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Abstract 

Introduction: The most common bacterium linked to the hospital and pneumonia-

related infections is Pseudomonas aeroginosa, a known opportunistic pathogen. High 

mortality rates are brought on by this bacterium in hospitalized patients, 

immunocompromised individuals, and cystic fibrosis patients. The formation of biofilm 

structures has also made it more challenging to treat patients. Due to the severe side 

effects of the antibiotics, the lack of efficacy due to resistance, and the well-documented 

antibacterial effects of traditional plants, this study investigated the antibacterial 

properties of the combination of thyme, rosemary, and green tea. Therefore, the main 

purpose of the current study was to examine the antibacterial and anti-biofilm effects of 

the extracts of these three plants. 

Method: Pseudomonas arginosa strains were obtained from patients at Ghaem 

Hospital, Mashhad, Iran. The efficacy of various antibiotics on different strains was 

studied, and bacterial strains were classified into sensitive, semi-sensitive, and 

resistant. The minimum inhibitory concentration (MIC) of the combination of the 

three extracts, as well as the antibiotic of choice, was determined. The effect of the 

extract on the biofilm formation was also investigated. 

Results: The results indicated that the ternary composition has significant antibacterial 

and anti-biofilm effects; also, the combination of these three extracts has shown 

significant synergistic properties with each other. Further, the extracts inhibited the 

formation and growth of the biofilm. 

Conclusion: Results of this study indicated that the optimum combination of the three 

extracts possessed a remarkable antibacterial and anti-biofilm activity. Further, we 

have shown the synergistic antibacterial activity of the three extracts improved in the 

presence of the antibiotic of choice, resulting in a decrease in the MIC value of the 

antibiotic.
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 دانشگاه علوم پزشكي خراسان شماليمجله 

 1403بهار ، 1، شماره 16دوره 

 

سیلین در ترکیب با آمپيرزماری و آویشنسبز،چایگیاهانبررسي اثرهای سینرژیک عصاره

 آئروژینوزاهای مقاوم سودوموناس علیه سویه

، فاطمه  1، فیروزه سلیمانی 4، حمیدرضا رحیمی 3،2زاده، سیده هدا علوی 1پوریا میدانی
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 13/08/1402 :دریافت تاریخ

 19/12/1402 :پذیرش تاریخ
 چکیده

 توجه با. است الریهو ذات های بیمارستانیعفونت با مرتبط باکتری ترینمتداولطلب و فرصت پاتوژنی آئروژینوزا سودوموناس: مقدمه

 طرح این در باکتریال ترکیبات گیاهی،اثبات اثرهای آنتی مقاومت دارویی و علتها، کاهش کارایی بهبیوتیکجانبی آنتی عوارض به

 .شدبررسی  سبز چای و رزماری آویشن، عصاره سه باکتریاییآنتی خصوصیات

 هابیوتیکآنتی برابر ها درسویه مقاومت. شدند ذخیره هاسویه سپس، و شد انجام کلینیکی هایسویه جداسازی ابتدا :کار روش

 (MIC)رشد باکتری  مهارکننده غلظت حداقل. شدند تقسیم حساسنیمه و مقاوم، حساس دسته سه به هاسویه و شد گیریاندازه

 متقابل اثر نهایت، در. شد تعیین نیز سیلینبیوتیک آمپیآنتی مؤثر رشد مهارکننده غلظت حداقل. شدتعیین  عصاره سه ترکیب توسط

 .شد بررسی آئروژینوزا سودوموناس بیوفیلم تشکیل بر هاعصاره اثر همچنین،. شد بیوتیک انتخابی بررسیآنتی  با هاعصاره ترکیب

عصاره باعث از سه  نهیبه بیشدند. ترک یباکترهای متفاوتی از زیرگونهسبز مانع رشد  یو چا یرزمار ،شنیسه عصاره آو :هایافته

ها عصاره بیترک نشان دادند و ییافزاهم تیخاص گریکدیبر  سیلینآمپیبیوتیک ها و  آنتیشد. عصاره تنهاییبه هاعصاره MICکاهش 

 شد. لمیوفیرشد باز مانع 

 دارند. همچنین، ترکیب ذکری شایان بیوفیلمی و ضدباکتریایی اثرهای عصاره سه ترکیب که است آن از حاکی نتایج :گیرینتیجه

 دارد. سینرژیسم خاصیت سیلینآمپی بیوتیکآنتی با هم و در ترکیب با عصاره سه این

کلیدی واژگان

 بیوفیلم

 آویشنعصاره 

 روغن رزماری

 سبز عصاره چای

 آئروژینوزا سودوموناس

 

مهمقد

های مهم در های باکتریایی از چالشبیوتیکی در پاتوژنمقاومت آنتی

میر وحوزه درمان است که با افزایش درخور توجه در میزان مرگ

 در( MDR)بیماران نیز همراه است. بروز الگوی مقاومت چنددارویی 

تنها درمان را با مشکل نه گرم مثبت و منفی هایارگانیسممیکرو

ناپذیر های درماند، بلکه ممکن است باعث بروز عفونتسازمواجه می

بیوتیکی سازمان جهانی بهداشت مقاومت  آنتیرو، ؛ ازاین[1]نیز شود 

معرفی کرده  21را یکی از سه تهدید مهم بهداشت عمومی در قرن 

 . [2] است

 طلبفرصت منفی گرم باکتری نوعی آئروژینوزا سودوموناس باکتری

. [3]است  بیمارستانی هایعفونت با متداول مرتبط هایباکتری و از

سودوموناس ناشی از های های مکرر از عفونتگزارشهمچنین، پیرو 

ایجاد به مقاوم به چنددارو در واحدهای سوختگی،  یآئروژینوزا

. [4]شده است بسیار توجه باکتری  با این برای مقابلهرویکردهای جدید 

به فاکتورهای متعدد و  استچندعاملی این پاتوژن  زاییبیماری

ذب ـاز جمله عوامل دخیل در چسبندگی، ج ،ارج سلولـخل و ـداخ

 . [5-7] شده استها نسبت داده ها و اگزوتوکسینآهن، اگزوآنزیم

 افلاکس هایپمپاکتری، ـارجی بـدر کنار نفوذپذیری پایین غشای خ

و همچنین، بیرون  باکتری نقش مهمی در دفع ترکیبات سمیغشای 

، نشان داده شده طور خاصبه. [8] دارند باکتریاز ها بیوتیکراندن آنتی

مقاومت روز ـبدر  RNDای متعلق به خانواده ـهپروتئینه ـک است

علاوه، . به[9]کنند نقش ایفا می سودوموناس آئروژینوزابیوتیکی در آنتی

 و لاکتامازها-βمانند ها بیوتیککننده آنتیهای غیرفعالآنزیم رشحت
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 پوریا میدانی و همکاران

از  گرـدی کیـی [10, 11] آمینوگلیکوزیدها کنندهلاحـاص هایزیمـآن

 پیوندهای شیمیایی توانداست که میمقاومت ذاتی  بروز هایمکانیسم

را  ها مانند آمیدها و استرهای حساس به هیدرولیزبیوتیکآنتی ساختار

را برای زنده  یباکتر مقاومت تطبیقی توانایی یک. [12]تخریب کند 

دلیل تغییرات موقت در بیان ژن و/یا بیوتیک بهآنتی برابرماندن در 

. در [13]دهد پروتئین در پاسخ به محرک محیطی افزایش می

، بهترین مکانیسم مقاومت انطباقی تشکیل بیوفیلم سودوموناس آئروژینوزا

آگهی ضعیف در بیماران سیستیک است که به عفونت مداوم و پیش

از  عمده دیگر تشکیل فنوتیپی اثر .[14]شود میفیبروزیس منجر 

بیوتیک آنتیی های بالاکه غلظت است Persisterها تحت عنوان باکتری

دو  و ارتباط اینو بیوفیلم  Persisters. تشکیل [15] کندتحمل می را

های در داخل بدن، درمان عفونت نیزدر شرایط آزمایشگاهی و پدیده 

در بیماران مختلف، از جمله بیماران را  سودوموناس آئروژینوزاناشی از 

 .[16]کرده است تر پیچیدهمبتلا به سیستیک فیبروزیس، 

برای کنترل  های جایگزینیهای مقاوم به درمان، روشباکتری با ظهور

ها و بادیآنتی، 1960ها از دهه باکتریوسین: است مطالعه شدهها آن

برای کنترل  1990های اساسی از روغن و 1970باکتریوفاژها از دهه 

 . [17]اند شدهمطالعه  MDRزای عوامل بیماری

 مرکز شده استمت هاکاربرد نانوحامل بر متعددی علاوه بر این، تحقیقات

طور مکرر برای کنترل عوامل که به رویکردهاییاز  . یکی[18،19]

های اسانسکاربرد است،  گذاشته شدهبحث  به MDR یزابیماری

 . [20] شده از گیاهان دارویی استاستخراج

د که از نشوفرار، طبیعی و معطر تعریف می اتیهای گیاهی مایعاسانس

شوند و از ترشح می ها و گلویژه برگبه ،های مختلف گیاهانقسمت

 این ترکیبات .[21] دنکنمیمحافظت ها در برابر میکروبگیاهان 

های مقاوم بسیاری از سویه را علیهدرخور توجهی فعالیت ضدمیکروبی 

برای درمان طیف وسیعی از  ،ایطور گستردهبهو  انددادهنشان 

 نیز. بسیاری از مطالعات [22،23] اندبه کار رفته باکتریاییهای عفونت

با  در تجویزیا تنهایی بهگیاهی را  هایاسانسترکیبی از مفید  هایاثر

 [.24اند ]دادههای تجاری نشان بیوتیکآنتی

فیلمی ضدباکتریایی و ضدبیو هایمطالعات قبلی و اثبات اثربه با توجه 

 هایثرابر باکتری، در این طرح  پرکاربرد گیاهی هایبرخی از اسانس

صورت ه، بتنهاییضدباکتریایی عصاره آویشن، رزماری و چای سبز به

ها لاکتام-βاز گروه الطیف بیوتیک وسیعیک آنتیترکیبی و نیز در کنار 

شد رسه عصاره بر از شده ترکیب بهینه اثر مهاری ،. همچنینشدبررسی 

 .شدمطالعه  سودوموناس آئروژینوزاناشی از بیوفیلم 

 کار روش

 شده تهیه سیگما شرکت از مقاله این در استفاده مورد مواد مواد: تمام

 هایکشت محیط .است شده ذکر هاآن مقابل در که موادی جزبه است،

LB Broth  وBroth Agar از شرکت Sibresco هایتهیه شدند. ویال 

-دارو دانا شرکت)تجاری  صورتبه mg 250 سیلینآمپی بیوتیکآنتی

ampivil® )شد تهیه. 

 باکتریایی هایسویه

 رستانبیما بیماران از که آئروژینوزا سودوموناس متفاوت کلینیکی سویه نه

 ،اگانهجد ،سویه نه این و تأیید شدند. بررسی ،بودند شده جدا)مشهد(  قائم

کشت  محیط لیترمیلی 5به  (CFU/ml 710×5/1میکرولیتر ) 2 میزانبه

LB Broth لوپ از استفاده با انکوباسیون روز یک از شدند. پس القا 

 االق Broth Agarکشت  محیط بهمیکرولیتر  1میزان به استریل استاندارد

 24 مدت برای پلیتفت. گر انجام کلنیتک تهیه برای افتراقی کشت و شد

  (Memmert INB500, Germany)گراددرجه سانتی 37 انکوباتور درساعت 

 و یافت انتقال تازه مایع کشت محیط به آمدهدستبه کلنیتکشد.  انکوبه

 در تا دش داده قرارگراد درجه سانتی 37 انکوباتور درساعت  24 برای

 گلیسرول، هاباکتری سازیذخیرهبرای  .از آن استفاده شود ،بعدی مراحل

 استریل مقطر آبلیتر میلی 3( با درصد 100خالص )تمام لیتر(میلی 3)

ه شد. ددا عبورمیکرومتر  2/0با سایز منافذ  سرسرنگی فیلتر ازو  شد رقیق

 القا آن به مدنظر سویه کلنی که مایعی محیط ازمیکرولیتر  500 ا،در انته

 یالکرایوو وارد شدهاستریل گلیسرولمیکرولیتر  500با  بود، همراه شده

  گرفت. قرارگراد انتیسدرجه  -80 فریزر در و شد

 بیوتیکیمقاومت آنتی بررسی

 انتشار روش از استفاده با هاسویه این ضدباکتریایی حساسیت تست

 نتایج و انجام( Bauer-Kirby disk diffusion method) بائر-کربی دیسک

 آزمایشگاهی و بالینی استانداردهای سسهؤم هایاساس دستورالعمل بر

2021 (CLSIتفسیر ) .حساسیت  تست عنوان تحت کهاین تست  شد

 سنجش روش یک ،شودمی شناخته دیسک نیز انتشار بیوتیکیآنتی

و  تشخیصی هایآزمایشگاه در که است کشت بر مبتنی میکروبیولوژیکی

نرمال  در باکتری خالص کشت ،روش این در رود.به کار می دارو کشف

 طوربه و شودمیاستاندارد  آن کدورت شود،می معلقدرصد  9/0 سالین

( آگار هینتون مولر مانند) مناسب جامد محیط صفحه روی ،یکنواخت

 یا بیوتیکآنتی به آغشته صافی کاغذ یک دیسک ،سپس .گیردقرار می

 از کاغذ دیسک دهندهتشکیل گیرد. موادمی قرار آگار سطح روی عصاره

 غلظت در عصاره یا بیوتیکآنتی راگ د.شومی پخش آگار داخل به صافی

 در غلظت که جایی در کلنی باشد، هیچ ثرؤم هاباکتری برابر در معینی

 ناحیه این کرد؛ نخواهد رشد ،باشد ثرؤم غلظت مساوی یا بیشتر آگار

 [. 25ود ]شمی مهار نامیده منطقه

 5) لووفلوکساسین ،میکروگرم( 10) سیلینآمپی حاوی هادیسک

میکروگرم(،  10) جنتامایسینمیکروگرم(،  30) سفتازیدیممیکروگرم(، 

 هاله قطر د.بودنمیکروگرم(  30) اربنسیلینمیکروگرم( و ک 10) مروپنم

 قطرشد.  گیریاندازه کولیس وسیلهبهها بیوتیکتوسط آنتی ایجادشده

طبق جدول  ضدمیکروبی دیسک هر بحرانی مقادیر با نواحی بازدارندگی

 حساسنیمه یا مقاوم حساس، عنوانبه هدف باکتری تا شد مقایسه 1

 .شود تعیین
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 مقاومت نوع و شد مقایسه جدول این با نتایج ،کنندگیقطر ممانعت گیریاندازه از بعد CLSI. 2021  استانداردهای با مطابق آرژینوزا سودوموناس برابر در بیوتیکهر آنتی بحرانی مقادیر. 1 جدول

 .شد مشخص هاسویه

 بیوتیکآنتی نوع متربرحسب میلی سودوموناس آئروژینوزا برای عدم رشد میزان قطر هاله

  مقاوم حساسنیمه حساس

21≥ 20-15 ≥14 Ampiciline (10µg) 
(AM) 

22≥ 21-16  ≥15 Levofloxacin (5µg) 
(LEV) 

≥18 17-15  ≥14 Ceftazidime (30µg) 
(CAZ) 

≥15 14-13  ≥12 Gentamicin (10µg) 
(GM) 

19≥ 18-14  15≥ Meropenem (10µg) 
(MEN) 

21≥ 20-15  ≥14 Carbenicillin (30µg) 
(CB) 

 

 عصاره تهیه

 به و تهیه مشهد داروسازی دانشکده در گیاهان الکلی-آبی هایعصاره

 رسانده شد.  DMSOدر لیتر گرم بر میلیمیلی 40 غلظت

عنوان استانداردهای مک فارلند به :فارلند مک نیم استاندارد تهیه

های باکتریایی استفاده کدورت سوسپانسیونمرجعی برای تنظیم 

نیم . استاندارد قرار گیرد ها در محدوده معینیشوند تا تعداد باکتریمی

هیدرات از باریم کلرید دیلیتر میلی 5/0 کردن مک فارلند با مخلوط

تهیه شد. میزان جذب  اسید سولفوریکلیتر میلی 9/95ا ب درصد 1/175

 .تعیین شد 9/0با  بربرانانومتر  600طول موج در 

 Minimum Inhibitory) کننده رشد تعیین حداقل غلظت متوقف

Concentration) 

( از روش MIC) کنندگیدست آوردن حداقل غلطت ممانعت برای به

Agar dilution  پس از تهیه محیط کشت شد. در این روش، استفاده

LB agar درجه  50به دادن آن در اتوکلاو، دمای محیط کشت  و قرار

به یک  از محیط کشتلیتر میلی 20 ،ده شد. سپسگراد رسانسانتی

غلظت مدنظر  ،انتقال داده شد. پس از آنلیتر میلی 50فالکون استریل 

ضافه شد و در تنهایی و در ترکیب با یکدیگر اها بههریک از عصاره از

محیط کشت به پلیت استریل انتقال داده شد تا به فرم جامد  ،نهایت

شده باکتری )بر اساس استاندارد نیم میزان تعیین ،خود برسد. سپس

کشت داده شد و نتایج  ،صورت چمنیبه ،مک فارلند( روی محیط کشت

 . شدبررسی ساعت  24پس از 

 هایرـ( در اثDMSO) دـولفواکسایـمتیل سدی أثیرـتررسی ـب

 اهباکتریایی عصارهضد

 هایعصاره تهیه برای DMSOمتانول و ، های مختلفی نظیر اتانولحلال 

دلیل به DMSO ، از. در پایانشدندآویشن و رزماری بررسی  چای سبز،

با در نظر گرفتن خصوصیات ضدباکتریایی شد.  استفادهحلالیت مناسب 

 هایبرای بررسی اثر DMSOها از متناسب با غلظت عصاره این حلال،

 pHبرای جلوگیری از دخالت  ،ضدباکتریایی استفاده شد. همچنین

 استفاده شد. pH=7 با ها از بافر فسفاتعصاره

 و بررسی درمان ترکیبی بیوتیکیآنتیتهیه محلول 

شده در مطابق توضیحات دادهمقاوم وارد مطالعه شدند. دو سویه نیمه 

 (سیلینآمپی) الطیف انتخابیبیوتیک وسیعآنتی MICقسمت روش کار، 

آب مقطر استریل لیتر میلی 25 در بیوتیکآنتی ابتدا پودر .شدتعیین 

بیوتیک تعیین شد. آنتی MICشد و آمده رقیق دستحل شد. غلظت به

 Agar dilutionاز روش  ،برای بررسی اثر درمان ترکیبی ،پس از آن

، گراددرجه سانتی 50ی آگار به استفاده شد. پس از رسیدن دما

به  (MIC 1و  MIC 4/1 ،MIC 2/1) بیوتیکآنتی سریالی از هایغلظت

ها به محیط کشت اضافه شد. شده از ترکیب عصارههمراه غلطت بهینه

مقاوم( با تعداد عنوان دو سویه نیمهبه 7و  2های مدنظر )سویه ،سپس

( بر د)معادل نیم مک فارلن مشخصی باکتری از سوسپانسیون باکتریایی

در انکوباتور ساعت  24 کشت داده شدند. محیط کشت محیط کشت،

 و نتایج ثبت شدند.  شدانکوبه گراد درجه سانتی 27

 بیوتیکهای گیاهی و آنتیکمی بین عصاره کنشبرای تعیین نوع برهم

( استفاده شد. FICاز شاخص غلظت مهاری کسری ) ،در برابر باکتری

کنش دو ماده . نوع برهمشداز فرمول زیر محاسبه  FICشاخص 

اثر  نوع ،FICشاخص  اساس . بر[26]ضدباکتریایی تعیین شد 

 (، >5/0سینرژیسم ) دسته سه به هاعصاره ترکیب و بیوتیکآنتی

 شد. ( تقسیم<4)آنتاگونیست  ( و4-5/0افزایی )هم

بیوتیکآنتی   FIC = بیوتیک در ترکیب آنتی   MIC بیوتیک آنتی

تنهایی / به MIC 

هاعصاره  FIC =  هاترکیب عصاره MIC تنهایی / عصاره به  MIC 

شاخص   FIC =  بیوتیکآنتی  FIC +   عصاره FIC 

 هاتشکیل بیوفیلم توسط باکتری

 با استفاده از آئروژینوزاسودوموناس های تشکیل بیوفیلم توسط سویه

انجام شد. مراحل تشکیل بیوفیلم  Microtiter plate (dish) assayروش 

ها در تریپتیکاز . سویهبودشمارش بیوفیلم  وآمیزی رنگ، رشد شامل

تحریک تشکیل بیوفیلم توسط  .( رشد داده شدندSibrescoسویا براث )

با استفاده از پلیت کشت سلولی  سودوموناس آئروژینوزاهای سویه

در  1:100ساعته، به نسبت 24کشت  ،سپس. چاهکی تعیین شد96

TSB درصد 2 حاوی (w/v.گلوکز رقیق شد ) ز میکرولیتر ا 200 مقدار

ی منتقل شد. کچاه96یک صفحه میکروتیتر  بهسوسپانسیون سلولی 

 حاویهایی که فقط . چاهکشدندسویه در سه تکرار آزمایش سه هر 

TSB  آمیزی عنوان کنترل عمل کردند. در مرحله رنگبه ،استریل بودند

، با گراددرجه سانتی 37ساعته در انکوباتور 24پس از انکوباسیون 

پلیت دو بار با  ،محیط کشت دور ریخته شد. سپس ،برگرداندن پلیت

 باکتریایی های( شسته شد تا سلولpH=4/7بافر فسفات سالین )
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صورت معکوس بر یک صفحه به ،جدا شوند. سپس غیرچسبنده حذف و

 95چسبنده با اتانول  باکتریایی هایاستریل قرار داده شد. سلول گاز

 بهدرصد  1/0 ویوله کریستالمیکرولیتر  100و با  ندتثبیت شددرصد 

رنگ  منظور حذفبهمرتبه سه آمیزی شدند. پلیت رنگدقیقه  5مدت 

بر یک دستمال  ،صورت معکوسهآرامی ببه ،اضافی شسته شد. سپس

ای قرار داده شد. در مرحله شمارش بیوفیلم پلیت مدنظر خشک حوله

 125 ،شد و بیوفیلم متصل به جداره پلیت مشاهده شد. سپس

 به هاها افزوده شد. پلیتبه پلیتدرصد  30استیک اسید میکرولیتر 

از یتر میکرول 125 ،. سپسنددر دمای اتاق انکوبه شددقیقه  15مدت 

 چگالی نوری ،هر چاهک پلیت به چاهک جدیدی منتقل شد. در نهایت

(ODد ) باکتری  یخوانده شد. چاهک بدون القانانومتر  570ر طول موج

آمده، دستهای بهODعنوان کنترل در نظر گرفته شد. بر اساس به

(، ضعیف ODT ≤ ODCبیوفیلم ))های باکتریایی به چهار دسته سویه

(ODT ≥2 ODC)، ( 2متوسطODC ≤ODT ≤4 ODC( و قوی )ODT 

≥4 ODC) )[27] ندبندی شدطبقه. 

  ها بر بیوفیلمعصارهبهینه از مهاری ترکیب  بررسی اثر

 Microtiter plateاز روش  ،برای بررسی اثر مهاری همانند مرحله قبل

(dish) assay ر میکرولیت 100 شد. در این تست،تغییر استفاده کمی  با

 یاییباکتر سوسپانسیونمیکرولیتر از  100 ها بهاز ترکیب بهینه عصاره

بل شده در مرحله قدادهافزوده شد. بقیه مراحل مشابه با روش توضیح

 ها با فرمول زیر محاسبه شد. انجام شد. اثر مهاری ترکیب عصاره
𝑂𝐷𝐶 − 𝑂𝐷𝑇

𝑂𝐷𝐶
∗ 100 =  %اثر مهاری

 یآمار زیآنال

. شد ادهاستف Graphpad Prism 8.0.2 افزارنرم از آماریهای بررسی برای

 One آماری آزمون از هاگروه بین تفاوت بودن دارمعنی ارزیابی برای

Way ANOVA 05/0 تفاوت بودن معنادار سطح. شد استفادهP< در 

 ، برای* از >05/0P دادن نشان برای نمودارها در و شد گرفته نظر

01/0P<  هاستفاد****  از 0001/0 برای و***  از 001/0 برای ،**از 

 .است شده

 هاافتهی

 بیوگرامتست آنتی

تست  ،بیوتیک مناسببیوتیکی و یافتن آنتیتعیین حساسیت آنتی برای

بیوتیک در غلظت معینی در برابر بائر انجام شد. اگر آنتی-کربی

در جایی که غلظت در آگار  باکتریایی کلنی ثر باشد، هیچؤها مباکتری

رشد نخواهد کرد؛ این ناحیه منطقه  ،ثر باشدؤبیشتر یا مساوی غلظت م

قطر نواحی بازدارندگی با مقادیر در این تست شود. مهار نامیده می

عنوان بحرانی هر دیسک ضدمیکروبی مقایسه شد تا باکتری هدف به

منطقه مهار شش دیسک  .تعیین شود حساسنیمهحساس، مقاوم یا 

نواحی  قطرکه پیشتر ذکر شد، چنانبیوتیکی استاندارد تعیین شد. آنتی

 1طبق جدول  ضدمیکروبی دیسک هر بحرانی مقادیر با بازدارندگی

 حساسنیمه یا مقاوم حساس، عنوانبه هدف باکتری تا شد مقایسه

 و 2، دو زیرگونه گرامبیوتست آنتیبا توجه به نتایج . سپس، شود تعیین

یک سویه مقاوم در برابر  1و زیرگونه حساس دو سویه نیمه 7

 . (2)جدول  بیوتیک برای ادامه مطالعه در نظر گرفته شدندآنتی

 ها در خاصیت ضدباکتریایی عصاره DMSOبررسی عدم اثر 

 در برخی مقالات DMSOضدباکتریایی ذکرشده برای  هایبا توجه به اثر

 DMSOغلظت غلظتی معادل عدم تداخل، بررسی  برای، [30-28]

. شداضافه  های منتخب باکتریحاوی سویه به محیط کشتها عصاره

نتایج حاکی از آن بود که حلال در غلظت مذکور خاصیت ضدباکتریایی 

 گزارش شد. 300تعداد کلنی در هر سه سویه بیشتر از ندارد. 

 های گیاهی باکتریال عصارهآنتی رهایبررسی اث

بودن دلیل رنگی به ،در این مطالعههای گیاهی عصاره MICتعیین برای 

ها در محیط عدم حلالیت مناسب عصاره ،ها و همچنینعصارهو کدورت 

شد. دامنه غلظت عصاره استفاده   Agar dilutionاستاندارد از روش ،آگار

گرم بر میلی 40تا  1/0مورد استفاده در این مطالعه در محدوده 

هر  رشد کنندهمتوقف غلظت نتایج حداقلدر نظر گرفته شد. لیتر میلی

گزارش شده است.  3ها در جدول تنهایی و ترکیب عصارهعصاره به

 عصاره سه بهینه ترکیب یافتن برای MICمتفاوتی از  هایغلظت نسبت

گرم بر میلی 2/0حاوی  هاعصاره غلطت مؤثرترین انتها، در. شد استفاده

لیتر آویشن و رزماری گرم بر میلیمیلی 075/0لیتر چای سبز با میلی

 رشد مقاوم سویه و نکردند رشد مقاومنیمه دو سویه غلظت، این در .بود

 نشان داد. تریسخت و کمتر

 

بیوتیک و مقاومت در برابر با حساسیت کامل به چهار آنتی 7 و 2دو سویه . بائر انجام شد-ها با استفاده از روش انتشار دیسک کربیبائر. تست حساسیت ضدباکتریایی این سویه-نتایج تست کربی. 2لجدو

 عنوان سویه مقاوم برای ادامه مطالعه انتخاب شدند. بیوتیک بهو مقاومت در برابر پنج آنتیبیوتیک با حساسیت به یک آنتی 1و سویه  حساسسویه نیمه عنوان دوبیوتیک بهیک آنتی

 های میکروبیسویه مقاوم حساس حساسنیمه

- GM AM/CB/MEN/LEV 
/CAZ 1 

GM CB/MEN/LEV/CAZ AM 2 

- GM/CAZ AM/CB/MEN/LEV 3 

GM LEV AM/CB/MEN/CAZ 4 

MEN GM AM/CB/LEV/CAZ 5 

CB GM AM/MEN/LEV/CAZ 6 

CAZ CB/MEN/LEV/ GM AM 7 

CAZ GM AM/CB/MEN/LEV 8 
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 1403، بهار 1، شماره 16پزشکی خراسان شمالی، دوره  مجله دانشگاه علوم

 Agar dilutionمقاوم با روش تایی برای دو گونه نیمهصورت ترکیب سهسه عصاره جداگانه و به MIC. مقاومبر دو سویه نیمهبیوتیک ها و آنتیشده عصارهترکیب بهینه MICتعیین . 3جدول

 همچنین،شدند. محیط کشت داده رویسه سویه مورد مطالعه  ،به محیط کشت افزوده شد و سپسمیکروگرم در میکرولیتر  3200تنهایی و با غلظت سیلین بهبیوتیک آمپیتینآ ابتداتعیین شد. 

ثر بودن ؤنتایج حاکی از م غلظت به محیط کشت افزوده شد.همان سیلین با بیوتیک آمپیآنتی( به همراه رزماری آویشن و mg/mL  075/0+سبز چای mg/mL 2ها )شده عصارهترکیب بهینه

  صورت مستقل سه بار تکرار شد.به MICتعیین  هایآزمایششود. می MICنحوی که استفاده از ترکیب مدنظر باعث کاهش بیوتیک است، بهو آنتی هاعصارهترکیب 

MIC هاعصاره 
 های میکروبیسویه

 چای سبز رزماری آویشن ترکیب هر سه عصاره
𝒎𝒈

𝒎𝒍
چای سبز+ 2/0

𝒎𝒈

𝒎𝒍
آویشن+ 075/0

𝒎𝒈

𝒎𝒍
 رزماری 075/0

𝒎𝒈

𝒎𝒍
9/0 

𝒎𝒈

𝒎𝒍
9/0 

𝒎𝒈

𝒎𝒍
0/3 2 

𝒎𝒈

𝒎𝒍
چای سبز+ 2/0

𝒎𝒈

𝒎𝒍
آویشن+ 075/0

𝒎𝒈

𝒎𝒍
 رزماری 075/0

𝒎𝒈

𝒎𝒍
0/90 

𝒎𝒈

𝒎𝒍
0/90 

𝒎𝒈

𝒎𝒍
0/3 7 

 

بیوتیک ها و آنتیترکیب عصاره ضدمیکروبی هایبررسی اثر

 استاندارد

 ،Agar dilutionبیوتیک با روش ها و آنتیاثر ترکیبی عصارهبرای بررسی 

 6400سیلین برابر با بیوتیک آمپیثر آنتیؤحداقل غلظت مابتدا 

ر ـثؤغلظت م داقلـح ،د. سپسـتعیین شلیتر ر میلیـمیکروگرم ب

 3200 برابر باها شده عصارهرکیب بهینهتبیوتیک به همراه غلظت آنتی

ها ابل عصارهحاصل شد. برای بررسی نوع اثر متقلیتر میکروگرم بر میلی

حاکی از  FICاخص شاستفاده شد. نتایج  FICبیوتیک از شاخص و آنتی

این دارند.  افزاییآن است که دو ترکیب مورد استفاده خاصیت هم

بیوتیک برابر با و برای  آنتی 6/0ها برابر با شاخص برای ترکیب عصاره

ها و جمع شاخص برای ترکیب عصارهگزارش شد. حاصل 5/0

 ش شد.گزار 1/1بیوتیک برابر با آنتی

 
بیوتیکآنتی   FIC =3200 µg/mL   / 6400 µg/mL=0.5 

هاعصاره  FIC = 0.2 mg/mL   / 0.3 mg/mL=0.6 

شاخص   FIC = 0.5+ 0.6=1.1 

 

 ها به تشکیل بیوفیلم تحریک باکتری

ها از تحریک تولید بیوفیلم توسط باکتریبرای  ،در محیط آزمایشگاهی

استفاده شد. پس از طی مراحل  Microtiter plate (dish) assayروش 

مرحله  آمیزی با رنگ کریستال ویوله،چاهکی و رنگ96رشد در پلیت 

پلیت انجام شد. از چاهک حاوی محیط  خوانشگرشمارش با استفاده از 

عنوان کنترل منفی کشت بدون افزودن سوسپانسیون باکتریایی به

. شدسه مرتبه تکرار  ،صورت مستقلاستفاده شد. هر آزمایش به

ها توسط فرمول بندی انواع بیوفیلم ایجادشده توسط سویهتقسیم

 گزارش شد.  4مطابق با جدول  ODتایج ذکرشده انجام شد. ن

 میزان تشکیل بیوفیلم برها ترکیب عصارهتأثیر 

روش ، شده بر ساختار بیوفیلمبرای بررسی اثر مهاری ترکیب بهینه

Microtiter plate (dish) assay  نتایج در به کار رفتبا اندکی تغییر .

و  1شده در شکل ترسیمگزارش شده است. طبق نمودار  4جدول 

. داشتندها خاصیت محدودکنندگی رشد بیوفیلم عصاره ،هاتحلیل داده

د ـدگی رشنکه خاصیت محدودکندهند نشان میای آماری ـهتحلیل

 برابر با یکدیگر تفاوت چندانی ندارند.  10برابر و  5های بیوفیلم در غلظت

 

 
 

 هااز آزمایش یکثر در تصویر نشان داده شده است. هرؤغلظت م برابر حداقل 10و  5، 1 ها در میزانها بر رشد بیوفیلم. اثربخشی ترکیب عصارهشده عصارهرکنندگی ترکیب بهینهامه اثر .1 شکل

ثر بودن ترکیب ؤنتایج حاکی از م .انجام شد Two way ANOVA. آنالیز آماری به روش شدند گزارش معیار انحراف ±صورت میانگین تایی مستقل انجام شد. نتایج بهصورت سه تکرار سهبه

ها بیشتر ها از بقیه سویهدر برابر عصاره 1. شایان ذکر است که مقاومت سویه نیستبرابری معنادار 10برابری و 5ها در جلوگیری از تشکیل بیوفیلم است. میزان تفاوت اثر افزایش غلظت عصاره

 (.>P***001/0) است
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با توجه به رابطه ذکرشده در قسمت انجام شد.  Microtiter plate (dish) assayروش با تحریک باکتری به تشکیل بیوفیلم ابتدا شده بر تشکیل بیوفیلم.مهاری ترکیب بهینهنتایج اثر . 4جدول

بر که قبلاً ذکر شد، چنانقدرت بیشتری در تشکیل بیوفیلم از خود نشان داد.  1سویه  سه سویه مدنظر توانایی بالایی در تولید بیوفیلم از خود نشان دادند. شایان ذکر است که ،روش انجام کار

شده در سه مرحله های تعیینها با غلطتبررسی اثر مهاری ترکیب عصارهند. در مرحله بعد، بندی شدطبقه (ODT ≥4 ODCدسته قوی ) درهای باکتریایی آمده، سویهدستهای بهODاساس 

صورت میانگین انجام شد. نتایج به تنهایی(ها( و کنترل منفی )چاهک حاوی محیط کشت بهجای ترکیب عصارهتازه به TSB)بیوفیلم تیمارشده با محیط کشت  با کنترل مثبت جداگانه همراه

 فرمول با رشد از ممانعت درصد. شدند گزارش جدول در معیار انحراف ±
𝑂𝐷کنترل−𝑂𝐷تست

𝑂𝐷کنترل
∗ 100 =  Two way ANOVAروش  . آنالیز آماری بهشدمحاسبه  %اثر مهاری

 انجام شد. 

 ی میکروبیهاسویه کنترل منفی OD شدهتشکیل OD نوع بیوفیلم

 1 897/0 614/3 قوی

 2 812/0 394/3 قوی

 7 796/0 378/3 قوی

  غلظت بهینه ممانعتدرصد  برابر بهینه 5غلظت  درصد ممانعت برابر بهینه 10 غلظت  درصد ممانعت

37/50  43/46  04/16  1 

34/65  59/60  34/26 2 

75/64 75/61 59/25 7 

 

 بحث

های مقاوم به چنددارو با سرعت چشمگیری های ناشی از باکتریعفونت

، اشریشیا کلیهای گرم منفی، در میان سویهافزایش است. حال  در

 اسینتوباکتر بومانیو  سودوموناس آئروژینوزا، کلبسیلا پنومونیه

سودوموناس . [31]اند مقاوم به چنددارو شناخته شدهتر شایعهای هنگو

های باعث ایجاد عفونت کهاست  یک باکتری گرم منفی آئروژینوزا

مانند بیماران مبتلا به  ،بیمارستانی کشنده در افراد دارای نقص ایمنی

های شدید یا یستیک فیبروزیس، سوختگیسرطان، بیماران مبتلا به س

های درمان بیماری. [32]د شوآلوده به ویروس نقص ایمنی انسانی می

های درمانی های گیاهی یکی از راهباکتریایی با استفاده از عصاره

سه عصاره چای سبز، آویشن و رزماری  ،. در این پژوهشاستجدید 

ضدباکتریایی  هایند. اثرضدباکتریایی انتخاب شد هایبرای بررسی اثر

مقاوم و یک سویه مقاوم به اثبات ترکیب سه عصاره بر دو سویه نیمه

  MICثابت شد که ترکیب سه عصاره باعث کاهش  ،رسید. همچنین

شده سه شود. نوع اثر متقابل ترکیب بهینهبیوتیک استاندارد میآنتی

افزایی گزارش شد. یکی صورت همسیلین بهبیوتیک آمپیعصاره و آنتی

مکانیسم متفاوت  افزایییا هم سینرژیسم نبوداز دلایل احتمالی 

ارد. در ذگکه بر دیواره باکتری اثر میاست سیلین بیوتیک آمپیآنتی

بیوتیک ها و آنتیترکیب عصاره ضدمیکروبی هایاثر ،ادامه مطالعه

شده سه اثر مهاری ترکیب بهینه و سپس، استاندارد به اثبات رسید

 افزایی. نتایج مطالعه حاکی از همشدعصاره بر تشکیل بیوفیلم مطالعه 

ها در مهار تشکیل بیوفیلم و تبدیل آن به شده عصارهترکیب بهینه

برابر  10به  5ها از . افزایش غلظت ترکیب عصارهاستتر ساختار ضعیف

 ممکن است وجود آندلیل احتمالی که  نشان ندادتفاوت معناداری 

 ها باشد. در ساختار بیوفیلم Persisterهای سلول

اثر ضدباکتریایی چای سبز بر سویه  ،و همکاران Radji [33]در مطالعه 

بررسی شد. در  سودوموناس آرژینوزااستاندارد و سویه مقاوم به درمان 

ضدباکتریایی عصاره چای  هایاثر ،خلاف مطالعه حاضرهب ،این پژوهش

حلال مورد استفاده  ،همچنینشد. بررسی  Disk diffusionسبز با روش 

شده با مطالعه در مطالعه ذکرشده آب بوده است. نتایج مطالعه انجام

بیوفیلم پژوهشی  دربارهاما در مطالعه ذکرشده  ؛حاضر همخوانی دارد

 صورت نگرفته است. 

Kumar [34] فعالیت ضدمیکروبی عصاره چای سبز در برابر  ،و همکاران

. کردندهای مختلف جداشده از منابع محیطی را مطالعه باکتری

آوری های مختلف جمعهای فاضلاب مکانهای مختلف از نمونهباکتری

های آمیزی گرم و تستهای جداشده با رنگو جدا شدند. باکتری

ختلف ـاکتری مـشش ب ،جموعـدند. در مـبیوشیمیایی شناسایی ش

، پروتئوس و E. coli)استافیلوکوک، استرپتوکوک، سودوموناس، 

ها، فعالیت ضدمیکروبی باسیلوس( شناسایی شدند. برای همه عصاره

الطیف بودن مطالعه حاکی از وسیعنتایج این توجهی گزارش شد.  درخور

های گرم منفی و مثبت ضدباکتریایی عصاره چای سبز بر باکتری اثر

مقاوم های نیمهسویه وهای ذکرشده در این مطالعه جزهرچند سویه ،بود

مقاوم نبودند. روش بررسی خاصیت ضدمیکروبی در این مطالعه  یا کاملاً

 Passat [35]. تحقیقات بودنیز با روش بررسی در مطالعه حاضر متفاوت 

بیوتیکی عصاره آبی چای سیاه و سبز بر فعالیت آنتیدرباره  ،و همکاران

E. coli  عصاره چای سبز اثر بودجداشده از عفونت مجاری ادراری .

آنتاگونیستی با آمیکاسین، جنتامایسین، توبرامایسین، استرپتومایسین، 

ین، پیپراسیلین و کانامایسین نشان داد. این عصاره سفپیم، آزیترومایس

روی سفرادین، وانکومایسین، لینکومایسین، اریترومایسین، 

 این. در شتثیری نداأباسیتراسین ت و Gسیلین سیلین، پنیآمپی

ای چای سبز استفاده فقط از یک عصاره برای بررسی اثر مداخله، مطالعه

استفاده ها ی عصارهترکیباثرهای از  ،مطالعه حاضردر  کهدرحالی ؛شد

 است.  شده

Sienkiewicz [36] اثر مهاری عصاره  ،در تحقیقات خود ،و همکارانT. 

vulgaris  های مختلف استافیلوکوک، انتروکوک، اشریشیا در برابر گونهرا

های حفره دهانی، به عفونت و جنس سودوموناس که از بیماران مبتلا

از محیط  ،همچنین و دستگاه تنفسی، دستگاه تناسلی ادراری

بررسی کردند. فعالیت  ،بیمارستان و کارکنان بالینی جدا شده بود
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 1403، بهار 1، شماره 16پزشکی خراسان شمالی، دوره  مجله دانشگاه علوم

های آزمایش شد. سویه Disk diffusionضدباکتریایی با استفاده از روش

ها ویهترین سترین و باکتری سودوموناس مقاوماستافیلوکوک حساس

های کلینیکی از سویه ،همانند مطالعه حاضر ،بودند. در این مطالعه

های گرم مثبت بیشترین حساسیت و سویه گرم سویه .استفاده شد

 نشان دادند.منفی انتخابی در این مطالعه بیشترین میزان مقاومت را 

زیرا خاصیت ضدباکتریایی  ؛افزایدبر اهمیت این مطالعه می نتایجاین 

 دهد. میها را نشان ترین گونهرابر یکی از مقاومدر ب

سودوموناس سویه  برعصاره آویشن اثر  دیگری نیز دربارهتحقیقات 

مقاوم به درمان حاکی از اثر ضدباکتریایی محدود عصاره  یآئروژینوزا

حاکی از آن بود  ،و همکاران Farooqui [38] همطالع .[37]است آویشن 

های گرم در سایر ارگانیسم چشمگیریکه هیچ فعالیت ضدمیکروبی 

، اشریشیا کلی، سودوموناس آئروژینوزامانند  ها،منفی و میکروآئروفیل

های ونهو گ سیتروباکتر فروندی، کلبسیلا پنومونیه، اسینتوباکتر بوآمانی

شود. در این مطالعه نشان داده شد که چای سبز شیگلا مشاهده نمی

استافیلوکوکوس از جمله  ،های گرم مثبتارگانیسممیکرودر برابر 

 ،باسیلوس سوبتیلیسو  استرپتوکوک پنومونیا، میکروکوک، اورئوس

خلاف مطالعه هب ،تری دارد. در این مطالعهخاصیت ضدباکتریایی قوی

 سودوموناس آئروژینوزا علیه یبرای عصاره چای سبز خاصیت ،حاضر

تواند استفاده از تنها یک گزارش نشده است. یکی از دلایل احتمالی می

از ترکیب سه عصاره استفاده  ،که در مطالعه حاضردرحالی ؛عصاره باشد

سودوموناس سویه  ،شایان ذکر است که در این مطالعه. شده است

 . بود MDRاز نوع  دهشبررسی آئروژینوزا

کند که ممکن است هایی اشاره میبیوفیلم به مجموعه پیچیده میکروب

یکدیگر  به سطوح،یا بدون چسبندگی به  شوندبه یک سطح متصل 

دهد تا در شرایط ها اجازه میمتصل شوند. شکل بیوفیلم به باکتری

وسیعی سازد طیف ها را قادر میمقاومت کنند و آن ،محیطی نامطلوب

علت اصلی تشکیل بیوفیلم رو، ازاین ؛های مزمن را ایجاد کننداز بیماری

نقص ایمنی در نظر گرفته  دارایهای بیمارستانی در بیماران عفونت

نشان داده شده است  ،[27]و همکاران   El-Sayedشود. در مطالعاتمی

 دهد. ضدبیوفیلمی قوی از خود نشان می هایز اثرکه گیاه چای سب

E. Araby  اثر ترکیبی رادیوتراپی و درباره در مطالعه خود  ،[39]و همکاران

. در مطالعه اندی گزارش کردهمشابه نتایج ،هاعصاره رزماری بر بیوفیلم

درمان ترکیبی  هایاثر ،همچنینو خاصیت ضدبیوفیلمی رزماری  ،ذکرشده

ضدبیوفیلمی گیاه  هایدر بررسی اثر یید شده است.أها ترادیوتراپی و عصاره

نتایج حاکی از آن  ،[40]و همکاران  Malwina Bro˙zynaآویشن در مطالعه 

دهد. خاصیت ضدبیوفیلمی ضعیفی از خود نشان میاست که گیاه آویشن 

اما ترکیب عصاره  ؛گیاه دیگر نیز استفاده شده است ششاز  ،در این مطالعه

 گیاهان همراه یکدیگر استفاده نشده است. 

به سمی نبودن عصاره چای سبز، رزماری و آویشن در مطالعات مختلف 

های مختلف ای، اثر سمی عصاره. در مطالعه[41, 42]توجه شده است 

گرم میلی 100های قرمز در دوز گیاهی، از جمله آویشن، بر همولیز گلبول

لیتر مطالعه شد. نتایج این مطالعه نشان داد که عصاره آویشن تنها بر میلی

همراه دارد که برای انسان، مز را به های قردرصد از همولیز گلبول 72/1

. علاوه بر این، نتیجه مطالعه دیگری نشان [43]شود ایمن در نظر گرفته می

است.  یسمریغ باًیتقر ی،در صورت مصرف خوراک آویشن یکه عصاره آب داد

در صورت مصرف  یکل طورمزمن، عصاره به تیبا توجه به مطالعه سم

در  .[44]در نظر گرفته شده است خطر یب ی،زمان طولاندر مدت یخوراک

های مختلف گیاهی، از جمله چای سبز، بر ای نیز سمیت عصارهمطالعه

ماکروفاژها بررسی شد و مشخص شد که انکوباسیون با عصاره چای سبز در 

مدت  کاررفته بهعنوان بالاترین غلظت بهبهلیتر گرم بر میلیمیلی 5/12 دوز

، اگرچه این عصاره در [45]رد ندا یسلول تیماکروفاژها سم یساعت برا 24

های آدنوکارسینومای های سرطانی، از جمله سلولمطالعات مختلف بر سلول

 . [46]، سمیت نشان داده است HT-29کولورکتال 

روزه عصاره 28تحت حاد  یدوز خوراک تیسمدیگر،  ایر مطالعهد

 ستاریو ییصحرا یهادر موش Rosmarinus officinalis اهیگ یدروالکلیه

شدند که  یبررس ییموش صحرا 48مطالعه، در مجموع  نیشد. در ا بررسی

( و mg/kg 500(، دوز متوسط )mg/kg 300کنترل، دوز کم ) یهاگروه به

روز  28روز و به مدت هر . عصاره شدند می( تقسmg/kg 1000دوز بالا )

و پاتولوژیکی مختلف  ییایمیوشیب یمطالعه، پارامترها انی. در پاتجویز شد

 یمیوشیو ب کیهماتولوژ جیو کبد انجام شد. نتا هیصدمات کل یابیارز یبرا

د. در وشمیمشاهده ن ماریدر گروه شاهد و ت یرییتغ چینشان داد که ه

تحت درمان،  یهاگروه یک ازهیچدر  هیبافت کل یابیارز ی نیزستوپاتولوژیه

که عصاره  دادنشان  جی( نشان نداد. نتاP<05/0) یداریمعن عاتیضا

( mg/kg 1000)دوز  نیدر بالاتر Rosmarinus officinalisبرگ  یدروالکلیه

 .[42] است خطریب یروز مصرف خوراک 28 یبرا

توانند کمک شایانی های قدیمی میهای جدید و تقویت روشکشف روش

های مقاوم به درمان داشته باشند. نتایج مطالعه اخیر در مبارزه با باکتری

های مقاوم به چنددارو شده بر باکتریثر بودن سه عصاره انتخابؤحاکی از م

نشان داده شده است که این سه عصاره دارای خاصیت  ،. همچنیناست

ترکیب  داد کهنتایج پژوهش نشان  ،. در ادامههستندافزایی با یکدیگر هم

بیوتیک انتخابی و جلوگیری ثر آنتیؤسه عصاره باعث کاهش حداقل غلظت م

 از تشکیل نسبی بیوفیلم توسط باکتری شده است.

 گیرینتیجه

بز، رز ماری که ترکیب سه عصاره چای س نتایج این مطالعه نشان می دهد

و آویشن دارای اثرات ضدباکتریایی و بیوفیلمی قابل توجهی می باشد،به 

علاوه، ترکیب سه عصاره با آنتی بیوتیک آمپی سیلین خاصیت هم افزایی 

 نشان می دهد

 سپاسگزاری

 طرح این از مالی حمایت برای مشهد پزشکی علوم دانشگاه از نویسندگان
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 پوریا میدانی و همکاران

 .کنند که هیچ تضاد منافعی ندارندنویسندگان اعلام می تعارض منافع
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