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چکیده

که این شودتر میهاي بزرگور، منجر به فولینگ ارگانیسمسطوح غوطهبرشده تشکیلدریا، بیوفیلمدر محیط

آورانی ـزآثـار با توجه بـه  محیطی فراوانی براي صنایع دریایی به همراه دارد. امر مشکلات اقتصادي و زیست

بـراي تواند گـامی مهـم   زیست میراهکارهاي ضد بیوفیلم سازگار با محیطیی، توسعهایمیشيهانگیفولیآنت

يهـا از آبلمیوفی ـبدهندهلیتشکيهايباکتريحاضر با هدف جداسازمطالعهرو، اینکنترل فولینگ باشد. از

باکتریـایی  ایزولـه 82انجـام گرفـت.  ي منتخـب هـا يبر باکترمولیتضد میکروبیاثر یفارس و بررسجیخل

. در این میان، پنج ایزوله انتخاب و شناسـایی بـا   ها سنجش شدآنتوسطجداسازي و توانایی تشکیل بیوفیلم 

منتخــب متعلــق بــه شــاخه. نتــایج نشــان داد کــه پــنج ایزولــهشــدانجــام 16S rRNAاســتفاده از تــوالی 

Proteobacteria جـنـس)Vibrio ،Kangiella وPsudoaltromonas (در بررســی اثــر ضــد باشـنـدمــی .

،متـر) میلـی 18±57/0(با قطـر هالـه   K. spongicola(PH1)ایزولهل به روش انتشار دیسک، باکتري تیمو

ترتیـب در بـه ()MBCرشـد ( ) و کشـنده MICکمترین غلظت بازدارنـده ( بیشترین حساسیت را نشان داد.

بدست آمد. نتـایج حاصـل از بررسـی    ایزوله مذکور) نیز در مقابل لیترمیکروگرم/ میلی5/62و 5/31غلظت 

یـن تخریــب بیــوفیلم تشــکیل           شــده قــدرت مهــاري تیمــول بــر پدیــده تشــکیل بیــوفیلم و همچنـ

قـادر بـه مهـار    MICهاي کمتـر از  نشان داد که تیمول در غلظتPsudoaltromonas sp. (PH18)ایزوله

اسـت.  جالـب توجـه  MICهـاي بـالاتر از   در غلظـت ثیر بر تخریب بیـوفیلم أکه این تاستتشکیل بیوفیلم

هـاي دریـایی، اسـتفاده از آن    آمده، به دلیل فعالیت ضد بیوفیلمی تیمول در مقابل باکترياساس نتایج بدستبر

. شودمیفولینگی پیشنهاد هاي آنتیعنوان یک ترکیب طبیعی در پوششبه

.، ضد بیوفیلم، تیمول16S rRNA، ژن باکتري دریایی، حداقل غلظت بازدارندگی:کلید واژگان
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مقدمه

عنـوان  بـا لمعمـو طـور  بـه چسبندگی زیستی دریایی کـه  

بـه تجمـع، چسـبیدن و رشـد     ،شـود بیوفولینگ بیـان مـی  

سـطوح مختلـف  بر ها، گیاهان و جانوران میکروارگانیسم

ایـن سـطوح شـامل    . شـود دریا گفته مـی ور در آبغوطه

ــر  ــی غی ــترهاي طبیع ــده بس ــوب و  (زن ــنگ، چ ــد س مانن

هـاي  مانند سازه(، بسترهاي مصنوعی )هاي مرجانیصخره

ــه ــایی، بدن ــایقوهــاکشــتیدری ــین )هــاق ــدن و همچن ب

گونه از جانـداران  4000بیش از باشد. میموجودات زنده 

در در سراسر جهان گزارش شده است که اغلـب فولینگ

. این جانداران]1[دکننعمق ساحلی زندگی میهاي کمآب

سـلولی  شـامل جانـداران تـک   (گروه میکروفولینگبه دو

ها)ها و اسپورهاي جلبک، دیاتومههاقارچ، هاباکتريمانند

، هابارناکلمانند (تر هاي بزرگشامل گونهماکروفولینگو 

ر)هاي پرتاو کرمها اي، جلبکهاي دوکفهصدف، آبریوزو

].2[شوندتقسیم می

بیوفیلم بر گیري و توسعهبه شکلمیکروفولینگپدیده

از جتماعاتی اها بیوفیلمسطوح شناور در آب اشـاره دارد.  

که به هســـتند هايباکتروسکوپیومیکرن گیاها،رانجانو

ــود  لهاي ژلایهو چسبند یک سطح می ــه وجـــ اي را بـــ

اینکه محیط مناسب براي رشد برعلاوه ین لایه آورند. امی

ن و بهتر چسبیدباعــث ،کنــد مــی هم افرموجــودات را 

حفاظتی نقش و شدهروي سطوح ها وبمیکرن ماندارپاید

ــایی .]3[داردنیز  ــبندگی باکتریـ ــک فردرچسـ ــد آیـ ینـ

وري چند دقیقه تا چند ساعت پس از غوطـه اي،مرحلهدو

. ایـن اتصـال بـه سوبسـترا نخسـت      ]5؛ 4[افتـد اتفاق می

اما به دلیـل ترشـح پلیمرهـاي خـارج     ، پذیر استبرگشت

کـه یـک پـل پلیمـري بـین      ساکاریدها)سلولی (اسید پلی

در .دشوناپذیر میکنند، برگشتسوبسترا و سلول ایجاد می

توسـط هـا  هاي چسبیده به هم، بـاکتري این اجتماع سلول

شوند که میاحاطهماتریسی از مواد پلیمري خارج سلولی 

يمـاورا عهاش ـشـوري، ،pH،از آنها در برابر تغییرات دما

میکروبــی و مــواد مغــذي، ترکیبــات ضــد، تخلیــهبــنفش

. ]6[کندمحافظت میشدنشکار

ي بسیار زیادي را هاهزینهدریاییفولینگبیوبیوفیلم و 

هاي دریـایی بـه  کنند. بیوفیلمبه صنایع دریایی تحمیل می

کننـد و باعـث   هاي انسانی را اشغال میآسانی سطح سازه

چسـبندگی زیسـتی   تسریع در رونـد خـوردگی فلـزات و    

هـاي  همچنین ممکن است بر شناوري پلاستیکند. شومی

هـا بـر بدنـه   گونـه مؤثر باشند. نشست ایـن  نیزاتیلنیپلی

تواند سرعت را کاهش و مقاومت اصـطکاکی  ها میکشتی

. طـور چشـمگیري افـزایش دهـد    هو مصرف سوخت را ب

کاهش ظرفیت حمل و سرعت جریان آب همچنین باعث 

هـاي پـرورش   در خطوط لوله و گرفتگی تورهـا و قفـس  

مختلـف دیگـري را   اقتصادي هايتآبزیان شده و خسار

.]4[نیز به دنبال دارد

ــروزه از روش ــیمیایی  ام ــف زیســتی و ش ــاي مختل ه

منظور جلوگیري از استقرار و انباشت موجودات فولینگ به

و سـطوح  هـا کشـتی فولینـگ) بـر بدنـه   (ماکرو و میکـرو 

هـاي  روشد. یکـی از  شوستفاده میور در آب دریا اغوطه

فـولینگی  هاي آنتـی پوششکارگیريبهآمیز و رایج موفقیت

باشـند. عملکـرد ایـن    تر از نـوع رنـگ مـی   است که بیش

ــهرنــگ ــیهــا ب ــا آزادســازي مــداوم عنــوان آنت فولینــگ ب

در محـیط  غیـره سمی، مانند مس، آلومینیوم و هايترکیب

چه ثابت شده است که استفاده از اگر.]7[دریا همراه است

هـاي  رنـگ بوتیـل قلـع و مـس در    چون تريهاییترکیب

ثر ؤفولینگ، به لحاظ کارایی، دوام و هزینـه بسـیار مـ   آنتی

جـانبی آنهـا بـر    آثاروهااین ترکیببودناما سمیاست، 

هدف، استفاده از آنها را بـا ممنوعیـت و   هاي غیرارگانیسم

له باعـث شـده   ئاین مس].8[است کردهمحدودیت مواجه 

هاي بـر  تقاضا براي تولید رنگاخیرهاي که در سالاست 

زیست که ضمن سازگاري با محیططبیعیهايترکیبپایه

. پیدا کند، افزایش باشندسودآوربه لحاظ اقتصادي نیز 
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ــک فر   ــایی ی ــگ دری ــه اینکــه فولین ــا توجــه ب ــد آب ین

هـا قبـل   ست که در آن کلونیزاسیون باکترياايمرحلهچند

افتد، بنـابراین اسـتفاده   میها اتفاقاز استقرار ماکروفولینگ

عنوان یـک رویکـرد   تواند بهضد باکتري میهاياز ترکیب

.]7[یند فولینگ در مراحل اولیه مطرح باشد آقطع فربراي

منظــور جلــوگیري از چســبندگیچنــدین راهکــار بــه

باکتریایی به سطوح مختلف پیشنهاد شده اسـت کـه از آن   

طبیعـی چـون   هـاي توان بـه اسـتفاده از ترکیـب   جمله می

فراري هستند هايها ترکیباسانس. ]9[اسانس اشاره کرد

صـورت متابولیـت ثانویـه تولیـد     گیاهـان بـه  وسـیله  بهکه 

تاکنون مطالعات زیـادي در مـورد فعالیـت    . ]10[شوندمی

ضد باکتري (در هر دو حالت پلانکتونی و ثابت (بیوفیلم) 

هاپژوهشاما ]، 9[هاي مختلف گزارش شده است اسانس

باکتري ترین خواص ضدطور کلی، قويبهدهد که نشان می

فنـولی چـون   هـاي هاي حـاوي ترکیـب  مربوط به اسانس

].11[باشد کارواکرول، تیمول و اوژنول می

هاي خانواده نعناعیان جزء اصلی و مهم اسانستیمول

تشـکیل بیـوفیلم در   بـالقوه عنوان یک بازدارندهو بهاست

ــاکتري  ــیاري از ب ــده بس ــناخته ش ــا ش ــت ه ــر ]9[اس . اث

بــا همکــش آندلیــل بــرمیکروبــی ایــن ترکیــب بــه ضــد

توانـد منجـر بـه    ست کـه مـی  اهاي غشاي سلولیپروتئین

هـا و دیگـر محتویـات سـلول شـده و      نشت یون،رسوب

.]12[دشوها شدن و مرگ سلوللیزباعثنهایت در

شده و به دلیل اهمیت موضـوع  بیانبا توجه به مطالب 

ویژه در صنایع دریایی، در پژوهش بیوفیلم و بیوفولینگ به

دهندههاي دریایی تشکیلباکتريبرخی از حاضر، نخست 

هــاي خلــیج فــارس جداســازي و پــس از بیــوفیلم از آب

تخلیص و شناسایی، فعالیت ضد بـاکتري و ضـد بیـوفیلم    

.هاي منتخب سنجش شدل باکتريتیمول در مقاب

هامواد و روش

بـرداري میـدانی از منـاطق    هـا و نمونـه  کردن پنلآماده

شدهمطالعه

× cm10هایی بـه ابعـاد   هاي بیوفیلم، پنلنمونهتهیهبراي

، که مطابق پی. وي. سیشده از لولهدرکوادراتی ساخته10

قرار داده شدند. از سه پنـل بـا   طراحی گردید،1با شکل 

جنس فایبرگلاس، شیشه و پی. وي. سی براي این منظور 

.استفاده شد

ها در آب دریاطرح شماتیک نحوه قرار گرفتن پنل1شکل 
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فـارس در دو منطقـه و   هاي خلیجبرداري در آبنمونه

پشـت شـهر در بنـدرعباس    دو ایستگاه انجام شد. اسـکله 

)27°10'10"N 56°15'53"Eکندالو در جزیره ) و اسکله

عنوان دو ایستگاه ) بهN 55°54'46"E "49'41°26قشم (

هاي استریل در این پژوهش انتخاب شدند. پنلشدهمطالعه

مناطق در ایندریک هفتهمتري و به مدت 3-2در عمق 

ور شدند.  آب دریا غوطه

هاي بیوفیلمآوري نمونهجمع

هاي بیوفیلم از سطح هـر پنـل، بـا اسـتفاده از یـک      نمونه

ــه فــالکون  10حــاوي هــاياســکالپل تراشــیده شــده و ب

منظور جلوگیري بهلیتر آب دریا استریل منتقل شدند.میلی

ها به آزمایشگاه انتقال فالکون،و تکثیراز آلودگی میکروبی

.در ظروف حاوي یخ انجام گرفت

بیوفیلمدهندهیلهاي تشکجداسازي باکتري

هـاي بیـوفیلم بـه    هاي حـاوي نمونـه  بعد از انتقال فالکون

لیتر دقیقه، یک میلی5کردن به مدت آزمایشگاه و ورتکس

لیتر آب دریـا اسـتریل اضـافه    میلی9از محلول حاصل به 

میکرولیتـر  100هاي مختلف، کردن رقتشد. بعد از آماده

مـرین هاي حاوي محیط کشت زوبل از هر رقت بر پلیت

)فهرسـت شـده اسـت   1که ترکیب آن در جـدول  (1آگار

درجـه 28ها به مدت یک هفته در دماي د. پلیتشاسپري 

ــا ســانتیگراد انکوبــه و در ادامــه کلنــی هــاي باکتریــایی ب

هـاي حـاوي   پلیـت هاي مورفولوژیکی مختلف، به ویژگی

نهایـت،  منتقـل شـدند. در  آگار جدیـد مرینمحیط کشت 

-80شده در دمـاي  هاي تخلیصایزولهنگهداري و ذخیره

درصـد  50اي که حـاوي  سانتیگراد و در محیط تازهدرجه

.]13[شدباشد، انجام گلیسرول می

هاي تخلیص شدهایزولهبررسی میزان تشکیل بیوفیلم 

1 ZoBell Marine agar

هاي بررسی میزان تشکیل بیوفیلم با استفاده از میکروپلیت

باکتریایی ابتدا هرکلنیچاهک انجام شد. بدین منظور، 96

ي حاوي محیط کشت مرین براث اضافه شـد و در  به لوله

. در ادامــه، گــراد قــرار گرفــتي ســانتیدرجــه28دمــاي

منظور تشکیل بیوفیلم روي سطوح میکروپلیت، بـه هـر   به

ــک 100میکرولیتــر محــیط کشــت مــایع و    100،چاه

اضـافه  )CFU/ml106میکرولیتر سوسپانسیون باکتریایی (

درجـه سـانتیگراد   28ساعت در دمـاي  48شد و به مدت 

قــرار گرفــت. پــس از انکوباســیون، فــاز رویــی تخلیــه و 

ها سه مرتبه با آب مقطر شستشو داده شدند. سپس چاهک

باکتریـایی، میکروپلیـت بـه مـدت     منظور تثبیت بیوفیلم به

درجه سانتیگراد قرار گرفـت.  65دقیقه در دماي 30-45

میکرولیتر محلول کریستال ویوله 200شدن، بعد از خشک

دقیقـه،  15درصد) به هـر چاهـک اضـافه و بعـد از     2/0(

200ها با آب مقطر شستشو داده شدند. در ادامـه،  چاهک

ها اضافه شـد  چاهکدرصد به33میکرولیتر استیک اسید 

نانومتر بـا میکروپلیـت   595و جذب نوري در طول موج 

]. توانــایی تشــکیل بیــوفیلم14گیــري شــد [ریــدر انــدازه

و 2وسـیله اسـتپانوویس  بهشدهتوضیح دادهروشِبراساس

ها از اساس آن باکتري) ارزیابی شد که بر2007همکاران (

ل بیـوفیلم،  عـدم تشـکی  نظر تشکیل بیوفیلم به چهار دسته

تشکیل بیوفیلم ضعیف، تشکیل بیوفیلم متوسط و تشـکیل  

].15بیوفیلم قوي تقسیم شدند [

2 Stepanovic
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آگارمریندر محیط کشت شدهمواد مصرف1جدول 

مقدار مورد مصرف (گرم/ لیتر)مواد شیمیایی

00/5پپتون

00/1عصاره مخمر

10/0سیترات آهن

45/19سدیم کلراید

24/3سدیم سولفات

16/0کربناتسدیم بی

004/0سدیم سیلیکات

002/0سدیم فلوراید

008/0سدیم فسفاتدي

80/1کلسیم کلراید

80/8منیزیم کلراید

55/0کلرایدپتاسیم 

080/0پتاسیم بروماید

034/0استرانتیوم کلراید

0016/0آمونیوم نیترات

022/0بوریک اسید

00/15آگار

16S rRNAها با استفاده از توالیباکتريشناسایی 

هـاي  پس از تعیین میزان تشکیل بیوفیلم توسط ایزولـه 

تـرین میـزان تشـکیل    بـا بـیش  تخلیص شده، پنج ایزولـه 

16Sتر انتخـاب و بـراي تکثیـر ژن    بیوفیلم و رشد سریع

rRNA بــا روشPCRهــا و تعیــین تــوالی آن، ژنــوم آن

ي ز روش اصـلاح شـده  منظـور، ا استخراج گردیـد. بـدین  

براي ایـن منظـور، از کشـت تـازه     جوشاندن استفاده شد.

آگـار، یـک لـوپ برداشـته و بـه      مـرین باکتري در محیط 

میکرولیتـر آب  200لیتـري حـاوي   میلی5/1میکروتیوپ 

کردن کلنـی در آب،  دیونیزه استریل منتقل شد. بعد از حل

درجــه-70دقیقــه در دمــاي 10میکروتیــوپ بــه مــدت 

در مجـددا سانتیگراد قرار گرفت. سپس جوشـانده شـد و   

نهایت مخلـوط  . درگرفتسانتیگراد قراردرجه-70دماي 

د و ش ـدقیقه سانتریفیوژ 5به مدت rpm8000حاصل در 

بـه یـک میکروتیـوب اسـتریل     DNAمایع رویی حـاوي  

استفاده شد. PCRعنوان الگو براي آزمون بهتقلجدید من

27fبـا اسـتفاده از دو پرایمـر   16S rRNAتکثیر ژن 

) اسـت فهرست شده 2که توالی آن در جدول (1522rو

25مراز در حجم اي پلی. واکنش زنجیره]16[انجام گرفت 

میکرولیتـر  9میکرولیتـر مسـترمیکس،   12میکرولیتر شامل

ــتریل،     ــر اس ــار تقطی ــر دو ب 10میکرولیتــر (1آب مقط

الگـو  DNAمیکرولیتـر  2میکرومولار) از هـر آغـازگر و   

منفی استفاده عنوان کنترلمقطر استریل بهاز آبانجام شد. 

در دستگاه ترموسایکلر با شرایط دمایی PCRواکنش . دش

در ادامـه،  ذکر شده است، انجـام گرفـت.  3که در جدول 

 ـPCRمحصول  5/1الکتروفـورز بـر ژل آگـارز    وسـیله هب

ــدهدرصــد بررســی  ــین ش ــوالی آن تعی ــو ت ــپس ش د. س

3کرومـاس افـزار  شـده بـا اسـتفاده از نـرم    هاي تعیینتوالی

3 Chromas
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NCBIدر پایگــــاه اطلاعــــاتی وندبــــازنگري شــــد
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

هاي هومولـوگ و درصـد همسـانی    توالی،سازيردیفهم

ــد. ــه شــــــــــــ ــا مطالعــــــــــــ آنهــــــــــــ

16S rRNAي براي تکثیر ناحیه5و آغازگر معکوس4آغازگر مستقیمتوالی نوکلئوتیدي 2جدول 

پرایمرنام پرایمرتوالی نوکلئوتیدي

(5´-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3´)27Fآغازگر مستقیم

(5´-AAGGAGGTGATCCANCCR CA-3´)1518Rآغازگرمعکوس

PCRانجام برايشدهتنظیمحرارتیدوره3جدول 

تعداد تکرار(ثانیه)زمان گراد)(سانتیدما نام مرحلهمرحله

953001دناتوراسیون اولیهاول

دوم

9530دناتوراسیون

34 5815اتصال

7260شدنطویل

723001شدن نهاییطویلسوم

4  Forward primer
5 Reverse primer
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6بررسی خواص ضد باکتریایی به روش انتشار دیسک

کدورت سوسپانسیون باکتریایی نخستدر این روش، 

با استاندارد نیم مک فارلند تنظیم و با استفاده از سوآپ بر 

آگار به صورت سطحی کشت داده شد. سپسمرینمحیط 

پنس استریل روي سـطح  وسیلههاي آماده بلانک بهدیسک

میکرولیتـر تیمـول در   14محیط کشت قرار گرفتند. مقدار 

هـاي بلانـک انتقـال داده    روي دیسکmg/ml10غلظت 

24هـاي حاصـل بـه مـدت     کردن پلیتشد. بعد از انکوبه

عدم رشـد  تیگراد، قطر هالهساندرجه28ساعت در دماي 

گیـري و ثبـت   کولیس انـدازه وسیلهبهمتر) حسب میلی(بر

و میـانگین قطـر هالـه   هشد. هر آزمایش سه بار تکرار شد

عنوان کنترل اسـتفاده شـد   د. از اتانول بهشمهاري محاسبه 

]17[.

و حـداقل غلظـت   7تعیین حداقل غلظـت بازدارنـدگی  

8کشندگی

چاهک استریل و با روش 96در میکروپلیت MICآزمون 

هـاي رقـت بـا    انجام گرفت. سریال9میکرودایلوشن براث

میکروگـرم/  1000تـا  4بـراث از  مریناستفاده از محیط 

میکرولیتر 100به هر چاهک، ،لیتر تهیه شدند. سپسمیلی

اضافه شـد.  CFU/ml106سوسپانسیون باکتري با غلظت 

عنـوان کنتـرل   بهحلالهاي مختلف محیط کشت و غلظت

منفی و محـیط کشـت و سوسپانسـیون باکتریـایی بـدون      

عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته شد. کردن تیمول بهاضافه

ــه مــدت  درجــه28ســاعت در دمــاي 24میکروپلیــت ب

ها از نظـر کـدورت   سانتیگراد انکوبه و پس از آن، چاهک

ها بررسی شدند. آخرین چاهکی که د باکتريناشی از رش

در نظـر  MICعنـوان  بـه ، هیچ کدورتی در آن دیده نشـد 

هـاي  ، از تمـامی چاهـک  MBCتعیـین  جهتگرفته شد. 

کدورت رشد به روش پورپلیت کشـت داده شـد و   بدون

6 Disk diffusion method
7 MIC: Minimun inhibitory concentration
8 MBC: Minimum bactericidal concentration
9 Microdilution broth method

ــرگ   ــه م ــادر ب ــه ق ــی ک درصــد از 99/ 9آخــرین غلظت

کشـندگی در  عنوان حداقل غلظت هاي اولیه بود؛ بهباکتري

با سه تکرار انجـام گرفـت   هاتمام آزمایشنظر گرفته شد.

]18[.

ثیر بر مهار تشکیل بیوفیلم  أت

توسـط ثیر تیمول بر تشکیل بیوفیلم أمنظور بررسی تبه

سـاعت در  24نظر به مـدت  موردباکترينخست، باکتري

سـانتیگراد انکوبـه شـد. سـپس اسـتوك      درجـه 28دماي 

تهیه شـد. بـا اسـتفاده از    CFU/ml106باکتري با غلظت 

ــریال ــک  س ــول در چاه ــت تیم ــت، غلظ ــاي رق ــاي ه ه

,MIC, 2-MIC, MIC, 1/2-MIC-4میکروپلیت معادل 

1/4-MIC نهایت به هر چاهک بجز چاهک د. درشتنظیم

میکرولیتر سوسپانسیون باکتریایی اضافه 100کنترل منفی، 

درجـه 28سـاعت در دمـاي   48و میکروپلیت بـه مـدت   

سانتیگراد انکوبه شد. پس از انکوباسـیون، تعیـین بیـوفیلم    

.]14[و همکاران انجام گرفت 10کابارکاپاروش براساس 

ــور    ــاکتري در حض ــوفیلم ب ــکیل بی ــار تش درصــد مه

محاسـبه گردیـد   1هاي مختلـف تیمـول از فرمـول    غلظت

]19[:

)1فرمول ) درصد حذف بیوفیلم          = 

مثبت کنترل چاهک ˗  میانگین تیمار چاهک میانگین

مثبت کنترل چاهک میانگین
× 100

شدهثیر بر تخریب ساختارهاي بیوفیلمی تشکیلأت

ــدا،  ــهابت ــوفیلم،  ب ــکیل بی ــور تش ــر 100منظ میکرولیت

هاي میکروپلیت اضافه و سوسپانسیون باکتریایی به چاهک

ساعت انکوبه 24مدت گراد بهي سانتیدرجه30در دماي 

از تشکیل بیـوفیلم، محـیط بـه آرامـی تخلیـه و      . پس شد

بـافر  وسـیله بـه ها چسبنده با شستن بیوفیلمهاي غیرسلول

، بـه  سسـپ مرتبه) حذف شدند. 3فسفات سالین استریل (

تخریب ساختارهاي بیـوفیلمی  بررسی اثر تیمول بر منظور

10 Cabarkapa
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-MIC, 2-4هـاي مختلـف تیمـول (   ، غلظتتشکیل شده

MIC, MIC, 1/2-MIC, 1/4-MICها اضافه ) به چاهک

ساعت دیگر انکوبه شد. مهار بیوفیلم 24و پلیت به مدت 

تحلیل و وآمیزي کریستال ویوله تجزیهشده با رنگتشکیل

1فرمـول  براسـاس یدرصد کاهش سـاختارهاي بیـوفیلم  

.]18[د شمحاسبه 

هاتحلیل دادهوتجزیه

و SPSS 24افـزار ها با استفاده از نرمتحلیل دادهوتجزیه

در سـطح  اي دانکن ودامنهون چندها با آزممیانگینمقایسه

م نمودارهـا از  یرستمنظوربه. درصد انجام شد95احتمال 

استفاده شد.2019اکسل افزارنرم

نتایج

هاي باکتریایی و بررسی میزان تشـکیل  جداسازي ایزوله

بیوفیلم

دهنـده تشـکیل هـاي ایزولـه جداسازي و غربالگري اولیـه 

ــطحی   ــت س ــه روش کش ــوفیلم ب ــت و  11بی ــام گرف انج

متفــاوتشناســیمشخصــات ریخــتدارايهــاي کلــونی

(شکل، اندازه، رنگ، قوام، حاشـیه و برآمـدگی سـطحی)    

هـا، کشـت   سازي ایزولهمنظور خالصبه. جداسازي شدند

هـایی کـه بعـد از    کلنی انجـام شـد و کلنـی   متوالی از تک

محیط مرین آگار، از نظر رشـد و  چندین کشت متوالی بر

شناسی رفتار ثابتی از خود نشان دادند، هاي ریختویژگی

مجمـوع از  درعنوان کلنی خالص در نظر گرفتـه شـدند.  به

ــه  ــل غوط ــوع پن ــه ن ــدالو و  س ــتگاه کن ــر دو ایس ور در ه

باکتریایی در فرم خالص جداسـازي  ایزوله82شهر، پشت

آنهـا بـا اسـتفاده از    یلهوس ـبـه و توانایی تشـکیل بیـوفیلم   

Tissue culture plate method (TCP)  شـد سـنجش .

82نتایج حاصل از غربالگري اولیه نشان داد که از مجموع 

ایزولـه داراي  18ایزوله داراي بیـوفیلم قـوي،   37ایزوله، 

11 Spread plate

ضـعیف/ عـدم   ایزوله داراي بیوفیلم27بیوفیلم متوسط و 

ر غربالگري ثانویـه،  ). د4باشند (جدول میتشکیل بیوفیلم

هاي داراي بیوفیلم قوي از نظر سرعت رشد مقایسه ایزوله

,KM1, KM5, KH9, KM5ایزوله5و در پایان شدند

PH18تـري  ها سرعت رشد بیشکه نسبت به سایر ایزوله

بـراي  بـود،  بیشترداشتند و توانایی تشکیل بیوفیلم در آنها 

اطلاعـات مربـوط بـه    بعـدي انتخـاب شـدند.   هايهمطالع

برداري، نوع پنل جداسازي، عمـق و مـدت   ایستگاه نمونه

آورده 5منتخب در جدول وري پنل پنج ایزولهزمان غوطه

.شده است
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برداري، نوع پنل و توانایی تشکیل بیوفیلمي نمونهاساس منطقهها برایزولهغربالگري اولیه4جدول 

مختصات جغرافیاییایستگاه

اساس توانایی تشکیل بیوفیلمها برتعداد ایزولهها براساس نوع پنلایزولهتعداد 

ضعیفمتوسطقويپی. وي. سیفایبرگلاسشیشه

N "49'41°26کندالو
55°54'46"E

151514191114

N"10'10°27پشت شهر
56°15'53"E

1316918713

هاي منتخبایزولهشدههاي مطالعهنوع پنل و ایستگاهوري پنل، عمق و مدت زمان غوطه5جدول 

وريعمق غوطه جنس پنل وري پنلمدت زمان غوطه ایستگاه کد ایزوله

متر3- 2 فایبرگلاس روز7 پشت شهر PH1

متر3- 2 فایبرگلاس روز7 کندالو KH9

متر3- 2 فایبرگلاس روز7 پشت شهر PH18

متر3- 2 فایبرگلاس روز7 کندالو KM1

متر3- 2 پی. وي. سی روز7 کندالو KM5

شناسایی مولکولی 

نشان داده شـده  2در شکل PCR. نتایج محصول شدانجام 16S rRNAنظر با استفاده از توالی هاي موردشناسایی ایزوله

باشد.بودن واکنش میمثبتدهندهجفت بازي نشان1500است. تکثیر قطعه

هاي خلیج فارس ور در آبهاي غوطهشده از پنلهاي جداایزوله16S rRNAحاصل از تکثیر ژن PCRنمایش محصول 2شکل 

)PH1 ،2 :KH9 ،3 :KM5 ،4 :KM1 ،5 :PH18: 1درصد (5/1) بر ژل آگارز Mبه همراه مارکر مولکولی (
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پایگـاه  درهمردیفـی مقایسـه ویـابی تـوالی انجـام با

NCBI،ایزولهPH1 ،35/97 درصد تشابه باKangiella

spongicolaــه ــاي ، ایزول ــهPH18و KH9ه ــب ب ترتی

ــنس   49/99و 45/99 ــا جـــ ــابه بـــ ــد تشـــ درصـــ

Pseudoaalteromonasهــاي و ایزولــهKM1 وKM5

Vibrioدرصد تشابه با جـنس  54/99و 37/99ترتیب به

شده در بانک ژنی مربوط نشان دادند. شماره دسترسی ثبت

فهرست شده است.6هاي مذکور در جدول به ایزوله

هاي شده از آببیوفیلم دریایی جداسازيدهندههاي تشکیلایزولهNCBIجزئیات همردیفی. شماره دسترسی 6جدول 

خلیج فارس

NCBIشماره دسترسی اطلاعات تاکسونومیکیکد جدایهردیف

1PH1Kangiella spongicolaMZ461010

2KH9Pseudoaalteromonas sp.MZ461012

3PH18Pseudoaalteromonas sp.MZ461011

4KM1sp.VibrioMZ461008

5KM5Vibrio sp.MZ461009

بررسی اثر ضد باکتري به روش انتشار دیسک

نتایج حاصل از بررسی اثـر تیمـول بـر مهـار فـرم منفـرد       

نشان داده شده اسـت.  7در جدول شدههاي مطالعهایزوله

شـده، بیشـترین حساسـیت بـه     انجامهايهاساس مشاهدبر

متر در مقابـل ایزولـه  میلی18±57/0تیمول با قطر هاله

PH1 ــه ــر هال ــا قط ــیت ب ــرین حساس 10±57/0و کمت

د. نتـایج همچنـین   ش ـمشـاهده  KM5متر در ایزولهمیلی

خـتلاف  هـاي آمـاري، ا  اسـاس شـاخص  ه بـر نشان داد ک ـ

PH18هـاي  بین فعالیت مهاري تیمول در ایزولهداري امعن

).p> 0/05وجود ندارد (KH9و 

حروف یکسان عـدم  بیوفیلم دریایی. دهندههاي تشکیلانحراف معیار تیمول در مقابل ایزوله±عدم رشدمیانگین قطر هاله7جدول 

دهد. آزمون دانکن نشان میبراساسهاي هر ستون را دار بین میانگینایکسان اختلاف معندار و حروف غیرااختلاف معن

متر)عدم رشد (میلیقطر هاله
ایزوله

درصد)1/0تیمول (

14 ± 57/0 cPH18

5/15  ± 28/0 bKM1

14 ± 50/0 cKH9

10± 57/0 dKM5

18 ± 57/0 aPH1
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حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت کشندگی   

گیـري حـداقل غلظـت    نتایج مربوط به اندازه8در جدول 

ــل    ــول در مقاب ــت کشــندگی تیم ــداقل غلظ ــاري و ح مه

اساس نتـایج  هاي منتخب نمایش داده شده است. برایزوله

رشـد  بازدارنـده و کشـنده  آمده، کمتـرین غلظـت   دستهب

ترتیـب در غلظـت   (بیشترین حساسـیت بـه ترکیـب)، بـه    

لیتـر تیمـول در مقابـل    میکروگـرم / میلـی  5/62و 25/31

نتـایج همچنـین نشـان داد کـه    دست آمد.ه بPH1ایزوله

، PH18هاي کمترین حساسیت به تیمول مربوط به ایزوله

KH9 و KM5 بــــا مقــــدارMIC وMBC ،125و

باشد.می250لیتر میکروگرم/ میلی

دهندههاي تشکیل) تیمول در مقابل ایزولهMBC) و حداقل غلظت کشندگی (MICمیانگین حداقل غلظت بازدارندگی (8جدول 

بیوفیلم دریایی

MBC (µg/ml)MIC (µg/ml)ایزوله

250125PH18

1255/62KM1

250125KH9

250125KM5

5/6225/31PH1

تاثیر بر مهار تشکیل بیوفیلم  

PH18با توجه به نتایج حاصل از غربالگري اولیه، ایزوله

هـاي منتخـب توانـایی بـالاتري در     نسبت به سایر ایزولـه 

منظـور  در ادامـه بـه  ، روایـن تشکیل بیـوفیلم نشـان داد. از  

ثیر تیمول بر مهـار تشـکیل بیـوفیلم و همچنـین     أبررسی ت

شده از این ایزوله ثیر بر تخریب ساختار بیوفیلمی تشکیلأت

,MIC-4هايد. قدرت مهاري تیمول در غلظتشاستفاده 

2-MIC, MIC, 1/2-MIC, 1/4-MIC کـه  شـد بررسی

طـور کـه از   آورده شده اسـت. همـان  3شکلنتایج آن در 

ثیر مستقیمی بـر مهـار   أآید، افزایش غلظت، تنمودار برمی

که با افزایش غلظت، میزان طوريهساختار بیوفیلمی دارد، ب

-4. تیمول در غلظـت  کندپیدا میمهار بیوفیلم نیز افزایش 

MIC درصد بیشترین میزان مهار بیـوفیلم را نشـان   97با

به کمتـرین مقـدار   MIC-1/4داد که این میزان در غلظت 

کلـی نتـایج آنـالیز آمـاري     طوردرصد) رسید. به59خود (

داري بین میزان مهار ساختار بیوفیلمی اها، اختلاف معنداده

).p< 0.05(هاي مختلف نشان داد در غلظت
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هاي هر ستون را دار بین میانگینایکسان اختلاف معن. حروف غیرPH18ایزولهثیر تیمول بر مهار تشکیل بیوفیلم أت3شکلنمودار

دهد.آزمون دانکن نشان میبراساس

شدهثیر بر تخریب ساختار بیوفیلمی تشکیلأت

ثیر تیمول بر تخریب سـاختار بیـوفیلم   أحاضر تدر مطالعه

ــکیل ــدهتش ــهش ــی PH18ایزول ــز بررس ــدنی ــایج ش . نت

,MIC-4هـاي  آمده نشان داد که تیمول در غلظتدستهب

2-MIC, MIC 51و 52، 56ترتیـب باعـث تخریـب    بـه

کـه از نظـر آمـاري    شـود درصد بیوفیلم تشکیل شده مـی 

ــ ــین غلظــتااخــتلاف معن هــاي مــذکور مشــاهده داري ب

MIC-1/4شود. نتایج همچنین نشـان داد کـه غلظـت   نمی

را بـر تخریـب   ثیر أدرصد مهـار، کمتـرین تـ   24با تیمول

ــاختار بیــــوفیلمی مــــی   ).4گــــذارد (شــــکل  ســ

یکسان دار و حروف غیرا. حروف یکسان عدم اختلاف معنPH18ایزولهشدهساختار بیوفیلم تشکیلتخریب ثیر تیمول بر أت4شکل 

دهد.آزمون دانکن نشان میبراساسهاي هر ستون را دار بین میانگینااختلاف معن
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گیريبحث و نتیجه

هاي متنوع قـادر بـه   هاي دریایی، میکروارگانیسمدر محیط

باشند که منجر بـه  زنده میکلونیزاسیون سطوح زنده و غیر

. ایـن  ]20[د شـو و در ادامه بیوفولینگ مـی تشکیل بیوفیلم

صـنایع دریـایی سـالیانه    درکـه اسـت  مسئله باعث شـده  

رو، د. از ایـن شـو میلیاردها دلار صرف مقابله با این پدیده 

کنتـرل موجـودات مـزاحم    راهفولینـگ از  مقابله با پدیده

اري و کاهش هدکردن عملیات نگمنظور کارآمدچسبنده، به

شـود  هاي ناشی از آنها امري ضروري محسوب مـی هزینه

، از هاباکتريوسیلهبهبا توجه به اینکه تشکیل بیوفیلم .]4[

ست، ممانعت از امراحل اولیه و کلیدي در فولینگ دریایی

ثر ؤتواند گـامی م ـ کننده، میلزج محافظتتشکیل این لایه

منفی مواد آثارفولینگ باشد. به دلیل منظور قطع زنجیرهبه

فولینگ پایه فلزي بر هاي آنتیفولینگ شیمیایی و رنگآنتی

دریا، پژوهش حاضر، زیست هدف و محیطموجودات غیر

بـا هــدف معرفــی یــک جـایگزین طبیعــی و ســازگار بــا   

زیست براي این ترکیبات، در دو گام انجام گرفـت.  محیط

هـاي  بیـوفیلم از پنـل  دهنـده هـاي تشـکیل  نخست، ایزوله

ــی) در دو  غوطــه ــی . وي. س ــایبرگلاس، پ ور (شیشــه، ف

شهر در استان هرمزگان، جداسازي ایستگاه کندالو و پشت

. نتـایج  شـد توانایی آنهـا در تشـکیل بیـوفیلم سـنجش     و

77شـده،  هـاي جـدا  حاصل نشان داد که از مجموع ایزوله

باشـند کـه ایـن    درصد داراي بیوفیلم متوسط و قـوي مـی  

نهایـت  ها براي غربالگري ثانویه انتخـاب شـدند. در  ایزوله

بودن شناسی و متعادلهاي ریختاساس ثبات در ویژگیبر

پنج ایزوله انتخاب و شناسـایی مولکـولی از   سرعت رشد، 

ــل از   16s rRNAژن راه ــایج حاص ــت. نت ــام گرف انج

منتخب متعلق به شـاخه یابی نشان داد که پنج ایزولهتوالی

Proteobacteriaباشـند. نتـایج مطالعـات دیگـر نیـز      می

هـاي  حضور اعضـاي ایـن شـاخه در بیـوفیلم    دهندهنشان

و 12گرسـلند وسیلهبهشدهست. در پژوهش انجامادریایی

12 Grasland

هــاي باکتریــایی از  ، ایزولــه2003همکــاران در ســال  

ور اي غوطـه هاي شیشـه روي پنلشده هاي تشکیلبیوفیلم

در آب دریــا جداســازي و شناســایی شــدند. نتــایج ایــن  

75، شـده باکتري مطالعه20پژوهش نشان داد که در میان 

درصــد Proteobacteria ،10درصــد متعلــق بــه شــاخه

درصد متعلـق بـه   15و CFB group bacteriaمتعلق به

Gram- positive bacteria21[باشند می[.

در سـال  راگـاوان 14و 13کاویتادر پژوهشی که توسط 

ي ایزولـه 12انجام گرفت، توانایی تشکیل بیـوفیلم  2018

ي کشتی، مورد بررسی قـرار  باکتریایی بدست آمده از بدنه

ها درصد ایزوله41گرفت. نتایج این پژوهش نشان داد که 

باشـند کـه از ایـن تعـداد، سـه      قادر به تشکیل بیوفیلم می

شناسـایی بـا   برايایزوله با ماکزیمم میزان تشکیل بیوفیلم 

اساس نتایج حاصـل از  انتخاب شدند. بر16s rRNAژن 

Proteobacteriaیابی، این سه ایزولـه در دو گـروه   توالی

)Psychrobacter alimentarius وP. celer و (

Actinobacteria)rhizophilaKoucuria قرار گرفتند (

]22[.

و همکـاران  15اینباکانـدان وسـیله بـه پژوهش دیگـري  

ي دهنــدههــاي دریــایی تشــکیل) بـر روي بــاکتري 2010(

اسـاس  کشتی انجـام گرفـت. بـر   بیوفیلم جدا شده از بدنه

در ایـن  شدهباکتري مطالعه16یابی، نتایج حاصل از توالی

ترتیـب در پـنج گـروه    پژوهش از نظر میـزان فراوانـی بـه   

Firmicutes ،High GC Gram- positive bacteria ،

Gamma-proteobacteria،CFB group bacteria و

Enterobacteria 13[قرار گرفتند[.

ــاخه أت ــاي ش ــد حضــور اعض در Proteobacteriaیی

ــوفیلم ــژوهش  بی ــایی در پ ــاي دری ــادیوارانه و 16براگ

ــاران ــژوهش 2019(17کوم ــن پ ــات شــد. در ای ــز اثب ،) نی

13  Kavitha
14 Raghavan
15  Inbakandan
16  Bragadeewaran
17 Kumaran
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هاي بیوفیلم از سه نوع پنل با جنس شیشه، چـوب  باکتري

بـاکتري  29و فایبرگلاس جداسازي شـدند کـه در میـان    

ــا Proteobacteria، اعضــاي خــانوادهشــدهمطالعــه 52ب

.]23[درصد غالب بودند 

تشکیل بیوفیلم در بالقوهعنوان یک بازدارندهتیمول به

امـا  ]. 9[هاي پاتوژن شناخته شده است بسیاري از باکتري

کـه تـاکنون   دهد هاي اطلاعاتی نشان میجستجو در بانک

دهنـده هـاي دریـایی تشـکیل   ثیر این ترکیب بر بـاکتري أت

در گـام دوم مطالعـه  رو ایـن ازاست. نشدهبیوفیلم بررسی 

رو، اثر ضد باکتري و ضد بیوفیلمی تیمـول بـر پـنج    پیش

. نتـایج مطالعـه  شـد شده بررسـی  دریایی جداسازيایزوله

، توانـایی  MBCو MICحاضر در آزمون انتشار دیسک، 

هاي دریایی قابل قبول تیمول در جلوگیري از رشد باکتري

را نشان داد. 

ــزارش  ــدود گ ــاياز مح  ــه ــورد ت ــود در م ثیر أموج

توان به هاي دریایی میثره اسانس بر باکتريؤمهايترکیب

) اشـاره کـرد. در ایـن    2007و همکاران (18باتاراپژوهش 

راه چنـدین  پژوهش، فعالیت ترکیب فنولی اوژنول بـه هم ـ 

هـاي دریـایی و   ترکیب طبیعـی دیگـر، در مقابـل بـاکتري    

در فـاز آزمایشـگاهی و میـدانی   اسپورهاي جلبـک اولـوا  

نتایج پژوهش مذکور نشان داد کـه اوژنـول   .شدندبررسی 

، پتانسـیل بـالایی   شدهبه همراه سایر ترکیبات طبیعی تست

کـه  داردهاي باکتریـایی اولیـه   توقف تشکیل بیوفیلمبراي

هـا  تواند منجر به کاهش اتصال ماکروفولینـگ نهایت میدر

.]8[دشو

ــل، گــزارش بســیاري در مــورد فعالیــت هــايدر مقاب

ــد ــاتوژن  ضـ ــل پـ ــول در مقابـ ــی تیمـ ــایی میکروبـ هـ

Clostridiumماننـد  perfringensEscherichia coli

O157:H7 ،Listeria innocuaوsp.Salmonella

و همکاران 19میلاديوسیلهبهوجود دارد. در پژوهشی که 

انجام گرفت، اثر ضد باکتري و ضد بیوفیلم 2017در سال 

18  Bhattarai
19 Miladi

.Sهـاي  تیمـول، کـارواکرول و اوژنـول در مقابـل گونـه     

typhimurium  سنجش شد. نتایج این پژوهش نشـان داد

شـده از قابلیـت   که تیمول نسبت به سایر ترکیبـات تسـت  

تیمول نیز در MIC. مقدار استي برخوردار مهاري بالاتر

دسـت  ه لیتر بمیکروگرم / میلی128-32غلظتی محدوده

حاضـر همخـوانی   آمده در مطالعـه دستهآمد که با نتایج ب

.]19[دارد 

هاي گیاهی در ها و عصارهقابلیت انتشار اندك اسانس

تواند توضیحی براي محیط جامد نسبت به محیط مایع می

هـاي  قدرت مهـاري تیمـول در غلظـت   چشمگیرافزایش 

در مقایسـه بـا   MBCو MICتـر در آزمـون   بسیار پایین

آزمون انتشار دیسک باشد. گزارش شده اسـت کـه گـروه    

نقـش مهمـی در فعالیـت ضـد    هیدروکسیل فنولی تیمول 

حقیقت اثر ضد میکروبی تیمول . در]24[میکروبی آن دارد 

توانـد بـه   که میاستدن غشاي سلول کربه دلیل نفوذپذیر

هاي سطح غشـاي عوامـل پـاتوژن متصـل شـده و      کاتیون

هاي حیاتی آنها را مختـل کنـد. تیمـول منجـر بـه      فعالیت

وپلاسـمی  تغییرات ساختاري و عملکـردي در غشـاي سیت  

تواند به غشاهاي خارجی و داخلی نتیجه میشود که درمی

هاي غشـایی و  تواند با پروتئینآسیب برساند. همچنین می

.]26؛ 25[نشانگرهاي داخل سلولی ارتباط برقرار کند

توانــایی تولیــد بیــوفیلم مزیتــی بــراي حفــظ و بقــاي 

شود. با ها در شرایط نامساعد محیطی محسوب میباکتري

توانند از حملـه  ها میکار مهم، باکتريواستفاده از این ساز

ــد   ــان بمانن ــان در ام ــاع میزب ــایج ]. 27[و دف ــاس نت براس

کـه  (ثیر تیمول بر تشکیل بیـوفیلم أآمده در مورد تدستهب

توان مشاهده کرد که می)نشان داده شده است3در شکل 

-MIC)Sub هاي کمتر از شده در غلظتتیمارهاي اعمال

MIC موجـب کـاهش تشـکیل    چشمگیري) نیز به میزان

ــوفیلم در  ــهبی ــه شــوندمــیشــدهمطالعــهایزول ــن یافت . ای

تیمـول  کشندههاي زیرغلظتاثر مهاري بالقوهدهندهنشان

)Sub- MBC چسـبندگی باکتریـایی و   سـازوکارهاي ) بر
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. بررسی سایر مطالعات ]14[باشد سنتز ماتریس بیوفیلم می

هـا و ترکیبـات آنهـا روي    مهاري اسانسآثارنیز به وجود 

گیري بیوفیلم اشاره داردنتیجه شکلچسبندگی اولیه و در

.]29؛28[

يهـا غلظـت واقـع  دهد که درمطالعات اخیر نشان می

 ـراهاز کشندهریز نتیجـه  هـا و در ثیر بـر تحـرك بـاکتري   أت

سنسینگ، توانایی بـاکتري را در  تداخل در سیستم کوئروم 

حقیقت اثـر مهـاري در   د. درندهتشکیل بیوفیلم کاهش می

متفاوت از مهار رشد و سازوکارهایی شامل ایجاد بیوفیلم، 

].30؛28سلولی است [مرگ 

در پژوهش پیش رو اثر تیمول بر تخریب ساختارهاي 

. نتایج نشان داد کـه  شدبیوفیلمی تشکیل شده نیز بررسی 

 ـشدهساختهيهالمیوفیبثیر تیمول بر أت ثیر أبسیار کمتر از ت

ها بر ثیر ضعیف اسانسأ. تاستآن بر مهار تشکیل بیوفیلم 

ییـد شـده   أشده در مطالعات دیگر نیز تهاي ساختهبیوفیلم

تـوان بـه حضـور    . دلیل این موضوع را می]31؛18[است

نسبت داد که در سطوح مختلـف  20ماتریس خارج سلولی

].14[عنوان یک مانع انتشار عمل کند تواند بهمی

آمده در مطالعه حاضر نشان دستبهجینتاکلی،طوربه

حـداقل تـداخل در   ایيریقادر به جلوگتیمولدهد که یم

آثارنیو همچنباشدهاي دریایی میباکتريلمیوفیبلیتشک

 ـببـر تخریـب  چشمگیري دارد.شـده سـاخته يهـا لمیوفی

سـازگار بـا   يهـا ياسـتراتژ توسعهيبراتواندمینیبنابرا

و بیوفولینـگ  بیـوفیلم مبـارزه بـا   منظـور بـه ستیزطیمح

.شوداستفاده دریایی

منابع

[1] Yebra  D.  M.,  Kiil  S.,  Dam-Johansen  K.
(2004a) "Antifouling technology—past,
present and future steps towards efficient and
environmentally friendly antifouling coatings",
Prog. Org. Coat. 50: 75–104.

20 Extracellular matrix

[2]  Melo L. F., Bott T. R. (1997) "Biofouling

in water systems", Exp. Therm. Fluid Sci. 14:
375– 381.

[3] Thein Z. M., Samaranayake Y. H.,

Samaranayake L. P. (2007) "In vitro biofilm
formation of Candida albicans and non-
albicans Candida species under dynamic and
anaerobic conditions", Arch. Oral Biol. 52:
761- 767.

[4] Powell  M. S.,  Slater  N.  K.  H.  (1983) "The
deposition of bacterial cells from laminar
flows onto solid surfaces", Biotechnol.
Bioeng. 25: 891-900.

[5] De  Carvalho  C.  C.  C.  R.  (2018)  "Marine
biofilms: A successful microbial strategy with
economic implications", Front. Mar. Sci. 126.

[6] Marshall  K.  C.,  Stout  R.,  Mitchell  R.
(1971) "Mechanism of the initial events in the
sorption of marine bacteria to surfaces", J.
Gen. Microbiol, 68: 337-348.

[7] Perez M., García M., Blustein G. (2015)
"Evaluation of low copper content antifouling
paints containing natural phenolic compounds
as bioactive additives", Mar. Environ. Res.
109: 177-184.

[8] Bhattarai H. D., Paudel B., Park N. S., Lee
K. S., Shin H. W. (2007) "Evaluation of
antifouling activity of eight commercially
available organic chemicals against the early
foulers marine bacteria and Ulva spores", J.
Environ. Biol. 28: 857-863.

[9] Gutierrez-Pacheco M. M., Gonzalez-
Aguilar G. A., Martinez-Tellez M. A., Lizardi-
Mendoza J., Madera-Santana T. J., Bernal-
Mercado A. T., Vazquez-Armenta F. J., Ayala-
Zavala J. F. (2018) "Carvacrol inhibits biofilm
formation and production of extracellular
polymeric substances of Pectobacterium
carotovorum subsp", Carotovorum. Food
Control. 89: 210- 218.

[10] Pavela  R.,  (2015)  "Essential  oils  for  the
development of eco-friendly mosquito



1401، بهار 2، شماره 13دوره _______ ________________________________ دانشگاه تربیت مدرسزیست فناوري 

162

larvicides: a review", Ind. Crops. Prod. 76:
174-87.

[11] Martínez-Hernández G. B., Amodio M.
L., Colelli G. (2017) "Carvacrol-loaded
chitosan nanoparticles maintain quality of
fresh-cut carrots", Innov. Food Sci. Emerg.
Technol. 41: 56–63.

[12] Nychas G. J. E., Skandamis P. N., Tassou
C. C. (2000) Antimicrobials from herbs and
spices. In S. Roller (Ed.), Natural
antimicrobials for the minimal processing of
foods. Boca Raton FL (USA): CRC Press,
Boca Raton.

[13] Inbakandana D., Sriyutha Murthyc P.,
Venkatesand R., Ajmal Khan S. (2010) "16S
rDNA sequence analysis of culturable marine
biofilm forming bacteria from a ship’s hull",
Biofouling, 26: 893- 899.

[14] Čabarkapa I., Čolović R., Đuragić O.,
Popović S., Kokić B., Milanov D., Pezo L
(2019) "Anti-biofilm activities of essential oils
rich in carvacrol and thymol against
Salmonella enteritidis", Biofouling, 35(3): 361-
375.

[15] Stepanović S., Vuković D., Hola V.,
Bonaventura G. D., Djukić S., Ćirković I.,
Ruzicka F. (2007) "Quantification of biofilm
in microtiter plates: overview of testing
conditions and practical recommendations for
assessment of biofilm production by
staphylococci", Apmis, 115 (8): 891-899.

[16] Kwon K. K., Lee H. S., Jung S. Y., Yim J.
H.,  Lee  J.  H.,  Lee  H.  K  (2002)  "Isolation  and
identification of biofilm-forming marine
bacteria on glass surfaces in Dae-Ho Dike",
Korea. J. Microbiol, 40(4): 260-266.

[17] Ashrafudoulla, M., Mizan, M. F. R., Ha,
A. J. W., Park, S. H. Ha, S. D (2020)
Antibacterial and antibiofilm mechanism of
eugenol against antibiotic resistance Vibrio
parahaemolyticus. Food Microbiol. 91,
103500.

[18] Jadhav, S., Shah, R., Bhave, M., Palombo,
E. A (2013) Inhibitory activity of yarrow
essential oil on Listeria planktonic cells and
biofilms. Food Control. 29 (1), 125-130.

[19] Miladi, H., Mili, D., Slama, R. B., Zouari,
S., Ammar, E., Bakhrouf, A (2016)
Antibiofilm formation and anti-adhesive
property of three mediterranean essential oils
against a foodborne pathogen Salmonella
strain. Microb. Pathog. 93, 22-31.

[20] Lejars, M., Margaillan, A., Bressy, C
(2012) Fouling release coatings: a nontoxic
alternative to biocidal antifouling
coatings. Chem. Rev. 112 (8), 4347-4390.

[21] Grasland, B., Mitalane, J., Briandet, R.,
Quemener, E., Meylheuc, T., Linossier, I.,
Vallee-Rehel, K., Haras, D (2003) Bacterial
biofilm in seawater: cell surface properties of
early-attached marine bacteria. Biofouling. 19
(5), 307-313.

[22] Kavitha, S., Raghavan, V (2018) Isolation
and characterization of marine biofilm forming
bacteria from a ship’s hull. Front. Biol. 13 (3),
208-214.

[23] Bragadeeswaran, S., Kumaran, S. N
(2019) Genetic diversity among culturable
marine biofilm forming bacteria isolated from
different test panels. Res. J. Biotechnol. 14 (1),
25-33.

[24] Ultee, A., Bennik, MH., Moezelaar, R
(2002) The phenolic hydroxyl group of
carvacrol is essential for action against the
food-borne pathogen Bacillus cereus. Appl.
Environ. Microbiol. 68,1561–1568.

[25] Lambert, RJW., Skandamis, PN., Coote,
PJ., Nychas, GJE (2001) A study of the
minimum inhibitory concentration and mode
of action of oregano essential oil, thymol and
carvacrol. J. Appl. Microbiol. 91, 453–462.

[26] Xu, J., Zhou, F., Ji, BP., Pei, RS., Xu, N
(2008) The antibacterial mechanism of



و همکارانصداقت______ ________________________________ ...هاي دریایی جداسازي و شناسایی برخی از باکتري

163

carvacrol and thymol against Escherichia coli.
Lett. Appl. Microbiol. 47, 174–179.

[27] Khezri,  M.,  The  effects  of  biofilm
formation in bacteria from different
perspectives (2019) The effects of biofilm
formation in bacteria from different
perspectives. Nova Biol. Rep. 6 (1), 70-78.

[28] Burt, SA., Ojo-Fakunle, VT., Woertman,
J., Veldhuizen, EJ (2014) The natural
antimicrobial carvacrol inhibits quorum
sensing in Chromobacterium violaceum and
reduces bacterial biofilm formation at sub-
lethal concentrations. PLoS One.  9  (4):  e
93414.

[29] Soni, KA., Oladunjoye, A., Nannapaneni,
R., Schilling, MW., Silva, JL., Mikel, B.,
Bailey, RH (2013) Inhibition and inactivation

of Salmonella Typhimurium biofilms from
polystyrene and stainless-steel surfaces by
essential oils and phenolic constituent
carvacrol. J. Food. Prot. 76, 205–212.

[30] Inamuco, J., Veenendaal, A. K. J., Burt, S.
A., Post, J. A., Tjeerdsma-van Bokhoven, J. L.
M., Haagsman, H. P., Veldhuizen, E. J. A
(2012) Sub-lethal levels of carvacrol reduce
Salmonella Typhimurium motility and invasion
of porcine epithelial cells. Vet. Microbiol.
157(1-2), 200–207.

[31] Szczepanski S., Lipski A (2014)
"Essential oils show specific inhibiting effects
on bacterial biofilm formation", Food. Cont.
36: 224–229.



Biotechnology-Tarbiat Modares University

164

Isolation and identification some of biofilm-forming
marine bacteria from Persian Gulf waters and evaluation
of antibacterial and anti-biofilm effect of thymol against

them

Fatemeh Sedaghat1, Morteza Yousefzadi1,2*, Arash Ghaderi2, Fatemeh Shayesteh3

1- Ph.D, Department of Marine Biology, Faculty of Marine Sciences and Technology, University of
Hormozgan, Bandar Abbas, Iran.

2- Professor, Department of Biology, Faculty of Science, University of Qom, Qom, Iran
3- Associate professor, Department of Chemistry, College of Sciences, University of Hormozgan,

Bandar Abbas, Iran.
4- Assistant professor, Department of Fisheries Science, Faculty of Marine Science and Technology,

University of Hormozgan, Bandar Abbas, Iran.

*Corresponding Author: Morteza110110@gmail.com

Received: 2021/9/4 Accepted: 2021/12/28

Abstract
In a marine environment, the biofilm formed on the submerged surfaces
leads to fouling of larger organisms. This leads to many environmental and
economic problems for the marine industries. Due to the harmful effects of
chemical antifouling, the development of environmentally friendly anti-
biofilm strategies can be an important step to control fouling. Therefore, the
present study was performed with the aim of isolation of biofilm-forming
bacteria from Persian Gulf waters and investigating the antimicrobial effect
of thymol against selected bacteria.82 bacterial were isolated and their
ability to form biofilm was measured. Among these, 5 isolates were selected
and identified using 16S rRNA sequences. The results showed that the 5
selected isolates belonged to the Proteobacteria (genus Vibrio, Kangiella and
Psudoaltromonas). In the study of the antibacterial effect of thymol, K.
spongicola (PH1) showed the highest sensitivity in disk diffusion method
(with a growth inhibition zone diameter of 18 ± 0.57 mm). The minimum
inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration (at 31.5
and 62.5 μg /ml, respectively) were obtained against the same bacterium.
The inhibitory thymol on biofilm formation and performed biofilm by
Psudoaltromonas sp. (PH18) showed that thymol at concentrations sub-MIC
is able to inhibit biofilm formation. The effect of thymol on the performed
biofilm at concentrations higher than MIC is noticeable. Based on the
results, due to the anti-biofilm activity of thymol against marine bacteria, its
use as a natural compound in antifouling coatings can be suggested.

Key words: Marine bacterium, Minimum inhibitory concentration, 16S
rRNA gene, Anti- biofilm, Thymol


