
دو فصلنامه طب جنوب

و خدمات بهداشتي درماني بوشهر  دانشگاه علوم پزشكي

)1384شهريور(1-7، صفحه1، شماره هشتمسال

 اثر ضد باكتريايي عصاره حاصل از برگ گياه حرا

(Avicennia marina) ،بر روي استافيلوكوكوس اورئوس

و سودوموناس ائروژينوزا *اشريشياكلي
3محمد علي حقيقي،2دكتر مهدي محمودپور،1**دكتر سعيد تاج بخش

 پژوهش هاي سلامت خليج فارسمركز بخش بيماري هاي گرمسيري پروفسور حقيقي، استاديار باكتري شناسي،1
 دانشگاه علوم پزشكي بوشهر،كميته تحقيفات دانشجويي، دانش آموخته پزشكي2

 مركز پژوهش هاي سلامت خليج فارس بخش بيماري هاي گرمسيري پروفسور حقيقي، كارشناس ارشد ميكروب شناسي،3

 چكيده

لذا يافتن تركيبات ضد ميكروبي جديد،ت باكتري ها در برابر آنتي بيوتيك ها بودهله مقاومٔمسا،از جمله معضلات شايع در دنياي پزشكي:زمينه

و ضروري مي باشد و استفاده هايي كه از اين. با كمترين اثرات جانبي امري لازم با توجه به وجود تركيبات بيولوژيكي فعال موجود در گياه حرا

هدف از اين مطالعه، بررسي.ن گياه داراي قابليت ضد باكتريايي قابل ملاحظه اي باشدگياه در طب سنتي به عمل مي آيد به نظر مي رسد كه اي

و سودوموناس ائروژينوزا بود . اثر ضد باكتريايي عصاره برگ اين گياه بر روي سه سويه مرجع از استافيلوكوكوس اورئوس، اشريشياكلي

و روش ها Inاين مطالعه به صورت:مواد vitro study ش و محلول گليسيرين طراحي درصد به عنوان حلال درعصاره گيري مورد20د

، (ATCC 25923)سويه هاي استافيلوكوكوس اورئوس  TSB (Tryptone Soy Broth)سپس در محيط كشت. اده قرار گرفتاستف

تا)(ATCC 27853و سودوموناس ائروژينوزا (ATCC 25922)اشريشيا كلي mg/ml  90با غلظت ثير عصارهٔبه طور جداگانه تحت

، هر سه سويه مذكور با MBC (Minimal Bactericidal Concentration)پس ازغربالگري اوليه،به منظور تعيين. قرار گرفتند

تأتا. غلظت هاي مختلف عصاره نيز آزمايش شدند .ساعت نيز مورد ارزيابي قرار گرفت24ثير غلظت عصاره مذكور در مقاطع زماني بين صفر

هايافت با MBC:ه و سودوموناس ائروژينوزا به ترتيب برابر mg/ml  8/33و9/7،8/15عصاره براي استافيلوكوكوس اورئوس، اشريشياكلي

تا. بود و براي8ساعت، در رابطه با اشريشياكلي24اين عصاره در مورد استافيلوكوكوس اورئوس MBCثيرٔحداقل زمان لازم جهت ساعت

.ساعت بدست آمد12زا سودوموناس ائروژينو

و سودوموناس ائروژينوزا به عنوان باكتري هاي:نتيجه گيري عصاره برگ حرا داراي اثرات ضد باكتريايي قابل ملاحظه اي بر روي اشريشياكلي

و استافيلوكوكوس اورئوس به عنوان يك باكتري گرم مثبت مي باشد .گرم منفي

 طب گياهي،سودوموناس ائروژينوزا،اشريشياكلي،اورئوساستافيلوكوكوس،گياه حرا:كليدي واژگان

15/5/84: پذيرش مقاله-6/5/84: دريافت اصلاحيه-3/4/84: دريافت مقاله

و امكانات* .مركز پژوهشهاي سلامت خليج فارس انجام گرديده استاين پروژه با بودجه

 3631:پ.ص 0771-2528587تلفن،بوشهر، خيابان معلم، دانشگاه علوم پزشكي، مديريت پژوهشي **
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1384شهريور/1رهشماهشتمسالطب جنوب/2

 مقدمه

و هوشمند ايجاد كننده وجود مكانيسم هاي پيچيده

ها سبب شده است كه مساله مقاومت مقاومت در باكتري

ها، از جمله معضلاتي باكتري ها در برابر آنتي بيوتيك 

طي دهه هاي اخير همواره گريبانگير سيستم  كه در شود

و درماني باشد ضد. هاي پزشكي لذا يافتن تركيبات

ميكروبي جديد با كمترين اثرات جانبي، موضوعي است 

به خود معطوف ساخته است .كه همواره ذهن محققان را

كه گياهان به سبب سرشت خاص خود ناگزير  از آنجايي

و تركيبات ضد به داشتن مكانيسم هاي دفاعي خاص

مي باشند  لذا،ميكروبي بصورت اندوژن در خود

و عظيمي از تركيبات ضد ميكروبي مي توانند منبع بالقوه

.به حساب آيند

در حال حاضر روند استفاده از گياهان دارويي جهت

و سنتي سير  درمان بيماري هاي مختلف بصورت علمي

به رشدي  و بر اساس مطالعات انجام شده رو داشته است

فروش تركيبات گياهي به عنوان دارو،در ايالات متحده

با37روند رو به رشد 1996در سال  درصدي در مقايسه

.)1(داشته است 1995سال 

و كه مجموعه اي از گياهان شور پسند گياهان مانگرو

و و در قالب جنگل هاي جزر به نمك دريا بوده  مقاوم

مدي دريايي به صورت پراكنده در بعضي نقاط دنيا شكل

مي،گرفته اند و بيولوژيكي داراي انواع تركيبات شيميايي

.)2(باشند 

گياه حرا به عنوان يكي از غالب ترين گونه هاي گياهي

.اكوسيستم مانگرو داراي توانايي هاي بالقوه اي مي باشد

ب ا ارتفاع هاي اين گياه بصورت بوته اي يا درختچه اي

به.متر يافت مي شود10تا1متغير بين پوسته اين گياه

برگها.رنگ سفيد يا خاكستري يا سبز مايل به زرد مي باشد

در قسمت رويي،به شكل بيضي يا نوك تيز بوده معمولاً

و در قسمتهاي زيرين  و به رنگ سبز روشن حالت چرمي

و پرز دار  به خاكستري گلها نيز.ستندهبه رنگ سفيد مايل

و داراي گلبرگ هاي چهار تايي  حالت لوله اي شكل داشته

اين.)3(دنبه رنگ سفيد يا زرد مايل به نارنجي مي باش

،گياه داراي انواع تركيبات فعال نظير انواع فيتوالكسين ها

و اسيدهاي كربوكسيليك ها،استروئيدها ،فلاونوئيدها،تانين

و تري ترپن ها و با توجه به استفاده ايريدوئيدها مي باشد

و زخم  هايي كه از اين گياه در طب سنتي جهت درمان آبله

مي رسد داراي،ها صورت مي گرفته است خواص به نظر

طب. باشد ضد ميكروبي قابل ملاحظه اي علاوه بر اين در

سنتي از اين گياه براي درمان درد هاي روماتيسمي نيز 

.)4(استفاده مي شود 

به رشد استفاده از گياهان دارويي با توجه ،به روند رو

،وجود تركيبات بيولوژيكي فعال موجود در گياه حرا

و نحوه رويش وجود اكوسيستم بسيار غني مانگرو

به فرد اين گياه در استان بوشهر تا،منحصر بر آن شديم

اثرات ضد باكتريايي عصاره حاصل از برگ اين گياه را بر 

سودوموناس،تافيلوكوكوس اورئوسروي باكتري هاي اس

و اشريشياكلي .مورد بررسي قرار دهيم،ائروژينوزا

و روش ها  مواد

و عصاره گيري)الف در مهرماه سال: تهيه پودر برگ

به 1383 در»ناحيه مله گنزه«با مراجعه استان بوشهر واقع

سواحل شمالي خليج فارس كه از جمله رويشگاه هاي 

احل شمالي خليج فارس به حساب مي گياهان حرا در سو

برگ،بعد از نمونه گيري.برگ اين گياه تهيه گرديد،آيد

به مدت  و48ها ساعت در هواي آزاد خشك شده

به20از محلول گليسيرين. بصورت پودر درآمدند درصد،

؛ بدين)5(عنوان حلال جهت عصاره گيري استفاده شد 

گ50صورت كه 200ياه در گرم پودر حاصل از برگ

و مخلوط حاصله ميلي ليتر محلول گليسيرين ريخته شد

و20به مدت  سپس دقيقه در نقطه جوش حرارت ديد

و محلول حاصله  توسط گاز، مواد زايد آن گرفته شده

دقيقه با دور15بيشتر به مدت جهت يكنواخت سازيِ

محلول رويي. دور در دقيقه سانتريفيوژ گرديد 10000

به وسيله اتوكلاو سانتريفيوژ  كه يك محلول يكنواخت بود

و تا زمان انجام آزمايشات در دماي  -70استريل گرديد

فوق، بعد از انجام مراحل.درجه سانتيگراد نگهداري شد

قرار محاسبه مورد mg/ml 180لهــغلظت عصاره حاص

.گرفت
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3/اثرات ضد باكتريايي گياه حراو همكارانتاج بخشدكتر

جهت انجام اين مطالعه: سويه هاي مرجع باكتريايي)ب

،)ATCC25923(اندارد استافيلوكوكوس اورئوس سويه هاي است

و اشريشياكلي)ATCC27853(سودوموناس ائروژينوزا

)ATCC 25922(و از مركز كلكسيون قارچ ها

و عفوني ايران بصورت آمپول هاي  باكتري هاي صنعتي

و پس از انجام  شيشه اي ليوفيليزه خريداري شده

و پرورش ميكروبي آما ده مراحل مختلف بازيافت

.استفاده شدند

Inاين مطالعه نوعي: غربالگري)ج vitro Study و بود

ساعت در محيط24در آن باكتري هاي مورد نظر به مدت 

TSB و سپس ميزان رشد تحت تاثير عصاره قرار گرفتند

 Colony Forming Unit(CFU)/mlباكتري بر حسب

و با ميزان شمارش باكتري در لوله كنترل كه محاسبه شده

در آن باكتري ها تحت تاثير عصاره قرار نداشتند مقايسه 

.شد

در اين مطالعه: تعيين حداقل غلظت كشندگي عصاره)د

به،)6(مذكور از باكتريهايCFU/ml  105*5ميزان

درجه37در دماي)TSB(ساعت در محيط24مدت

)1جدول( هاي مختلف سانتيگراد تحت تاثير غلظت

س و پس تعداد باكتري بر اساس عصاره قرار گرفتند

و با تعداد اوليه باكتري CFU/mlمعيار  محاسبه شد

حداقل،بر اساس تعريف.مورد مقايسه قرار گرفت

به تعداد  غلظتي از عصاره كه تعداد باكتري ها را نسبت

 درصد9/99به ميزان)CFU/ml)  105*5اوليه باكتري

شد MBCكاهش دهد به عنوان .)6(در نظر گرفته مي

در لوله كنترل نيز كه باكتري ها فقط در تماس با حلال

از CFUعصاره قرار داشتند، با شمارش  محتويات آن،

توانايي رشد باكتري در حضور حلال عصاره اطمينان 

.حاصل شد

:)Time Kill Study(بررسي زمان تاثير عصاره)ـه

به منظور تعيين حداقل زمان لازم جهت شروع اثر

از هر سويهCFU/ml  105*5تعداد،ارهكشندگي عص

 MBCبا غلظت TSBبه طور جداگانه در محيط 

و در  عصاره مربوط به آن سويه تماس داده شد

زمان صفر يعني بلافاصله بعد از تماس باكتري با

و همچنين در زمان هاي  ،2،4،6،8،10،12عصاره

شمارش باكتري مورد،ساعت بعد از تماس24و 14

حداقل زماني كه در آن عصاره.)7(به قرار گرفت محاس

توانسته بود باكتري ها را نسبت به تعداد اوليه به ميزان 

به عنوان حداقل زمان ممكن،درصد كاهش دهد9/99

در نظر،براي اثر بخشي عصاره بر روي سويه مورد نظر

.گرفته شد

 يافته ها

ه با بر اساس نتايج حاصله، هر سه سوي: غربالگري)1

.از بين رفتند از عصاره كاملاmg/ml 90ًغلظت

با:MBCتعيين)2 تعداد باكتري ها بعد از تماس

1براي هر سه سويه در جدول،غلظت هاي مختلف عصاره

.نشان داده شده است

اين عصاره MBC،طبق نتايج حاصله: اشريشياكلي

همان طور.مي باشدmg/ml 8/33براي اين باكتري 

ميزان،mg/ml 8/33است در غلظت كه مشخص

و در غلظت هايCFU/ml 80باكتري  بوده است

 CFU/mlميزان باكتريmg/ml 30بعدي يعني 

از.مي باشد6*104 از آنجايي كه حداقل غلظتي

درصد از باكتري9/99عصاره كه توانسته است بيش از 

بوده است، لذاmg/ml 8/33،هاي اوليه را از بين ببرد

عصاره براي اين سويه به حساب MBCغلظت اين 

.مي آيد

در مورد اين باكتري نيز غلظت: سودوموناس ائروژينوزا

mg/ml 8/15با چرا كه در اين. مي باشد MBCبرابر

در،بوده استCFU/ml 102*2غلظت تعداد باكتري  اما

تعداد باكتري،mg/ml 5/13غلظت بعدي يعني 

CFU/ml 103*4/7بوده است .

عصاره در مورد MBCحداقل زمان لازم جهت تاثير

در رابطه با سودوموناس ائروژينوزا،ساعت8اشريشياكلي 

و براي استافيلوكوكوس اورئوس 10 ساعت24ساعت

.بدست آمد
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1384شهريور/1رهشماهشتمسالطب جنوب/4

و كنترل براي هر سه باكتري)1جدول ميزان رشد باكتري در غلظت هاي مختلف عصاره حاصل از برگ گياه حرا

 غلظت عصاره باكتري

(mg/ml) 

تعداد باكتري

 پس از تماس با عصاره

(CFU/ml)

تعدادباكتري

 در كنترل

(CFU/ml)

E. coli 

90 

45 

8/33

30 

5/22

2/11

0

10 

80 
410*6

 غيرقابل شمارش

 غيرقابل شمارش

810×7

P.a eruginosa 

90 

45 

5/22

2/20

18 

8/15

5/13

2/11

0

0

0

0

0
210*2

310*4/7

 غيرقابل شمارش

810×9

S. aureus 

90 

45 

5/22

2/112/10

9

9/7

8/6

0

0

0

0

0

10 

20 

810×6/4

Incubation Time (h)

Log
10

C
FU

/m
l

2 4 6 8 10 12 14 240

1

2

3

4

5

S.aureus
P.aeroginosa
E.coli

با)1شكل عصاره MBCميزان رشد باكتري در زمان هاي مختلف بعد از تماس

ح  باكتريبراي هر را برگ
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5/اثرات ضد باكتريايي گياه حراو همكارانتاج بخشدكتر

 بحث

عصاره حاصل از برگ گياه MBCبر اساس نتايج حاصله

و،حرا براي اشريشياكلي سودوموناس ائروژينوزا

و8/33،8/15كوكوس اورئوس به ترتيب استافيلو

mg/ml 9/7سه و از آنجايي كه در مورد هر خواهد بود

باكتريها در محيط هاي كنترل كه فقط با حلال،سويه

تماس داشته اند، رشد قابل)درصد20گليسيرين(

از نمودهملاحظه اي  درصدي9/99اند، لذا كاهش بيش

ابسته به وجودو،MBCسه سويه مذكور در غلظت هاي 

و ضد باكتريايي موجود در  تركيبات بيولوژيكي فعال

مي باشدــــعص .اره برگ اين گياه

كه توسط مهسنه بر روي)Mahasneh(در مطالعه اي

كه عصاره،گونه قطري اين گياه انجام شد مشخص گرديد

و عصاره بوتانولي  آبي اين گياه فاقد اثر ضد ميكروبي بوده

م،آن .)8(هار سودوموناس ائروژينوزا مي باشد قادر به

روش كار اين محقق جهت ارزيابي اثرات ضد ميكروبي

و در  اين گياه بر اساس روش هاي ديسكي بوده است

در.توضيحي داده نشده است،MBCمورد ميزان  اما

مطالعه حاضر از روش رقيق سازي در محيط مايع 

)Broth dilution method (اي و ن روش استفاده شد

تري جهت ارزيابي كمي اثرات ضد ميكروبي معيار دقيق

و از طريق آن اندازه گيري   ميسر MBCبوده

به علاوه در صورت مطالعه اين عصاره).9و6(مي باشد

Inدر شرايط  vivo محلول،و مدل هاي حيواني

به خصوص با توجه به كاهش قابل(درصد20گليسيرين 

با،)MBCملاحظه غلظت گليسيرين در در مقايسه

بوتانول داراي قابليت سازگاري بيشتري با بيولوژي جاندار 

مي تواند مسير را جهت  مي باشد، لذا مطالعه حاضر

بررسي اثرات ضد ميكروبي اين گياه در مدلهاي حيواني 

.هموارتر سازد

مي رسد تركيبات به نظر از سوي ديگر بايد گفت

مدل هاي حيواني چندان بيولوژيكي موجود در اين گياه با 

مي باشند و داراي اثرات توكسيك كمي .ناسازگار نبوده

اثرات،و همكارانش)Ali(در مطالعه اي علي

را،هماتولوژيكي و پاتولوژيكي اين گياه بر بيوشيميايي

در.)10( روي موش هاي صحرايي مورد بررسي قرار دادند

به ازاي4و1اين مطالعه اين گياه با دوز هر كيلوگرم گرم

سه روز  و به صورت خوراكي براي وزن بدن در روز

و اثرات مختلف مذكور مورد بررسي  پياپي تجويز شد

آثار سويي از نظر در هر دو مورد تقريباً.قرار گرفت

و مير مشاهده نشد تغييرgr/kg1 دوز. رفتاري يا مرگ

و كبد نداشت اما،قابل ملاحظه اي روي وزن بدن

شدgr/kg  4دوز و كبد به كاهش وزن بدن دو.منجر هر

دوز بر روي ايندكس هاي گلبولهاي قرمز خون محيطي 

بر.تغيير قابل ملاحظه اي نداشت تاثير دوزهاي مذكور

به صورت كاهش جزيي  روي اجزاي بيوشيميايي خون

و افزايش اندك در سديم ،ميزان غلظت پلاسمايي گلوكز

.و آنزيمهاي كبدي بودكلسترول،منيزيوم،مس،كلسيم

بيوپسي هاي حاصل از كليه نيز مقداري جمع شدگي كليه

و مناطقي از خونريزيو دژنراسيون سلول هاي گلومرولي

.هاي مدولاري را نشان داد

تاكنون تنها بعضي تركيبات موجود در اين گياه نظير انواع

ها،فيتوالكسين ها ها،تانين و تري،فلاونوئيد  ايريدوئيدها

ها.)4(مورد شناسايي قرار گرفته اند،ترپنها فيتوالكسين

و  خود شامل انواع تركيبات مختلف نظير آلكالوئيدها

مي باشند اين تركيبات از جمله تركيبات اصلي.كوينون ها

و در حقيقت يكي از  به حساب آمده موجود در اين گياه

و وسايل دفاعي گياه در برابر  عوامل ميكروبي ابزارها

.)4(بخصوص قارچ ها به حساب مي آيند 

تانين ها نيز در گياهان به عنوان يك مكانيسم دفاعي در

به عنوان وسيله اي  و برابر ميكروبهاي مهاجم عمل كرده

مي توانند  به منظور دفاع در برابر عوامل مخرب مختلف

نـيـالــكــونيـپ.)12و11(وارد عمل شوند

)Punicalin(نـيـالاگـكـيـونـپو)Punicalagin (از

جمله اصلي ترين تانين هاي موجود در گياهان مانگرو به

طي مطالعه اي مشخص شده.)4(حساب مي آيند   در

كه پونيكالاگين در غلظت هاي وg/mlµ600است

mg/ml 2/1،قادر به مهار رشد قابل ملاحظه

مي باشد  .)13(مايكوباكتريوم توبركلوزيس انساني

 جملهاز  (Gossypol)و گـوزيپــول)Lupeol(لوپئول
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به فراواني در بعضي گياهان تركيبات تري ترپني هستند كه

مي شوند  اين دو تركيب نيز داراي اثرات.)4(مانگرو يافت

ساير.)14(ضد باكتريايي قابل ملاحظه اي مي باشند 

تركيبات تري ترپني نيز داراي قابليت ضد ميكروبي بوده 

ي از آنها از طريق ايجاد اختلال در غشايو بعض)18-15(

.)19(سلولي سبب بروز اين اثر مي شوند

نيز از جمله تركيبات)Chalcones(شالكونها

مي آيند  به حساب بي نظير در گياهان مانگرو فلاونوئيدي

به نام.)4( تري2و4و2يكي از مشتقات اين تركيبات

مهاري متيل شالكون، داراي خاصيت-5-هيدروكسي

،قابل توجهي بر روي رشد استرپتوكوكوس ها

و لاكتوباسيلوس ها در غلظتهاي،استافيلوكوكوس ها

g/ml µ50-25در مطالعه اي كه ساتو.بوده است

)Sato(و همكارانش بر روي اين تركيب انجام دادند

مشخص شد كه از اين تركيب مي توان جهت درمان

به علاوه.)20(نمود استوماتيت هاي باكتريايي استفاده 

اين تركيب داراي توانايي قابل ملاحظه اي جهت مهار

به H37Rrرشد مايكوباكتريوم توبركلوزيس  مي باشد

بر طوري كه با جايگزين ساختن يك گروه هيدروفيل

و جايگزين ساختن يك گروه  روي يك حلقه آروماتيك

به هيدروژن بر روي حلقه ديگر اين توانايي  متصل شونده

.)21(فزايش مي يابدا

علاوه بر تركيبات مذكور بعضي تركيبات ضد ميكروبي

ديگر نيز در گياهان مانگرو مورد شناسايي قرارگرفته اند 

كه ممكن است اثرات ضد باكتريايي اين گياه مربوط به 

بهاتاز اين تركيب.وجود اين تركيبات باشند مي توان

)Fagaronin(فاگارونين،)Brugierol(بروژيرول

)Ellagic acid(و اسيد الاژيك)Linalool(لينالول

.)4(اشاره نمود

و بعضي مشتقات سنتتيك آن نظير كاربامات ها بروژيرول

و تري تيان داراي فعاليت ضد باكتريايي قابل ملاحظه اي 

كه.)22و4(مي باشند فاگارونين نوعي آلكالوئيد است

بليت ضد باكتريايي علاوه بر خواص ضد سرطاني داراي قا

مي باشد  .)4(نيز

لينالول نوعي تركيب مونوترپني است كه اين تركيب نيز

مي باشد  و ضد قارچي .)23(داراي اثرات ضد باكتريايي

كه مي اسيد الاژيك نيز نوعي تركيب پلي فنوليكي است

تواند اثرات مهاري قابل ملاحظه اي بر رشد هليكو باكتر 

كانيسم مهاري اين تركيب بر رشدم.پيلوري داشته باشد

استيل–Nاين باكتري با واسطه مهار آنزيم آريلامين 

مي،ترانسفراز كه آنزيم كليدي در رشد اين باكتري است

مي توان در موارد گاستريت ناشي و لذا از اين تركيب باشد

.)25و24(از هليكوباكتر پيلوري استفاده نمود 

گ مي توان نتيجه به احتمال بدين ترتيب رفت با توجه

و يا  وجود تركيبات بيولوژيكي فعال مذكور در اين گياه

اثرات ضد باكتريايي اين گياه،ساير تركيبات ناشناخته

.امري معقول باشد

در يك نتيجه گيري كلي مي توان بيان نمود كه عصاره

Inبرگ گياه حرا در شرايط  vitro ضد داراي قابليت

ظه اي بر روي سويه هاي مورد باكتريايي قابل ملاح

و  و در ادامه لازم است مطالعات وسيع تر مطالعه باشد

Inدامنه داري در شرايط  vivo انجام شود تا دوزاژ مؤثر

و سويه هاي باليني ،اين عصاره بر باكتري هاي مورد نظر

و نيز فرمولاسيون دقيق آن اثرات جانبي آن در اين دوزاژ

به بيشترين مورد،ميزان فراهمي زيستي جهت دستيابي

و نهايتاً به عنوان ارزيابي قرار گيرد بتوان اين عصاره را

و  به دنياي پزشكي يك داروي ضد ميكروبي جديد

.ميكروبيولوژي معرفي نمود

و قدرداني  تشكر

در پايان از جناب آقاي دكتر نبي پور، مديريت محترم

كه در تص و پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي بوشهر ويب

و همچنين  تامين بودجه اين طرح نقش بسزايي داشتند

جناب آقاي دكتر كيوان زندي، استاديار ويروس شناسي 

و سركار خانم سيروس، كارشناس  دانشكده پزشكي

كه در انجام اين طرح ما را  آزمايشگاه ميكروب شناسي

و قدرداني نموده، برايشان  ياري فرمودند كمال تشكر

.يمآرزوي موفقيت دار
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