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 چکیده
 در بيمارستانی های عفونت عوامل مهمترین از یکی باکتری این است. انسانی طلب فرصت زای بيماری یک آئروژینوزا سودوموناس      

 این .است ها سوختگی و فيبروز سيستيک به مبتلایان ها، بدخيمی به مبتلا افراد شامل ایمنی سيستم نقص دارای بيماران از وسيعی طيف

 توليد .دارد متداول های بيوتيک آنتی بيشتر به زیادی مقاومت بيوفيلم، توليد دليل به و است متعددی زایی بيماری عوامل دارای باکتری

 برای جذاب هدف یک QS سيستم .استquorum sensing (QS ) سيستم کنترل تحت باکتری این در زایی بيماری عوامل از بسياری

 پيشين مطالعات است.( Eugenia caryophylata) ميخک عصاره دهنده تشکيل اصلی ماده اوژنول است. جدید های درمان طراحی

 عوامل توليد و بيوفيلم تشکيل بر اوژنول QS ضد اثر بررسی مطالعه این از هدف اند. داده نشان را آن باکتریایی ضد هایاثر

 دو برای (MIC) اوژنول مهارکنندگی غلظت قلاحد بود. آئروژینوزا سودوموناس یها سویه در QS سيستم با شده تنظيم زایی بيماری

 کنترل با ميکروبی تکثير بر اوژنول اثر سپس شد. تعيين بالينی جدایه سه و PAO1 و ATCC 25896 آئروژینوزا سودوموناس سویه

 و Swarming، Swimming حرکت رامنوليپيد، و پيوسيانين ساکارید، اگزوپلی توليد و بيوفيلم تشکيل شد. انجام رشد منحنی

Twitching 25896 آئروژینوزا سودوموناس سویه دو برای اوژنول مهارکننده غلظت کمترین شد. بررسی وژنولا با تيمار از پس 

ATCC و PAO1 ترتيب  به (v/v) 6/0% و (v/v) 3/0% به منجر داری یمعن طور به (%49/0≤) اوژنول مختلف های غلظت شد. تعيين 

 حرکت و ساکارید اگزوپلی توليد ،بيوفيلم تشکيل همچنين .ندشد رامنوليپيد و پيوسيانين توليد ازجمله زا بيماری عوامل توليد کاهش

swarming، swimming و twitching عامل یک عنوان به اوژنول از استفاده ترتيب، این به یافت. کاهش اوژنول با تيمار از پس 

 آئروژینوزا سودوموناس از حاصل های عفونت با مقابله برای یمؤثر درمانی راهکار تواند می بيوفيلم ضد و QS سيستم مهارکننده

 باشد.

 

 .روغنی های اسانس ،QS سيستم زایی، بيماری عوامل بيوتيکی، آنتی مقاومت ،آئروژینوزا سودوموناس کلیدی: های واژه
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 مقدمه
 طلب فرصت زای بيماری یک آئروژینوزا سودوموناس

 نقص دارای بيماران از وسيعی طيف در تواند می که است
 توانایی .کند ایجاد مزمن و حاد های عفونت ایمنی سيستم

 توليد به ها بافت به هجوم در آئروژینوزا سودوموناس
 منجر که دارد بستگی ها توکسين و سلولی خارج های آنزیم

 ميزبان های سلول به و شده فيزیکی سدهای شکستن به
همانند  متنوع زای بيماری عوامل توليد .زند می آسيب

 ،C فسفوليپاز رامنوليپيد، پيوسيانين، پروتئازها، آلژینات،
 که است شده سبب بيوفيلم تشکيل و پيلی ،A اگزوتوکسين
 های باکتری مهمترین زمره در آئروژینوزا سودوموناس

 ،سویی از .(Kim et al., 2015) دگير قرار زا بيماری
 های سویه بين در بيوتيکی آنتی مقاومت گسترش

 سلامتی برای جدی نگرانی سبب آئروژینوزا سودوموناس
  است. شده انسان
 توليد و عملکردها بيشتر آئروژینوزا سودوموناس در
 Quorum sensing (QS) سيستم توسط زا بيماری عوامل
 به پاسخ و توليد با ها باکتری QSفرایند  در شود. می کنترل

 محيط در را ها باکتری سایر حضور ،رسان پيام های مولکول
 چهار آئروژینوزا سودوموناس کنند. می ردیابی خود اطراف
 توليد در همگی که دارد (iqs و las، rhl، pqs) QS سيستم
 QS سيستم دارند. تعامل بيوفيلم تشکيل و زا بيماری عوامل
 در اختلال ایجاد دليل به آئروژینوزا سودوموناس باکتری
 حائز باکتری این زایی یبيمار در ميزبان، دفاعی سيستم
 لميوفيب (.Williams et al., 2000) است اهميت

 فيبروز به مبتلا افراد ریه در آئروژینوزا سودوموناس
 عمدتاً که بيوفيلم باکتری این در .شود می ليتشک کيستيس
 تحمل به قادر است، شده تشکيل ساکارید اگزوپلی از

 برابر در و است منفرد یها سلول جداکننده فيزیکی نيروهای
 این به .است مقاوم ميزبان ایمنی یها سلول فاگوسيتوز

 Madigan et) شود می دشوار بسيار بيوتيک آنتی نفوذ ترتيب

al., 2010.) کنترل تحت یزا بيماری عوامل از بسياری 
 حرکت ،پيوسيانين رامنوليپيد، ازجمله QS سيستم

swarming، swimming و twitching شکيلت و تکامل در 
 و QS سيستم در تداخل رو ازاین کنند. می ءایفا نقش بيوفيلم

 عالی هدف یک ،زا بيماری عوامل ليدتو در کاهش آن دنبال به
 مقاوم های یهسو عليه ميکروبی ضدهای  درمان گسترش برای

 در تداخل (.Zhou et al., 2013) است بيوتيک آنتی به
 را سيستم این که است هدفمندفرایندهایی  شامل QS سيستم

 امروزه دهند. می قرار هدف باکتری رشد بر اثر بدون
 عنوان به اآنه دهنده تشکيل ءاجزا و گياهی های عصاره
 ایجاد به قادر QS سيستم طبيعی مهارکننده های ترکيب
 سنتز از ممانعت مانند سيستم این مختلف مراحل در اختلال

 و رسان پيام مولکول تخریب رسان، پيام های مولکول
 قرار استفاده مورد رسان پيام های مولکول های آنالوگ

 (.Roche et al., 2004) گيرند می
 ماده یک (allyl-2-methoxyphenol-4) اوژنول

 ميخک های جوانه از عمدتاً که است لیفن فيتوشيميایی
(Eugenia caryophyllata) دارچين، گياه آید. می دستب 

 نولژاو دیگر منابع از زردچوبه و هندی جوز آویشن،
 اوژنول که است شده داده نشان خيرا مطالعات در هستند.
 ضد ،یيداناکس آنتی حسی، بی التهابی، ضد خواص دارای

؛ Mahapatra & Roy, 2014) است سرطان ضد و ميکروبی
Yogalakshmi et al., 2010.) ضداثرهای  براین، علاوه QS 

 و Chromobacterium violaceum CV026 روی اوژنول
 Aeromonas یها باکتری روی ميخک روغن مهارکننده اثر

hydrophila و Porphyromonas gingivalis شده مطالعه 
 Zhang؛ Husain et al., 2013؛ Zhou et al., 2013) است

et al., 2017.) تحت زای ریبيما عوامل مهار مطالعه، این در 
 سودوموناس های سویه در اوژنول توسط QS سيستم کنترل

 آئروژینوزا سودوموناس ،ATCC 25896 آئروژینوزا
PAO1 رفت.گ قرار بررسی مورد بالينی سویه سه و 

 

 ها روش و مواد

 ها سویه و شیمیایی مواد

 تفادهاس مورد (USA، Sigma) تجاری اوژنول خلوص
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 آئروژینوزا سودوموناس سویه بود. %9/55 مطالعه، این در
PAO1 پروفسور طرف از شده اهدا Michael R. Hamblin 

 سویه .بود (مریکاآ هاروارد دانشگاه پزشکی دانشکده)
 ميکروبی بانک از ATCC 25896 آئروژینوزا سودوموناس

 Chromobacterium سویه شد. تهيه تهران دانشگاه

violaceum (CV026) پروفسور طرف از اهدایی Tim 

Tolker-Nielsen (دانمارک کپنهاگ دانشگاه) .بود 
 آزمایشگاه زا آئروژینوزا سودوموناس بالينی های جدایه

 ها سویه شد. گرفته حکيم لقمان بيمارستان شناسی ميکروب
 با همراه Skim milk (Germany، Merck) کشت محيط در
 نگهداری گراد سانتی درجه 80 منفی دمای در گليسرول 60%

 سودوموناس های سویه آزمایش، هر انجام از قبل شدند.
 Tryptic Soy Agar (TSA) محيط روی بر آئروژینوزا

(Germany، Merck) سویه و C. violaceum CV026 بر 
 Luria Bertani Broth (LB Broth) محيط روی

(Germany، Merck) 21 ترتيب به و شدند داده کشت 
 درجه 60 در ساعت 18 و گراد سانتی درجه 65 در ساعت
 بالينی های جدایه یيدأت .ندگردید گذاری خانهمگر گراد سانتی

 آميزی رنگ شناسی، ریخت خصوصيات مشاهده طریق از
 شد. انجام اکسيداز دیسک و بيوشيمياییهای  آزمایش گرم،

 

 حداقل و (MIC) رشد مهارکننده غلظت حداقل تعیین

 ها سویه برای (MBC) اوژنول کشنده غلظت

 اوژنول کشنده غلظت حداقل و مهارکننده غلظت حداقل
 سسهؤم دستور طبق بررسی مورد های سویه برای

 روش با (CLSI 2018) بالينی و آزمایشگاهی استانداردهای
 یها سویه و استاندارد سویه .شد تعيين مایع در سازی رقيق
 در ساعت 8تا  3 مدت به آئروژینوزا سودوموناس بالينی
 ،Germany) (MHB) براث هينتون مولر کشت محيط

Merck) شدند. گذاری گرمخانه گراد سانتی درجه 65 در 
 ،India) سولفوکسيد متيل دی از اوژنول انحلال به کمک برای

SRL) (DMSO) 4% فيلتر توسط بعد و شد استفاده حجمی 
 از 2 ضریب با تیرقّ سریال .گردید استریل ميکرومتر 19/0

 تهيه %40 تا 0584/0% (v/v) غلظت محدوده در اوژنول
 اندازه به MHB کشت محيط همراه به اوژنول سپس د.ش

 اضافه ای خانه 53 پليت از اول چاهک به ميکروليتر 400
  سپس .باشد %40 اوژنول نهایی غلظت تا شد

 داده انتقال دوم چاهک به چاهک اولين از ميکروليتر 400
 انجام شد سازی ترقّ دهم چاهک تا ترتيب همين به و شد
 هر به باکتری شده رقيق سوسپانسيون .دوتایی( سازی ت)رقّ

 نهایی غلظت با شده تلقيح های چاهک تا شد اضافه چاهک
(CFU/ml 409×9/4) تلقيحی سوسپانسيون این آید. دستب 

 فارلند مک 9/0 استاندارد با چشمی مقایسه روش به
(CFU/ml 408×9/4) رقيق مناسب غلظت به رسيدن تا 

 ساعت 21 مدت به (SPL, Korea) ای خانه 53 پليت شد.
 (rpm420) شيکردار انکوباتور در گراد سانتی درجه 65 در

 باکتری رشد و کدورت ایجاد نهایت در شد. گذاری گرمخانه
 .گردید بررسی چشمی صورت به

  از بعد باکتریایی، کشنده غلظت حداقل تعيينبرای 
 بر ميکروليتر 9 ميزان به شفاف های چاهک از ساعت، 21

 ،Germany) (MHA) آگار هينتون مولر کشت محيط روی
Merck) جهدر 65 در ساعت 21 مدت به و شد برده 

 مهارکننده غلظت کمترین .شد گذاری گرمخانه گراد سانتی
 در باکتری رشد به منجر که لظتیغ کمترین صورت به

 کمترین صورت به کشنده غلظت کمترین و نشود ها چاهک
 هایباکتری مقدار از% 55 مساوی یا بيشتر که اوژنول غلظت

  درها  آزمایش .شد تعریف ،دهد کاهش را شده تلقيح اوليه
 شد. تکرار مرحله 6
 

 ها باکتری رشد بر اوژنول اثر تعیین

 که روشی از باکتری رشد بر اوژنول اثر ارزیابیبرای 
Al-Adham  همراه به ،ندکرد توصيف (2000)و همکاران 

 محيط ليتر ميلی 40 منظور بدین شد. استفاده تغييرات کمی
 .شد تهيه ليتری ميلی 90 های ارلن در مایع LB کشت

 سودوموناس بالينی و استاندارد یها سویه سوسپانسيون
  کدورتبرابر  شبه، یکهای  کشت از آئروژینوزا
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 ها ارلن به و رقيق 4:400 نسبت به و آماده فارلند مک 9/0
 های غلظت در DMSO %4 همراه به اوژنول شد. اضافه
MIC و MBC (2/4%، 3/0%، 6/0%) از تر پایين غلظت و 
MIC (49/0%) رسم برای شد. اضافه ها ارلن به و آماده 

  زمانی فواصل در باکتری رشد تغييرات ،رشد منحنی
 در اسپکتروفتومتری روش به ساعت 42 مدت به ساعت 4

OD630 دستگاه با ELISA reader (Korea، Hiperion) 
 يمارت بدون ها باکتری سوسپانسيون شد. ثبت و گيری اندازه

برای  شدند. گرفته نظر در مثبت کنترل عنوان به اوژنول
 غلظت حداقل تعيين برای اوژنول اثر زمان شدن مشخص
های  پليت روی بر ميکروليتر 9 ميزان به ساعت هر ،کشندگی

MHA گراد سانتی درجه 65 در ساعت 21 و شد برده 
 از ،رشدهای  منحنی رسم برای شد. گذاری گرمخانه

  درها  آزمایش .شد استفاده Graphpad prism6افزار نرم
 .گردید تکرار مرحله سه

 

 بیوفیلم گیری شکل بر اوژنول اثر ررسیب

 های  پليت از استفاده با بيوفيلم تشکيلهای  آزمایش
 (SPL, Korea) صاف کف با استيرن پلی ای خانه 53

 کمی همراه به (2005) همکاران و O'Neill روش براساس
 و استاندارد یها سویه شبه یکهای  کشت. شد انجام تغييرات

 تریپتيک کشت محيط در آئروژینوزا سودوموناس بالينی
 ميزان به و شد رقيق 4 :90 نسبت به (TSB) ثبرا سوی
 شده حل اوژنول شد. ریخته چاهک هر در ميکروليتر 400

 اوژنول نهایی غلظت تا شد اضافه ها چاهک به DMSO در
 ثابت مقدار و 059/0-49/0% (v/v) بازه در ها چاهک در

DMSO 4% باکتری تلقيح بدونهای  چاهک آید. دستب 
 و منفی کنترل عنوان به DMSO و اوژنول ،TSB شامل

 عنوان به باکتری تلقيح همراه به TSB حاویهای  چاهک
 ساعت 21 گذشت از سپ شدند. گرفته نظر در مثبت کنترل

 شيکردار )انکوباتور گراد سانتی درجه 65 دمای در
rpm420،) استریل شرایط رعایت با ها چاهک درون محيط 

 مولار، 4) فسفات بافر نمکی محلول با و تخليه سمپلر با

1/5=PBS, pH) تا شد شسته بار سه تا دو آرامی به 
 اتانول با بعد مرحله در شوند. حذف پلانکتونيک یها سلول

 خشک و اتانول تخليه از پس .ندشد تثبيت ها بيوفيلم 53%
 به %1/0 ویوله کریستال اتاق، دمای در ها چاهک شدن

 تا شد داده زمان دقيقه 49 تا 40 و شد افزوده ها چاهک
 ویوله، کریستال تخليه از پس .بگيرند رنگ ها بيوفيلم
 به %40 استيک اسيد نهایت در .نددش شسته بافر با ها چاهک
  موج طول در نوری جذب و شد افزوده ها چاهک

 از شده خوانده نوری جذب ميزان شد. خوانده نانومتر 152
 دستب بيوفيلم تشکيل نهایی جذب تا شده کم منفی کنترل
 انجام جداگانه نوبت 6 رد کرارت 6 صورت به ها آزمایش آید.

 قوی، (OD492 >1) با بيوفيلم تشکيل .شدند
(0.1<OD492<1) و متوسط (OD492<0.1) نظر در ضعيف 

 شد. گرفته
 

 از استفاده با اوژنول حضور در بیوفیلم تشکیل بررسی

 الکترونی میکروسکوپ

 4×4 ابعاد به هایی شيشه ها، نمونه سازی آماده منظور به
 ای خانه 42 پليت یکهای  چاهک در و تهيه متر سانتی

(SPL, Korea) ميکروبی سوسپانسيون شدند. داده قرار 
  و رقيق 4:90 نسبت به و تهيه فارلند مک 9/0برابر 

 همراه به اوژنول شد. ریخته چاهک هر در ميکروليتر 900
DMSO 4% غلظت در (v/v )059/0% افزوده چاهک به 

 یک نهایت در ها چاهک درون سوسپانسيون حجم شد.
 کنترل عنوان به اوژنول يمارت بدونهای  چاهک .بود ليتر ميلی
  در ساعت 21 مدت به پليت .شدند گرفته نظر در مثبت

 قرار (rpm420) شيکردار انکوباتور در گراد سانتی درجه 65
 فسفات بافر با بار سه ها چاهک ساعت 21 از بعد شد. داده

 با ساعت 2 مدت به بيوفيلم تثبيت منظور به و شدند شستشو
 ادامه در گرفتند. قرار اتاق دمای در% 9/2 گلوتارآلدهيد

 اتانولهای  غلظت در دقيقه 40 مدت به آبگيری منظور به
  سپس شدند. داده قرار% 400 و 50% ،59% ،90% %،69
 در شد. داده ها شيشه شدن خشکبرای  زمان دقيقه 60
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 با sputter coater دستگاه از استفاده با ها شيشه نهایت
 ميکروسکوپ با و ندشد داده طلا پوشش نانو ضخامت
 گردیدند مشاهده (DSM-960A) الکترونی

(Gowrishankar et al., 2014.) 

 
 ساکارید اگزوپلی تولید بر اوژنول اثر بررسی

 شبه یکهای  کشت بيوفيلم، تشکيل بررسی همانند
 در آئروژینوزا سودوموناس بالينی و استاندارد یها سویه
  ميزان به و رقيق 90:4 نسبت به TSB کشت محيط
 همراه به اوژنول .ندشد ریخته چاهک هر در ميکروليتر 400

DMSO در اوژنول نهایی غلظت تا شد اضافه ها چاهک به 
 ثابت مقدار و% 059/0-49/0 (v/v) بازه در ها چاهک

DMSO 4% باکتری تلقيح بدونهای  چاهک آید. دستب 
 و منفی کنترل عنوان به DMSO و اوژنول ،TSB شامل

 عنوان به باکتری تلقيح همراه به TSB حاویهای  چاهک
 ساعت 21 گذشت از پس .ندشد گرفته نظر در مثبت کنترل

 شيکردار )انکوباتور گراد سانتی درجه 65 دمای در
rpm420،) استریل شرایط رعایت با ها چاهک درون محيط 

 دو آرامی به فسفات بافر نمکی محلول با و تخليه سمپلر با
 حذف پلانکتونيک یها سلول تا شد شسته مرتبه سه تا

 سولفوریک اسيد ميکروليتر 200 چاهک هر به سپس شوند.
 در گرفتن قرار ساعت یک از پس شد. اضافه %(55) خالص

 وسيله به نانومتر 150 در ها چاهک نوری جذب تاریکی،
 انجام تکرار 6 درها  آزمایش .شد خوانده خوان، ميکروپليت

 .(Rathinam et al., 2017) شد

 

 Swarming حرکت بر اوژنول اثر بررسی

 شامل swarming حرکت سنجش برای کشت محيط
 از بود. آگار %9/0 و گلوکز %9/0 همراه به مایع LB محيط
 سودوموناس بالينی و استاندارد یها سویه شبه یکهای  کشت

 9/0برابر  کدورت با باکتریایی سوسپانسيون آئروژینوزا
 در شده ذکر ینهایهای  غلظت در اوژنول شد. تهيه فارلند مک
  ،ها پليت مرکز به نهایت در شد. افزوده محيط به بالا

های  پليت شد. تلقيح باکتریایی سوسپانسيون از ميکروليتر 20
 شدند. گرفته نظر در مثبت کنترل عنوان به اوژنول تيمار بدون
 گراد سانتی درجه 65 در ساعت 21 مدت به ها پليت

 نوبت 6 در ارتکر 6 باها  آزمایش .ندگردید گذاری گرمخانه
 (.Rashid & Kornberg, 2000) شد انجام جداگانه

 

 Swimming حرکت بر اوژنول اثر بررسی

 شامل swimming حرکت سنجش برای کشت محيط
 بود. آگار %6/0 و گلوکز %9/0 همراه به مایع LB محيط

 محيط به بالا در شده ذکر نهایی( v/v) های غلظت در اوژنول
 و بالينی یها سویه شبه یکهای  کشت از .شد افزوده

 برداشته کلنی تک آنس با آئروژینوزا سودوموناس استاندارد
های  پليت شد. تلقيح پليت انتهای به نزدیک محيط مرکز به و

 شدند. گرفته نظر در مثبت کنترل عنوان به اوژنول تيمار بدون
 گراد سانتی درجه 65 در ساعت 21 مدت به ها پليت

 نوبت 6 در تکرار 6 باها  آزمایش شدند. گذاری گرمخانه
 (.Rashid & Kornberg, 2000) شد انجام جداگانه

 

 Twitching حرکت بر اوژنول اثر بررسی

 شامل Twitching حرکت سنجش برای کشت محيط
 بود. آگار %4/0 و گلوکز% 9/0 همراه به مایع LB محيط

 .شد افزوده محيط به بالا در شده ذکرهای  غلظت در اوژنول
 قطر که جایی تا شد اضافه ها پليت به کشت محيط سپس
 یها سویه شبه یک های کشت از شود. متر ميلی 6 محيط
 کلنی تک آنس با آئروژینوزا سودوموناس استاندارد و بالينی

 کف با آنس که طوری به ،شد تلقيح محيط مرکز به و برداشته
 عنوان به اوژنول تيمار بدونهای  پليت کند. برخورد پليت
 ساعت 18 مدت به ها پليت شدند. گرفته نظر در مثبت کنترل

 محيط سپس شدند. گذاری گرمخانه گراد سانتی درجه 65 در
 %1/0 ویوله کریستال با و شده تخليه ها پليت کشت
 حرکت هاله قطر نهایت در وگردیدند  آميزی رنگ
 جداگانه نوبت 6 در تکرار 6 باها  آزمایش شد. گيری اندازه
 (.Rashid & Kornberg, 2000) شد انجام
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  رامنولیپید تولید بر اوژنول اثر بررسی

 به (2049) همکاران و Bhat روش از آزمایش، این در
 توليد ميزان سنجش برای شد. استفاده تغييرات کمی همراه

 %9/0 گلوکز، %2 از متشکل آگار LB محيط از رامنوليپيد
CTAB (cetyl trimethylammonium bromide) 2/0 و% 

 ،ها سویه شبه یک های کشت از شد. استفاده بلو متيلن
 شد. آماده فارلند مک 9/0 کدورت برابر باکتریایی سوسپانسيون

 در شد. افزوده محيط به بالا در شده ذکرهای  غلظت در اوژنول
 سوسپانسيون .شد زده متر ميلی 1 قطر با ییها چاهک ها پليت

 به آن از و شد تهيه فارلند مک 9/0برابر  کدورت با باکتریایی
های  پليت شد. تلقيح ها چاهک درون به ميکروليتر  60 ميزان
 .شدند گرفته نظر در مثبت کنترل عنوان به اوژنول تيمار بدون
 تاریکی در گراد سانتی درجه 65 در ساعت 52 مدت به ها پليت

 گرفتند قرار یخچال در ساعت 3 سپس شدند. گذاری گرمخانه
 هاله قطر آن از پس شود. واضح رامنوليپيد تشکيل هاله تا

 موج طول در transilluminator دستگاه با رامنوليپيد تشکيل
 نوبت 6 در آزمایش شد. یادداشت و گيری اندازه نانومتر 639

 .گردید انجام تکرار 6 با جداگانه
 

 پیوسیانین تولید بر اوژنول اثر بررسی

 بالينی و استاندارد یها سویه شبه یکهای  کشت از
برابر  باکتریایی سوسپانسيون ،آئروژینوزا سودوموناس

 در 4:40 نسبت بهبعد  و شد آماده فارلند مک 9/0 کدورت
 به اوژنول شد. رقيق مایع LB ليتر ميلی 9 حاویهای  لوله

های  غلظت با ترتيب به ميکروليتر 9/5 و 59/6 ،8/4 ميزان
(v/v) 065/0%، 059/0% همراه به %49/0 و DMSO 4% به 

 درجه 65 در ساعت 52 مدت به ها لوله شد. اضافه ها لوله
 از پس گرفتند. قرار شيکردار انکوباتور در گراد سانتی

 شدند. ورتکس ثانيه 20 مدت به ها لوله ساعت، 52 گذشت
 استریل ميکروتيوب به ها لوله سوسپانسيون از ليتر ميلی 2

 گراد سانتی درجه 1 دمای در دقيقه 40 مدت به و شده منتقل
 از ليتر ميلی یک شدند. سانتریفيوژ rpm44000 با

 ليتر ميلی یک و منتقل جدید ميکروتيوب به سوپرناتانت

 سبز رنگ تغيير تا شد انجام ورتکس و افزوده آن به کلروفرم
 روشن فاز .شد انجام سانتریفيوژدوباره  شود. مشاهده آبی به

 900 و شده منتقل دیگر ميکروتيوب یک به سوسپانسيون
 مرحله این در شد. افزوده آن به نرمال HCl 4/0 ميکروليتر

 ميکروتيوب هر از ميکروليتر 200 .شد ایجاد صورتی رنگ
 نوری جذب و شد منتقل ای خانه 53 پليتهای  چاهک به
 جذب .شد گيری اندازه نانومتر  919 در خوان ميکروپليت با

 توليد ميزان تا شود می ضرب 35/45 عدد در هشد خوانده
 عنوان به اوژنول تيمار بدونهای  لوله آید. دستب پيوسيانين

 نوبت 6 در ها آزمایش .شدند گرفته نظر در مثبت کنترل
 (.Chatterjee et al., 2017) شد انجام تکرار 6 با جداگانه

 

 سودوموناس از تولیدی رسان پیام های مولکول اثر بررسی

 QS Chromobacterium violaceumسیستم بر آئروژینوزا

(CV026) اوژنول حضور عدم و حضور در  

 توليد رسان پيامهای  مولکول حضور بررسی منظور به
 روش طبق C. violaceum CV026 نشانگر باکتری از شده،

Zhou شد استفاده راتيغيت اندکی با (2046) همکاران و. 
 درجه 60 دمای در ساعت 18تا  21 مدت به باکتری این

 سازی آماده از بعد شد. گذاری گرمخانه گراد سانتی
 نسبت به ،فارلند مک 9/0برابر  کدورت با سوسپانسيون

 به و ترکيب (v/v5/0%) آگار LB کشت محيط با 4:400
 کشت، محيط شدن جامد از بعد شد. منتقل ها پليت

 شد. زده ها محيط در متر ميلی 9 قطر به ییها چاهک
 کشت آئروژینوزا سودوموناس استاندارد و بالينی یها سویه
 ميکروتيوب به ليتر ميلی 2 ميزان به براث، LB در شده داده

 سانتریفيوژ rpm40000 با دقيقه 40 و شده منتقل استریل
 همراه به سوپرناتانت این از ميکروليتر 90 سپس شدند.
 منتقل ها چاهک به اوژنول از بالا در شده ذکرهای  غلظت

 در مثبت کنترل عنوان به اوژنول تيمار بدونهای  چاهک شد.
  دمای در ساعت 21 مدت به ها پليت شدند. گرفته نظر
 ها پليت نهایت در شد. گذاری گرمخانه گراد سانتی درجه 60
 .شدند بررسی ينئویولاس بنفش رنگدانه توليد نظر از
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 CV026 C. violaceum ،متقاطع کشت روش در همچنين
 شد. داده کشت آگار LB پليت وسط در خطی صورت به

 نزدیکی در متراکم صورت به آئروژینوزا سودوموناس سپس
(CV026) C. violaceum در ساعت 21 و شد داده کشت 

 توليد نهایت در .گردید نگهداری گراد سانتی درجه 60 دمای
 .شد بررسی ویولاسئين پيگمان

 

 نتایج آماریتحلیل و تجزیه

 GraphPad افزار نرموسيله  هب نتایج آماریتحليل و تجزیه

Prism6 های  روش بهindependent t-test و Pair-t-test 
  مقدار شاهد گروه با مقایسه در آزمون گروه هر برای و انجام

p value 09/0 مقادیر شد. محاسبه≥p-value تفاوت عنوان به 
 شد. گرفته نظر در شاهد گروه و آزمون گروه بين دار معن

 شدند. رسم GraphPad Prism6 افزار نرم وسيله هب هانمودار
 

 نتایج
 غلظت کمترین و رشد مهارکننده غلظت کمترین تعیین

 آئروژینوزا سودوموناس برای اوژنول کشنده

 3/0% (v/v) و 6/0 %(mg/ml 6) (v/v)های  غلظت
(mg/ml 3) غلظت کمترین عنوان به ترتيب به اوژنول 

 سویه برای اوژنول کشنده غلظت کمترین و رشد مهارکننده
 تعيين ATCC 25896 آئروژینوزا سودوموناس استاندارد

 3/0% (v/v)های  غلظت که حالی در (.MBC=2MIC) ندشد
(mg/ml 3) و (v/v) 2/4% (mg/ml 42) ترتيب به اوژنول 

 غلظت کمترین و رشد مهارکننده غلظت کمترین عنوان به
 سه و PAO1 آئروژینوزا سودوموناس سویه برای کشنده
  .(MBC=2MIC) ندشد تعيين بالينیأ منش با سویه

 

 باکتری رشد بر اوژنول اثر بررسی

 در اوژنول با شده تيمار یها باکتری رشد آزمایش این در
 غلظت از تر پایين غلظت ،MIC، MBC های غلظت

 نشده تيمار یها باکتری و (%49/0) باکتری رشد مهارکننده
 باکتری، سویه دو هر در شد. بررسی متوالیهای  ساعت در

 مرگ به منجر اول ساعت در MBC غلظت در اوژنول
 ،PAO1 آئروژینوزا سودوموناس سویه در شد. ها باکتری
MIC باکتری رشد مهار به منجر بعد به 5 ساعت از اوژنول 

 25896 آئروژینوزا سودوموناس سویه در. (4)شکل  شد
ATCC، MIC رشد مهار به منجر بعد به 5 ساعت از اوژنول 
 .(2شکل ) شد باکتری

 و نداشت باکتری رشد بر اثری اوژنول %49/0 غلظت
 خود رشد به نشده تيمار باکتری منحنی مانند نمایی صورت به

 از هایی غلظت تنها پژوهشاین  دراینکه  به توجه با داد. ادامه
 بودند، مورد توجه باشند نداشته اثر باکتری رشد بر که اوژنول
  شد. استفاده ها آزمون سایر در %49/0≥ های غلظت ازرو  ازاین

 

 
 PAO1 ینوزاآئروژ سودوموناس باکتری رشد بر اوژنول اثر بررسی -1شکل 

MBC: شد باکتری مرگ سبب بعد به یک ساعت از اوژنول. MIC: شد ها باکتری رشد مهار به منجر بعد به هفت ساعت از اوژنول. 

 .داد ادامه خود رشد به نمایی صورت به نشده تيمار نمونه در و اوژنول %49/0 غلظت در باکتری
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 ATCC 25872 اینوزآئروژ سودوموناس باکتری رشد بر اوژنول اثر بررسی -2شکل 

MBC: شد. باکتری مرگ سبب بعد به یک ساعت از اوژنول MIC: کرد. ممانعت باکتری رشد از بعد به 5 ساعت از اوژنول  

 .داد ادامه خود رشد به نمایی صورت به نشده تيمار نمونه در و اوژنول %49/0 غلظت در باکتری

 

 بیوفیلم تشکیل بر اوژنول اثر بررسی

 در ها سویه بيوفيلم تشکيل مهار درصد ،6 شکل در
 تمام در شود. می مشاهده اوژنول شده تعيينهای  غلظت

 اوژنول غلظت افزایش با بيوفيلم تشکيل توانایی ها سویه
 یابد. می کاهش

 

 
  ساعت 22 از پس اوژنول با تیمار رد آئروژینوزا سودوموناس یها سویه در بیوفیلم مهار درصد -2شکل 

(0001/0>P
**** ،0007/0>P

***، 007/0>P
**، 07/0>P

*) 

 

 ساکارید اگزوپلی تولید بر اوژنول اثر بررسی

 در ساکارید اگزوپلی توليد مهار درصد ،1شکل  در
 آزمایشهای  غلظت در آئروژینوزا سودوموناس یها سویه

 افزایش با است مشخص آنچه شود. می مشاهده اوژنول شده
 تمام در ساکارید اگزوپلی توليد مهار درصد اوژنول، غلظت
 یابد. می کاهش ها سویه
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 ساعت 22 از پس اوژنول با تیمار در آئروژینوزا سودوموناس یها سویه در ساکارید اگزوپلی تولید مهار درصد -2شکل 

(0001/0>P
**** ،0007/0>P

*** ،007/0>P
**، 07/0>P

*) 

 

 الکترونیهای  میکروگراف

 دو در بيوفيلم تشکيل توانایی بر اوژنول اثر مشاهدهبرای 
 سودوموناس و PAO1 آئروژینوزا سودوموناس سویه

 با شده تيمار یها باکتری ،ATCC 25896 آئروژینوزا
 شدند. مقایسه شاهد نمونه با اوژنول 059/0% (v/v) غلظت
 اوژنول آزمایشی غلظت گروه سه بين ،آماریتحليل و تجزیه
 نداد، نشان بيوفيلم تشکيل مهار دررا  داری یمعن تفاوت

 این انجام برای (%059/0) اوژنول غلظت از تنهارو  ازاین
 در بيوفيلم ،3 و 9 های شکل به توجه با شد. استفاده آزمون
 طور به اوژنول( )فاقد شاهد نمونه در بالينی و استاندارد سویه
 شده تيمارهای  نمونه در اما است شده تشکيل قوی و کامل

 طور به باکتریایی یها سلول و شده مهار بيوفيلم تشکيل
 شوند. میدیده  هم از پراکنده

 

 
با میکروسکوپ  PAO1ینوزا سودوموناس آئروژ ای سویه سطح اسلاید شیشه تصاویر بدست آمده از بیوفیلم تشکیل شده بر -7شکل 

 میکرومتر( 10گیری  )مقیاس اندازهالکترونی 
 سویه تيمار شده با اوژنول است ،Bتصویر  باشد. های باکتریایی می دهنده تشکيل کامل بيوفيلم و ارتباط سلول ، سویه تيمار نشده است که نشانAتصویر 

 ها به شکل پراکنده به سطح متصل هستند. که تشکيل بيوفيلم در آن مهار شده است و باکتری 
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با  ATCC 25872 سودوموناس آئروژینوزا ای سویه سطح اسلاید شیشهبیوفیلم تشکیل شده در دست آمده از بتصاویر  -6شکل 

 میکرومتر( 10گیری  )مقیاس اندازه میکروسکوپ الکترونی
  استسویه تيمار شده با اوژنول  ،Bتصویر  باشد. های باکتریایی می دهنده تشکيل کامل بيوفيلم و ارتباط سلول سویه تيمار نشده است که نشان ،Aر صویت

 .ها به شکل پراکنده به سطح متصل هستند و باکتری ه استشد در آن مهار که تشکيل بيوفيلم

 

  Swarming حرکت بر اوژنول اثر بررسی

 حرکت مهار سبب 49/0%≥ (v/v)های  غلظت در اوژنول

swarming رشد بر ثيریأت اما ،شد ها سویه تمام در 
  (.5-44های  )شکل نداشت ها باکتری

 
 

 
بدون تیمار  swarming( حرکت A ،ساعت 22بعد از  PAO1 سودوموناس آئروژینوزا سویه swarmingاثر اوژنول بر حرکت  -5 شکل

 اوژنول %025/0و  %057/0، %17/0ترتیب در غلظت  به swarming( مهار حرکت D ،C ،B با اوژنول

 

 
 swarming حرکت (A ،ساعت 22 از بعد ATCC 25872 آئروژینوزا سودوموناس سویه swarming حرکت بر اوژنول اثر -8 شکل

 اوژنول %025/0 و %057/0 ،%17/0 غلظت در ترتیب به swarming حرکت مهار (D ،C ،B اوژنول با تیمار بدون
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بدون تیمار با  swarming حرکت (A ،ساعت 22 از بعد 1 آئروژینوزا سودوموناس سویه swarming حرکت بر اوژنول اثر -9 شکل

 اوژنول %025/0و  %057/0، %17/0ترتیب در غلظت  به swarming( مهار حرکت D ،C ،B اوژنول

 

 
بدون تیمار با  swarming حرکت (A ،ساعت 22 از بعد 2  آئروژینوزا سودوموناس سویه swarming حرکت بر اوژنول اثر -10 شکل

 اوژنول %025/0و  %057/0، %17/0غلظت ترتیب در  به swarming( مهار حرکت D ،C ،B اوژنول
 

 
بدون تیمار با  swarming حرکت (A ،ساعت 22 از بعد 2 آئروژینوزا سودوموناس سویه swarming حرکت بر اوژنول اثر -11شکل 

 اوژنول %025/0و  %057/0، %17/0غلظت ترتیب در  به swarming( مهار حرکت D ،C ،B اوژنول
 

 swimming حرکت بر اوژنول اثر بررسی

 حرکت مهار سبب 49/0%≤( v/v)های  غلظت در اوژنول

swimming رشد بر ثيریتأ اما شد، ها سویه تمام در 
  (.42-43های  )شکل نداشت ها باکتری

 

 
بدون  swimming حرکت (A ،ساعت 22 از بعد PAO1 آئروژینوزا سودوموناس سویه swimming حرکت بر اوژنول اثر -12 شکل

 اوژنول %025/0و  %057/0، %17/0غلظت ترتیب در  به swarming( مهار حرکت D ،C ،B تیمار با اوژنول



 ... کارآمد مهارکنندهاوژنول: عامل   553

 
 swimming حرکت (A ،ساعت 22 از بعد ATCC 25872 اینوزآئروژ سودوموناس سویه swimming حرکت بر اوژنول اثر -12 شکل

 اوژنول %025/0و  %057/0، %17/0غلظت ترتیب در  به swarming( مهار حرکت D ،C ،B بدون تیمار با اوژنول

 

 
بدون تیمار با  swimming حرکت (A ساعت، 22 از بعد 1 آئروژینوزا سودوموناس سویه swimming حرکت بر اوژنول اثر -12 شکل

 اوژنول %025/0و  %057/0، %17/0غلظت ترتیب در  به swarming( مهار حرکت D ،C ،B اوژنول
 

 
بدون تیمار با  swimming حرکت (A ،ساعت 22 از بعد 2 آئروژینوزا سودوموناس سویه swimming حرکت بر اوژنول اثر -17 شکل

 اوژنول %025/0و  %057/0، %17/0غلظت ترتیب در  به swarming( مهار حرکت D ،C ،B اوژنول
 

 
بدون تیمار  swimming حرکت (A ،ساعت 22 از بعد 2  آئروژینوزا سودوموناس سویه swimming حرکت بر اوژنول اثر -16 شکل

 اوژنول %025/0و  %057/0، %17/0غلظت ترتیب در  به swarming( مهار حرکت D ،C ،B با اوژنول
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 Twitching حرکت بر اوژنول اثر بررسی

 این در است، مشخص 45-24 های شکل در که همانطور

 مهار سبب 49/0%≥ (v/v)های  غلظت در اوژنول نيز آزمون
 نداشت. ها باکتری رشد بر ثيریتأ اما شد، ها سویه تمام در حرکت

 

 
 بدون twitching حرکت (A ،ساعت 22 از بعد PAO1 آئروژینوزا سودوموناس سویه twitching حرکت بر اوژنول ثیرتأ -15 شکل

 اوژنول %065/0و  %059/0، %49/0غلظت  در ترتیب به twitching حرکت مهار( D ،C ،B اوژنول با تیمار
 

 
 twitching حرکت (A ،ساعت 22 از بعد ATCC 25872 آئروژینوزا سودوموناس سویه twitching حرکت بر اوژنول ثیرأت -18 شکل

 اوژنول %065/0و  %059/0، %49/0غلظت  در ترتیب به twitching حرکت مهار( D ،C ،B اوژنول با تیمار بدون
 

 
 با تیمار بدون twitching حرکت (A ،ساعت 22 از بعد 1 آئروژینوزا سودوموناس سویه twitching حرکت بر اوژنول ثیرتأ -19 شکل

 اوژنول %065/0و  %059/0، %49/0غلظت  در ترتیب به twitching حرکت مهار( D ،C ،B اوژنول
 

 
 با تیمار بدون twitching حرکت (A ،ساعت 22 از بعد 2 آئروژینوزا سودوموناس سویه twitching حرکت بر اوژنول تاثیر -20شکل 

 اوژنول %065/0و  %059/0، %49/0غلظت  در ترتیب به twitching حرکت مهار( D ،C ،B اوژنول
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 با تیمار بدون twitching حرکت (A ،ساعت 22 از بعد 2 آئروژینوزا سودوموناس سویه twitching حرکت بر اوژنول ثیرتأ -21شکل 

 اوژنول %065/0و  %059/0، %49/0غلظت  در ترتیب به twitching حرکت مهار( D ،C ،B اوژنول

 

 پیوسیانین تولید میزان بر اوژنول اثر بررسی

 با شده ارتيم و شاهدهای  نمونه نوری جذب مقادیر
 کاهش نتایج .شد خوانده نانومتر 919 در اوژنول

 در پيوسيانين يدلتو دررا  (P<09/0) داری یمعن
 شاهد گروه با مقایسه در ،اوژنول با شده تيمارهای  نمونه
 .(22شکل ) دادند نشان

 

 
 ساعت 52 از پس اوژنول با تیمار در آئروژینوزا سودوموناس یها سویه در پیوسیانین تولید مهار درصد -22شکل 

(0001/0>P
****، 0007/0>P

***، 007/0>P
**، 07/0>P

*) 

 

 رامنولیپید تولید بر اوژنول اثر بررسی
 در رامنوليپيد تشکيل هاله قطر آزمایش این در
 و گيری اندازه اوژنول فاقد و اوژنول حاویهای  پليت

 نانومتر 639 موج طول در UV transilluminatorبا
 یها سویه در رامنوليپيد توليد ميزان شد. برداری عکس

 سه و PAO1، 25896 ATCC آئروژینوزا سودوموناس
 در اوژنول مختلفهای  غلظت حضور در بالينی جدایه

 یافته کاهش داری یمعن طور به نشده تيمار نمونه با مقایسه
 (.26شکل ) (P<09/0) بود

 ینوزاسودوموناس آئروژرسان تولیدی از  های پیام اثر مولکول
در حضور و  C. violaceum (CV026)باکتری  QSبر سیستم 

 عدم حضور اوژنول
 به وابسته رسان پيامهای  مولکول حضور بررسی منظور به

QS، نشانگر باکتری از (CV026) C. violaceum استفاده 
 سودوموناس نشده تيمارهای  نمونه در که شد مشاهده شد.

 25896 آئروژینوزا سودوموناس و PAO1 آئروژینوزا
ATCC، سودوموناس از شده ترشح رسان پيامهای  مولکول 

 .QS CV026 Cسيستم تحریک به منجر ینوزاآئروژ
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violaceum کشت روش در ویولاسئين پيگمان ترشح و 
 همزمان مجاورت که حالی در (.21 )شکل شدند متقاطع

 در اوژنول با آئروژینوزا سودوموناس کشت سوپرناتانت

  در ویولاسئين توليد به منجر شده، ذکرهای  غلظت
C. violaceum های  )شکل چاهک( ایجاد روش )در نشد

 (.23 و 29
 

 
 ساعت 52 از پس اوژنول با تیمار در آئروژینوزا سودوموناس یها سویه در رامنولیپید تولید مهار درصد -22 شکل

 (0001/0>P
**** ،0007/0>P

*** ،007/0>P
** ،07/0>P

*) 

 

 

 
  C. violaceum CV026سویه مجاورت در ATCC 25872 و PAO1 آئروژینوزا سودوموناس سویه -22 شکل

  متقاطعکشت  شکل به
 QS C. violaceum  CV026 سيستم تحریک به منجر آئروژینوزا سودوموناس از ترشحی رسان پيام های مولکول

 ند.شد ویولاسئين بنفش رنگدانه ليدتو و
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 رنگدانه تولید و QS سیستم بر اوژنول و PAO1 آئروژینوزا سودوموناس سویه سوپرناتانت مجاورت ثیرتأ بررسی -27 شکل

 آئروژینوزا سودوموناس سوپرناتانت تلقیح همراه به CV026 C. violaceum سویه (A ،ساعت 28 از پس C. violaceum ویولاسئین

PAO1 اوژنول حضور بدون چاهک در 
 (B ،C ،D .ندشد ویولاسئين پيگمان توليد و QS C. violaceum CV026 سيستم تحریک باعث PAO1 آئروژینوزا سودوموناس از شده ترشح رسان پيام های مولکول

  %065/0 و %059/0 ،0%/49 ترتيب به های غلظت در اوژنول و PAO1 آئروژینوزا سودوموناس سوپرناتانت حضور در C. violaceum CV026 رنگدانه توليد عدم

 

 
 رنگدانه تولید و QS سیستم بر اوژنول و ATCC 25872 آئروژینوزا سودوموناس یهسو سوپرناتانت مجاورت ثیرأت بررسی -26 شکل

 آئروژینوزا سودوموناس سوپرناتانت تلقیح همراه به CV026 C. violaceum سویه (A ،ساعت 28 از پس C. violaceum ویولاسئین

25872 ATCC اوژنول حضور بدون چاهک در 
 (B ،C ،D .شدند ویولاسئين پيگمان توليد و QS C. violaceum CV026 سيستم تحریک باعث ATCC 25896 آئروژینوزا سودوموناس از شده ترشح رسان پيام های مولکول

  %065/0 و %059/0 ،%49/0 ترتيب به های غلظت در اوژنول و ATCC 25896 آئروژینوزا سودوموناس سوپرناتانت حضور در C. violaceum CV026 رنگدانه توليد عدم

 

 بحث
 منجر آئروژینوزا سودوموناس بيوتيکی آنتی مقاومت افزایش

 های مهارکننده است. شده جدید درمانیهای  روش جستجوی به
 کاهش سبب ،زا بيماری باکتری رشد بر اثر بدون QS سيستم
 که جدیدی درمانی رویکردهای بنابراین .شوند می ییزا بيماری
 این در دارند. اهميت دهند قرار هدف مورد را QS سيستم
 و MIC حضور در آئروژینوزا سودوموناس رشد منحنی مطالعه،
MBC ماده این که داد نشان مطلب این و کرد تغيير اوژنول 
 روی بر باکتریواستاتيکی و کشی باکتریاثر  دارای

های  غلظت از ها آزمون سایر انجام برای رو ازاین ست.ها باکتری
 که اوژنول (ی/حجمی)حجم %065/0 و 059/0% ،49/0%

 عوامل ارزیابیبرای  ،نداشتند ها ميکروارگانيسم رشد بر یثيرأت
 توليد حرکت، رامنوليپيد، پيوسيانين، یزا بيماری

 عوامل این همه شد. استفاده فيلموبي تشکيل و ساکارید اگزوپلی
 یها سویه در اوژنول استفاده مورد غلظت 6 در زا بيماری

 سودوموناس ،ATCC 25896 آئروژینوزا سودوموناس
 .شدند مهار بالينی سویه سه و PAO1 آئروژینوزا

 در آئروژینوزا سودوموناس مزمن عفونت دلایل از یکی
 یافته جهش یها سویه انتخاب سيستيک، فيبروز به مبتلا بيماران
 این است. آلژینات سلولی خارج ساکارید پلی مولد و موکوئيد
راهبرد  یک عنوان به که کنند رشد بيوفيلم در قادرند ها باکتری

 کننده احاطه ماتریکس زیرا است. باکتری این در بقا برای
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 کمپلمان سيستم فعاليت و ها فاگوسيت از را ها باکتری ها، بيوفيلم
 چنين در کرده رشد ینوزاآئروژ سودوموناس کند. می حفاظت

 است مقاوم ها کننده ضدعفونی و ها بيوتيک آنتی به ماتریکسی
(Van Delden & Iglewski, 1998.)  مهار از استفادهالبته 

 بيوفيلم تشکيل از حاصل های عفونت درمان در QSهای  کننده
های  غلظت در اوژنول مطالعه، این در است. گسترش حال در

 کرد. مهار ها سویه تمام در را بيوفيلم تشکيل ،شده استفاده
 بيوفيلم در که داد نشان الکترونی ميکروسکوپ تصاویر همچنين

 در سطح به چسبيده سلول کمتری تعداد اوژنول، با شده تيمار
 دست از بيوفيلم ساختار و دارد وجود شاهد گروه با مقایسه

 اوژنول بالين، در که دارد وجود احتمال این رو ازاین است. رفته
 ها بيوتيک آنتی اثر برای راهی و کند حساس را ارگانيسم تواندب

 سيستم به حال عين در کند. باز شده، حساس یها سلول در
 را ها باکتری موفق شکل به تا دهد اجازه ميزبان دفاعی

  .کند پاکسازی
 در را ساکارید اگزوپلی توليد ،QS سيستم که آنجا از

 تشکيل در مهمی نقش و کند می کنترل منفی گرم یها باکتری
 ساکارید اگزوپلی توليد ميزان بر اوژنول اثررو  ازاین دارد، بيوفيلم

 توليد در داری معنی کاهش مطالعه،این  در شد. بررسی نيز
 25896 اینوزآئروژ سودوموناس یها سویه ساکارید اگزوپلی
ATCC و PAO1 مختلفهای  غلظت در بالينی یها سویه و 
 .شد مشاهده کنترل گروه با مقایسه در اوژنول

 پيوسيانين توليد در چشمگيری کاهش ما، مطالعه نتایج
 پيگمان داد. نشان اوژنول با تيمار در نظر مورد یها سویه

 از بزرگ خانواده اعضای از و ثانویه متابوليت یک پيوسيانين،
 شونده حل ترکيب یک و فنازین نام به ای حلقه سه های ترکيب

 hydroxy-5-methyl-phenazine-1 کامل نام با کلروفرم در
 افراد ریه در پایداری برای باکتری توانایی در پيگمان این است.
 از بسياری در پيوسيانين دارد. نقش سيستيک فيبروز به مبتلا

 آنها ازجمله که کند می دخالت پستانداران یها سلول اعمال
های  مژک زنش سلولی، تنفس کرد: اشاره زیر موارد به توان می

 هومئوستازی در اختلال درمال، اپی یها سلول رشد تنفسی،
 رشد )که IL-2 شدن آزاد ها، نوتروفيل در آپوپتوز ایجاد کلسيم،
 توسط ها ایمونوگلوبولين ترشح و کند( می محدود را ها تلنفوسي

 و pqsهای  سيستم توسط عمدتاً پيوسيانين توليد .B یها سلول
rhl افزایش و ميکروکلونی تشکيل در پيوسيانين ؛شود می تنظيم 

 نقش آئروژینوزا سودوموناس بيوفيلم تشکيلبرای  سلولی تراکم
 ریویهای  عفونت شدن مزمن سبب ترتيب این به و دارد
 ,.Kanthakumar et al؛ Hassett et al., 1992) شود می

 با همراه پيوسيانين توليد در کاهش ما، مطالعه در .(1993
 ییزا بيماری در کاهش که بود بيوفيلم بلوغ و تشکيل در کاهش

 ما، مشاهدات طبق .داشت دنبال به را آئروژینوزا سودوموناس
 با همراه ساکارید اگزوپلی توليد و بيوفيلم تشکيل از ممانعت
 اتفاق اوژنول حضور علت به که است پيوسيانين توليد کاهش
 بيوفيلم تشکيل و حرکت از اوژنول که آنجایی از است. افتاده

 است، کرده ممانعت پيوسيانين پيگمان توليد همراه به باکتری
 تضعيف برای خوب بسيار کاندیدای یک عنوان به تواند می

 .باشد سودوموناس زایی بيماری عوامل
 گرم یها باکتری در را حرکت ،QS سيستم که آنجایی از
 و کلونيزاسيون در مهمی نقش عامل این و کند می کنترل منفی

 نيزویژگی  این روی بر اوژنول اثررو  ازاین دارد، بيوفيلم تشکيل
 در swarming و swimming حرکت شد. ارزیابی

 با twitching حرکت و فلاژل کمک با آئروژینوزا سودوموناس
 بيوفيلم تشکيل در حرکت 6 هر شود. می انجام IV تایپ پيلی
 شوند می کنترل pqs و las، rhl سيستم توسط و دارند نقش

(Köhler et al., 2000.) های  غلظت در اوژنول مطالعه، این در
 بنابراین شد. حرکت نوع 6 هر کاهش به منجر MIC از تر پایين

 در اختلال ایجاد در اوژنول اثر نشانگر توانند می نتایج این
 که ندباش فلاژل و IV تایپ پيلی در تداخل یا و QS سيستم

این  در شود. می مشاهده بيوفيلم تشکيل در کاهش آن دنبال به
 تشکيل از ممانعت همراه به Swarming حرکت کاهش مطالعه،
 تشکيل اوليه مراحل در تنها نه اوژنول که کند می پيشنهاد بيوفيلم
 نيز را وفيلمبي ساختار طراحی تواند می بلکه است، مؤثر بيوفيلم
 .دهد قرارتأثير  تحت

 تعاملات باکتری، Swarming حرکت در رامنوليپيدها
 بيوفيلم در آبیهای  کانال تشکيل و سلولی تمایزات سلولی،

 توسط رامنوليپيد بيوسنتز دارند. نقش آئروژینوزا سودوموناس
 را تليال اپی یها سلول رامنوليپيد شود. می تنظيم rhl سيستم
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 برابر در باکتری شدن پنهان به و داده قرار هدف
 ما نتایج .(Bhat et al., 2015) دکن می کمک ها کننده فاگوسيت

 MIC از تر پایينهای  غلظت دررا  رامنوليپيد توليد در کاهش
 نشان کنترل گروه با مقایسه رد آزمون مورد یها سویه تمام در

 داد.
 شده توليد رسان پيامهای  مولکول حضور بررسیبرای 

 از ،PAO1 و ATCC 25896 آئروژینوزا سودوموناس توسط
 Chromobacterium violaceum (CV026) نشانگر باکتری
 و ATCC 25896 آئروژینوزا سودوموناس شد. استفاده

 QS CV026 تحریک به منجر PAO1 آئروژینوزا سودوموناس

C. violaceum در شدند. ویولاسئين بنفش رنگدانه توليد و 
 مانع اوژنول، با مجاورت در آنها کشت سوپرناتانت که حالی

 توليد عدم و C. violaceum CV026 در QS سيستم تحریک
 روی بر QS ضد های ترکيب فعاليتسازوکار  شد. ویولاسئين

 که رسد می نظر بهبنابراین  است. پيچيده ای پدیده ،QS سيستم
 ساختار از که هستند هایی مولکول حاوی QS ضد های ترکيب

 یا و کنند می تقليد آنها عملکرد یا و رسان پيامهای  مولکول
 آنتاگونيست رسان پيامهای  مولکول برای که دارند هایی ترکيب
 سایر با بالقوه شکل به توانند می ها ترکيب این علاوه به هستند.
 آنزیم یا کننده تنظيم پروتئين )همانند QS سيستمهای  بخش

 Vasavi) کنند ایجاد تداخل (رسان پيامهای  مولکول سنتزکننده

et al., 2013.) رسان پيامهای  مولکول با رقابتی شکل به اوژنول 
های  ژن مهار به منجر نهایت در و شود می متصل QS رسپتور به

 (.Rathinam et al., 2017) شود می QS با مرتبط
 است شده انجام زمينه این در مشابهی مطالعات اخيراً

(Rathinam & Viswanathan, 2018 ؛Srinivasan et al., 

 در جمله، آن از(؛ Sobieszczańska et al., 2020؛ 2016
 این شد. انجام چينی محققان توسط تحقيقی 2045 سال

 توانند می آن امولسيون نانو و اوژنول که دریافتند نيز محققان
 کاهش سودوموناس در را رامنوليپيد و یوسيانيناپ توليد
 این حرکت و بيوفيلم تشکيل از ممانعت موجب و دهند

است  اوژنول غلظت به وابسته کاهش این شوند. باکتری
(Lou et al., 2019). 

 طبيعی، محصولاتکلی باید گفت که  گيری نتيجهعنوان  به

 فراهم باکتریاییهای  عفونت درمان برای جایگزینی داروهای
هم  بيوتيکی آنتی مقاومت به منجر حال عين درو  کنند می
 و شود می استفاده غذایی صنایع در اوژنول شوند. نمی

 نشان مطالعه اینهای  یافته دارد. فراوانی درمانی کاربردهای
 عوامل توليد کاهش به منجر داری یمعن طور به اوژنول که داد

 یوسيانيناپ توليد ازجمله آئروژینوزا سودوموناس یزا بيماری
 تشکيل تواند می ترکيب این همچنين شود. می رامنوليپيد و

 کند. مهار را باکتری حرکت و ساکارید اگزوپلی توليد بيوفيلم،
 آینده در آن مشابه های کوللمو یا اوژنول از توان می بنابراین

 مقابله و باکتریایی QS سيستم با مداخله برای مدلی عنوان به
  کرد. استفاده ها باکتری زایی بيماری با

 
 سپاسگزاری

، است شده انجام تهران دانشگاه مالی حمایت با کار این
 شود. اندرکاران قدردانی می مدیران و دستبنابراین از 

 

 مورد استفاده منابع

- Al-Adham, I.S.I., Khalil, E., Al-Hmoud, N.D., 

Kierans, M. and Collier, P.J., 2000. Microemulsions 

are membrane-active, antimicrobial, self-preserving 

systems. Journal of Applied Microbiology, 82:  

32-39. 

- Bhat, R., Dayamani, K.J., Hathwar, S., Hegde, R. and 

Kush, A., 2015. Exploration on production of 

rhamnolipid biosurfactants using native 

Pseudomonas aeruginosa strains. Journal of 

BioScience & Biotechnology, 4(2): 157-166. 

- Chatterjee, M., D'Morris, S., Paul, V., Warrier, S., 

Vasudevan, A.K., Vanuopadath, M., Nair, S.S., 

Paul-Prasanth, B., Mohan, C.G. and Biswas, R., 

2017. Mechanistic understanding of phenyllactic 

acid mediated inhibition of quorum sensing and 

biofilm development in Pseudomonas aeruginosa. 

Applied Microbiology & Biotechnology, 101(22): 

8223-8236.  

- Gowrishankar, S., Poornima, B. and Pandian, S.K., 

2014. Inhibitory efficacy of cyclo (l-leucyl-l-prolyl) 

from mangrove rhizosphere bacterium–Bacillus 

amyloliquefaciens (MMS-50) toward cariogenic 

properties of Streptococcus mutans. Research in 

Microbiology, 165(4): 278-289. 

- Hassett, D.J., Charniga, L., Bean, K., Ohman, D.E. and 

Cohen, M.S., 1992. Response of Pseudomonas 

aeruginosa to pyocyanin: mechanisms of resistance, 



 4006   3، شماره 63دوماهنامه تحقيقات گياهان دارویی و معطر ایران، جلد 

antioxidant defenses, and demonstration of a 

manganese-cofactored superoxide dismutase. 

Infection and Immunity, 60(2): 328-336. 

- Husain, F.M., Ahmad, I., Asif, M. and Tahseen, Q., 

2013. Influence of clove oil on certain quorum-

sensing-regulated functions and biofilm of 

Pseudomonas aeruginosa and Aeromonas 

hydrophila. Journal o Biosciences, 38(5): 835-844. 

- Kanthakumar, K., Taylor, G., Tsang, K.W., Cundell, 

D.R., Rutman, A., Smith, S. and Wilson, R., 1993. 

Mechanisms of action of Pseudomonas aeruginosa 

pyocyanin on human ciliary beat in vitro. Infection 

and Immunity, 61(7): 2848-2853. 

- Kim, Y.G., Lee, J.H., Kim, S.I., Baek, K.H. and Lee, 

J., 2015. Cinnamon bark oil and its components 

inhibit biofilm formation and toxin production. 

International Journal of Food Microbiology, 195: 

30-39. 

- Köhler, T., Curty, L.K., Barja, F., Van Delden, C. and 

Pechère, J.C., 2000. Swarming of Pseudomonas 

aeruginosa is dependent on cell-to-cell signaling and 

requires flagella and pili. Journal of Bacteriology, 

182(21): 5990-5996. 

- Lou, Z., Letsididi, K.S., Yu, F., Pei, Z., Wang, H. and 

Letsididi, R., 2019. Inhibitive effect of eugenol and 

its nanoemulsion on quorum sensing-mediated 

virulence factors and biofilm formation by 

Pseudomonas aeruginosa. Journal of Food 

Protection, 82(3): 379-389. 

- Madigan, M.T., Clark, D.P., Stahl, D. and Martinko, 

J.M., 2010. Brock Biology of Micro organisms. 

Benjamin Cummings, San Francisco, 1152p. 

- Mahapatra, S.K. and Roy, S., 2014. 

Phytopharmacological approach of free radical 

scavenging and anti-oxidative potential of eugenol 

and Ocimum gratissimum Linn. Asian Pacific 

Journal of Tropical Medicine, 7: S391-S397. 

- O'Neill, E., Pozzi, C., Houston, P., Smyth, D., 

Humphreys, H., Robinson, D.A. and O'Gara, J.P. 

2007. Association between methicillin susceptibility 

and biofilm regulation in Staphylococcus aureus 

isolates from device-related infections. Journal of 

Clinical Microbiology, 45(5): 1379-1388. 

- Rashid, M.H. and Kornberg, A., 2000. Inorganic 

polyphosphate is needed for swimming, swarming, 

and twitching motilities of Pseudomonas 

aeruginosa. Proceedings of the National Academy 

of Sciences, 97(9): 4885-4890. 

- Rathinam, P., Vijay Kumar, H.S. and Viswanathan, P., 

2017. Eugenol exhibits anti-virulence properties by 

competitively binding to quorum sensing receptors. 

Biofouling, 33(8): 624-639. 

- Rathinam, P. and Viswanathan, P., 2018. Anti-

virulence potential of eugenol-rich fraction of 

Syzygium aromaticum against multidrug resistant 

uropathogens isolated from catheterized patients. 

Avicenna Journal of Phytomedicine, 8(5): 416-431. 

- Roche, D.M., Byers, J.T., Smith, D.S., Glansdorp, 

F.G., Spring, D.R. and Welch, M., 2004. 

Communications blackout? Do N-acylhomoserine-

lactone-degrading enzymes have any role in quorum 

sensing? Microbiology, 150(7): 2023-2028. 

- Sobieszczańska, N., Myszka, K., Szwengiel, A., 

Majcher, M., Grygier, A. and Wolko, Ł., 2020. 

Tarragon essential oil as a source of bioactive 

compounds with anti-quorum sensing and anti-

proteolytic activity against Pseudomonas spp. 

isolated from fish- in vitro, in silico and in situ 

approaches. International Journal of Food 

Microbiology, 331: 108732. 

- Srinivasan, R., Devi, K.R., Kannappan, A., Pandian, 

S.K. and Ravi, A.V., 2016. Piper betle and its 

bioactive metabolite phytol mitigates quorum 

sensing mediated virulence factors and biofilm of 

nosocomial pathogen Serratia marcescens in vitro. 

Journal of Ethnopharmacology, 193: 592-603. 

- Van Delden, C. and Iglewski, B.H., 1998. Cell-to-cell 

signaling and Pseudomonas aeruginosa infections. 

Emerging Infectious Diseases, 4(4): 551-560. 

- Vasavi, H.S., Arun, A.B. and Rekha, P.D., 2013. 

Inhibition of quorum sensing in Chromobacterium 

violaceum by Syzygium cumini L. and Pimenta 

dioica L. Asian Pacific Journal of Tropical 

Medicine, 3(12):954-459. 

- Williams, P., Camara, M., Hardman, A., Swift, S., 

Milton, D., Hope, V.J. and Bycroft, B.W., 2000. 

Quorum sensing and the population-dependent 

control of virulence. Philosophical Transactions of 

the Royal Society of London. Series B: Biological 

Sciences, 355(1397): 667-680. 

- Yogalakshmi, B., Viswanathan, P. and Anuradha, C.V. 

2010. Investigation of antioxidant, anti-

inflammatory and DNA-protective properties of 

eugenol in thioacetamide-induced liver injury in rats. 

Toxicology, 268(3): 204-212. 

- Zhang, Y., Wang, Y., Zhu, X., Cao, P., Wei, S. and 

Lu, Y., 2017. Antibacterial and antibiofilm activities 

of eugenol from essential oil of Syzygium 

aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (clove) leaf 

against periodontal pathogen Porphyromonas 

gingivalis. Microbial Pathogenesis, 113: 396-402. 

- Zhou, L., Zheng, H., Tang, Y., Yu, W. and Gong, Q., 

2013. Eugenol inhibits quorum sensing at sub-

inhibitory concentrations. Biotechnology letters, 

35(4): 631-637. 

 

 

  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27721053/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27721053/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27721053/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27721053/


Iranian Journal of Medicinal and Aromatic Plants Research, Vol. 36, No. 6, 2020  1004 

Eugenol: a potent quorum sensing inhibitor to restrict  

Pseudomonas aeruginosa pathogenicity 
 

S. Moslemi
1
 and N. Kashef

2*
 

 

1- M.Sc. in Microbiology, Department of Microbiology, School of Biology, College of Science, University of Tehran, Tehran, Iran 

2*- Corresponding author, Department of Microbiology, School of Biology, College of Science, University of Tehran, Tehran, Iran  

    E-mail: kashefn@khayam.ut.ac.ir 

 

Received: March 2020          Revised: August 2020    Accepted: October 2020 

 

Abstract 
    Bacterium Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen and one of the most 

important causes of nosocomial infections in a wide range of immunocompromised patients 

including those with malignancies, cystic fibrosis, and burns. This bacterium produces many 

virulence factors and is highly resistant to lots of common antibiotics due to its biofilm 

formation. The production of many virulence factors in this bacterium is under the control of 

quorum sensing systems (QS). The QS is an attractive target for the development of novel 

therapeutics. Eugenol is the major component of clove (Eugenia caryophylata) oil. The previous 

studies have shown its antibacterial activities. This study aimed to determine the in vitro anti-

QS activity of eugenol on QS-regulated biofilm formation and virulence factors production in P. 

aeruginosa strains. The minimum inhibitory concentration (MIC) of eugenol was determined 

against two strains of this bacterium ATCC 27853 and PAO1, and three clinical isolates. Then 

the effect of eugenol on bacterial proliferation was determined by monitoring the growth curve. 

The biofilm formation, the production of exopolysaccharide (EPS), pyocyanins, rhamnolipids, 

the motility of swimming, swarming, and twitching were evaluated after the eugenol treatment. 

The MICs against two strains of the bacterium ATCC 27853 and PAO1 were obtained 0.3% and 

0.6% (v/v), respectively. Different concentrations of eugenol (≤0.15%) significantly reduced the 

production of virulence factors including pyocyanin and rhamnolipid. The biofilm formation, 

EPS production, and swarming, swimming, and twitching motility were also reduced after the 

eugenol treatment. In general, according to the results of this study, the use of eugenol, as a 

potent QS inhibitor and anti-biofilm agent, could be an effective therapeutic strategy against P. 

aeruginosa infections. 
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