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بر رشد و تشكيل بيوفيلم در ميكروارگانيسم  مقايسه اثرات چاي سياه و چاي سبز
  هاي خانوادة انتروباكترياسه
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  18/2/87  ، تاريخ پذيرش25/10/86تاريخ دريافت 
  چكيده 

از آنجا كه . باشد نلي با اثرات ضد ميكربي مي حاوي تركيبات پلي ف)L Camellia sinensis( سبز چاي برگ :مقدمه
باشد لذا تاثير آن بر تشكيل بيوفيلم و كلونيزه شدن عوامل ايجاد  هاي بسيار پرطرفدار در ايران مي چاي از نوشيدني

چنين با جدا كردن تركيبات بازدارندة   هم.هاي فرصت طلب بيمارستاني اهميت زيادي دارد اي و عفونت روده هاي عفونت
در اين پژوهش اثر ممانعت كنندگي  .توان از آنها به عنوان نگهدارندة مواد غذايي در صنايع استفاده نمود تشكيل بيوفيلم مي

 باكتري از خانوادة انتروباكترياسه شامل اشريشيا كلي انتروپاتوژن، 5هاي چاي سياه و سبز از تشكيل بيوفيلم، در  عصاره
وريوم، كلبسيلا نومونيه، پروتئوس ميرابيليس و شيگلا فلكسنري سنجيده شد و با هم سالمونلا انتريكا سرووار تايفي م

  .مقايسه گرديد
 50 با استفاده از حلال متانول Soxhletگير  ها توسط عصاره گيري نمونه پس از عصارهدر اين مطالعه تجربي  :روش كار

 ميكرون تا زمان استفاده در 44/0ريل شدن توسط فيلتر ها پس از است درصد و جدا نمودن مجدد در فاز اتيل استات، عصاره
براي محاسبة ) كربي بائرطبق روش (از روش انتشار چاهك . گراد نگهداري شدند  درجة سانتي4يك فانل استريل در 

هاي تيمار شده با  حداقل غلظت بازدارندگي و از روش تهية رقت در محيط مايع براي بررسي تشكيل بيوفيلم در كشت
هاي تيمار  برداري از جدار ارلن ماير حاوي محيط ارزيابي تشكيل بيوفيلم با نمونه. ها استفاده شد هاي مختلف عصاره تغلظ

 تحليل. هاي شاهد صورت گرفت ها و سپس مقايسه آن با كشت شده و كشت آن روي تريپتيكاز سوي آگار و شمارش كلني
 . آناليز واريانس انجام شدها با آزمون آماري داده

 ليتر از گرم در ميلي  ميلي5/4غلظت .  اثر ممانعت كنندگي از تشكيل بيوفيلم در چاي سياه بيشتر از چاي سبز بود:نتايج
 در ميان .ها داشت  اثر باكتريسايدي بر اين ميكروارگانيسم،ليتر از عصارة چاي سبز گرم در ميلي  ميلي5عصارة چاي سياه و 

 بيشترين حساسيت به چاي سياه و اشريشيا كُلي انتروپاتوژن بيشترين حساسيت را به ها پروتئوس ميرابيليس اين باكتري
  . ها نشان داد چاي سبز داشتند و كلبسيلا نومونيه بيشترين مقاومت را نسبت به هر دوي اين عصاره

ر به كاهش گذارد، منج  از آنجا كه چاي به طور مستقيم پس از نوشيدن بر دستگاه گوارشي تاثير مي:نتيجه گيري
هاي  هاي اپي تليال دستگاه گوارشي، كاهش خطر عفونت ها و كاهش كلونيزاسيون آنها بر سطح سلول انتروباكترياسه

توان  چنين مي هم. شود ها در روده مي اي و كاهش توليد مواد سرطان زا از قبيل اسكاتول در اثر متابوليسم اين باكتري روده
  .هدارندة مواد غذايي در صنايع نيز بهره گرفتهاي چاي به عنوان نگ از پلي فنل

 انتروباكترياسه، ضد باكتريايي تشكيل بيوفيلم،، عصاره چاي سياه و سبز: واژگان كليدي
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  مقدمه
ترين  ترين و مهم چاي مانند قهوه در رديف رايج

چاي . باشد جهان مير مورد مصرف د هاي مطبوع و نوشابه
. شود تهيه مي 1كاملياسينسيسهاي جوان گياه  سبز از برگ

هاي چاي پس از  اين نكته حائز اهميت است كه برگ
شان غير فعال شود تا مانع برداشت، آنزيم پلي فنل اكسيداز

هاي چاي شود و مواد موثر آنها پايدار  اكسيداسيون كاتچين
اگر به آنزيم پلي فنل اكسيداز اجازة فعاليت . باقي بماند

 ،بيشتري داده شود و درجه حرارت تخمير نيز افزايش يابد
هاي اكسيده  مجموعة پلي فنل. )1(چاي سياه حاصل مي شود

هاي  طور كل با ساير تاننه نامند كه ب شدة چاي را تانِن مي
چاي نوشيدني پر طرفداري است . )2(گياهي متفاوت است

كه در كشورهايي مانند چين، ژاپن و بعضي ديگر از 
صورت چاي سبز و در اروپا، غرب ه كشورهاي شرق آسيا ب

كشت . شود صورت چاي سياه مصرف ميه آسيا و هند ب
سط كاشف السلطنه  هجري تو1319چاي در ايران از سال 

ه در ايران بيشتر مصرف چاي ب. در شهر لاهيجان عملي شد
البته در . صورت چاي سبز استه صورت چاي سياه و كمتر ب

جان اقدام به هاي اخير كارخانجاتي در شهرستان لاهي سال
اند كه به تدريج مصرف چاي سبز  فرآوري چاي سبز نموده

چاي سبز غني از . در ايران نيز گسترش بيشتري خواهد يافت
در . )3 (مواد آنتي اكسيدان، ضد التهاب و ضد سرطان است

ها و   ميلي گرم از پلي فنل100 تا 50هرفنجان چاي سبز بين 
از .  ميلي گرم كافئين با تاثير آرام بخشي وجود دارد50 تا10

ها، تيانين و  مواد ديگر موجود در چاي سبز، فلاوونول
ه هاي سبز چاي ب كه برگ يدر صورت. تركيبات معطر است

ها از قبيل اپي  صورت مستقيم حرارت داده شوند كاتچين
كاتچين، اپي گالوكاتچين، اپي كاتچين گالات و اپي 

هاي آسيايي  در فرهنگ. شوند گالوكاتچين گالات تجزيه مي
شود، چاي با حرارت غير  كه زياد از چاي سبز استفاده مي

 گالوكاتچين آن حفظ كشد تا اپي مستقيم بخار آب دم مي
باشد و از  كاتچين يك آنتي اكسيدان بسيار قوي مي. شود

                                                 
1 - Camellia sinensis. 

از اولين . )4(كند هاي سرطاني ممانعت مي رشد سلول
كار گيري آن ه گزارشات در مورد اثر ضد ميكربي چاي، ب
هاي آب سربازان  به دستور يك پزشك ارتشي در بطري

هاي  ا سالپس از آن ت. )5(گيري از تيفوئيد بود براي پيش
اگر چه چندين گزارش در . زيادي اين موضوع فراموش شد

 و شرايط آزمايشگاه و بدنمورد اثرات ضد ميكربي چاي در
 در آن دوران وجود دارد ولي تمام آنها شرايط آزمايشگاه 

كه در دهة اخير   تا اين)6-8(سطحي، گذرا و مقطعي بودند
 هاي جديدي در اين مورد، به خصوص توسط پژوهش
 و همكاران در توط. )9(گران ژاپني صورت گرفت پژوهش

هاي چاي باعث كشتن يا   ثابت كردند كه عصاره1989سال 
زايي مانند استافيلوكوك  هاي بيماري ممانعت از رشد باكتري

اورئوس، استافيلوكوك اپيدرمايديس، شيگلا ديسانتري و 
ين چن  هم)10(گردد هاي ويبريو، مانند ويبريو كلرا مي گونه

هايي از چاي موجود در يك  آنها گزارش نمودند كه غلظت
قادر به از بين بردن ) ليتر گرم در ميلي  ميلي3(فنجان چاي 

. )11(گردد استافيلوكوك اورئوس مقاوم به متي سيلين مي
هاي برگ سبز  دانشمندان ديگر هم نشان دادند كه پلي فنل

ها و  چاي اثر مهاري بر رشد اشريشيا كلي، استرپتوكوك
يافتة مشابهي هم در مورد . )12(استافيلوكوك اورئوس دارد

. )13(ثابت گرديد) عامل سياه سرفه(بوردتلا پرتوسيس 
هاي  هاي چاي بر ضد گونه چنين محققان يافتند كه عصاره هم

زاي گياهي مانند اروينيا و  هاي بيماري كلاستريديوم، باكتري
 نظرات مخالفي .)14(باشند  ميموثرهاي سودوموناس  گونه

هاي باكتريايي در مقابل چاي  كه كدام گونه هم در مورد اين
حساسند وجود دارد كه به احتمال زياد اين اختلافات ناشي 

  . )15(باشد هاي مورد استفاده مي از تغيير سويه ها و منابع چاي
هاي گرم  ترين گروه از باسيل انتروباكترياسه شايع

هاي كلينيكي   در آزمايشگاها شناسايي شده از نمونه همنفي
ها در  اين باكتري. گردند اند كه موجب بيماري در انسان مي

هاي اپيدميك  همه جا پراكنده بوده و باعث بيماري
هاي كلبسيلا و شيگلا كه غير  جز جنسه ب. گردند مي

 براي تمايز .هاي پيراموني هستند متحركند سايرين داراي تاژه
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توان به سادگي از  رياسه ميهاي مختلف انتروباكت گونه
علائم بيماري كه توسط . هاي بيوشيميايي استفاده كرد محيط

شود به مكان عفونت بستگي  خانوادة انتروباكترياسه ايجاد مي
ها  هاي ايجاد شده توسط اين باكتري ترين بيماري دارد، شايع

هاي اسهالي، تب  شامل عفونت مجراي ادراري، بيماري
ت، عفونت خون، مننژيت و پنوموني اي، انتركولي روده
  .)16(باشد مي

خصوص چاي ه      اثرات ضد ميكربي چاي، ب
سبز در مطالعات بسياري نشان داده شده است ولي ارزيابي 

 كه نقش ،اثرات مهاري چاي بر روي بيوفيلم باكتريايي
مهمي در مقاومت نسبت به مواد ضد ميكربي و آنتي 

است و از آنجا كه استفاده  صورت نگرفته ،ها دارد بيوتيك
هاي مواد غذايي در صنايع، جهت جلوگيري از  از نگهدارنده
هاي زيادي كه دارند، عوارض   علاوه بر هزينه،فساد ميكربي

گذارند،  نامطلوب و اثرات زيان باري بر سلامت انسان نيز مي
هاي طبيعي مانند مشتقات چاي، كه فاقد  لذا يافتن فرآورده

مخاطرات براي سلامت انسان باشند عوارض جانبي و 
  .رسد نظر ميه ضروري ب

  
  روش كار

، در اين مطالعه تجربيمواد خام مورد استفاده 
برگ سبز چاي در ارديبهشت . چاي سبز و چاي سياه بودند

ماه از باغات كوهستاني شهرستان لاهيجان واقع در شمال 
 چند نمونه از چاي سياه بدون هرگونه.  آمدبه دستايران 

. خريداري شد اسانس و افزودني هم از كارخانجات محلي
جهت بررسي اثر ضد ميكربي عصارة چاي سبز و چاي سياه 

هاي استاندارد  چنين اثر آنها بر تشكيل بيوفيلم، سويه و هم
، پروتئوس PTCC 1271اشريشيا كُلي انتروپاتوژن 

 ATCCكلبسيلا نومونيه ،  PTCC 1077ميرابيليس 

 ATCCلا انتريكا سرووار تيفي موريوم سالمون ، 12658

 ، تهيه شده از PTCC 1234  و شيگلا فلكسنري 14028
ايران مورد  بانك ميكربي مركز رفرانس ميكرب شناسي

جهت كشت اولية سويه ها از نوترينت . آزمايش قرار گرفتند

 درصد 1/0 درصد عصارة مخمر و 5/0براث به همراه 
جهت تشكيل بيوفيلم از . )مرك، آلمان(گلوكز استفاده شد 

همين محيط كشت استفاده شد و براي ارزيابي قابليت ضد 
ميكربي و حداقل غلظت بازدارندگي عصاره ها از رشد 

) ديفكو، فرانسه(باكتريايي، از محيط مولر هينتون آگار 
قبل   CFU/ml1ها جهت تعيين  كشت سويه. استفاده گرديد

پتيكاز سوي آگار ها روي محيط تري و بعد از اثر عصاره
  .صورت گرفت
 به صورتهاي تازه، لطيف و سبز چاي  برگ

ها، در محل برداشت  اي پس از برداشت شدن از بوته دوغنچه
مالش داده شده و تحت حرارت ملايمي قرار گرفتند تا دچار 

هاي استريل حمل   سپس در كيسه.تخمير آنزيمي نگردند
 علوم و تحقيقات شناسي دانشگاه نمونه به آزمايشگاه ميكرب

هاي سبز خشك شده و مالش  اين برگ. تهران انتقال يافتند
 گرم نمونة 5گيري با استفاده از  عصاره يافته، آسياب شدند و

 درصدي آب و متانول 50 ميلي ليتر مخلوط 100مورد نظر در
 انجام Soxhletبه عنوان حلال، در دستگاه عصاره گير 

 آمد كه دوباره به دستن اي از آ گرديد و عصارة سبز تيره
توسط فاز اتيل استات جدا گرديد، از نمونة چاي سياه 

گيري انجام  خريداري شده هم به همين صورت عمل عصاره
 ميكرون 44/0ها پس از فيلتر شدن توسط فيلتر  شد و عصاره

 درجة 4 در يخچال ،تا زمان استفاده در يك فانل استريل
  .گراد نگهداري شدند سانتي

هاي چاي  نجش تاثير ضد باكتريايي عصارهبراي س
استفاده ) 2 بائر–كربي (سياه و سبز، از روش انتشار چاهك 

متر روي پليت هاي   ميلي5چاهك هايي با قطر . )17(شد 
هاي   ميكروليتر از عصاره50بهمولر هينتون آگار ايجاد شد و 

ليتر چاي سبز و سياه آغشته   ميلي گرم در ميلي100با غلظت 
 .گرم در ميلي ليتر حاصل شود  ميلي5 تا غلظت نهايي گردي

هاي مورد نظر در محيط نوترينت   ساعتة باكتري5از كشت 
 درصد عصارة مخمر، 5/0 درصد گلوكز و 1/0براث حاوي 

                                                 
1 - Coloni Forming Umt/ millilitre. 
2- Kirby Bauer.  
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هاي مولر هينتون آگار، كشت  توسط سواب بر روي محيط
 35 ساعت در 18پر داده شد و تا حصول نتيجه، به مدت 

براي كنترل مثبت از . گراد گرماگذاري گرديد درجة سانتي
 ميكروگرم و به عنوان كنترل منفي از سرم 5كلرامفنيكل 

حداقل غلظت مهار . فيزيولوژي استريل استفاده شد
 به عنوان كمترين غلظتي كه قادر به مهار )MIC1(كنندگي

گيري قطر هالة عدم  هرگونه رشد قابل مشاهده است با اندازه
هاي مورد   در اطراف چاهك حاوي عصارهها رشد باكتري

ليتر از   ميلي1در مرحلة بعد . استفاده، تعيين گرديد
هاي مورد   از باكتريCFU/ml 107سوسپانسيون حاوي 
ليتر محيط نوترينت   ميلي9هاي حاوي  آزمايش وارد ارلن

 ميلي گرم در ميلي 5براث شدند كه در نهايت حاوي غلظت 
 10ياه و سبز بود و در فواصل هاي چاي س ليتر از عصاره

اي از آنها نمونه برداشت گرديد و بر روي محيط  دقيقه
هاي  تريپتيكاز سوي آگار كشت داده شد تا مقدار باكتري

 .زندة آن محاسبه گرديده و نمودار مربوط به آن رسم گردد
ها بر تشكيل بيوفيلم توسط  جهت بررسي اثر اين عصاره

مايش از روش تهية رقت در هاي مورد آز ميكروارگانيسم
 ساعتة 18از كشت . )18(محيط مايع استفاده شد 

ميكروارگانيسم هاي مورد نظر در محيط نوترينت براث، به 
 Shimadzo UV 120-01كمك اسپكتروفتومتر 

 1 تهيه گرديد و CFU/ml 107هايي با غلظت سوسپانسيون
 12 ها به هاي هر كدام از باكتري ليتر از سوسپانسيون ميلي

، 2، 5/1، 1 ، 5/0، 0ارلن ماير تلقيح شد كه در نهايت حاوي 
ليتر از  گرم در ميلي  ميلي6 و 5 ، 5/4، 4، 5/3، 3 ، 5/2

هاي چاي سياه و سبز در محيط نوترينت براث غني  عصاره
.  درصد عصارة مخمر بودند5/0 درصد گلوكز و 1/0شده با 

به ري شده و گراد گرماگذا  درجة سانتي37اين ارلن ها در 
چنين   روزانه به مدت يك ماه با چشم غير مسلح و همطور

برداري روزانه از   نمونه.زير لوپ مورد بررسي قرار گرفتند
جدارة ارلن ماير براي مشاهده در زير ميكروسكوپ نوري و 
كشت نمونه در محيط تريپتيكاز سوي آگار جهت شمارش 

                                                 
1- Minimum Inhibitor Concentration.  

يسة آمار آن با هاي موجود بر سطح ديوارة ارلن و مقا كلني
انجام شد تا ) شاهد(هاي تيمار نشده  هاي جدارة ارلن كشت

. ها مورد بررسي قرار گيرد مرفولوژي و تغيير ظاهري باكتري
تمام اطلاعات بر اساس سه بار تكرار در هر مرحلة آزمايش 

هاي تيمار نشده به عنوان شاهد استفاده  ارائه گرديد، از محيط
ها در سه تكرار انجام شد و  گيري گرديد و ميانگين اندازه

 آناليز واريانس و با در نظر گرفتن ماري آن با آزمونتحليل آ
001/0p< تعيين گرديد.  

  
  نتايج

بيشترين فعاليت ضد ميكربي با حداقل غلظت 
. ليتر در چاي سياه ديده شد گرم در ميلي  ميلي5مهاركنندگي 

 23وژن قطر منطقة مهار رشد براي اشريشيا كلي انتروپات
متر، سالمونلا تايفي   ميلي24متر، پروتئوس ميرابيليس  ميلي

متر و براي   ميلي17متر، شيگلا فلكسنري   ميلي19موريوم 
 اين مقادير از نظر فعاليت .متر بود  ميلي15كلبسيلا نومونيه 

ضد باكتريايي در مقايسه با نمونة كنترل مثبت يعني آنتي 
هاي عدم رشدي  كه هاله ميكروگرم 5بيوتيك كلرامفنيكل  

متر در اشريشيا كلي، پروتئوس ميرابيليس،   ميلي25به اندازة 
متر در سالمونلا انتريكا سرووار   ميلي27و شيگلا فلكسنري، 

متر در كلبسيلا نومونيه ايجاد   ميلي24تايفي موريوم و 
  MICعصارة چاي سبز نيز در . كند، قابل ملاحظه است مي

ليتر داراي فعاليت ضد باكتريايي  م در ميلي ميلي گر5برابر با 
. بود كه البته تاثير آن مقداري كمتر از اثر چاي سياه بود

ناحية ممانعت از رشد در اين غلظت از عصارة چاي سبز به 
ترتيب براي اشريشيا كلي، پروتئوس ميرابيليس، سالمونلا 

كلبسيلا انتريكا سرووار تايفي موريوم، شيگلا فلكسنري و 
متر اندازه گرفته   ميلي14 و 5/15 ، 16، 16، 5/16ونيه؛ نوم
  .شود  ديده مي1ها در جدول  نتايج كامل اين بررسي. شد

هاي تلقيح شده با اين  در بررسي ارلن
ها، تشكيل بيوفيلم بر سراسر جدارة داخلي  ميكروارگانيسم

هاي حاوي اشريشيا كلي انتروپاتوژن و سالمونلا انتريكا  ارلن
هايي   ساعت و در ساير ارلن10تايفي موريوم پس از سرووار 
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 ساعت كاملاً 18كه فاقد هرگونه عصارة چاي بود پس از 
گرم   ميلي1هاي حاوي  در روز سوم در تمام ارلن. واضح بود
ليتر از عصاره هاي چاي سبز و سياه تشكيل بيوفيلم به  در ميلي

در گرم   ميلي2هاي حاوي غلظت  در ارلن. وضوح ديده شد
ليتر از عصارة چاي سبز، در روز پنجم تشكيل بيوفيلم  ميلي

هاي حاوي همين غلظت  مشهود بود ولي در مورد ارلن
). 1شكل (عصارة چاي سياه، بيوفيلم در روز دهم ديده شد 

 4گرم در ميلي ليتر از عصارة چاي سياه و   ميلي3غلظت 
دگي گرم در ميلي ليتر از عصارة چاي سبز اثر بازدارن ميلي

هاي حاوي غلظت  كامل بر تشكيل بيوفيلم داشت و در ارلن
گرم در   ميلي5ليتر عصارة چاي سياه و  گرم در ميلي  ميلي5/4

ها ديده نشد و  ميلي ليتر عصارة چاي سبز، رشد باكتري
ها در اين غلظت اثر باكتريسايدي از خود نشان دادند  عصاره

ين ولي اگر به محيطي كه حاوي بيوفيلم بالغ ا
ليتر  گرم در ميلي  ميلي5ها بود غلظتي معادل  ميكروارگانيسم

 قادر به تاثير بر ،شد  هاي چاي سياه يا سبز وارد مي از عصاره
ها در حالت بيوفيلمي نبود  روي بيوفيلم بالغ و كشتن باكتري

هاي مصرفي نسبت به  و تقريباً نياز به دو برابر غلظت عصاره
گرم در ميلي   ميلي8كه  ورتيشرايط پلانكتوني داشت به ص

ليتر عصارة  گرم در ميلي  ميلي9ليتر از عصارة چاي سياه و 
چاي سبز مي توانست روي بيوفيلم اين باكتري ها اثر كرده و 

  . از گسترش آنها جلوگيري كند
 CFU/mlليتر از سوسپانسيون حاوي  يك ميلي

هاي باكتريايي مورد آزمايش كه   از هر كدام از جنس107
گرم   ميلي5ليتر از محيط نوترينت براث حاوي   ميلي9ارد و

غلظت نهايي (هاي چاي سياه و سبز  ليتر از عصاره در ميلي
CFU/ml 106 (اي   دقيقه10 در فواصل ،شده بود

برداري گرديده و روي محيط تريپتيكاز سوي براث  نمونه
هاي زنده محاسبه گرديد كه  كشت داده شد و تعداد باكتري

. شود  ديده مي2و 1 در نمودار هاي هاي مربوط به آنهانمودار
هاي   آنها روي پليتMICها از الگوي  كاهش تعداد باكتري

 دقيقه پس 10كه  يبه طوركرد  مولر هينتون آگار متابعت مي
گرم در   ميلي5از تلقيح به محيط نوترينت براث حاوي 

×  104ليتر عصارة چاي سياه، تعداد كلبسيلا نومونيه به  ميلي
 رسيد CFU/ml 104 ×5/14 و پروتئوس ميرابيليس به 6/15

 باكتري در 33 و 125 دقيقه اين تعداد به ترتيب 60و پس از 
  دقيقه پس از تلقيح در هيچ70ليتر از محيط بود و  هر ميلي

ن در همي. ها قابل بازيابي نبودند ها باكتري كدام از محيط
 دقيقه پس از تلقيح تعداد 10غلظت از عصارة چاي سبز، 

 CFU/ml و اشريشيا كُلي به 19× 104كلبسيلا نومونيه به 
 190 دقيقه اين تعداد به ترتيب 70 پس از . رسيد5/16× 104

 دقيقه پس از 80ليتر از محيط بود و   باكتري در هر ميلي40و 
مقايسة بين اثرات . تلقيح تعداد اين ارگانيسم ها به صفر رسيد

نمودار  دقيقه پس از تيمار در 60هاي چاي سياه و سبز  عصاره
  .شود  ديده مي3
  

  بحث
چاي را كه به مقدار زيادي به صورت روزمره به 

توان براي مقاصد پزشكي هم مورد  رسد مي مصرف مي
 ادعا ايشي گامي و هارا 1889در سال . استفاده قرار داد

ي موريوم و كمپيلوباكتر ججوني به نمودند كه سالمونلا تايف
 ولي ساير محققان گزارش كردند كه اين )15(چاي مقاومند 

 احتمالا )10، 7(باشند ها هم به چاي حساس مي گونه
دهد از عوامل  هاي باكتريايي رخ مي هايي كه در سويه جهش

هاي چاي و  چنين نوع نمونه  هم.اختلاف نتايج بوده است
زيادي در نتايج آزمايش خواهند گيري تاثير  طرز عصاره

 كاربرد چاي به هر دو صورت چاي حاضرپژوهش .داشت
سياه و سبز، جهت مهار انتروباكترياسه و ممانعت از تشكيل 

گرم در   ميلي5/4غلظت . بيوفيلم توسط آنها را تاييد مي كند
ليتر چاي  گرم در ميلي  ميلي5ليتر از عصارة چاي سياه و  ميلي

هاي باكتريايي مورد  رشد تمام گونهسبز باعث توقف 
  .آزمايش گرديد
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  . حداقل غلظت مهاركنندگي عصاره هاي چاي سياه و چاي سبز.1جدول 
 )متر ميلي(ناحية ممانعت از رشد 

  كلرامفنيكل
  ميكروگرم5

  عصارة چاي سياه
 ميلي ليتر/ گرم  ميلي5

  عصارة چاي سبز
 ميلي ليتر/ گرم ميلي  5

 
  

 ميكروارگانيسم

 PTCC 1271اشريشيا كلي انتروپاتوژن  16,5 23 25
 ATCC 14028  سالمونلا تايفي موريوم  16 19 27
 PTCC 1234 شيگلا فلكسنري  15,5 17 25
 ATCC 12658كلبسيلا نومونيه  14 15 24
 PTCC 1077پروتئوس ميرابيليس  16 24 25

  
  

  
  

، )تصوير سمت راست(گرم در ميلي ليتر عصارة چاي سبز   ميلي2 روز در محيط حاوي 5ز  بر جدار ارلن پس اE .coliتشكيل بيوفيلم . 1شكل 
  ).تصوير سمت چپ( روز 5ليتر از عصارة چاي سياه پس از  گرم در ميلي  ميلي2 تيمار شده با غلظت E .coliعدم تشكيل بيوفيلم در محيط 
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  ).باشد  ميCFU/ml 106ها در دقيقة صفر برابر   تعداد باكتري(ليتر  گرم در ميلي  ميلي5 عصارة چاي سياه در غلظت اثر ضد باكتريايي. 1نمودار
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اثر بازدارندگي عصاره چاي سبز
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  ).باشد  ميCFU/ml 106ها در دقيقة صفر برابر   تعداد باكتري(ليتر  گرم در ميلي  ميلي5اثر ضد باكتريايي عصارة چاي سبز در غلظت . 2نمودار 

  

مقايسه اثر چاي سبز و سياه بر بيوفيلم باكتريايي پس از يكساعت
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عصاره چاي سياه

 دقيقه 60هاي چاي سياه و سبز پس از  مقايسة اثر عصاره. 3نمودار 
ها در دقيقة صفر  تعداد باكتري(ليتر گرم در ميلي  ميلي5در غلظت 

  هاي باكتريايي عبارتند از  گونه). باشد  ميCFU/ml log 6برابر  
 پروتئوس ميرابيليس -3ي موريوم  سالمونالتيف-2 اشريشيا كلي -1
   كلبسيلانومونيه-5 شيگلا فلكسنري -4

  
ها  اثر بازدارندگي چاي سياه بر روي اين باكتري

كه نشان دهندة فعاليت ضد ) 4شكل (بيشتر از چاي سبز بود 
تيافلاوين و تياروبيجيني است كه در چاي سياه  ميكربي بيشتر

 و  هاتوري.آيد  ميوجوده ها ب در اثر اكسيده شدن پلي فنل
 و فوكائيچنين   و هم)19( 1990همكاران نيز در سال 

 گزارش كردند كه فعاليت )20( 1991همكاران در سال 

ها بوده و از اينرو داراي خاصيت ضد  تيافلاوين مانند كاتچين
 .باشد ميكربي بالايي مي

اجزاي فرار طعم دهندة چاي نيز كه به مقدار كمي 
، داراي )PPm( قسمت در ميليون 20 تا 10وجود دارند

خاصيت ضد ميكربي هستند و چون اين اجزاء در چاي سياه 
بسيار بيشتراز چاي سبز وجود دارند از اينرو يكي از عوامل 

توان اثر  بازدارندگي بيشتر چاي سياه بر انتروباكترياسه را مي
از طرفي به تدريج در دماي محيط و . اين عناصر دانست
رعت خروج اين اجزاي فرار از محلول بالاتر از آن س

شود و به همين دليل پس از  هاي چاي بيشتر مي عصاره
هاي پايينتر از  گذشت چند روز باكتري هايي كه در غلظت

ها قرار گرفته بودند قادر به ايجاد  حدكشندگي عصاره
كه در روزهاي  شوند، در صورتي بيوفيلم بر جدار ارلن مي

    .ها، چنين توانايي را ندارند نخست بسته به غلظت عصاره
 300 و همكاران حدود استوگ، 1980در سال 

 و )21(نوع از اين عناصر طعم دهندة فرار را در چاي سياه 
 نوع از اين 100 نزديك به 1992 و همكاران در سال كوبو

 در سال كوبوو موروي . )22(اجزاء را در چاي سبز يافتند
ناصر طعم دهندة چاي، به  نشان دادند كه تركيبي از ع1993

ها باعث تقويت خاصيت  خصوص اندول به همراه ترپِن
با توجه به وجود . )23(باكتريسايدي هر دوي آنها مي گردد
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مقادير بيشتري از اين عناصر فرار در چاي سياه اثر ممانعت از 
نظر ه تشكيل بيوفيلم توسط عصارة چاي سياه منطقي ب

  .رسد مي
د آزمايش، جنس كلبسيلا هاي مور ز بين باكتريا

به علت داشتن پوشش ضخيم كپسولي و ناتراوايي بيشتري 
 مقاومت ،هاي اين خانواده دارد كه نسبت به ساير باكتري

طور كه در مقابل  بيشتري از سايرين نشان داد، همان
 .)1جدول (كلرامفنيكل نيز از مقاومت بالاتري برخوردار بود 

ت بيشتري به چاي سياه پروتئوس ميرابيليس داراي حساسي
بود و  اشريشيا كلي انتروپاتوژن، نسبت به سايرين بيشترين 

هاي خانوادة   ساير جنس.حساسيت را به چاي سبز داشت
انتروباكترياسه تقريباً حساسيت مشابهي در مقابل اثر ضد 

هاي تقريباًً  ميكربي چاي ازخود نشان دادند و با غلظت
 به دليل شباهت ساختار شد كه يكساني رشدشان متوقف مي

هاي منسوب به يكديگر در اين  ديواره و غشاي باكتري
  .باشد خانواده مي

 بيان كردند كه 1997 و همكاران در سال ياماموتو
ها در روده باعث كاهش توليد  كاهش انتروباكترياسه

شود كه در روده  هايي مي آمونياك، اسكاتول و آمين
 آنجا كه دستگاه گوارش از. )24(زايي دارند خاصيت سرطان

هاي وارده به بدن قرار   زيادي تحت تاثير نوشيدنيبه طور
شود  گيرد و غلظت بالايي از چاي مصرفي وارد روده مي مي

ها در روده، باعث آزاد  احتمالاً كاهش تعداد انتروباكترياسه
ها مي شود كه باعث سهولت جايگزيني  شدن يكسري سايت

ها و يا   لاكتوباسيلهاي ديگري از قبيل باكتري
هاي ساكن رودة  ها بجاي انواع انتروباكترياسه بيفيدوباكتريوم

از اينرو اثر ضد ميكربي چاي با تعديل . انسان خواهد شد
زاي حاصل از  هاي سرطان ميكروفلور و كاهش فرآورده

آنها، به صورت مستقيم در رابطه با كاهش سرطان روده 
ن داده مصرف چاي مطالعاتي وجود دارد كه نشا. است
 .)25(تواند باعث اصلاح ميكروفلور روده نيز گردد مي

هايي مانند لاكتوباسيلوس و  چنين ثابت شده كه باكتري هم
گيرند ولي   كمتر تحت تاثير چاي قرار مي،بيفيدوباكتريوم

هاي پلي فنلي حاصل از  باكتروئيدزها در مقابل متابوليت
  . )26(روند چاي، راحت تر از بين مي

در اين مطالعه حساسيت كلبسيلا نومونيه به 
 از ،ها خصوصاً عصارة چاي سياه كاملاً مشهود بود عصاره

هاي چاي سياه و سبز روي كلبسيلا نومونيه  اينرو با اثر عصاره
و كاهش تعداد اين باكتري در مجاري گوارشي بدن، شانس 
استقرار آن در دستگاه تنفسي نيز كمتر شده و با كمتر 

ين شدن كلبسيلا نومونيه در راههاي هوايي برونش ها، جايگز
كه  خصوص در افراديه شانس ابتلا به پنوموني كلبسيلايي ب

سيستم ايمني آنها ضعيف شده است نيز تا حدي كاهش 
  .يابد مي
  

  نتيجه گيري 
هاي چاي سياه  با توجه به اثر باكتريسايدي عصاره
ن با استخراج و سبز و جلوگيري از تشكيل بيوفيلم، مي توا

مواد موثر ضد انتروباكتريايي آنها به خصوص مواد موجود 
در چاي سياه كه قدرت بيشتري در ممانعت از تشكيل 

هايي مانند تيافلاوين و  بيوفيلم دارد از قبيل پلي فنل
ها علاوه بر مجاري  تياروبيجين، از تعداد انتروباكترياسه

 نيز كاست و گوارشي بدن به ميزان زيادي در مواد غذايي
هاي  هاي پلانكتوني بسيار آسيب پذيرتر از سلول چون سلول

ها و  پلي فنل(موجود در بيوفيلم مي باشند استفاده از اين مواد 
 به صورتعنوان نگهدارنده در صنايع غذايي و ه ب) ها تانن

هاي شيميايي كه داراي عوارض  جايگزيني براي نگهدارنده
مت مصرف كنندگان ناخوشايند طولاني مدت بر سلا

  .رسد نظر ميه باشند، ضروري ب مي
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Abstract 

 
Introduction: Extracts of leaves from Camellia sinensis L contains polyphenolic 

components with antimicrobial activity. In this investigation biofilm inhibitory effects of black 
and green tea extracts were defined for five members of enterobacteriacea family including: 
Enteropathogenic Escherichia coli, Shigella flexneri, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae 
and Salmonella enterica serovar Typhimurium. Because tea is the most widely drunk beverage 
in Iran, therefore investigation of its effects on enterobacterial biofilm formation and 
colonization is very important.  

Materials and Methods: In this experimental study after extraction of samples with 
Soxhlet extractor in water/ methanol solution, further extraction took place in Ethyl acetate 
phase. The extracts preserved in 4oC refrigerator after sterilization by 0.44 µ filters. Well 
diffusion (Kirby Bauer) and broth dilution methods were used for evaluation of minimum 
inhibitory concentration of biofilm formation in black and green tea extracts treated cultures. 
Evaluation of biofilm formation was assayed by observation of colony forming unit of cultured 
bacteria per milliliter by sampling from Erlenmeyer flask wall scratching onto Tripticase soy 
agar medium and comparing the results with controls. Analysis of data was done using analysis 
of variance.  

Results: Biofilm inhibitory effects of black tea were greater than green tea. The 
concentration of 4.5 mg/ml of black tea and 5mg/ml of green tea had bactericidal effects against 
examined bacteria. On Mueller Hinton agar, Proteus mirabilis was more sensitive to black tea; 
EPEC was more sensitive to green tea and Klebsiella pneumoniae showed more resistance to 
both extracts.  

Conclusion: Due to the fact that gastrointestinal tract is directly affected with consumed 
beverage, the high concentration of tea entered in lumen can reduce the number of 
enterobacteriaceae and can reduce their carcinogenic amine products. Thus it plays an important 
role in inhibition of gastrointestinal lymphoma and colon carcinoma. Also application of tea 
polyphenols as a food preservative can be useful. 

Key words: Camellia sinensis, Biofilm, formation, Enterobacteriaceae, antimicrobial, 
effect 
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