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 دهیچک

سیدگی دندان یک بیماری مهم و حائز بحث می زمینه و هدف: ست. در پو سترپتوکوکوس موتانس از خانواده ویریدانس ا صلی آن وجود باکتری ا شد که علت ا با

شکیل بیوفیلم  سترپتوکوکوس موتانس و همچنین ت شد، تکثیر ا ضد میکروبی ریزجلبک کلرلا ولگاریس در ممانعت از ر صیت  توسط این این پژوهش در زمینه خا

 ای صورت گرفته است. باکتری مطالعه
 

گیری شااده و اارات ( عصاااره1/1/2: در این مطالعه ریزجلبک کلرلا ولگاریس به روش خیساااندن در ح ا اسااتن، متانوا و کلروفورم به نساابت  هامواد و روش

سک، چاهک، ضدمیکروبی به روش شار دی ضدبیوفیلم  MBCو MICهای انت شد. ارزیابی فعالیت  سنجی های پلیدر پلیتبررسی  سمیت  ست  ستیرنی و ارزیابی ت ا

 ای و استریومیکروسکوپ شمارش گردید.بین شیشهآرتمیای دریاچه ارومیه با استفاده از ذره
 

شد  نتایج: صاره کلرلا ولگاریس به ترتیب با میانگین هاله عدم ر سک و چاهک از ع شار دی صل از انت ولر هینتون اگار و متر در محیط ممیلی 23و  5/16نتایج حا

صاره به ترتیب در غلظتحداقل غلظت مهارکننده و حداقل غلظت باکتری شی ع شد. همچنین در جلوگیری از گرم بر میلیمیلی 50و  25های ک شان داده  لیتر ن

 لیتر از خود نشان داد.گرم بر میلیمیلی 100 لیتر و بالاتر موار بود و در ارزیابی سمیت سنجی عصاره در غلظتگرم بر میلیمیلی 50تشکیل بیوفیلم در غلظت 
 

داری خاصیت ضد میکروبی داشته و قادر سیلین به طور معنیبیوتیک آمپیهای صورت گرفته عصاره کلرلا ولگاریس در مقایسه با آنتیطی بررسیگیری: نتیجه

سترپتوکوکوس موتانس می شد  به از بین بردن بیوفیلم ا صارهلظت(. همچنین در غ>05/0Pبا سمیت ع سی اار  ی کلرلا ولگاریس بر آرتمیای میگوی های مورد برر

 آب شور یافت نشد.
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 مقدمه
علم شااناسااایی و اسااتفاده از گیاهان دارویی به قدمت عمر 

منابع  از همی دی اسااتفاد 19تا قبل از قرن  گردد.انسااان بر می

ها بوده های اصااالی درمان بیماریگیاهان از راه طبیعی و عمدتاً

اما پیشرفت سریع علم شیمی و کمبود منابع طبیعی باعث  است.

شود شیمیایی جدید جایگزین داروهای گیاهی   شد که ترکیبات 

روهای اهای دیگر به دامروزه دانشااامندان بسااایاری از رشاااته و

سااااا اسااات که از  از دو هزاربیش  .(1  اندگیاهی روی آورده

ها نآکاربرد  شود.ها در صنایع دارویی و غذایی استفاده میجلبک
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ی را ایجاد کرده که محققان مطالعات یهادر پزشکی سنتی انگیزه

ند.نآای را در مورد خواص گساااترده غاز کن بک ها آ ها ریزجل

ی یک یا چند سلولی هستند های سادهگروهی از میکروارگانیسم

اکسااید نساابت به ای در تثبیت کربن دیدارای توانایی بالقوه که

های ساااایر گیاهان خاکزی، هساااتند که از این میان ریزجلبک

اساااپیرولینا و کلرلا ولگاریس دارای اهمیت بسااازایی در تولید 

 .(2  های زیستی هستندسوخت
تاًدیواره و دارایکلرلا کروی شاااکل بوده  نازک و  ی نساااب

که درون آن هساته باشاد، میکلروپ سات بزر  فنجانی شاکل 

ست.تقریباً  ست قرار گرفته ا شتی در بالای کلروپ  تولید مثل  در

ست ساده و از طریق تولید مثل غیرجنسی ا سیار   .(3  در کلرلا ب

که جهت مصارف آرایشی است کلرلا ولگاریس ریزجلبکی مشهور 

ستفاده ش شتی و دارویی ا ستده و بهدا -10. این جلبک با قطر ا

ساکن آب 2 ستمیکرون  شیرین ا شابه گیاهان از ، های  کلرلا م

عاا ندهف با  بوده ترین موجودات فتوسااانتز کن یل  و دارای کلروف

بخشاای از خواص درمانی کلرلا در بدن مربوب به  ت،تراکم بالاساا

الخصااوص مقدار زیاد کلروفیل و ساااختمان دیواره ساالولی و علی

ش س متی و مواد مت ست. این جلبک  سلولی ا کله در این دیواره 

 .(30و  4 ،3  بخشدقدرت دفاعی پوست بدن را بهبود می

تا مواد مختلفی مثل اساااید آمینه، ید در این راسااا ، ترپنوئ

کان یدی، کتون ها،فلورانتین، آل بات اساااتروئ نه، ترکی های هالوژ

به دست  اهاز جلبک هاسولفیدهای حلقوی، اسیدهای چرب، فنل

ست ضدباکتریایی دارند.برخی از آن .(5  آمده ا عنوان به ها تاایر 

ثاا می یکتوان از آنتیم بک ن chlorellin بیوت که از جل ام برد 

 .(6 ،1  شودکلرلا استخراج می

آا های دریایی با ایجاد جایگاه و شرایط مناسب و ایدهجلبک

زیااان و برای جااانوران دریااایی از جملااه بچااه ماااهیااان و آب

ها حائز پوسااتان دریایی مانند میگوی آب شااور دریاچهسااخت

ها در ها و ماکروجلبکاهمیت هساااتند. ع وه بر آن ریزجلبک

سوخت صنایع تولید  شتی، دارویی و  شی، بهدا های صنایع آرای

ند. در واقع آلودگیبرداری قرار میزیساااتی مورد بهره های گیر

سوخت ستفاده  شی از ا ست محیطی نا سیلی و به دنباا هزی ای ف

ضرر و زیان سوختآن  ستفاده از این دسته از  سته به ا ها های واب

های بهتر و کارهایی برای ایجاد روشهمه محققان را به ارایه راه

 .(7  رو به بهبود در طبیعت و محیط زیست وا داشته است

ی اقشاااار جامعه و در تمامی هایی که در همهیکی از بیماری

شود، بیماری پوسیدگی دندان است؛ که عامل آن میسنین دیده 

شت دهان و می توانند عوامل مختلفی از جمله رعایت نکردن بهدا

باا آن تجمع باکتریدندان و به هایی که مسااابب تخریب و دن

های علمی جدید . یافته(8  گردند، باشاادها میپوساایدگی دندان

که ترکیباتی در ارتباب با عوامل پوساایدگی دندان نشااان دادند 

یک ند کموپروفیتولاکت ید، واکسااانمان کازئین، فلورا ها، ها، 

های جایگرین ساااکاروز به عنوان مواد ضاادپ ک و کنندهشاایرین

 .(9 ،8  باشندپوسیدگی دندان موار می

های قابلیت تشکیل بیوفیلم از مشخصه اصلی استرپتوکوکوس

های دهان و دندان نسبت به موتانس به عنوان عامل اصلی عفونت

های ویریدانس است. این باکتری از نظر ظاهری، استرپتوکوکوس

هوازی اختیاری است و کوکسی گرم مثبت و کاتالاز منفی و بی

رپتوکوک موتانس با شود. استجز فلور نرماا دهان محسوب می

تخمیر سوکروز و تولید اسیدلاکتیک موجب تخریب مینای دندان 

همچنین این باکتری از سوکروز برای ساخت پ ک شوند. می

کند. پ ک دندانی از دکستران که نوعی دندانی استفاده می

شود. رعایت بهداشت دهان و ساخته می ،ساکارید استپلی

استفاده از مسواک، از رشد باکتری، تشکیل پ ک و پوسیدگی 

 .(11 ،10کند  ها جلوگیری میدندان

ها استفاده از مواد شیمیایی مانند کلرهگزیدین و بعد از ساا

های ها با مواد و عصارهسازی آنجایگزین تری کلوزان، اخیراً

 طور. به (13  تهی در اولویت قرار گرفته اسطبیعی و موار گیا

  تولید شده در ®Parodontaxمارک معتبر خمیر دندان  ،مثاا

GlaxoSmithKline, Middlesex  انگلستان، ع وه بر کشور

فلوراید، شامل مواد مواره گیاهی مانند  کربنات سدیم و سدیمبی

التهاب لثه، دهنده عصاره بابونه، با خاصیت ضدالتهابی و کاهش

های ایمنی، عصاره عصاره گیاه اکیناسه با خاصیت تقویت پاسخ

ریزی، مریم گلی و گیاه علف مبارک با خاصیت جلوگیری از خون

با  عبا خاصیت ضدعفونی کنندگی و روغن نعنا myrrhصمغ 

. (13  باشدخاصیت ضددردی، ضدباکتری و ضدالتهابی می

دندان صورت گرفته تاایر  مطالعات مختلفی که بر روی این خمیر

علمی آن را در جلوگیری از پوسیدگی دندان و التهاب لثه گزارش 

 .(13  اندداده
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توسط آقایی و همکاران روی  1390ای که در ساا در مطالعه

گیاه استویا از نظر میزان رشد باکتری استرپتوکوکوس موتانس 

ویا صورت گرفت مشخص شد که عصاره استونی و الکلی گیاه است

تواند به عنوان که در جنوب آمریکا، برزیل و پاراگوئه رشد دارد می

کننده رشد گیری کننده از پوسیدگی دندان و مهاریک ماده پیش

با توجه به اهمیت روز افزون . (14  باکتری استفاده شود

بهداشتی ، ها در تولید انواع محصولات دارویی، آرایشیجلبکریز

بدون آلودگی و با در نظر گرفتن این های سبز و و حتی سوخت

عصاره ریزجلبک پر  که در مقالات هنوز مطالعه جامعی بر اار

اهمیت کلرلا ولگاریس بر باکتری استرپتوکوکوس موتانس به 

ترین عامل ایجاد فساد دندانی صورت نگرفته است، عنوان اصلی

سازی مطالعه ت ش شده است تا با جداسازی و خالص در این

، به استان فارسهای اطراف گیرها و آباز برکه ولگاریس کلرلا

صورت بومی اارات عصاره سلولی بر باکتری استرپتوکوکوس 

همچنین اارات سمی احتمالی این  .شودموتانس بررسی 

 یبه عنوان غذا ریزجلبک بر آرتیما ارومیانا دریاچه ارومیه که

 یهاو ساختارباشد یممطرح  نیپروتئی از منبع غن یکو  انیآبز

پستانداران  پلیمراز مشابه DNAو  RNAو  میو پتاس میپمپ سد

 .(12  ، مورد ارزیابی قرار گرفته استدارد

 

 هامواد و روش

در ابتدا ریزجلبک جداسازی ریزجلبک کلرلا ولگاریس:   

های اطراف شهرستان رزاها و شالیکلرلا ولگاریس از برکه

آوری گردید و در زیر کامفیروز استان فارس به صورت بومی جمع

شناسی بررسی و شناسایی شد و میکروسکوپ از لحاظ ریخت

تعیین هویت  18S rRNAای پلیمراز توسط روش واکنش زنجیره

 (.29، 28گردید  
به  BG-11های تعیین هویت شاااده در محیط جامد نمونه  

شرایط اابت از نظر  شد و در  شت داده  شت چمنی ک صورت ک

 37درجه ساااانتی گراد( و نوردهی مناساااب   25±  2دمایی  

1-s2-µmol mهای منفرد . پس از تشکیل کلنی(15  ( قرار گرفت

ها را برداشااته و به کلنیبر سااطم محیط جامد، یکی از آن تک

مایع  یاا BG-11محیط  به حجم در و یکرولیتر م 1000هایی 

درجه  25±  2انتقاا داده و در شااارایط نور و دمای مناساااب  

شد شت زمان (15  سانتی گراد( قرار گرفته  روز  15. بعد از گذ

گاریس، در این مدت  نان از افزایش غلظت کلرلا ول جهت اطمی

با اساااتفاده از لام  شااامارش سااالولی در زیر میکروساااکوپ 

را  BG-11 هموسااایتومتری صااورت گرفته و حجم محیط مایع 

لیتر در میلی 500رفته رفته افزایش داده تا در نهایت به حجم 

ه از این مقدار هم برای کشت ریزجلبک مایر برسد، کظروف ارلن

به عنوان تلقیم و هم  5-6در حجم های  لیتر در چندین ظرف 

 برای ذخیره ریزجلبک به عنوان بانک ریزجلبکی استفاده شد.

آمپوا لیوفیلیزه باکتری هیه و کشت باکتری: ت  

از بانک ملی ذخایر PTCC1683 استرپتوکوکوس موتانس سویه 

 Brain Heart Infusion Broth  و در محیطژنتیکی ایران تهیه 

(BHI Broth)  انکوبه گردید. پس از درجه سانتی گراد  37 و دمای

× 810فارلند که معادا با رسیدن به کدورت مناسب  نیم مک

 BHIکلنی بر روی محیطجهت ایجاد تک ،(16  باکتری(5/1

Agar  تا زمان بررسی خاصیت ضدمیکروبی  کشت داده شد و

به صورت دیپ فریز،  درجه سانتی گراد -20عصاره در فریز 

 نگهداری شد.

توده سلولی ریزجلبک کلرلا بعد از قرارگیری در گیری: عصاره  

و  rpm6000 ی سانتریفیوژ در دور ، به وسیله(17 فاز لگاریتمی 

 ( شد.MPW-350R-GERMANYدقیقه جداسازی   6در مدت 

-GLD-136Cکن انجمادی  سپس توسط دستگاه خشک

JAPAN لیتر ح ا میلی 200گرم در  5( لیوفیلیز و نسبت

ساعت  48( به مدت 1/1/2v/v/vاستن، متانوا، کلروفرم  

دقیقه در  5خیسانده سپس سوسپانسیون حاصله به مدت 

-kHz  UR-20P 50-20دستگاه سونیکاتور تحت اار با فرکانس 

JAPANرفت و بعد از فیلترشدن از کاغذ صافی در ( قرار گ

( در rotary evaporator R206B 2L-SENCO China دستگاه 

 گراد تغلیظ گردید.درجه سانتی 45دمای 

 ارزیابی اثرات ضدباکتریایی

: در ابتدا باکتری  باکتری آماده سازی محیط کشت  

 24به مدت  BHI Brothاسترپتوکوکوس موتانس در محیط 

گراد انکوبه شد، سپس به منظور درجه سانتی 37ساعت در دمای 

خون  %5به همراه BHI agar کلنی در محیط ایجاد تک
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گوسفندی کشت صورت گرفته و مجدداً در دما و زمان تعریف 

 قرار گرفت. شده، در انکوباتور

جهت ارزیابی خاصیت ضدمیکروبی به روش انتشار دیسک:   

را  blank paperهای خالی یا ر دیسک ابتدا دیسکوسیله انتشا

ساعت، باکتری مطابق با  24در اتوک و گذاشته، سپس از کشت 

فارلند بر روی سطم پلیت به صورت چمنی استاندارد نیم مک

 mgکشت صورت گرفت. از استوک تهیه شده با استن در غلظت 

1-ml 100  ریخته و در لیتر را بر روی هر دیسک میکرو 25میزان

مجاورت هوا گذاشته تا خشک شود و بعد به محیط مولر هینتون 

میکروگرم  10سیلین  بیوتیک آمپیآگار، انتقاا داده شد. از آنتی

لیتر( به عنوان کنترا مثبت و محلوا استن، کلروفورم میکرو 25/

و متانوا هم به عنوان کنترا منفی استفاده شد و در مجاورت 

%5 2CO  ها با کمک ساعت قرار گرفت. قطر هاله 42به مدت

 گیری و با کمک رفرانس استانداردمتری اندازهکش میلیخط

CLSI 2007 19 ،18  مورد مطابقت و ارزیابی قرار گرفت). 

در روش انتشار چاهک با کمک روش انتشار چاهک:   

لیتر در محیط آگار ایجاد میکرو 50هایی با حجم کن حفرهسوراخ

ی مورد بررسی به همراه کنترا ها نمونهکدام از چاهک شد. در هر

منفی و کنترا مثبت طبق دستوری که در انتشار دیسک ذکر 

 %5ساعت در مجاورت  24شد، اضافه گردید؛ و به مدت 

های عدم رشد اکسیدکربن در انکوباتور قرار گرفت. نتایج هالهدی

و  18  متری اندازه گیری گردیدکش میلیباکتری با کمک خط

19.) 

تعیین حداقل غلظت بازدارندگی رشد عصاره کلرلا   

: با کمک این روش Broth micro dilution ولگاریس با روش

شود. برای تعیین سنجیده می MICحداقل غلظت بازدارندگی یا 

MIC 20  خانه استفاده گردید 96های نمونه مورد نظر از پلیت) .

، mg/ml 100 ،50 ،25 ،5/12 ،25/6 های ها شامل غلظتنمونه

سیلین به عنوان کنترا بیوتیک آمپیاز عصاره به همراه آنتی 1/3

مثبت، محیط کشت و باکتری به عنوان کنترا منفی، عصاره و 

محیط کشت به عنوان ب نک مد نظر قرار گرفته شد. هر آزمایش 

در سه تکرار اجرا گردید. سوسپانسیون باکتری مطابق با استاندارد 

به میزان   Muller Hinton brothفارلند به همراه محیطمک نیم

لیتر به هر چاهک اضافه شد و توسط دستگاه الایزاریدر میکرو 200

نانومتر محاسبه گردید.  492میزان جذب هر چاهک در طوا موج 

از مقایسه میزان جذب نوری قبل و بعد از انکوباسیون همه 

 در نظر گرفته شد. MICوان ها کمترین میزان رقت به عنچاهک

تعیین حداقل غلظت باکتری کشی عصاره کلرلا ولگاریس   

: به منظور به دست آوردن حداقل Broth micro dilutionبا روش 

، minimum bactericidal concentrationکشی یا غلظت باکتری

را در محیط  MICهای لیتر از پنج غلظت اوا چاهکمیکرو 50

در محیط جامد به   5blood sheepهمراه %به BHI agar کشت

ساعت  24صورت خطی، کشت داده شد و در انکوباتور به مدت 

گذاشته و از نظر میزان رشد باکتری و تشکیل کلنی مورد بررسی 

 قرار گرفت.

 پلیت و در بود عصاره غلظت ترینکم حاوی که چاهکی

 MBCگردیده به عنوان  مشاهده باکتری رشد عدم مربوطه

 بار تکرار شد. 6شناخته شد. به منظور تایید نتایج آزمون 

های به منظور بررسی تشکیل بیوفیلم کلنیتشکیل بیوفیلم:   

استیرن خانه پلی 96باکتری استرپتوکوکوس موتانس از پلیت 

 ×810استفاده شد، ابتدا باکتری را طبق استاندارد نیم مک فارلند  

به همراه سوکروز  BHI broth ( تهیه نموده، سپس از محیط5/1

ها تلقیم و سپس مواد مورد آزمون در و باکتری به چاهک 2%

 37های مختلف به هر چاهک اضافه نموده و در انکوباتور غلظت

سیلین و باکتری به ساعت قرار داده شد. آمپی 48درجه به مدت 

ساعت  48عنوان کنترا مثبت و منفی لحاظ گردیدند. بعد از 

ها به آرامی تخلیه و جهت ی چاهکمحتوی همه انکوباسیون،

لیتر میکرو 200تثبیت بیوفیلم باکتری، متانوا خالص به میزان 

ها اضافه شده و در دمای اتاق قرار دقیقه به چاهک 10به مدت 

افزوده  w/vدرصد  1گرفت. بعد از تخلیه، رنگ کریستاا ویوله 

مای اتاق قرار دقیقه در مجاورت این رنگ و د 20شده و به مدت 

گرفت. بعد از تخلیه رنگ و شستشو با آب مقطر سه بار اسید 

ها با دستگاه ی چاهکالکل را به آن اضافه نموده و جذب همه

. هر آزمون، (21  نانومتر، قرائت شد 550الایزاریدر در طوا موج 

 بار تکرار پذیرفت.  3

تست ارزیابی سمیت عصاره کلرلا ولگاریس بر میگوی   

های آرتمیا ارومیانا از شی ت : سیستشور دریاچه ارومیهآب 

مرکز آذربایجان غربی، شهرستان ارومیه تهیه گردید. سیست 
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، 2/7-9بین  pH، %30آرتمیا را در ظروف مخروطی در شوری 

ساعت گذاشته  24-48گراد به مدت درجه سانتی 27- 29دمای 

لارو آرتمیا  عدد 10شد. بعد از خروج از تخم  هچ شدن(، تعداد 

ای کشت سلوا با حجم خانه 12های  ناپلی آرتمیا( به پلیت

های لیتر اضافه شد و در معرض غلظتمیکرو 2000نهایی 

( قرار mg/ml 25، 50، 100متفاوت عصاره کلرلا ولگاریس  

های زمانی گرفت. تعداد و میزان مر  و میر ناپلی آرتمیا در فاصله

ی از قرار گرفتن در مجاورت عصاره ساعت بعد 24و  12، 8، 4، 0

 بین شمارش شده و مورد بررسی قرار گرفتکلرلا ولگاریس با ذره

. کنترا منفی آزمایش، آب شور مصنوعی و کنترا مثبت، (22 

استفاده شد. در این مرحله نیز، هر آزمون سه  tween 20محلوا 

بین ذرههای زنده با کمک بار تکرار شد و در هر بار تعداد لارو

 شمارش گردید.

های سنجش اار نتایج کمی حاصل از روشبررسی آماری:   

های مختلف به طور جداگانه در هر روش با عصاره در آزمون

 t-testو تست واریانس یک طرفه و  SPSS 16افزار استفاده از نرم

ها، مورد ارزیابی دار بودن دادهمورد مقایسه قرار گرفت و معنی

 05/0کمتر   pانحراف معیار بیان شد و ±یج به صورت واقع شد. نتا

 .دار، در نظر گرفته شدمعنی

 نتایج
، 25/1، 5/2در تست ضدمیکروبی به روش دیسک مقادیر 

ی کلرلا ولگاریس در هر کدام از گرم از عصارهمیلی 62/0

گرم میلی 5/2گذاری شد که تنها در دیسک با غلظت ها باردیسک

گیری شد. متر اندازهمیلی 5/16میزان میانگین هاله عدم رشد به 

متر میلی 1/22سیلین ی عدم رشد در دیسک حاوی آمپیهاله

ی عدم رشد در مورد کلرلا در روش چاهک هاله گیری شد.اندازه

متر می میلی 23به طور میانگین  mg/µl1/0 ولگاریس با غلظت 

 شده است.گزارش  3/24سیلین باشد. این مقدار در مورد آمپی

: جهت به (MICارزیابی حداقل غلظت مهار کننده رشد )  

 های دست آوردن حداقل غلظت مهار کننده رشد، غلظت

mg/ml100 ،50 ،25 ،5/12 ،25/6 ،1/3  از عصاره به ترتیب در

گذاری از باکتری بار رلیتمیکرو 10ها به همراه هر کدام از چاهک

 mg/ml 25ی در غلظت شد، که حداقل کدورت رشد باکتر

 .مشاهده شد

در (: MBCارزیابی حداقل غلظت کشندگی عصاره )  

ارزیابی اار حداقل غلظت کشندگی باکتری استرپتوکوکوس 

عصاره  mg/ml 100 ،50 ،25هایموتانس، از بین غلظت

اار باکتریسیداا  mg/ml 50ریزجلبک کلرلا ولگاریس در غلظت 

 داشته است.

در ارزیابی بررسی اثر ممانعتی عصاره بر تشکیل بیوفیلم:    

ی از عصاره mg/ml  100 ،50 ،25 هایبیوفیلم باکتری، غلظت

ها اضافه گردید، چاهکجلبک کلرلا ولگاریس به میکروریز

سیلین به عنوان کنترا مثبت و باکتری به عنوان کنترا آمپی

 50 و 100های با غلظت منفی در نظر گرفته شد. که در چاهک

  خاصیت ضد بیوفیلم مشاهده شد. لیتر میلی در گرم میلی

در تست ارزیابی سمیت توسط تست سمیت میگوی آب شور:   

از ریز جلبک  mg/ml 100 ،50 ،25های آرتمیا ارومیانا، غلظت

در زیر های کشت سلوا اضافه گردید. کلرلا ولگاریس به پلیت

نمودار فعالیت سمیت سلولی و تعداد لاروهای زنده گزارش شده 

 .(1 شکل است

 گیریبحث و نتیجه
های عدم رشد در روش دیسک در مورد میانگین قطر هاله

سیلین( به صورت معناداری، بیشتر از هاله کنترا مثبت  آمپی

 

بررسی اار عصاره کلرلا ولگاریس بر باکتری . 1شکل 

خون %5استرپتوکوکوس موتانس در محیط مولر هینتون اگار +

 : چاهک در غلظت1گوسفندی. در روش انتشار دیسک و چاهک. 

mg/µl 0.1 دیسک 3سیلین(، کنترا مثبت  آمپی: 2لیتر، میکرو :

: کنترا منفی  ح ا، شامل استن، mg 5/2 ،4در غلظت 

 کلروفورم، متانوا(.
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. با =p) 011/0(باشد عدم رشد در مورد عصاره کلرلا ولگاریس می

گرم به میلی 5/2این وجود  در دیسک بارگذاری شده با غلظت 

متر میلی 5/16 ± 5/0ی عدم رشدی به میزان طور میانگین هاله

 (.1گزارش شد  جدوا 
در روش چاهک اخت ف معناداری بین خواص ضد میکروبی 

سلین به عنوان کنترا مثبت وجود عصاره کلرلا ولگاریس و آمپی

وان بیان داشت این عصاره پتانسیلی شبیه ت(. می=52/0pندارد  

سیلین در جلوگیری از رشد استرپتوکوکوس موتانس دارد آمپی

 (.1 جدوا 

در پژوهشی که رضا صفری و همکاران روی خاصیت ضد 

میکروبی عصاره کلرلا ولگاریس بر باکتری باسیلوس سوبتیلس در 

 یعصاره دادند، دست یافتند که روش انتشار دیسک انجام

ی عدم رشدی به قطر با ایجاد هاله ولگاریس کلرلا جلبک اتانولی

 باسیلوس رشد دارمعنی کاهش متر باعثمیلی 56/10 ± 92/0

نیز در  ولگاریس کلرلا استونی یسوبتیلیس شده است و عصاره

متر میلی 2/14± 75/0ی برابر با روش دیسک قطر هاله عدم رشد

. قطر بزرگتر هاله عدم رشد در مطالعه صورت گرفته (24  دهدمی

میکروبی ریز جلبک  های قبلی موید اار ضدنسبت به پژوهش

سیلین بررسی آماری قطر هاله عدم رشد عصاره ریز جلبک کلرلا ولگاریس در آزمون انتشار دیسک و انتشار چاهک در مقایسه با آمپی .1جدول

  کنترا مثبت(.

 تکرار ولگاریسغلظت کلرلا  
میانگین 

 ( میلی متر

 انحراف معیار

 ) میلی متر

خطای استاندارد 

 (متر میانگین  میلی

 سطم معنی داری

 p-value) 

 هاله عدم رشد
Ch.v. 2.5 mg  در روش

 دیسک
3 5/16 05/0 91/0 ± 98/0 ±4/0 01/0 

 
Ch.v 0.1mg/µl  در روش

 چاهک
3 23 91/ ±1 98/0± 6/0 52/0 

 

 

 

رومیانا بر لارو آرتمیا ا 50LCی ریز جلبک کلرلا ولگاریس بر میگوی آب شور بومی دریاچه ارومیه. نمودار آزمون بررسی سمیت عصاره . 1نمودار

 حسب ساعت.
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کلرلا ولگاریس بر باکتری استرپتوکوکوس موتانس همانند کلرلا 

 باشد. ولگاریس بر باکتری باسیلوس سوبتبلیس می

بر  Ghanaim fasyaتوسط  2013در پژوهشی که در ساا 

خاصیت ضد میکروبی عصاره متانولی ریز جلبک کلرلا ولگاریس 

انجام گرفت، روشن نمود که عصاره کلرلا ولگاریس به قطر هاله 

بر علیه اشیرشیا کولی و به قطر هاله عدم رشد  mm 9/9عدم رشد 

متر بر علیه استافیلوکوکوس اورئوس را از خود نشان داد. میلی 12

، ترکیبات ف ونوئید، تانن، کارتنوئید، با اشاره به همین پژوهش

های آلی مختلف ترکیبات فنولی، ترپنوئید و کلروفیل که در ح ا

وجود دارد، خصوصیات متفاوتی را از خود در برابر 

دهد و همین مساله توجیه کننده قطر ها نشان میمیکروارگانیسم

های های گرفته شده با کمک ح اهای متفاوت در عصارههاله

 . (23  باشدمختلف از این ریز جلبک می

 Krishnaتوسط گروه  2014در پژوهشی که در ساا 

Khairnar جلبکی کلرلا روی خاصیت ضد میکروبی دو گونه ریز

های مهم کلینیکی ولگاریس و ک میدوموناس بر علیه پاتوژن

pneumoniae Streptococcus، Staphylococcus aureus 
Escherichia coli , , , Salmonella Acinetobacter baumanii 

,Pseudomonas aeruginosa،. Klebsiella spp  25)  صورت

پذیرفت، نشان داده شد که عصاره اتانولی ریز جلبک کلرلا 

های بیماری ولگاریس دارای خاصیت ضد میکروبی بر علیه پاتوژن

 ، Staphylococcus aureus،Streptococcus pyogenesزای 
Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa Salmonella، typhimurium وYersinia 

enterocolitic  26  باشدمی). 

همچنین نشان داد که عصاره متانولی و اتیل استاتی ریز  

های باکتریایی استافیلوکوکوس و اشیرشیا جلبک در برابر گونه

اار بیشتری نسبت به عصاره کولی موار بودند و عصاره متانولی 

 (.26  اتیل استات از خود نشان داد

در ارزیابی حداقل غلظت مهارکننده رشد استرپتوکوکوس 

موتانس به روش میکرودایلوشن، عصاره کلرلا ولگاریس در 

 575لیتر در طوا موج میلی گرم بر میلی 25های بالاتر از غلظت

و اار باکتریسیداا در نانومتر اار ضد میکروبی خود را نشان داد 

لیتر مشاهده شد. این نتیجه نشان گرم بر میلیمیلی 50غلظت 

دهد که عصاره ریز جلبک کلرلا ولگاریس خواص باکتریسیداا می

با افزایش ماده مواره گیاه اار ضد  عدهد، در واقاز خود نشان می

توسط  2012گردد. در پژوهشی که در ساا میکروبی بیشتر می

Priya. S  روی خاصیت ضد میکروبی ریز جلبک سبز کلرلا

 aureus  Micrococcusولگاریس روی چهار میکروارگانیسم

luteus ,Bacillus subtilis ,Staphylococcus و Klebsiella 

pnemoniae  روی داد، هاله عدم رشد mm 15-8  و حداقل

 .(27  بیان شد MIC )g/mlµ 40 -25کنندگی  غلظت مهار

تشکیل بیوفیلم توسط استرپتوکوکوس موتانس در در بررسی 

ی کلرلا ولگاریس اخت ف معناداری بین جذب حضور عصاره

( و =017/0pشود  نوری کنترا مثبت و کنترا منفی دیده می

همچنین اخت ف معناداری بین کنترا مثبت و حداکثر غلظت 

ی خواص عصاره ( که این نشان دهنده=p 9/0عصاره وجود ندارد  

ین ریزجلبک در ممانعت از ساخته شدن بیوفیلم بر روی دیواره ا

ای باشد. در مقایسهاستیرن چاهک همانند کنترا مثبت میپلی

ها صورت گرفت که بین جذب نوری کنترا مثبت و سایر غلظت

اخت ف معناداری مشاهده گردید، که موید این مطلب است که 

ی کلرلا ولگاریس و بالاتر عصاره mg/ml 50های در غلظت

 توانایی از بین بردن بیوفیلم باکتری موتانس را دارد. 

های گذشته در زمینه بررسی و با استفاده از نتایج پژوهش

 GC-MSتشخیص ترکیبات ریز جلبک کلرلا ولگاریس حاصل از 

دریافتند که حضور موادی مانند ف ونیدها، تانن، ساپونین، 

های یید و ترپنویید در ح اترکیبات فنولی، کلروفیل، استرو

گیری سبب بروز خاصیت های متفاوت عصارهمختلف در روش

(. با توجه به ح ا مورد 31ضدمیکروبی در ریزجلبک شده است  

توان های گذشته میبررسی در این آزمایش در مقایسه با پژوهش

ادعا کرد که این مواد سبب بروز خاصیت بازدارندگی و 

تشکیل بیوفیلم باکتری استرپتوکوکوس کنندگی از ممانعت

 موتانس را داشته باشد.   

در ارزیابی سمیت سلولی آرتمیا ارومیانا توسط کلرلا 

ولگاریس، اار مستقیمی بین غلظت عصاره کلرلا ولگاریس و 

برای بالاترین  50LCمیزان مر  و میر نوزادان آرتمیا وجود دارد و 

لیتر نسبت به یگرم بر میلمیلی 100غلظت یعنی غلظت 

 نمودارافتد  تری اتفاق میتر در بازه زمانی کوتاههای پایینغلظت

(. همچنین با توجه به این که میزان مر  و میر در لحظه اوا، 1
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(، این موضوع 1نمودارصد در صد بود   tween 20 %0.5در ح ا 

کند اما در جلبک کلرلا ولگاریس به سمیت بالای ماده اشاره می

سمیت کمتری در دوزهای آزمایش شده مشاهده شد. با توجه اار 

به ح ا مورد استفاده و به دنباا آن جداسازی و استخراج مواد 

گیری، اار سمیت ضعیفی فعاا و ترکیبات متفاوت در روش عصاره

جلبکی دیده شد که این موضوع استفاده آن را در در عصاره ریز

و مصارف دیگر را تایید مصارف خوراکی به عنوان مکمل و دارو 

های های بالاتر به دلیل تجمع متابولیتکند. اما در غلظتمی

گلیکوزید اانویه مانند ف ونیدها، فنوا، ساپونین، تانن و کاردیاک

در عصاره ریزجلبکی سبب افزایش سمیت در ناپلی آرتمیا و در 

(. این نکته در ارتباب 29-31گردد  نتیجه افزایش مر  و میر می

کند. در پژوهشی عکس موضوع را اابت می tween 20  % 0.5با

روی موضوع ارزیابی سمیت  2013در ساا  Ghanaim Fasya که

جلبکی کلرلا ولگاریس بر آرتمیا سالینا انجام دادند، عصاره ریز

نشان داد که عصاره متانولی ریز جلبک کلرلا ولگاریس دارای اار 

 .(23  باشدمی ppm 516/20برابر  50LCسمیت با 

ترکیب شیمیایی موجود در ریزجلبک کلرلا ولگاریس شامل 

و دیگر  %1/20، لیپید %9/30، پروتئین %6/20کربوهیدرات 

کلرلا حاوی بیشترین همچنین  .(23  باشدمی %4/28ترکیبات 

های گیاهی شناخته شده است. میزان کلروفیل در بین تمام گونه

، غنی از A، E، 1B، 2B ،C هایاین جلبک حاوی انواع ویتامین

اسیدهای چرب ضروری و دارای دیواره سلولی حاوی فیبرهای 

های انجام . ع وه بر این در پژوهشزدایی استویژه با خاصیت سم

 chlorellinای با نام گرفته ریز جلبک کلرلا ولگاریس دارای ماده

 . همچنین بنا(6  باشدبیوتیکی میاست که دارای خاصیت آنتی

های گذشته وجود موادی مانند استروئیدها، ترپنوئیدها به پژوهش

ها اابات شده است و ترکیبات فنلی که خواص ضد میکروبی آن

ی این ریز جلبک تاییدی بر خواص ضدمیکروبی کلرلا در عصاره

 . (25 و 23 ،20  باشدولگاریس می
 

 تشکر و قدردانی
جعفری  تشکر و بدین وسیله از زحمات سرکار خانم سمیه 

 و مالی امکانات از استفاده با پژوهش این .کنیمقدردانی می

 پزشکی علوم دانشگاه فناوری و معاونت تحقیقات هایحمایت

  .است شده انجام مصوب طرح پژوهشی عنوان به فسا
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Abstract 

Background & Objectives: Dental caries is the most important disease caused by some bacteria specially Streptococcus 

Mutans from Viridans family. The aim of this study is to evaluate the inhibitory effect of Chlorella vulgaris extract on 

growth, proliferation, and biofilm formation of Streptococcus mutans. 

 

Materials & Methods: Microalgae Chlorella vulgaris was extracted via maceration using chloroform, methanol, and 

acetone (2/1/1) as solvents. The antibacterial activities were evaluated through methods such as disk diffusion, well 

diffusion, minimal inhibitory concentration (MIC), and minimal bactericidal concentration (MBC); besides, the anti-

biofilm formation of Chlorella vulgaris extract was indicated. In the present study, a method utilizing brine shrimp 

lethality was used to screen the toxicity of Chlorella vulgaris extract, and the mortality of brine shrimps was counted by 

Magnifying glass in a 24-hour period.  

 

Results: The results of disc diffusion and well diffusion of Chlorella vulgaris extract revealed the averages of 16.5 and 

23 mm zones of inhibition in Mueller-Hinton agar, respectively. The minimal inhibitory concentration was 25 mg/ml and 

the minimal bactericidal concentration was 50 mg/ml. The anti-biofilm formation concentration of Chlorella vulgaris 

extract was 50 mg/ml, and the concentration of brine shrimp toxicity was100 mg/ml. 

 

Conclusion: The present study showed that Chlorella vulgaris extract has more significant antimicrobial properties than 

ampicillin and is able to eliminate Streptococcus mutans biofilm.  

 

Keywords: Streptococcus mutans, Chlorella vulgaris, Dental caries, Artemia Urmiana, Biofilm 
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