داده شد. بعد از 24 تا 48 ساعت کشت 
]23[ از کلنی ها سوسپانسیون تهیه شد. کدروت سوسپانسیون با 

نیم مک فارلند مقایسه شد.

نیم مک فارلند و کشت مولر هینتون آگار

شد  تهیه  سولفات  باریوم  رسوب  با  نیم مک فارلند  استاندارد 
نانومتر  نیم مک فارلند در طول موج 625  ]24[. سوسپانسیون 
جذب نوری 0/1-0/08 داشت. در این آزمایش از روش چشمی 
نیز استفاده شد و مقایسه کدورت نتیجه یکسان داشت. محیط 

کشت مولر هینتون آگار از نوع مرک آلمان بود. 

کشت در محیط کشت مولر هینتون آگار

از روش گولوس10 و همکاران )2016( با کمی تغییر استفاده 
کشت  محیط  روی  شد.  انجام  چاهک  روش  به  کار  این  شد. 
مولر هینتون آگار چاهک کنده شد و عصاره های خشک شده با 
غلظت های مختلف )20، 30، 40 و50 میلی گرم بر میلی لیتر( 
تهیه شد و 30 میکرولیتر در چاهک ها ریخته شد. عصاره ها 24 
الی48 ساعت در آون انکوبه شدند و هاله رشد و یا عدم رشد آن ها 

بررسی شد ]25[.

استخراج ساپونین 

پودر شده و 4 ساعت در دمای 55 درجه  از گیاه  20 گرم 
سانتی گراد با 100 میلی لیتر از اتانول 20 درصد قرار گرفت. عصاره 
صاف شد و ته نشست باقی مانده مجدداً با 200 میلی لیتر اتانل 20 
درصد عصاره گیری شد. عصاره در حمام آبی تغلیظ شد. سپس 
با 20 میلی لیتر دی اتیل اتر در یک قیف جداکننده مخلوط شد. 
مخلوط به شدت شیک شد. سپس محلول آبی جمع آوری شد. به 
لایه آبکی 60 میلی لیتر بوتان نرمال افزوده شد و به خوبی با شیکر 
قوی مخلوط شد. عصاره بوتانل نرمال با 10 میلی لیتر محلول 
کلرید سدیم 5 درصد تیمار شد. محلول حاصل در یک حمام آبی 

تغلیظ شد و ساپونین های خام در یک آون خشک شدند ]26[.

بررسی آماری

همه آزمون ها با 3 تکرار انجام شد و نتایج آماری با نرم افزار 
گراف پد پریسم نسخه 7 بررسی شد.

10. Golus
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یافته ها

اثر عصاره هیدروالکلی گیاهان مریم گلی مزرعه روی و عرعر 
بر باکتری استافیلوکوکوس اورئوس نشان داد افزایش غلظت با 
 )P> 0/0001( افزایش قطر هاله عدم رشد در هردو معنی دار است

)جدول شماره 1(.

مریم گلی  و  عرعر  گیاه  دو  هیدروالکلی  عصاره  اثر  مقایسه 
مزرعه روی بر باکتری استافیلوکوکوس اورئوس نشان داد عصاره 
متانلی گیاه عرعر با غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر بر باکتری 
استافیلوکوکوس اورئوس بیشترین اثر را داشته است ) با هاله 
عدم رشد 16/5 ±0/5 میلی متر(. به طور کلی افزایش غلظت با 
افزایش هاله عدم رشد در هر دو گیاه و تمام غلظت ها معنی دار 

است )جدول شماره 1(. 

مقایسه اثر عصاره آبی دو گیاه عرعر و مریم گلی مزرعه روی بر 
باکتری استافیلوکوکوس اورئوس نشان داد تأثیر عصاره آبی ازگیاه 
عرعر در غلظت های50 و40 و30 میلی گرم بر میلی لیتر بیشتر از 

مریم گلی بوده است )جدول شماره 1 و تصویرهای شماره 1 و 2(. 

مقایسه عصاره های دو گیاه بر پروتئوس ولگاریس نشان داد 
تنها عصاره هیدروالکلی عرعر تأثیرگذار بوده است )با هاله عدم 
رشد میانگین 6/5 میلی متر( در حالی که عصاره های مریم گلی 

مزرعه روی بی تأثیر بوده اند )تصویرهای شماره 3 و 4(.

اندازه گیری مقادیر ساپونین در دو گیاه مورد بررسی این پژوهش 
در جدول شماره 2 نشان داده شده است. مقایسه مقادیر حاکی 
از مقدار بیشتر ساپونین )0/15±28/20 درصد( در گیاه مریم گلی 

مزرعه روی است.

از میان عصاره های مختلف مریم گلی تنها عصاره آبی آن بر 
 .P>0/0001 معنی داری  با  بود  مؤثر  آئروژینوزا  سودوموناس 
از میان عصاره های مختلف عرعر، عصاره آبی هیچ  درحالی که 
سپس  و  متانولی  عصاره  اول  ترتیب  به  ولی  نداشته،  تأثیری 
هیدروالکلی بیشترین تأثیر را داشته اند )تصویرهای شماره 5 و 6(.

جدول 1.اثرعصارههایمتانولی،آبیوهیدروالکلیگیاهانمریمگلیمزرعهرویوعرعرباغلظتهایمختلفبراستافیلوکوکوساورئوسومیانگیناندازهقطرهاله
عدمرشدآن

تیمار عصاره های مریم گلی مزرعه روی بر استافیلوکوکوس اورئوس

20304050غلظت ها )میلی گرم بر میلی لیتر(

)mm( میانگین قطر هاله عدم رشد

1±1/514±110/33±0/57±5/5متانولی

0/5± 0/52/5± 1/5------------آبی

0/5± 0/57/5± 16/5±0/55± 2/5هیدروالکلی

تیمار عصاره های عرعر بر استافیلوکوک اورئوس

 میانگین±انحراف معیار

20304050غلظت ها )میلی گرم بر میلی لیتر(

میانگین قطر هاله عدم رشد )میلی متر(

0/5± 216/5±0/513 ±0/59/5± 8/5متانولی

0/5± 0/53/5± 0/52/5±1/5-------آبی

0/5± 0/56/5± 0/55/5± 14/5±3هیدروالکلی

جدول 2.مقایسهمقادیرمیانگینساپونیندر2گیاهموردسنجشاینپژوهش

مقدار میانگین±انحراف معیار ساپونین )درصد(گیاه مورد سنجش

0/15±28/20مریم گلی مزرعه روی

0/10±24/01عرعر

سپیده فرازنده و همکاران. مقایسه اثرات ضد باکتریایی عصاره گیاهان عرعر و مریم گلی مزرعه روی بر سودوموناس آئروژینوزا، استافیلوکوکوس اورئوس و پروتئوس ولگاریس در شرایط درشیشه
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تصویر 1. مقایسهاثرغلظتهایمختلفعصارههایآبی،الکلیوهیدروالکلیگیاهمریمگلیبراستافیلوکوکوساورئوسدرایجادهالهعدمرشد

6 
 

بر باکتری استافیلوکوکوس اورئوس نشان داد عصاره متانلی گیاه روی مزرعهگلی مقایسه اثر عصاره هیدروالکلی دو گیاه عرعر و مریم
به  .(mm 16.5 ±0.5) با هاله عدم رشد  استین اثر را داشته بر باکتری استافیلوکوکوس اورئوس بیشتر mg/ml 50با غلظت  عرعر

  .(1)جدول  باشددار میها معنیطور کلی افزایش غلظت با افزایش هاله عدم رشد در هر دو گیاه و تمام غلظت
گیاه زا آبی تاثیر عصارهنشان داد بر باکتری استافیلوکوکوس اورئوس  مزرعه روی گلیمقایسه اثر عصاره آبی دو گیاه عرعر و مریم

  .(2و  1هاینمودارو  1جدول ) بیشتر از مریم گلی بوده است 30و 40و mg/ml 50 هایعرعر در غلظت
ر تاثیرگذار بوده است )با هاله عدم رشد عنشان داد تنها عصاره هیدروالکلی عرپروتئوس ولگاریس بر گیاه مقایسه عصاره های دو 

 .(4و3های )نموداراند بودهتاثیر روی بیهای مریم گلی مزرعه( در حالی که عصارهمترمیلی  5/6میانگین 
مقایسه مقادیر حاکی از مقدار  شده است. نشان داده 2گیری مقادیر ساپونین در دو گیاه مورد بررسی این پژوهش در جدول اندازه

 درصد( در گیاه مریم گلی مزرعه روی است. 20/28±15/0بیشتر ساپونین )

 
 50، 40، 30، 20با غلظت های مختلف)گیاهان مریم گلی مزرعه روی و عرعر اثر عصاره های متانلی، آبی و  هیدروالکلی  -1جدول

 میلی گرم بر میلی لیتر( بر استافیلوکوک اورئوس و میانگین اندازه قطر هاله عدم رشد آن.  
 

 اورئوس لوکوکیتیمار عصاره های مریم گلی مزرعه روی بر استاف
 20 30 40 50 (mg/ml)ها غلظت

 1±14 1.5±10.33 1±7 0.5±5.5 متانلی 
 0.5± 2.5 0.5± 1.5 ------ ------ آبی (mm)میانگین قطر هاله عدم رشد

 0.5± 7.5 0.5± 6.5 1±5 0.5± 2.5 هیدروالکلی 
 اورئوس لوکوکیتیمار عصاره های عرعر بر استاف

 20 30 40 50 (mg/ml)ها غلظت
 0.5± 16.5 2±13 0.5 ±9.5 0.5± 8.5 متانلی 

 0.5± 3.5 0.5± 2.5 0.5±1.5 ------- آبی (mm)قطر هاله عدم رشدمیانگین 
 0.5± 6.5 0.5± 5.5 0.5± 4.5 1±3 هیدروالکلی 

 
 

 
 

( Sa)بر استافیلوکوکوس اورئوس (Sn) گلیی گیاه مریملهای آبی، الکلی و هیدروالکهای مختلف عصارهمقایسه اثر غلظت -1نمودار
 .در ایجاد هاله عدم رشد
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تصویر 2.مقایسهاثرغلظتهایمختلفعصارههایآبی،الکلیوهیدروالکلیگیاهعرعربراستافیلوکوکوساورئوسدرایجادهالهعدمرشد
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در ( Sa) بر استافیلوکوکوس اورئوس( Aa) عرعری گیاه لهای آبی، الکلی و هیدروالکعصارهمختلف های مقایسه اثر غلظت -2نمودار
 . ایجاد هاله عدم رشد

 
  

 

 ( بر پروتئوس ولگاریسAaهای متانلی، آبی و هیدروالکلی عرعر )های عصارهمقایسه اثر تمامی غلظت -3نمودار
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تصویر 3.مقایسهاثرتمامیغلظتهایعصارههایمتانولی،آبیوهیدروالکلیعرعربرپروتئوسولگاریس

7 
 

 
 
 

در ( Sa) بر استافیلوکوکوس اورئوس( Aa) عرعری گیاه لهای آبی، الکلی و هیدروالکعصارهمختلف های مقایسه اثر غلظت -2نمودار
 . ایجاد هاله عدم رشد

 
  

 

 ( بر پروتئوس ولگاریسAaهای متانلی، آبی و هیدروالکلی عرعر )های عصارهمقایسه اثر تمامی غلظت -3نمودار
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تصویر 4.مقایسهاثرتمامیغلظتهایعصارههایمتانولی،آبیوهیدروالکلیمریمگلیبرپروتئوسولگاریس
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 . (Pv) بر پروتئوس ولگاریس( Sn) های متانلی، آبی و هیدروالکلی مریم گلیهای عصارهمقایسه اثر تمامی غلظت -4نمودار

 

. در حالی که P<0.0001داری سودوموناس آئروژینوزا مؤثر بود با معنیبر  آن مریم گلی تنها عصاره آبی مختلف هایاز میان عصاره
 عصاره متانلی و سپس هیدروالکلی بیشترینبه ترتیب اول عرعر، عصاره آبی هیچ تأثیری نداشته ولی مختلف های از میان عصاره
 (.6و5های اند ) نمودارتأثیر را داشته

 

 بر سودوموناس آئروژینوزا ( Aa) ی عرعرلهای آبی، الکلی و هیدروالکهای عصارهاثر تمامی غلظتمقایسه  -5نمودار
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 . (Pv) بر پروتئوس ولگاریس( Sn) های متانلی، آبی و هیدروالکلی مریم گلیهای عصارهمقایسه اثر تمامی غلظت -4نمودار

 

. در حالی که P<0.0001داری سودوموناس آئروژینوزا مؤثر بود با معنیبر  آن مریم گلی تنها عصاره آبی مختلف هایاز میان عصاره
 عصاره متانلی و سپس هیدروالکلی بیشترینبه ترتیب اول عرعر، عصاره آبی هیچ تأثیری نداشته ولی مختلف های از میان عصاره
 (.6و5های اند ) نمودارتأثیر را داشته

 

 بر سودوموناس آئروژینوزا ( Aa) ی عرعرلهای آبی، الکلی و هیدروالکهای عصارهاثر تمامی غلظتمقایسه  -5نمودار
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 بر سودوموناس آئروژینوزا (Sn) مزرعه رویگلی های آبی، الکلی و هیدروالکلی مریمهای عصارهتمامی غلظتاثر مقایسه   -6نمودار

(Pa) 

 مقایسه مقادیر میانگین ساپونین در دو گیاه مورد سنجش این پژوهش -2جدول

 مقدار میانگین ساپونین )%( گیاه مورد سنجش

 20/28±15/0 مریم گلی مزرعه روی

 01/24±10/0 عرعر

 بحث

 یقوبه طور عرعر و مریم گلی مزرعه روی بر استافیلوکوک اورئوس عصاره متانلی هر دو گیاه با وجودی که  ها نشان دادمقایسه
میشه هتیمار با عرعر بوده است و افزایش غلظت عصاره مربوط به  ،قطر هاله عدم رشدبیشترین  بهترین پاسخ و د ولینعمل می کن

  .های بیشتر را هم اعمال کردتوان غلظتیعنی می (P<0.0001) بوددار ها معنیعدم رشد باکتریبا افزایش قطر هاله 
 

ه عنوان یک بنابراین عرعر می تواند بباکتری فرصت طلب با فعالیت وسیع در اکثر فضاها و اماکن است استافیلوکوک اورئوس یک 
مصرف شود آن هم با حداقل عوارض، این در حالی در اماکن عمومی جازی همهبرای زدودن این باکتری  ضدعفونی کننده خوب

 شود.برای سطوح بیمارستانی مانند تخت و دیوار و کف از اشعه ماورای بنفش استفاده می و است که اکنون برای استخرها از کلرزنی
 به طوری که در تحقیقدهند ت نشان میها مقاومتحقیقات نشان داده گاه با وجود به کارگیری مواد شیمیایی قوی همچنان میکروب

Yousefi  گزارش شده است در محیط درصد استافیلوکوک اورئوس  3/29با وجود کلرزنی حتی و همکاران در استخر شهر ساری
(27.) 

طر ق های آبی، الکلی و هیدروالکی گیاه عرعر بر استافیلوکوکوس اورئوس نشان داد بیشترینهای عصارهاثر تمامی غلظتمقایسه 
در تحقیقات خود عصاره متانلی عرعر و همکاران نیز  Poljuhaa (.5/16 ±5/0)  هاله عدم رشد مربوط به عصاره متانلی بوده است

 o-3-و کوئرستین مانند گلیکوزیدهارا یک منبع ارزشمند ضد باکتریایی )اشرشیا کلی( معرفی کردند و ترکیبات فنلی و فلاونوئیدی 
  .(28) نده ااین خصوصیت دانست عواملرا گلوکوزید  –

 نزدیک به سایر عصاره هاستاثر گذاری آن یا  هاستگاه عصاره آبی موثرتر از سایر عصاره
 هر دو عصاره برنتیجه جالبی را نشان داد؛ با وجودی که  سودوموناس آئروژینوزابر مزرعه روی گلی تأثیر عصاره آبی عرعر و مریم

ها )با هاله تاثیر داشته، آن هم با بیشترین تاثیر در کل این سنجشمزرعه روی گلی مریماثر داده شدند ولی فقط یک نوع باکتری 
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بحث

مقایسه ها نشان داد با وجودی که عصاره متانولی هر دو گیاه 
عرعر و مریم گلی مزرعه روی بر استافیلوکوکوس اورئوس به طور 
قوی عمل می کنند، ولی بهترین پاسخ و بیشترین قطر هاله عدم 
رشد، مربوط به تیمار با عرعر بوده است و افزایش غلظت عصاره 
همیشه با افزایش قطر هاله عدم رشد باکتری ها معنی دار بود 
)P<0/0001(، یعنی می توان غلظت های بیشتر را هم اعمال کرد. 

استافیلوکوکو اورئوس یک باکتری فرصت طلب با فعالیت وسیع 
به عنوان  بنابراین عرعر می تواند  است.  اماکن  و  فضاها  اکثر  در 
یک ضدعفونی کننده خوب برای زدودن این باکتری همه جازی 
در اماکن عمومی مصرف شود. آن هم با حداقل عوارض، این در 
حالی است که اکنون برای استخرها از کلرزنی و برای سطوح 
بیمارستانی، مانند تخت و دیوار و کف از اشعه ماورای بنفش 
استفاده می شود. تحقیقات نشان داده گاه با وجود به کارگیری 
مواد شیمیایی قوی همچنان میکروب ها مقاومت نشان می دهند 
به طوری که در تحقیق یوسفی و همکاران در استخر شهر ساری 
حتی با وجود کلرزنی، 29/3 درصد استافیلوکوکوس اورئوس در 

محیط گزارش شده است ]27[.

و  الکلی  آبی،  عصاره های  غلظت های  تمامی  اثر  مقایسه 
داد  نشان  اورئوس  استافیلوکوکوس  بر  عرعر  گیاه  هیدروالکی 
بیشترین قطر هاله عدم رشد مربوط به عصاره متانولی بوده است 
)0/5± 16/5(. پولی یوها11 و همکاران نیز در تحقیقات خود عصاره 
متانولی عرعر را یک منبع ارزشمند ضدباکتریایی )اشرشیاکلی( 
معرفی کردند و ترکیبات فنلی و فلونوئیدی، مانند گلیکوزیدها و 
کوئرستین - o - 3- گلوکوزید را عوامل این خصوصیت دانسته اند 
]28[. گاه عصاره آبی مؤثرتر از سایر عصاره هاست یا اثرگذاری آن 

نزدیک به سایر عصاره هاست.

تأثیر عصاره آبی عرعر و مریم گلی مزرعه روی بر سودوموناس 
آئروژینوزا نتیجه جالبی را نشان داد. با وجودی که هر دو عصاره 
بر یک نوع باکتری اثر داده شدند، ولی فقط مریم گلی مزرعه روی 
تأثیر داشته، آن هم با بیشترین تأثیر در کل این سنجش ها )با هاله 
عدم رشد 1±26 میلی متر( )تصویرهای شماره 5 و 6(. بنابراین 
صرف نظر از نوع عصاره )آبی یا غیره( نوع گیاه هم علوه بر نوع 
باکتری در تأثیرپذیری و ممانعت از رشد باکتری نقش دارد. در 
مختلف  استخراج  اثر حلل های  همکاران  و  ایوانو12  راستا  این 
مریم گلی مزرعه روی را بررسی کرده و این گیاه را به عنوان یک 
عامل درمانی فعال زیستی طبیعی با کاربردهای آنتی اکسیدانی، 

ضددیابتی و ضد میکروبی معرفی کردند ]29[.

11. Poljuhaa
12. Ivanov

 30 و   20 غلظت های  در  مزرعه روی  مریم گلی  آبی  عصاره 
میلی گرم بر میلی لیتر بر استافیلوکوکوس اورئوس اصلً ایجاد هاله 
نمی کرد )جدول شماره 1(، ولی این سبب نمی شود تا به یقین 
بگوییم همیشه عصاره های الکلی مؤثرتر از عصاره های آبی هستند. 
به طوری که از بین عصاره ها تنها عصاره آبی مریم گلی مزرعه روی 
بر سودوموناس آئروژینوزا ایجاد هاله می کرد )تصویر شماره 6(. 
به هرحال ذکر این نکته ضرورت دارد که حلل های استفاده شده 
عصاره  فرآوری  طی  در  و  شدند  تبخیر  تماماً  پژوهش  این  در 
خشک شده مصرف شد و مجدداً موقع مصرف با آب رقیق سازی 
شد. بنابراین حتی حلل های الکلی یا هیدروالکلی به جهت تبخیر 

کامل، عصاره را مضر نمی  کنند.

و  بی ضرر  آسان تر،  استفاده  می تواند  پژوهش  این  نتایج 
عمومی  اماکن  مصارف  برای  را  عصاره ها  این  از  به صرفه تری 
امکان پذیر کند. عرعر به وفور در مناطق مختلف فضاهای سبز 
به صورت یک گیاه مهاجم درآمده و بهره برداری از آن می تواند 
نقش دوگانه ایفا کند. مریم گلی مزرعه روی هم در بیشتر مناطقی 
که یونجه کشت می شود به صورت یک علف هرز مزرعه می روید و 

هردو گیاه قابلیت دسترسی خوبی دارند.

عصاره های متانولی و هیدروالکلی

سودوموناس  بر  عرعر  هیدروالکلی  و  متانولی  عصاره های 
آئروژینوزا و استافیلوکوکوس اورئوس بیشتر تاثیرگذار بودند، با 
ارجحیت عصاره متانولی )با هاله عدم رشد 0/5± 17/5 میلی متر( 

)تصویرهای شماره 3 و 6(.

نتیجه بخش بودن عصاره های هیدروالکلی و آبی در این پژوهش 
از ارزش زیادی برخوردار است، چون غالباً کمتر عصاره یا حتی مواد 
شیمیایی کم خطری قادر به از بین بردن یا مهار باکتری هاست. 
در این تحقیق عصاره هیدروالکلی عرعر بر پروتئوس ولگاریس 
مؤثر و اثر ضد میکروبی از خود نشان داده است. در این راستا 
الاسنافی13 اعلم کرد گیاه عرعر قادر به از بین بردن باکتری هایی 

است که مقاومت به چندین دارو14 را کسب کرده اند ]30[.

ساپونین

ساپونین ها علوه بر آنکه برای خود گیاه در سیستم دفاعی در 
برابر حملت مهاجمان شرکت دارند، کاربرد وسیعی در تولید 
داروهای گیاهی و صنعت داروسازی دارند. به طوری که در ساخت 
هورمون های استروئیدی، داروهای ضد التهاب و ایمنی بدن به کار 

می روند ]20[. 

13. Al-snafi
14. Multi-drug resistant bacteria
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داد؛  نشان  ساپونین  استخراج  نتایج  حاضر،  پژوهش  در 
ساپونین موجود در گیاه عرعر 0/10±24/01 درصد و در گیاه 
مریم گلی مزرعه روی 0/15±28/20 درصد بوده است. میزان زیاد 
ساپونین در گیاهان مورد بررسی می تواند نشان دهنده خصوصیت 
ضدعفونی این گیاهان باشد و بی شک یکی از مهم ترین دلایل 
اثر ضد میکروبی گیاهان این پژوهش داشتن ساپونین زیادشان 
است. در حالی که این ماده ضدعفونی کننده در بسیاری از گیاهانی 
این  مقادیر  از  کمتر  بسیار  معروف اند،  ساپونین  داشتن  به  که 
پژوهش است. به طوری که دانه مغذی کینوآ15، نوعی سلمک، که 
سرخپوستان از آن استفاده می کنند، 0/29±2/03 درصد ساپونین 
 Launaea دارد ]31[ و برگ گیاهی از تیره آفتابگردان به نام
sarmentosa که داروی ضد سرطان است و در ویتنام مصرف 

زیاد دارد میزان ساپونینش 10/80 درصد است ]32[. 

از ویژگی های این پژوهش آن است که با وجودی که درباره 
استافیلوکوکوس  بر  سالویا  مختلف  گونه های  ضدمیکروبی  اثر 
S. bracteata اورئوس کار شده، ولی درباره گونه بومی ایران که

است تحقیق نشده و نیز سایر گونه ها تأثیری در حد پژوهش ما 
نداشته اند. به طوری که مصلح آرانی16 و همکاران بیشترین پاسخ 
را برای گونه S.bracteata با هاله عدم رشد 9 میلی متر گزارش 

کرده اند ]33[. 

نتیجه گیری

از نتایج این تحقیق می توان در مواردی، مانند سطوح بیمارستانی 
و استخرهای شنا که معمولًا سه باکتری استافیلوکوکوس اورئوس، 
پروتئوس ولگاریس و سودوموناس آئروژینوزا در آن ها دیده شده 
برای ضدعفونی استفاده کرد. در استخرهای شنا معمولًا از کلرزنی 
باعث  و  نمی شود  رعایت  آن  مصرف  دُز  که  می شود  استفاده 
به پوست و چشم می شود و در سطوح  رنگ بری مو و آسیب 
بیمارستانی معمولًا از ساولن یا آب ژاول استفاده می شود که غالباً 
بدبوست و برای ریه ناراحت کننده است. درحالی که عصاره های 

گیاهی این پژوهش، مطبوع برای تنفس بدون عوارض هستند. 

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

در این پژوهش، تمامی اصول اخلق در پژوهش رعایت شده 
است. بررسی ها در دو بخش میدانی و آزمایشگاهی بود، ولی در 
هیچ یک، از اطلعات مستقیم بیماران استفاده نشده و مطالعات 

بالینی نبوده است. 

15. Chenopodium quinoa
16. Mosleh Arany

حامی مالی

ارشد  کارشناسی  دانشجویی  پایان نامه  از  برگرفته  مقاله  این 
نویسنده اول در گروه زیست شناسی دانشگاه آزاد اسلمی، واحد 

یادگار امام خمینی )ره( شهرری دانشگاه آزاد اسلمی است.

مشارکت نویسندگان

نویسنده سوم  اول و سپس  نویسنده  بعد  نویسنده مسئول، 
بیشترین مشارکت را داشتند.

تعارض منافع

نویسندگان اعلم می دارند هیچ گونه تضاد منافعی در پژوهش 
حاضر وجود ندارد.

تشکر و قدردانی

)ره( شهرری  امام خمینی  یادگار  واحد  از مسئولین محترم 
فراهم  را  تحقیق  این  مالی  امکان  که  اسلمی  آزاد  دانشگاه 
دانشگاه  هیئت علمی  عضو  فلسفی  دکتر  خانم  سرکار  آوردند، 
علوم پزشکی به جهت راهنمایی های ارزشمندشان و کارشناسان 
یادگار  آزاد اسلمی واحد  آزمایشگاه تحقیقات دانشگاه  محترم 
امام خمینی )ره( شهرری خانم مهندس خسروی و خانم دکتر 

اعتمادی صمیمانه تشکر می کنیم.
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