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Abstract 

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative pathogenic bacterium commonly found in 

healthcare centers, and is known for its ability to form biofilms, its virulence controlled by quorum 

sensing systems (QS). The aim of this study was to investigate the antimicrobial synergistic 

potential of sulfated polysaccharides (SPs) extracted from the green alga Enteromorpha 

intestinalis and to examine the effect of SPs on the QS phenotype and biofilm formation ability of 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. The extracted SPs combined with ceftazidime exhibited a 

significant antibiotic effect against P. aeruginosa, increasing its bactericidal activity up to nine 

times. In addition, concentrations below the minimum inhibitory concentration (MIC) of the 

extracted SPs (5 and 10 µg/ml) successfully reduced pyocyanin and rhamnolipid production, 

swimming motility, protease activity, and biofilm formation ability compared to the control group 

(P < 0.05). It appears that SPs extracted from green algae have significant potential as a coating 

agent for surgical equipment, effectively preventing hospital-acquired infections caused by the 

pathogenic bacterium P. aeruginosa.  
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Introduction 

Pseudomonas aeruginosa is commonly found in hospitals. Previous studies showed the high ability 

of this bacterium and the ATCC 10145 strain to form biofilms. Biofilm formation in this pathogen is 

a chromium sensing (QS) mediated process. Inhibition of QS systems can reduce bacterial QS as they 

are key players in pathogenicity. Due to the increasing prevalence of drug-resistant biofilms and their 

resistance to conventional antibiotics, there is an urgent need for natural compounds that can act as 

both QS inhibitors and biofilm inhibitors. Today, the marine environment is known for its diversity of 

organisms that produce useful bioactive compounds. In this case, algae have attracted particular 

attention due to their great diversity of bioactive compounds, especially sulfated polysaccharides 

(SPs). Sulfated polysaccharides are anionic molecules with a linear structure that are known to have 

antiviral, anti-inflammatory, antioxidant, immunomodulatory neuroprotective and antimicrobial 

properties. In addition, SPs have shown antibiofilm activity against biofilms formed by Gram-positive 

and Gram-negative bacteria. However, the potential of SPs as QS inhibitors has not been investigated 

in previous studies. The aim of this study was to investigate the anti-chromium sensing properties and 

biofilm formation of SPs extracted from the green algae Enteromorpha intestinalis against P. 

aeruginosa.  

Materials and methods 

E. intestinalis was harvested from the southern shores of the Caspian Sea (Babolsar-Iran), dried and 

powdered. To extract the SP, algae powder was extracted using water at 25°C with mechanical 

stirring for 15 h. The resulting mixture was filtered and the residue subjected to a second extraction 

using water with mechanical stirring for 45 min at 90 °C. After centrifugation, the resulting 

luminescents were precipitated using ethanol and then dried with a freeze dryer and stored. P. 

aeruginosa ATCC 10145 was obtained from the Iranian Biological Resource Center. The synergistic 

effects of sulfated polysaccharides with antibiotics were carried out using the macro-dilution method. 

Bacterial suspension and SPs were added separately to the serial dilutions of antibiotics. Then, 50 μL 

of each dilution was transferred to wells containing Mueller-Hinton agar medium and incubated at 

37°C for 18-24 h. The minimum inhibitory concentration that did not result in visible bacterial growth 

in the tubes or inhibition zones in the plates was considered as MIC and MBC, respectively. To 

evaluate the inhibition of QS factors by SPs, phycocyanin was first quantified. Briefly, P. aeruginosa 

was cultured in PB medium with different concentrations of SPs (5 and 10 μg/ml) for 18 h. The 

supernatant from the overnight culture was extracted with chloroform (3 mL) and the resulting 

organic phase was re-extracted with nitrogen hydrochloride. The absorbance of the pink-blue phase 

was measured at a wavelength of 520 nm. Salt agar mineral medium containing 2% glucose, 0.05% 

cetyltrimethylammonium bromide and 0.02% methylene blue was used to evaluate rhamnolipid. 

Positive results were observed as a dark blue halo around the culture and evaluated using a 

transilluminator at a wavelength of 365 nm. To measure bacterial swimming, 0.5% LB agar plates 

were prepared with different concentrations of SPs (5 and 10 μg/ml). To evaluate exoprotease 

activity, P. aeruginosa was cultured with and without SPs extract (5 and 10 μg/ml). The cell-free 

supernatant was obtained by centrifugation. Then, 100 µl of the supernatant was mixed with 

azocasein in Tris-HCl solution containing CaCl2. The reaction mixture was incubated at 37°C for 15 

min, followed by the addition of 500 μL of trichloroacetic acid to stop the reaction. After 

centrifugation at 12,000 rpm for 10 min, the optical density of the supernatant was measured at 400 

nm. The anti-biofilm properties of SPs were evaluated using the microtiter plate method. The optical 
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density of the dissolved biofilms was measured at a wavelength of 620 nm using a microtiter plate 

reader.  

Results 

The antibacterial activity of ceftazidime against P. aeruginosa was weak with a MIC of 970 μg/ml. 

However, when combined with SPs, ceftazidime showed strong antibacterial activity and the MIC of 

ceftazidime was reduced to 100 μg/ml. Similar results were obtained using the agar diffusion method, 

with the inhibition zones ranging from 80 mm to 30 mm. The results showed that treatment of P. 

aeruginosa bacteria with SPs concentrations of 5 and 10 μg/ml resulted in a significant decrease in 

phycocyanin and rhamnolipid production, as well as a decrease in swimming motility and protease 

activity compared to the control group (P<0.05). The greatest decrease was observed at a 

concentration of 100 μg/mL of SPs. Treatment with SPs at a concentration of 5 µg/ml significantly 

impaired the ability of P. aeruginosa  to form a biofilm, and this impairment increased at a dose of 10 

µg/ml. Therefore, it caused a significant decrease in biofilm formation ability. 

 

Discussion and conclusion 

The present study showed the synergistic effect of the combination of sulfated polysaccharide 

extracted from green algae and antibiotic treatment, which led to a decrease in the minimum 

inhibitory concentration (MIC) of P. aeruginosa. This finding highlights the antimicrobial activity of 

sulfated polysaccharide. Ceftazidime inhibits cell wall synthesis, specifically by interfering with the 

transpeptidation reaction through covalent binding to the target site of penicillin-binding proteins 

(PBPs), and this binding ultimately stops the synthesis of peptidoglycan, leading to bacterial cell 

death. Algal compounds have good activity against antibiotic resistant pathogens. This sensitivity is 

attributed to the difference in cell wall structure of these bacteria as algal bioactive compounds are 

better able to penetrate the cell membranes of Gram-positive bacteria than Gram-negative bacteria. 

One of the strategies to combat antibiotic resistance in pathogenic bacteria is to prevent QS function. 

Inhibiting the synthesis of QS activators results the induction of degradative proteins in bacteria, 

leading to a reduction in the production of biofilm components and virulence enzymes such as 

proteases and pigments such as phycocyanin. On the other hand, inhibiting the production of virulent 

enzymes such as proteases in bacteria can prevent the destruction of the host's immunoglobulins, as a 

result, provide the possibility that the bacteria do not have a chance to escape from the host's defense 

mechanism. Pathogenic bacteria have a much higher pathogenicity in mass communication, i.e. in 

biofilms, and for these reasons, QS plays a key role in the behavior of QS and the formation of 

biofilms. Targeting QS mechanisms can change molecular signaling and lead to effective destruction 

of pathogenic bacteria, especially those that are resistant to traditional treatments. Therefore, 

treatments that target QS in bacteria can potentially have a longer shelf life and reduce the ability of 

bacteria to form biofilm as a solution to the basic challenge of antibiotic resistance. In general, the 

results of the present study showed that sulfated polysaccharides extracted from green algae can 

potentially act as a useful tool to control the pathogenicity of P. aeruginosa bacteria, which 

synergizes with common and targeted antibiotics. The results showed that SPs probably can prevent 

and treat bacterial diseases and, with further testing, may act as a natural treatment to eradicate 

bacterial biofilm infections instead of P. aeruginosa bacteria.  
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 چکیده

یانایی خید دلیم تشید و اهنا  یرآ منفی است ته معمیلاً در مراتز اه اشیی یافت میستیدومینا  مررویینینا ااتیر  ایمار  

شتید، مشهیر است.  ( تنیرل میQSتروآ ستنوتینگ    ها  نا  م  تیست  ستیوتیم   ها و اینره عیامم ایمار در تشتریم اییفیوم 

ش ه ان جوبک سبز ( اسی راجSPsستاتاری ها  سیلفاته   افزایی ضت میرروای پوی ه ف ان مطالعه حاضتر اررستی پیانوتیم هم   

و تیانتایی تشتتتریتم اییفیوم در ااتیر  ستتتیدومینا      Qsار فنیتیت    SPsاینیرومیرفتا اینیوتتتیینتالیم و همبنی  اررستتتی ا ر    

را در  اییتیری چشم یر شت ه ته اا ستفیانی یم ترتیش شت ه اید، ا ر منیی   استی راج  SPsاید.   ATCC 10145ویینینامرر

 ها  نیراراار افزایش داد. ع وه ار ای ، غوظت 9تشی م  را تا اراار ااتیر  سیدومینا  مررویینینا نشا  داد و فعالیت ااتیر 

لییر( تیلی  پییستتیانی  و رامنیلیدی  و همبنی  میررویرآ ار میوی 35و  0شتت ه  راجاستتی  MIC )SPsح اقم غوظت ااندارن ه  

(. اه نظر P<0.05تحرک شتتتنا، فعالیت پروت ان و تیانایی تشتتتریم اییفیوم را در مقایوتتته اا یروه تنیرل اا میفقیت تاهش داد  

عنیا  یک عامم پیششی ارا  تجهیزات جراحی داشیه ش ه ان جوبک سبز پیانویم درخیر تیجهی را اهاستی راج  SPsرست   می

 نا  سیدومینا  مررویینینا جویییر  تن . ایمار  ها  ایمارسیانی ناشی ان ااتیر طیر مؤ ر ان عفینتااش  و اه

 ها  تروآ سنوینگ، جوبک سبز، ض اییفیوم: سیدومینا  مررویینینا، ض میرروای، سیویمهای کلیدیواژه
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 مقدمه 

یتتک اتتاتیر  یرآ منفی  3ستتتیدومینتا  مررویینینا 

و  (3  شتتیدها یافت میاستتت ته معمیلاً در ایمارستتیا  

  دهن ۀ تیانایی االا  ایاوتیار  ان مطالعات یذشیه نشا  

 در تشریم اییفیوم است ATCC 10145ااتیر  و سییه 

نا ها همراه اا ستتایر عیامم ایمار تشتتریم اییفیوم .(7-0 

 در ای  پاتیی  یک فرمین  اا واستتطه تروآ ستتنوتتینگ  

) QS(7ها است. سیویم LasR-LasI وrhlR QS -rhlI 

نن  ها ماهتا و ایزومنزیم اتا تنظیم ترشتتتز ایزوتیتوتتتی   

پروت تان، ملژینتات و میاد پویمر  ختارج ستتتویلی تته اه     

 ییناتننت ، قت رت ایمتار    تیستتتعته اییفیوم تمتک می  

رشتتت   .(0 تنن  را تنیرل می ستتتیدومینا  مررویینینا

استتت  QS ها میری اه تحرک جمعیت اا واستتطهاییفیوم

 در QS ها و ستتایر ستتیوتتیم  rhl ته تیستت  ستتیوتتیم 

شید و نقش مهمی در تنیرل می سیدومینا  مررویینینا

تیان  می QS ها مهار ستتیوتتتیم  تیستتعه عفینت دارن . 

حت ت اتاتیریتتایی را تتاهش دهتت آ نیرا منهتا اتتانی را      

. درنییجه، مطالعات (1هوتتتین   نایی تویت   در ایمتار   

ها  اییفیوم را و مهارتنن ه QS ها میعت د مهتارتننت ه   

ی مرتب  نایارا  تاهش تشتتریم اییفیوم و عیامم ایمار 

شتتتییو رونافزو  . اتا تیجته اه   (2،8 انت   اررستتتی ترده

هتتا  مقتتاوآ اتته دارو و مقتتاومتتت منهتتا در اراار  اییفیوم

ی هتا  معمیلی، نیان فیر  اه ترتیبات طبیع اییتیتک منیی

 QS ها عنیا  مهارتنن هتیانن  هم اهوجید دارد ته می

 ها  اییفیوم عمم تنن .عنیا  مهارتنن هو هم اه

ا  ان هتتا  دریتتایی اتتا تنیو یوتتتیرده امرونه محی 

فعال ان  ته ترتیبات نیوتهایی شتناخیه شت ه  اریانیوتم 

 ها  دریاییتننت . در میتا  منهتا جوبتک    مفیت  تیلیت  می  

شتتتایا   ا طیر ویژهدلیم تنیو شتتیمیایی اوتتیار نیاد اه  اه

ا  یهان . ترتیبات جوبری پیانوتتتیم االقتیجته قرار یرفیه 

در جهت تشت  ترتیبات نیی  ض میرروای ارا  مقااوه  

 ینت ااتیریایی و انیشتار یویرده مقاومت میرروای اا عف

ها  دریایی اه تیلی  طی  وستتتیعی ان . جوبک(9 دارن  

انتت  تتته شتتتتامتتم هتتا   تتانییتته مینیو معروفمیتتاایلیتتت

هتتا، هتتا، تراینیتتمهتتا، ترپ فنتتمملترتتالتیرتیتت هتتا، پوی   

ها و ، فویروتانی )SPs(1ستتتاتتاریت هتا  ستتتیلفتاته      پوی

. ای  (35 ان  ها هوین  ته اویار  ان منها هالیینهاستییوب  

 عنیا  عیامم ض میرروای یا عیاممتیانن  اهترتیبات می

اییفیوم جتای زی  شتتتین . در میا  ترتیبات جوبری  منیی

SPs   ،تتتاراردهتتا  مینیعی در میاد غتتذایی، ستتتیختتت

پزشتتتری، اییترنیلیی ، یتتتنایی دارویی و مرایشتتتی و  

ستتتاتتتاریتت هتتا  ستتتیلفتتاتتته  . پوی(33 اهتت اشتتتیی دارد 

هتا  منیینی دارا  ستتتاخیتار خطی هوتتتین  ته    میلریل

اتوتتتی ا ، ضتتت ویروستتتی، ضتتت الیها ، منییخیاص 

یم تنن ۀ ع تتبی و پیانوتتتنن ۀ ایمنی، محافظتتع یم

. ع وه (31 ،37 ضت میرروای منها شناخیه ش ه است  

اییفیومی را در اراار فتعتتالتیتتت منتیتی     SPsاتر ایت ،   

رآ مثبت ها  یش ه تیس  ااتیر ها  تشتریم اییفیوم

. اا ای  حال، پیانویم (30 و یرآ منفی نشا  داده است 

SPs عنیا  یک مهارتنن ۀ اهQS  در مطالعات اررستتی

نشت ه استت. ه ف مطالعه حاضتر اررسی خیاص ض     

 شتت ه ان جوبک ستتبز راجاستتی SPsتروآ ستتنوتتینگ 

اینیرومیرفتتا اینیوتتتیینتتالیم در اراار ستتتیدومینتتا    

 SPsمررویینینا است. ای  ارنیاای شامم ارنیاای تأ یر 

در ااتیر  ستتتیدومینا   QSار فنیتیت  وااوتتتیته اه   

 مررویینینا و تشریم اییفیوم در ای  ااتیر  است.
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 هامواد و روش

آوری جلبکک دریایی سککبز و اسککت را    جمع

 ساکارید سولفاته پلی
ان ستتتیاحم  اینیرومیرفا اینیوتتتیینالیم جوبک ستتتبز

ایرا ( ارداشتتتت شتتت  -جنیای دریا  تاستتتدی   اااووتتتر

و طیل جغرافیایی:  ͦ N 36   ″54 ,′41, عرض جغرافیایی:

E 52 ͦ , 33′ , 23″) شتتناستتی م  تیستت   و ایتتالت ییاه

ها  نیی  ممم تأیی  شتت . اه فناور تارشتتناستتا  دانشتت  

ها  دریایی چن ی  اار اا م  شتیری ، شتتویه  اای ا جوبک

ها  نررونه، ج ا و دور ری یه شت ن  و ستتدم  و قوتمت 

هتا  دریتتایی  در دمتتا  اتتاش خشتتتک شتتت نتت . جوبتتک  

شتت ه اا استتیفاده ان مستتیا  ارقی پیدر شتت ن .    خشتتک

اسیفاده  ها ااجوبک ساتاری ها  سیلفاته اناسی راج پوی

طیر ( انجتاآ شتتت . اه 7537ان روش ستتتینا و همرتارا    

دری  وننی م   0/3خ یته، پیدر جوبک اا اسیفاده ان  

ند  مرانیری اه یراد اتا هم درجته ستتتانیی  70در دمتا   

ستاعت استی راج ش . م ویح حایم فیویر ش     30م ت 

مور  و مایی رویی دور تتا اقتایتا  جوبک دریایی، جمی   

 95دقیقه در دما   00متان ه اه م ت  قیری یته شتتتید. اتا  

یراد تحت یک استی راج دوآ اا اسیفاده ان  درجه ستانیی 

ند  مرانیری قرار یرفت. پم ان ستتتانیریفییی م  اا هم

مان ه، روشتتناورها  حایتتم اا  ارا  حذف هر یینه ااقی

رستتتی  داده و ستتتدم اا  (v/v 1:3) استتتیفاده ان اتانیل

 (.30ش ن   ت  انجماد  خشک و ذخیره خشک

 

 کشت باکتری
ان مرتز  ATCC 10145 ستتتیدومینا  مررویینینا

ذختتایتر نیوتتتیتی ایترا  در تهرا ، ایرا  تهیتته شتتتت .     

یتتتیرت تشتتتت ذخیره در محویل  میررواریتانیوتتتم اه 

 -25دریتت   پار  منما، ایرا ( در دما   05یویوتترول 

ن هر منمایش، یراد ن ه ار  شتتت . قبم ادرجته ستتتانیی 

مایی  سی ما، ان وویا (  LB تشت منجم ش ه در محی 

دور در دقیقه اه  305یراد و درجته ستتتانیی  12در دمتا   

  0.5ستتاعت تا نمانی تشتتت داده شتت  ته اه    70م ت 

 OD 1 (نانیمیر 090در-CFU ml71 × 10(  رسی.   

 

سککاککاریکدهای سککولفاته با    افزایی پلیاثر هم

 بیوتیکآنتی
 یم عویهاییتیک ستتفیانی فعالیت ضتت میرروای منیی 

اا استتیفاده ان روش ماترو رقت  ستتیدومینا  مررویینینا

 ه ها  ااندارنمنظیر تعیی  ح اقم غوظتارنیاای شتتت . اه

 MICsاییتیتتک در م  مقطر ارا  ایجتتاد (، اایتت ا منیی

لییر حم شتتت . ستتتدم  میررویرآ ار میوی 35555غوظت 

( انطریق یک SPsاری  ستتیلفاته  ستتاتغوظت ذخیره پوی

هتتا  میررومیر فیویر شتتتت . رقتتت 77/5فیویر میوی پیره 

تا  3تهیه شتت  ته ان   LBاییتیک در محی  ستتریالی منیی 

منمایش  ها لییر میغیر اید. لیلهمیررویرآ در میوی 0555

میررولییر ستتتیستتتدانوتتتیی    355اتا درپیش استتتیریم اا  

شتتت ن . ع وه ار توقیز  Lcfu/m 035اتاتیریتایی حاو    

 2هایی اه قطر میررولییر ان هر رقتت در چتاهک   05ای ، 

هینیی  میار قرار داده -میر رو  محی  تشتتتت میلرمیوی

درجه  12ها در دما  ها و پویتشتتت . ستتتدم تمتاآ لیلته   

ستتتاعت انریاه شتتت ن .   70تا  38یراد اته م ت  ستتتانیی

اییتیری تتته منجر اتته رشتتت  قتتااتتم تمیری  غوظتتت منیی

ها ها یا نیاحی مهار  در پویتها در لیلهۀ ااتیر مشتتتاه 

  بت شتتت . MBCو  MICعنیا  ترتیش اهنشتتتا  ن اد اه

اا سفیانی یم ان هما   SPsارا  منمایش ترتیش ع تاره  

در ای  میرد،  هایی اسیفاده ش  ته در االا ذتر ش .روش

طیر اه SPsمیررولییر ستتتیستتتدانوتتتیی  ااتیریایی و  355

 اییتیک اضتتافه شتت .ها  ستتریالی منییج ایانه اه رقت

ها  میررولییر ان هر رقت در چاهک 05یتک اار دی ر،  

هینیی  میار، منیقم و ستتدم -حاو  محی  تشتتت میلر
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ستتتاعت  38-70یراد اه م ت درجه ستتتانیی 12در دما  

ته اه رش   اییتیریانریااسیی  ش . تمیری  غوظت منیی

ها یا نیاحی مهار  در ها در لیلهاتیر قتااتم مشتتتاهت ۀ ا   

در  MBC وMIC عنیا  ترتیش اهها منجر نشتتت ، اهپویت

 .(31 نظر یرفیه ش  

 

  SPsمهار فاکتورهای حدت توسط 

 سازی پیوسیانینکمّی
استتی راج پییستتیانی  در محی  ستتیدومینا  ارا     

 PB0ش ه تیس  تایم( اا اسیفاده ان روش تیضیز داده 

 MgCl2 شامم PB ( انجاآ ش . محی 7539و همرارا   

 K2SO4 یرآ ار لییر( و 75لییر(، پدیی   یرآ ار  0/3 

 .(32 یرآ ار لییر( اید  35 
ها  اا غوظت PB در محی  ستیدومینا  مررویینینا 

 38لییر( اه م ت میررویرآ ار میوی 35و  SPs  0م یو  

لییر( ان تشت یک میوی 0مایی رویی  . ساعت تشت ش 

لییر( استتتی راج شتتت  و فان ملی میوی 1شتتتبه اا توروفرآ  

لییر( میوی 7/3نییروی  هیتت روتورایتت    7/5حتتایتتتم اتتا 

مج داً استتی راج شتت . جذ  فان مای یتتیرتی در طیل   

ییر  شتتت . ارا  تعیی  غوظتتت نتانیمیر انت انه   075میج 

 .(32 ضر  ش   527/32پییسیانی ، جذ  در 

 

 ارزیابی رامنولیپید
 تیلی  رامنیلیدی  اا استتیفاده ان روش پویت میار مای  

 Bap) و  0تیس  اهات ش هدنبال روش تیضتیز داده و اه

تشتت یر رامنیلیدی  اا  .(38 ( انجاآ شتت  7530همرارا   

دریتتت   7استتتیفتاده ان محی  مع نی نمک میار حاو   

مییم ممینییآ ارومای  و دریتت  ستتییم تر  50/5یویتز، 

هر تیمار ان یک در  دریتتت  مییو  اوی انجتاآ شتتت .   57/5

ایی ااتیریش ه ان تشت مک فارلن  تهیه 0/5سیسدانویی  

و  0ها  استتیریم در غوظت SPsستتاعیه استتیفاده شتت  ته  70

را  هایی امیررویرآ ار لییر اه م  اضتتافه شتت . ستتیرا    35

میر رو  یتتتفحات مییو  اوی میوی 0قطر هایی اا ایجتاد چتاه  

میررولییر تشتتت تانه ان  15میار استتیفاده شتت  ته ستتدم اا 

 12ها در دما  هتا  ج ایانه ااریذار  شتتت . پویت جت ایته  

ستتتاعت انریاه شتتت ن .  27-08یراد اه م ت درجه ستتتانیی

عنیا  یتک منطقته هتاله مای تیره در اطراف    نیتای  مثبتت اته   

در طیل  1اده ان یک ترنوویمیناتیرتشتت، مشتاه ه و اا اسیف  

 نانیمیر ارنیاای ش . 110میج 

 

 سنجش حرکت شنا باکتری
( ارا  ارنیاای مهار 7539روش تتایم و همرتارا     

. (32تحرک ااتیر  در یتفحات میار نرآ اسیفاده ش    

اا  LBدریتت   0/5ارا  ارنیاای تحرک، یتتفحات میار 

ر( لییمیررویرآ ار میوی 35و  SPs  0ها  م یو  غوظت

میررولییر  در مرتز هر پویت  0یک تشتتت  تهیه شتت .

ساعت  38ا  توقیز ش  ته میعاقباً اه م ت ییرت نقطهاه

انریاه شت . ع وه ار ای ، تحرک اا استتیفاده ان یفحات  

دنبال هما  روش ارنیاای شتت . ، اهLBدریتت   1/5میار 

میر شتتت ه یا شتتتناشتتت ه ارحوتتتش میویقه اندحاآقطر منط

 ییر  و یزارش ش .ان انه

 

 فعالیت اگزوپروتئاز 
فعتتالیتتت ایزوپروت تتان اتتا استتتیفتتاده ان روش تجزیتته  

( 7532منوتانری ، اراستتتا  روش حوتتتی  و همرارا   

(. ستتتیدومینا  مررویینینا اا و ا و  39ارنیاای شتتت   

ه لییر( تشت دادمیررویرآ ار میوی 35و  SPs  0ع تاره  

مایی رویی ا و  ستویل اا سانیریفییی اه دست مم .   شت . 

 1/5میررولییر ان متایی رویی اتا منوتانری     355ستتتدم 

-Tris میلار 50/5میررولییر( در محویل  3555دریتت   

HCl   میلارمیوی 0/5حاو CaCl2 در pH 0/2  م ویح

یراد اه درجه ستتانیی  12ا  م ویح واتنش در دم شتت .
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میررولییر  055دنبتتال م  دقیقتته، انریاتته و اتته 30متت ت 

دری  وننی ار حجم( اضافه  35تورواستییک اسی    تر 

 37555پم ان سانیریفییی در  ش  تا واتنش مییق  شید.

دقیقه، چ الی نیر  مایی رویی  35دور در دقیقه اه م ت 

 ییر  ش .نانیمیر ان انه 055در 
 

 تشکیل بیوفیلم
اتتا استتتیفتتاده ان روش   SPsخیاص ضتتتت اییفیومی 

ش ه ها  تشتااتیر (. 32  میرروتییر پویت ارنیاای ش 

ها  یک یفحه میرروتییر ساعت اه چاهک 37اه م ت 

 35و  0هتتا  در غوظتتت SPsچتتاهی توقیز شتتت نتت .   91

ها  ه چاهتلییر استتیفاده شتت آ درحالیمیررویرآ ار میوی

تنیرل  تنیرل منفی( ات و  تیمتار اتاقی متانت نت . پم ان       

ها سه ساعیه، محی  مسدیره ش  و چاهک 70انریااستیی   

اار اا اافر فوتتفات استتیریم شتتوتتیه شتت ن . ستتدم محویل  

فه و اه ها، اضتتادریتت ( اه چاهک 3/5تریوتتیال وییلت  

شی  ودقیقه انریاه شت . رنگ اضتافی اا شوت   30م ت 

دریتتت   95ها در اتانیل ها حذف شتتت  و اییفیومچاهک

ها  محویل در طیل چ الی نیر  اییفیوم حتم شتتت نت .  

ر خیا  میرروتیینانیمیر اا استتتیفاده ان یتتتفحه  175میج 

 ییر  ش .ان انه

 تحلیل آماری   تجزیه و
ها  جتاآ شتتت نت . داده  هتا در ستتته تررار ان منمتایش 

دهن ۀ مقادیر میان ی  اا شتتت ه در ای  مطالعه نشتتتا  ارارته 

 ارافزانحراف معیار استتتت. تجزیه و تحویم ممار  اا نرآ

SPSS  ها  ( ارا  مقایوه یروه تنیرل اا یروه70 نو ه

طرفه تحت تیمار، اا اسیفاده ان منمی  منالیز واریانم یک

ارا   50/5دار  معنی مویقم انجاآ ش . سطز t و منمی 

 دار  ممار  اسیفاده ش .تعیی  معنی

 

 نتایج

 SPsبیوتیکی فعالیت آنتی
 فعتتالیتتت ضتتتت اتتاتیریتتایی ستتتفیتتانیتت یم در اراار  

میررویرآ ار  MIC 925 اا ستتتیدومینتا  مررویینینا 

 SPsلییر ضتتتعی  اید. اتا ای  حتال، هن تامی تته اا     میوی

ترتیش شتت ، ستتفیانی یم فعالیت ضتت ااتیریایی قی  ان   

میررویرآ ار  355ستتتفیانی یم اه  MIC خید نشتتتا  داد.

نیای  مشتتااهی اا استتیفاده ان روش  لییر تاهش یافت.میوی

 15انیشتتتار میار اه دستتتت مم  ته مناطق ااندارن یی اه 

 .(3ج ول میر رسی   میوی 85میر ان میوی
 

در هر دو  ATCC 10145مررویینینا  ( سفیانی یم در اراار سیدومینا MICها  ااندارن ه  غوظت. ح اقم 3ج ول 

ح اه ج ول دهن ۀ نیای  مرایش ه  ردی  سیآ ج ول نیر نشا ساتاری  سیلفاته اسی راجمنمایش لیله و پویت، اا و ا و  افزود  پوی

CLSI2  یزارشی دراارۀ سییه م نظر ما اراره نش ه است(.مررویینینا ایده است و  ارا  یینه سیدومینا 
  

Table 1. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of ceftazidime against Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 10145 in both tube and plate tests, with and without the addition of the extracted sulfated 
polysaccharide (the third row of the table below shows the results related to the CLSI table for 

Pseudomonas aeruginosa species and no report has been provided about the strain we are looking for). 
 

 ردیف بیوتیکآنتی MIC (µg/ml) متر(قطر ناحیه بازدارندگی )میلی

 3 سفیانی یم  تنیرل مثبت( 985 85

 ساتاری  سیلفاته+پوی 355 15

 سفیانی یم

7 

سفیانی یم  اراسا  ج ول  17-8 38

CLSI) 

1 
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 بر سیستم کروم سنسینگ SPsتأثیر 

نیتتای  نشتتتا  دادنتت  تیمتتار اتتاتیر  ستتتیدومینتتا    

میررویرآ ار  35و  SPs 0هتتا  مررویینینا اتتا غوظتتت

 دار تیلیتت  پییستتتیتتانی  ولییر منجر اتته تتتاهش معنیمیوی

رامنیلیدی  و همبنی  تاهش تحرک شنا و فعالیت پروت ان 

(. ایشیری  3شرم (  P<0.05نوتبت اه یروه تنیرل ش    

 SPsلییر میررویرآ ار میوی 355تتتاهتش در غتوظتتت   

 مشاه ه ش .

 
( ار SPsش ه ان جوبک اینیرومیرفا اینیویینالیم  ساتاری ها  سیلفاته اسی راجپوی  MIC . تأ یر غوظت ها  نیر3شرم 

(: فعالیت dتحرک شنا،  (: c(: تیلی  رامنیلیدی ،  b(: تیلی  پییسیانی ،  aعیامم دخیم در تروآ سنوینگ سیدومینا  مررویینینا.  

(. تیمار تنیرل شامم محی  تشت و P<0.05 )n=9ها اا حروف مجزا مش ر ش ه است  دار  ای  یروهتفاوت معنی .پروت ان

 ااتیر  ایده است  تنیرل منفی(.
 

Figure 1. Effect of sub-MIC concentrations of sulfated polysaccharides extracted from the algae 

Enteromorpha intestinalis (SPs) on factors involved in quorum sensing of Pseudomonas aeruginosa. (a): 

pyocyanin production, (b): rhamnolipid production, (c): swimming motility, (d): protease activity. 

Significant differences between groups are indicated by separate letters (P<0.05) (n=9). The control 

treatment included culture medium and bacteria (negative control) 
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 بر تشکیل بیوفیلم SPsتأثیر 

طیر لییر اهمیررویرآ ار میوی 0اا غوظت  SPsتیمتار   

چشتتتم یر  یرفیتتت تشتتتریتتم اییفیوم ستتتیدومینتتا    

 35مرتروییتنتینا را مت یتتم ترد و ای  اخی ل اتتا دون     

(آ 7لییر اتان هم افزایش یافت  شتتترم  میررویرآ ار میوی

م اناارای ، سبش تاهش چشم یر در قااویت تشریم اییفیو

 (.7شرم (  P<0.5ش   

 
( ار تشریم SPsش ه ان جوبک اینیرومیرفا اینیویینالیم  ساتاری ها  سیلفاته اسی راجپوی  MIC ها  نیر. تأ یر غوظت7شرم 

 منفی(.اییفیوم در سیدومینا  مررویینینا. تیمار تنیرل شامم محی  تشت و ااتیر  ایده است  تنیرل 

 

Figure 2. Effect of sub-MIC concentrations of sulfated polysaccharides extracted from the alga 

Enteromorpha intestinalis (SPs) on biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa. The control 

treatment included culture medium and bacteria (negative control). 

 

 گیریبحث و نتیجه

افزایی ترتیتتش در مطتتالعتته حتتاضتتتر، نیتتای  ا ر هم 

 شتت ه ان جوبک ستتبز و ستتاتاری  ستتیلفاته استتی راج پوی

اییتیری را نشتتتا  دادنت  ته منجر اه تاهش  درمتا  منیی 

ستتتیدومینتتا   ( درMICحتت اقتتم غتوتظتتت مهتتار      

اتاری  ستتای  یافیه ا ر ضتت میرروای پویشتت .  مررویینینا

 تن . ستفیانی یم، یری ان اعاا  ستیلفاته را ارجوتیه می  

طیر یوتتتیرده لاتیتتاآ اتته β -هتتا  اییتیتتکیروه منیی

ها اییتیکخطرتری  منییعنیا  یری ان مؤ رتری  و ایاته 

ها  اییتیکای  یروه شتتامم منیی شتتناخیه شتت ه استتت. 

دارن   لاتیاآ β -میع د  است ته ساخیار حوقه مشیرک 

تیاننت  اراستتتا  معیارها  م یو  اه پن  نیریروه  و می

. نحیه عموررد ای  (75انتت   شتتتینتت    ایتتتوی طبقتته

ت اخم  ویژهها مهار ستتنیز دییاره ستتویلی، اه اییتیکمنیی

واتنش ترانم پدیی اسیی  ان طریق ات ال تیوالانوی در 

وی  ستتتیشتتتین ه اه پنیها  می تتتماه محم ه ف پروت ی 
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 PBP ای  ات تال درنهایت ستتنیز پدیی ویویرا    ( استت و

تنت  و منجر اته مرس ستتتویلی اتاتیریتتایی    را مییق  می

استتتتت تتته . تیجتته اتته ای  نریتته مهم (73شتتتید  می

رن  هایی مؤ لاتیاآ در اراار ااتیر  β -ها  اییتیکمنیی

ها  طیر فعال، درحال رش  و در فراین  سنیز دییارهته اه

مطالعات پیشتتی  انیاو م یوفی (. 77 ستویلی خید هوتتین   

ان ترتیبات جوبک دریایی را تشتتت  تردن  ته در طش 

عنیا  عویآ نیی  داروستتتتان  اتته ستتتنیی و همبنی  در

ها  واقعی ان  ته اه درما  عفینتعیاموی شتتناخیه شتت ه 

. اوتیار  ان منها ا را شی خیای در  (71 تنن  تمک می

یای  اییتیک دارن . نظیر نهتا  مقاوآ اه منیی اراار پتاتیی  

 8ویشتتیاتارماشتت ه در مطالعه حاضتتر، واوی  و  مشتتاه ه

شتتت ه ان جوبک استتتی راج SPs( یزارش تردن  7539 

ا  هتیان  فعالیت ضتتت میرروای قی  در اراار ااتیر می

. مطالعات (30 پاتیی  یرآ مثبت و یرآ منفی نشا  ده  

طیر چشتتتم یر  ستتتتاتتتاریتت هتتا اتتهنشتتتتا  دادنتت  پوی

 اشریشیا تیلی استیافیویتیتی ، ااسیوی ، پروت ی  و 

طیر خاص، سیدومینا  مررویینینا تنن  و اهرا مهار می

قیه تر ان استتتاتاری ها حوتتتا  و ااستتتیم فینیفرآ اه پوی

اید  اه تفاوت در . ای  حوتتتا (70 ها هوتتتین  ااتیر 

یدآ شها نوبت داده میستاخیار دییاره سویلی ای  ااتیر  

فعتتال جوبری تیانتتایی نفیذ در ترتیبتتات نیوتتتتتنیرا 

ها  یرآ مثبت را ایش ان یرآ غشتتاها  ستتویلی ااتیر  

یشادش   منافذ غشایی و نشت ها دارن  و ای  سبش منفی

ها  داخم ستتتویلی مانن  پروت ی  و اعت   ماترومیلریل 

شتتتید ته درنهایت منجر اه مرس استتتیت  نیتو یتیت  می  

 . (70 شید سویلی می

طیر مؤ ر  تیلی  پییسیانی ، اه SPsدر مطالعه حاضر، 

ستتتیدومینا  مررویینینا،  رامنیلیدیت هتا و پروت ان را در  

تتتاهش و همبنی  تحرک شتتتنتتا و تشتتتریتتم اییفیوم را  

یتتتیرت وااوتتتیه اه دون تاهش داد. نظیر مشتتتاه ات  اه

( یزارش 7575همرارا   مطتالعته حاضتتتر، در مطالعه و   

وبک ش ه ان جستاتاری ها  سیلفاته اسی راج تردن  پوی

تیانوتتین  ستتبش تاتتعی    9ستتبز ت می مینا  ریناردتی

هتتا  و تتتاهش تییتت  اییفیوم در اتتاتیر  QSستتتیوتتتیم  

طیر . اه(70 شین   33و ویبریی هارویی 35سالمین  اینیریرا

شتتت ه ان لارو  ستتتاتاری ها  استتتی راج مشتتتااته، پوی 

ستتتبتتش مهتتار رشتتتت  و تشتتتریتتم اییفیوم در   37نیایویم

ها  اینیروتیتی  فرالیم، اشتتتریشتتتیا تیلی،  اتاتیر  

سیدومینا  مررویینینا  و 31اپی رمیماستیافیویتیتی   

آ هرچن  مطالعه تنینی رو  سییه سیدومینا  (71 شت   

ییرت یرفیه است و تعمیم   ATCC 10145مررویینینا

فاوتی تیان  نیای  میهتا  دی ر ااتیریایی می م  اته یینته  

ا ه. مطتالعات پیشتتتی   اات تردن  ااتیر  را ایجتاد تنت   

ریم ستتویل، اییفیوم را تشتت-انطریق فراین  ترتیش ستتویل

عنیا  ستتیوتتیم تروآ ستتنوتتینگ  دهن آ ارتباطی ته اهمی

 QSیری ان راهبردها  مبارنه اا (72 شتتید ( شتتناخیه می .

یر  ها  پاتیی ، جوییاییتیری در اتاتیر  مقتاومتت منیی  

سبش  QSها  تنن هاستت. مهار سنیز فعال  QSان عموررد 

ید ته شتتتها میتنن ه در ااتیر ها  تجزیهالقتا  پروت ی  

هتتا  تتتاهش تیلیتت  اجزا  اییفیوم و منزیمنتیتیتجتت  م     

نی  ها نظیر پییستتتیاویرولانم نظیر پروت تانهتا و و رن  انه  

ها  ویرولانم . همبنی ، مهار تیلی  منزیم(78 شتتتید می

تیانتت  ان ت ریتتش نتظتیتر پتروتت تتانهتتا در اتتاتتیتر  متی        

 هتا در میزاا  جویییر  تن  و درنییجه ای  ایمینییویایلی 

تنت  تتا ااتیر  فریتتتیی ارا  فرار ان   امرتا  را فراهم می 

 . (79 ن اشیه ااش   مرانیوم دفاعی میزاا  و ایجاد عفینت

هتتا  پتتاتیی  در ارتبتتاطتتات جمعی یعنی در اتتاتیر 

جه اه تر  دارن . اا تینایی اوتتتیار قی ها، ایمار اییفیوم

نقش توی   در رفیار ح ت و تشتتتریم  QS ای  دلایم،

https://doi.org/10.22108/bjm.2024.140364.1579
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روشتتتی  QS رو، هتت ف قرار داد اییفیوم داردآ انای 

ت. نایی استتتامی وارتنن ه ارا  مقااوه اا مشتتترم ایمار 

تتتیانتت  متتی QS هتتا هتت ف قتترار داد  متترتتانتتیوتتتتم 

ها  میلریلی را تغییر ده  و ستتتبش ان ای  ستتتی نالینگ

ا  مقاوآ هویژه ااتیر هتا  پاتیی  اه رفی  مؤ ر اتاتیر  

هایی ته آ اناارای ، درما (70 ها  ستتنیی شتتید  اه درما 

QS   طیر االقیه اه دهنت ، هتا هت ف قرار می  را در اتاتیر

تر  داشتتتیه ااشتتتن  و ستتتبش تیانن  مان یار  طیلانیمی

عنیا  حم ها در تشتتریم اییفیوم اهتاهش تیانایی ااتیر 

 .(15 اییتیری شین  چالش اساسی مقاومت منیی

طیر توی نیتتای  مطتتالعتته حتتاضتتتر نشتتتتا  دادنتت   اتته

 زش ه ان جوبک سبستاتاری ها  ستیلفاته استی راج   پوی

عنیا  یک عامم مفی  در جهت تیانن  اهطیر االقیه میاته 

نایی ااتیر  سیدومینا  مررویینینا عمم تنیرل ایمار 

ه ف  ها  معمیل واییتیکافزایی اا منییهمتننت  ته اا  

ستتبش مهار رشتت  و تشتتریم اییفیوم در ای   QSقرار داد  

احیمالاً تیانایی  SPsشتتید. نیای  نشتتا  دادن   ااتیر  می

ها  ااتیریایی را دارن  و اا پیشتتت یر  و درمتا  ایمتار   

ا  عنیا  درما  طبیعی ارتیانن  اهمنمایشتتات ایشتتتیر، می 

هتتا  اییفیوم اتتاتیریتتایی جتتای زی  فینتتتتنی عریشتتته 

 ااتیر  سیدومینا  مررویینینا عمم تنن .
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