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رشد و بیان ژنی  بر )Carum Copticum ( بررسی تأثیر اسانس زنیان
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   :چکیده

 و A هاي انتروتوکسین ژنی بیان و رشد بر% 1 و 75/0 ،5/0 ،)شاهد( 0 هاي غلظت در زنیان اسانس تاثیر

C بــاکتري Staphylococcus aureus کیلکــا مــاهی ســوریمی در )Clupeonella cultriventris 

caspia  (یخچال در داري نگه زرو 20 و 15 ،10 ،5 مدت در )اصـلی  ترکیبـات . شـد  بررسی) درجه 4 

 غلظـت  حـداقل . بـود %) 73/21( تـرپینن -گامـا  و%) 4/31( پاراسـایمین  ،%)4/36( تیمـول  شامل اسانس

 و% 06/0 معادل ترتیب به مایع کشت محیط در باکتري براي تحمل قابل غلظت حداکثر و رشد بازدارنده

 log( کنتـرل  نمونـه  در بـاکتري  تعداد بین را معناداري تفاوت رشد بیارزیا نتایج. آمد دست به% 015/0

CFU/g 31/11 (شده تیمار هاي نمونه و )و 21/7 ،76/9 log CFU/g 06/6 5/0 حضـور  در ترتیب به%، 

 بیان برابر در بازدارندگی تاثیر بیشترین بیانگر  Real-Time PCRنتایج. داد نشان) اسانس% 1 و% 75/0

 بـر  اسـانس  مختلف هاي غلظت بازدارندگی تاثیر همچنین. بود اسانس% 1 غلظت در ها نانتروتوکسی ژن

 داري، نگه بیستم و پنجم روزهاي در که طوري به بود، A انتروتوکسین از بیشتر C انتروتوکسین ژنی بیان

 برابر 94/8 و 11/5 ترتیب به ،C انتروتوکسین ژن بیان و 23/8 و 5/4 ترتیب، به ،A انتروتوکسین ژن بیان

 جهـت  مـوثري  ترکیب زنیان اسانس که داد نشان مطالعه این نتایج کلی طور به. بود کنترل نمونه از کمتر

 آن از ناشـی  هـاي  انتروتوکسین تولید کاهش و Staphylococcus aureus باکتري رشد سرعت کاهش

  .باشد می کیلکا ماهی سوریمی در

  انتروتوکسین، بیان ژنی، سوریمی ،استافیلوکوکوس ارئوسزنیان،  :کلید واژگان
 

 مقدمه
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معضل اصلی سلامت ه از راه غذا شد هاي منتقل بیماري

انه بـا  یشـوند کـه سـال    و بهداشت عمومی محسوب مـی 

نفـر از  هـا   هاي چند بیلیـون دلاري میلیـون   صرف هزینه

جمعیت جهان بدان مبتلا و بخشـی نیـز دچـار مـرگ و     

استافیلوکوکوس  شوند. ها می بستري شدن در بیمارستان

ــوس ــاکتري  (Staphylococcus aureus) ارئـ ــک بـ یـ

هـاي   ي مهـم بـراي دامنـه وسـیعی از عفونـت     زا بیماري

غـذایی ناشـی از   هاي  انسانی و حیوانی است که بیماري

شـود. ایـن بـاکتري یـک      می تولید توکسین را نیز شامل

ــی از      ــواع مختلف ــه ان ــت ک ــانی اس ــم انس ــاتوژن مه پ

هـاي   توکسین و در میان کند می لیدرا توها  انتروتوکسین

هــاي  توکســینهــا)،  خــارج ســلولی (اگزوتوکســین  

بالاترین درصد احتمـال ایجـاد    ارئوساستافیلوکوکوس 

هـاي   هـا، اگزوپـروتئین   خطر را دارند. این انتروتوکسین

 30000تـا   26000مقاوم به حـرارت بـا وزن مولکـولی    

 ایجـاد  دالتون هستند که سندرم گاستروانتریت در انسان

در ایجـاد مسـمومیت غـذایی     Aکنند. انتروتوکسـین   می

استافیلوکوکی بیشترین هاي  نسبت به سایر انتروتوکسین

 Akinden et al., 2008; Fraser and)نقـش را دارد  

Proft, 2008) .  

شـیمیایی  هاي  و نگهدارندهها  بیوتیک استفاده از آنتی

ن در علاوه بر غیرایمن بـودن و ایجـاد مشـکلات فـراوا    

مقـاوم بـه   هـاي   ظهور پاتوژن موجب کننده افراد مصرف

تمایل به اسـتفاده از   رو از این ،است دهشها  بیوتیک آنتی

روغنی هاي  و اسانسها  عصاره از جمله ترکیبات طبیعی

. افزایش یافتـه اسـت  نگهدارنده در مواد غذایی  عنوان به

ایمـن   ياز لحاظ اجزا ی کهروغنهاي  بسیاري از اسانس

)GRAS ــده ــناخته ش ــد ) ش ــراي  ،ان ــتفاده ب ــت اس  قابلی

را در مـواد غـذایی   ها  جلوگیري از رشد میکروارگانیسم

در مـواد  هـا  در حال حاضر بیشترین استفاده از آندارند. 

). Burt, 2004( اسـت  ایجاد عطر و طعـم)  برايغذایی (

افـزایش  دلیـل   بـه  ایـن ترکیبـات  فعالیت ضد میکروبـی  

 ناشـی از  يتمامیـت غشـا   نفوذپذیري و از دسـت دادن 

ــفولیپیدي   ــه فس ــاي دو لای ــتلال در غش ــیب در  ،اخ آس

آنزیمی گوناگون و غیرفعال یا تخریب شدن هاي  سیستم

 زنیـان ). Solomakos et al., 2008( اسـت  یکـی تژنماده 

(Carum copticum)  و  ادویــه عنــوان بــه گذشــتهاز

ترین  . مهممورد استفاده بوده است دارنده مواد غذایینگه

مناطق رویش این گیاه در ایران، سیسـتان و بلوچسـتان،   

آذربایجان، اصفهان، خوزستان، فارس، کرمان و خراسان 

 بوده و نییماس- پاراو  عمده ترکیبات زنیان تیمولاست. 

برابر ضد باکتریایی در داراي ویژگی  متانولی آن عصاره

ضد  هاياثر . همچنیناست به دارو مقاوم سالمونلا تیفی

سـودوموناس آئروجینـوزا، اشرشـیاکلی     برایی آن باکتری

س واستافیلوکوک وانتروپاتوژنیک، سالمونلا تیفی موریوم 

ضـد   هاياثر بهبه اثبات رسیده است و با توجه  ارئوس

نگهدارنـده طبیعـی    عنوان بهمیکروبی آن قابلیت استفاده 

ــذایی را دارد (  ــواد غ  ;Shahnia et al., 2012در م

Goudarzi et al., 2011 .(    هدف از این مطالعـه بررسـی

هاي  بیان ژنی انتروتوکسین رشد و اسانس زنیان بر تأثیر

A  وC تهیه شده از سوریمیدر  استافیلوکوکوس ارئوس 

  .است (Clupeonella cultriventris caspia)ا ماهی کیلک

 

  ها مواد و روش

  اسانسآنالیز تهیه و 

ایـران)  (مشـهد،  وس تاسانس زنیان از شرکت گل قطره 

به هوا خریـداري گردیـد.    ناپذیرتیره نفوذهاي  در شیشه

دستگاه گاز کروماتوگراف  باآنالیز ترکیبات شیمیایی آن 
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متصل به طیف نگار جرمی انجام شد. این دستگاه از نوع 

فینیگان (انگلسـتان)   2000ترموکوئست تریس جی سی 

بــود. ترکیبــات اســانس براســاس مقایســه مــدت زمــان 

جرمـی آنهـا بـا    هاي  ) و اجزاي طیفRIبی (بازداري نس

و  7n.1وایلـی   اي رایانـه مقادیر ذخیره شده در کتابخانه 

 ,Adams)سسه ملـی اسـتاندارد و فنـاوري)    ؤنایست (م

شناسایی و براساس میانگین دو تزریـق اسـانس    (2001

  تعیین مقدار گردید.

  

  سویه باکتریایی و تعیین حداقل غلظت بازدارنده رشد 

 ATCC استافیلوکوکوس ارئـوس مورد بررسی، باکتري 

صـورت لیـوفیلیزه    پاستور ایران و بهمؤسسۀ ، از 29213

تریپتیکـاز   تهیه شد. باکتري لیوفیلیزه در محیط آبگوشت

 گـراد  سـانتی درجـه   37در (مـرك، آلمـان)    سوي براث

کشت داده شد. باکتري دو مرتبه  ساعت 16 - 18 مدت به

 .شده در بالا کشت شـد متوالی تحت شرایط ذکر طور به

(مـرك،  با گلیسـرین   1به  4پس از کشت دوم به نسبت 

میکرولیتري  500هاي  استریل مخلوط و در حجمآلمان) 

آلمان) استریل  ،اپندورفاپندورف (هاي  در میکروتیوب

نگهــداري شــد. بــراي هــر  گــراد ســانتیدرجــه  - 20در 

 - 20نگهداري شده در دمـاي  هاي  آزمایش از این کشت

حداقل غلظت بازدارنده . گردیداستفاده  گراد سانتی درجه

و  )MIC)Minimum Inhibitory Concentration : رشـد 

)olerable Taximum Mحـداکثر غلظـت قابـل تحمـل     

: MTC)oncentrationC  ــرو ــتفاده از روش میک ــا اس  ب

. (Klancnik et al., 2010) دایلوشـن بـراث تعیـین شـد    

کمترین غلظتی که  وانعن بهحداقل غلظت بازدارنده رشد 

در آن دانسیته نوري مشابه نمونـه کنتـرل تلقـیح نشـده     

شامل همان غلظت اسانس تعیین شـد. حـداکثر غلظـت    

بیشترین غلظتی کـه در آن افـزودن    عنوان به قابل تحمل

اي بـر رشـد    قابل ملاحظـه  تأثیراسانس از لحاظ آماري 

باکتري در مقایسه بـا کنتـرل (بـدون اسـانس) نداشـت،      

  آمد. دست به

  ، تلقیح باکتریایی و افزودن اسانستهیه سوریمی

تـازه   (Clupeonella cultriventris caspia) ماهی کیلکا

 - استان مازنـدران  –محمودآباد  ستاناز بازار محلی شهر

تهیه براي تهیه و در مجاورت یخ به کارخانه منتقل شد. 

 سرسپس ، ابتدا ماهی با آب سرد شستشو شد، سوریمی

پـس از   جدا شده وها  و بالهمحتویات شکمی  مراههه ب

در  گیـري شـد.   شوي مجدد با آب سرد استخوانو شست

 5به  1گیري چرخ شده و به نسبت  بافت استخوان ادامه

شـو  و شسـت ) گراد سانتیدرجه  10(کمتر از با آب سرد 

 02/0شوي سوم با استفاده از آب نمـک  و شست گردید.

افت انجام شد. در انتهـاي  آبگیري بهتر از ب براي درصد

 انجام شد آبگیري از بافت تحت خلأشو، و مرحله شست

)(Shimizu et al., 1992. اطمینـان از   برايها  نمونه تمام

مـورد آزمـون   استافیلوکوکوس ارئـوس  عدم آلودگی به 

گـرم در   10 ± 5/0 بـه هـر نمونـه (    سپس قرار گرفتند.

بـاکتري   CFU/g 104) اسـتومکر  فیلتـردار  کیسه استریل

در چهار ها  نمونه تلقیح گردید. استافیلوکوکوس ارئوس

 گروه مختلف تحت تیمار با اسانس قرار گرفتند: کنتـرل 

ــانس) ــد اس ــی درصــد 1و 75/0، 5/0، (فاق  حجمی/وزن

 بـراي اولیـه  هاي  اساس آزمونار رفته برک بههاي  (غلظت

 اي از غلظت اسـانس کـه رشـد    آوردن محدوده دست به

در سـوریمی مـاهی کیلکـا    را  ارئـوس  استافیلوکوکوس

 تمـام  در نهایـت  .انتخاب شـده اسـت)   ،دهند می کاهش

 20 مـدت  بـه  گراد سانتیدرجه  4 ± 1 در دمايها  نمونه

 روز نگهداري شدند.

  بررسی رشد باکتري
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گرم از  1، گیري نوبت نمونهبراي شمارش باکتریایی در هر 

مخلـوط   ینلیتر محلول سـال  میلی 9ماهی تازه / سوریمی با 

تهیه  10-6الی  10-2هاي  شده و سپس یکنواخت شد. رقت

استافیلوکوکوس ارئـوس  هاي  شمارش تعداد سلول برايو 

آگـار   بـرد پـارکر  در سوریمی از محیط کشت اختصاصـی  

گذاري در  به روش کشت سطحی و گرمخانه (مرك، آلمان)

 اسـتفاده شـد.   سـاعت  48 مـدت  بـه  گـراد  سانتیدرجه  37

اسـتافیلوکوکوس   دب، مرطوب، نرم و مـدور محهاي  کلنی

درخشان احاطه شده توسط یک منطقه به رنگ سیاه ارئوس 

. براي هر تیمار، سه شمارش گردیدروي محیط کشت مات 

  تکرار در نظر گرفته شد.

 RNAاستخراج 

لیتـر محلـول    میلی 10با  داخل کیسه استومکرهاي  نمونه

لیتـر   میلـی  30 و ، آلمان) کیاژن( RNAlater پایدارکننده

ثانیـه   60 مدت به آب پپتون استریل در دستگاه استومکر

درجـه   4آمده در دمـاي   دست بهمخلوط شدند. عصاره 

 دقیقه سانتریفوژ گردید. 4 مدت به g5000در  گراد سانتی

 از با استفاده پلت حاصل از سانتریفوژ از RNAاستخراج 

کیت  و، آلمان) سیگما آلدریچ( Tris-EDTA بافر محلول

NucleoSpin® RNA ) ،مطــابق آلمــان)  مــاچري ناجـل

بررسـی کمـی و    بـراي  دستورالعمل سازنده انجام شـد. 

ــین غلظــت  ــوري RNAتعی ــر 2، دانســیته ن از  میکرولیت

ــول حــاوي  ــتفاده از   260 در RNAمحل ــا اس ــانومتر ب ن

ــدل    ــانودراپ م ــپکتروفتومتر ن ــتگاه اس ــانودراپ  دس ن

 ک، ایالات متحـده) (ترموساینتیفی 2000اسپکتروفوتومتر 

قرائت و براساس نـانوگرم در میکرولیتـر گـزارش شـد.     

) A260/A280( نانومتر 280به  260نسبت میزان جذب در 

 RNAهاي  نمونه و پروتئین را در DNAآلودگی به  نبود

 بررسـی خلـوص و   بـراي . دهـد  می نشان استخراج شده

میکرولیتــر از  RNA ،2تشــخیص کامــل بــودن قطعــات 

روي ژل آگارز الکتروفورز شد و وضعیت  RNAمحلول 

  بررسی شد. RNAباندهاي 

   cDNAسنتز 

ــنتز  ــوي  cDNAس ــت    RNAاز الگ ــتفاده از کی ــا اس ب

Omniscript Reverse Transcriptase )آلمان) دو کیاژن ،

 cDNAاي مطابق دستورالعمل سازنده انجام شد.  مرحله

  د.نگهداري ش گراد سانتیدرجه  - 20تا زمان استفاده در 

PCR  لحظه به لحظه  

میکرولیتـر و بـا اسـتفاده از     20در حجم  PCRهاي  واکنش

 و دسـتگاه  ، فرانسـه) اپلاید بیوسیسـتمز (سایبرگرین رنگ 

ABI PRISM 7500 Sequence Detection System 
پرایمرهـاي مـورد   ، فرانسه) انجـام شـد.   اپلاید بیوسیستمز(

هـاي   هآورده شده است. شرایط چرخ ـ 1استفاده در جدول 

ــک    ــود: ی ــر ب ــرح زی ــه ش ــی ب ــه  95 در دورهحرارت درج

ــه گــراد ســانتی درجــه  95در  دوره 40دقیقــه،  10 مــدت ب

درجـه   60در  دورهثانیـه و یـک    15 مـدت  بـه  گـراد  سانتی

در سـه  هـا   نمونـه  تمـام آنـالیز   دقیقه. 1 مدت به گراد سانتی

 16S در برابـر بیـان ژن مرجـع   هـا   تکرار انجام و بیـان ژن 

rRNA سازي شد. از آنجا که بیان  النرمsec سامانه وسیلۀ  به

)، Recsei et al., 1986شـود (  مـی  کنتـرل  agrAدو جزئـی  

ضـمن جسـتجوي    .شـد ارزیـابی   نیـز  agrAبـرداري  نسخه

ــایبرگرین   ــتفاده از س ــا اس ــون ب ــراي آمپلیک ــان از  ب اطمین

اختصاصی بودن محصولات و عملکـرد پرایمرهـا، منحنـی    

 .شدبررسی  PCR پس ازها  ژناز  هر یکمحصولات ذوب 

انجـام شـد کـه در     ΔΔCtبـه روش  ها  بیان نسبی ژن حسط

توضیح داده  Applied Biosystems 2بولتن کاربري شماره 

  شده است.

 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  _________________________________________________________________ … بررسی تأثیر اسانس زنیان

145 

  .C و Aهاي  ارزیابی بیان ژن انتروتوکسین برايپرایمرهاي مورد استفاده  1جدول 

  5) (’3’5)  توالی  نام پرایمر
 طول پرایمر

(bp)  
  بعمن

SEA-F 
SEA-R  

ATGGTGCTTATTATGGTTATC 
CGTTTCCAAAGGTACTGTATT 

 
120 Qiu et al., 

2010  

SEC-F 
SEC-R 

TTTTTGGCACATGATTTAATTT 
CAACCGTTTTATTGTCGTTG 

 
257 Fischer et al., 

2009  

16s rRNA-F 
16s rRNA-R 

GCTGCCCTTTGTATTGTC 
AGATGTTGGGTTAAGTCCC 

287 Qiu et al., 
2010  

agrA-F  
agrA-R 

 
TGATAATCCTTATGAGGTGCTT 
CACTGTGACTCGTAACGAAAA 

 

274  

 
Qiu et al., 

2010  

  آنالیز آماري

 دسـت  هاي بـه  در سه تکرار انجام شد. داده ها آزمایش تمام

انحراف معیار نمـایش داده شـد.    ±صورت میانگین  آمده به

 (ANOVA) آنالیز واریانس با استفاده از آزمونها  دادهآنالیز 

از نظـر آمـاري    05/0کمتر از  pعیین شد. مقدار طرفه تدو 

 دار تلقی گردید.امعن

  نتایج

)، درصـد  4/36( تیمـول ترکیبات عمده اسانس زنیان شامل 

) درصد 73/21( ترپینن -گاما) و درصد 4/31( سایمین-پارا

درجـه   35اسانس زنیان در  MTCو  MIC .)2(جدول  بود

 ATCC ارئـوس وکوس اسـتافیلوک براي باکتري  گراد سانتی

   آمد. دست به درصد 015/0و  06/0معادل  ترتیب به 29213

  

  .یبات شیمیایی اسانس زنیان تعیین شده توسط کروماتوگرافی گازي/ طیف سنجی جرمیترک 2جدول 

 ترکیب شیمیایی مدت زمان بازداري (دقیقه) )درصدمیزان (

 پینن-آلفا  16/14  63/0

 پینن-بتا  13/16  50/1

 ترپینن-آلفا  38/17  35/0

 سایمین-پارا  70/17  4/31

 فلاندرن-بتا  82/17  44/0

 ترپینن-گاما  96/17  73/21

 ترپینئول-آلفا  30/22  30/0

 کاروون  77/23  15/1

 آنتول  36/24  19/0

 تیمول  56/24  4/36

 کارواکرول  76/24  74/0

 مجموع    83/94
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در  رونــد رو بــه افزایشــی، )3(جــدول  نتــایجمطــابق 

ــتجم ــوس  عی ــتافیلوکوکوس ارئ ــی دوره  اس روزه  20ط

نتـایج در روزهـاي    مشاهده شد و تفـاوت میـان   نگهداري

. p) >05/0( گیري از نظر آماري معنادار بـود  مختلف نمونه

 نمونـه کنتـرل (فاقـد اسـانس)    از روز صفر تا روز بیسـتم  

را نشان داد و در  استافیلوکوکوس ارئوسبالاترین جمعیت 

تفاوت میان شمارش نمونـه کنتـرل بـا     کل دوره نگهداري

 اسـانس معنـادار بـود    درصـد  1و  75/0 تیمارهاي حـاوي 

)05/0< (p .  هـاي   غلظـت تفاوت میان قدرت بازدارنـدگی

 15، 5،10در رشد باکتري در روزهـاي   درصد 75/0و  5/0

اسانس زنیان،  درصد1. غلظت p) >05/0معنادار بود( 20و 

 يرا در کنـد  تـأثیر ترین رفـت، بـالا   می طور که انتظار همان

و پـس از آن   وند رشـد بـاکتري در سـوریمی نشـان داد    ر

تفاوت میان این دو غلظت  .قرار داشت درصد 75/0غلظت 

  معنادار بود. p >01/0در سطح اطمینان 

  

  .طی دوره نگهداري مختلف اسانس زنیانهاي  تیمار شده با غلظت در سوریمیاستافیلوکوکوس ارئوس جمعیت  3جدول 

  تیمارها
  مدت زمان نگهداري (روز)

0  5  10  15  20  

کنترل (فاقد 

  اسانس)
07/0±11/4aA 02/0±05/6aB 09/0±75/8aC 01/0±91/9aD 07/0±31/11aE 

 08/4aA  05/0±96/5aB 06/0±94/7aC 05/0±66/8bC 07/0±76/9bD±03/0  درصد 5/0

 20/4aA 09/0±85/4bA 11/0±79/5bB 08/0±34/6cC 07/0±21/7cD±02/0  درصد 75/0

 13/4aA 06/0±25/4bA 07/0±01/5bB 04/0±51/5dB 07/0±06/6dC±05/0  درصد 1

 

ــان ــی انتروتوکســین نســبی نتــایج ارزیــابی بی هــاي  ژن

 4در  در سـوریمی مـاهی کیلکـا    استافیلوکوکوس ارئـوس 

هر سه غلظت  دهد که می ) نشان1(شکل  گراد سانتیدرجه 

 ـ    بـه اسانس  ت کـاهش تولیـد   کـار رفتـه در سـوریمی قابلی

بازدارنـدگی هـر    تأثیر. را دارند انتروتوکسین توسط باکتري

داري از لحـاظ آمـاري بـا یکـدیگر     اتفاوت معن سه غلظت

 وابسته به غلظت بوده است. تأثیرو این  p) >05/0(داشته 

ــایج  ــهمطــابق نت ــزان  دســت ب ــده می ــأثیرآم ــدگی ت  بازدارن

 Cین اسانس بر بیـان ژنـی انتروتوکس ـ   مختلفهاي  غلظت

همچنین، میزان  .p) >01/0( است Aاز انتروتوکسین  بیشتر

 به میزان مشابه کاهش یافتـه اسـت   تقریباً agrAو  secبیان 

)05/0>(p  بیـان  مستقیم کنترل ةدهند که نشان sec   توسـط

بازدارندگی در  تأثیربالاترین  است. agrAسامانه دو جزئی 

در  Cو  A برابر بیان ژن مربـوط بـه هـر دو انتروتوکسـین    

 ؛ بـدین ترتیـب  اسانس مشاهده شده است درصد 1غلظت 

ــان ژنکــه  ــداري 20و  5در روز  Aانتروتوکســین  بی ، نگه

در مقایسه با کنترل بـوده   کمتربرابر  23/8و  5/4 ،ترتیب به

 Cیزان بیان ژن انتروتوکسـین  ؛ همچنین مp) >05/0( است

 ابـر بر 94/8و  11/5، ترتیـب  بـه نگهداري،  20و  5در روز 

 >05/0( کمتر از بیان همین ژن در نمونه کنترل بوده اسـت 

(p.   آن  آیـد  مـی  نکته دیگري که از نتایج مطالعه حاضـر بـر

طـی روزهـاي متـوالی    هـا   است که میزان کـاهش بیـان ژن  

  ده است.شروند یکنواختی داشته و متوقف ننگهداري 
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هاي  در سریمی ماهی کیلکا حاوي غلظت ATCC 29213 وکوکوس ارئوساستافیلدر  agrAو  sea ،secهاي  بیان نسبی ژن 1شکل 

  روزه. 20مختلف اسانس زنیان طی دوره نگهداري 

 

  بحث

استافیلوکوکوس ارئوس طی فرایند خشک کردن، دود دادن 

و یا تهیه سایر محصـولات مـاهی حضـور داشـته و قابـل      

در طول فراینـد تهیـه محصـول جمعیـت     . است جداسازي

 افـزایش  CFU/g 105تـا بـیش از    کوس ارئوساستافیلوکو

د تولی ـهـاي   انتروتوکسـین . (Eklund et al., 2004) یابـد  می

 از علل عمـده بـروز   استافیلوکوکوس ارئوس وسیلۀ بهشده 

اي پـــس از مصـــرف مـــاهی و  روده -اي التهـــاب معـــده

در  شــوند. مــی تهیــه شــده از آن محســوبهــاي  وردهافــر

 دراستافیلوکوکوس ارئوس  اي در برزیل، آلودگی به مطالعه

نمونه ماهی تازه بالاتر از حدود سطح تعیین شده برخی از 

همچنین در . (Vieira et al., 2001) سازمان غذا و دارو بود

مـاهی  هاي  این باکتري از نمونه Ayulo et al., 1994 مطالعه

 برخـی از  کـه  و فیله ماهی مورد آزمـایش جداسـازي   تازه

قابلیـت تولیـد    داراي وس ارئـوس اسـتافیلوکوک هاي  جدایه

  بودند.  Dو  A ،Bهاي  انتروتوکسین

کـاربرد ترکیبـات نگهدارنـده     بارةمطالعات متعددي در

 ـ ماهیهاي  وردهاافزایش عمر نگهداري فر براي خیر أو به ت

بسـیاري از ایـن    در بی انجـام شـده و  ورشد میکر انداختن

گیـاهی و یـا   هـاي   اسـانس فعالیت ضـدمیکربی  ها  پژوهش

رکیبات آنها براي کاربرد در مواد غذایی مناسـب شـناخته   ت

 ,.Choobkar et al., 2009; Motalebi et al)شـده اسـت  

2010; Rostamzad et al., 2010) . گیـاهی بـومی    نیز زنیان

کار رفتـه   مواد غذایی به اي در گسترده طور بهکه است ایران 

این دهد. در  می و همچنین جزئی از ادویه کاري را تشکیل

 1سوریمی تهیه شده از ماهی کیلکا با غلظت نمونه مطالعه، 

تـــرین جمعیـــت  ینیداراي پـــا اســـانس زنیـــان درصـــد

 از سـوي اي کـه   در مطالعـه  بـود.  استافیلوکوکوس ارئـوس 
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Barakat ) اسانس سیر و  تأثیرجام شد، ) ان2004و همکاران

گیاهی مانند آلیـل ایزوتیوسـیانات،   هاي  از اسانسترکیباتی 

کارواکرول، سینامالدهید، سیترال، کومین آلدهیـد، اوژنـول،   

بـی طبیعـی   وایزواوژنول، لینـالول و تیمـول بـر فلـور میکر    

بازدارندگی  تأثیربیشترین  .شدگوشت ماهی کارپ بررسی 

اسـینتوباکتر، آلکـالیجنس،    از کارواکرول و تیمول در برابـر 

ــا ــیلوس، فلاووب ــلاباس ــوس، موراکس  و کتریوم، میکروکوک

یکـی از ترکیبـات اصـلی    تیمول . مشاهده شد سودوموناس

ایـن  بازدارنـدگی   تـأثیر  وود در اسانس زنیـان اسـت   جمو

توانـد   مـی  اسـتافیلوکوکوس ارئـوس  در برابر رشد  اسانس

 و Bonyadianعلت وجود این ترکیـب باشـد. همچنـین،     به

Karim )2002 (فـراري ماننـد   هاي  بازدارندگی روغن تأثیر

آویشن، زیره، نعنـاع، پونـه کـوهی و ترخـون را بـر رشـد       

نـد کـه   نمود و مشـاهده  بررسـی  استافیلوکوکوس ارئـوس 

آویشن است  اسانس ی مربوط بهندگبیشترین فعالیت بازدار

ــادي تیمــول  ــوترپنی کــه داراي مقــدار زی ــات مون  و ترکیب

ایی ه ـ و نیز مونـوترپن در مطالعه حاضر تیمول  که باشد می

از ترکیبات عمده اسـانس  سایمین -ترپینن و پارا-مانند گاما

ــده  ــخیص داده ش ــان تش ــد زنی ــاران  Moosavy .ان و همک

مختلـف اسـانس   هـاي   غلظـت  تـأثیر بررسـی   طی) 2008(

در دو اسـتافیلوکوکوس ارئـوس   آویشن شیرازي بـر رشـد   

 تـأثیر دنـد کـه   کرمشـاهده   گراد سانتیدرجه  25و  8دماي 

) گراد سانتیدرجه  8س در دماي یخچالی (بازدارندگی اسان

 4(ین یپـا در مطالعه حاضـر از دمـاي    بنابراینبیشتر است، 

کـه   استفاده شدبراي نگهداري سوریمی ) گراد سانتیدرجه 

موجب کـاهش رشـد   علاوه بر جلوگیري از فساد شیمیایی 

اسانس زنیان در  MIC شود. می نیز استافیلوکوکوس ارئوس

 06/0معادل استافیلوکوکوس ارئوس محیط کشت در برابر 

کـار رفتـه در    بـه هـاي   غلظـت  ولـی  ،آمـد  دسـت  به درصد

) بسیار بالاتر از درصد 1و  75/0؛ 5/0سوریمی (هاي  نمونه

نتایج مطالعات سـایر محققـان نشـان     زیرا بود MICمقدار 

در هـا   گـذاري اسـانس  تأثیرداده است که در غلظت مشابه 

در محـیط کشـت بررسـی     کـه  مواد غذایی نسبت به زمانی

 Tassou et al., 2000; Gutierrez) دبیا می ، کاهششوند می

et al., 2009).    علت این امر بالا بودن محتـواي پـروتئین و

ات ضـدمیکربی  تأثیرتواند  می چربی گوشت ماهی است که

داراي ماهیـت چربـی   هـا   اسـانس  را کاهش دهد.ها  اسانس

ــوده و بیشــتر در  ــ قســمتدوســتی ب ــی م اده غــذایی چرب

بخـش آبدوسـت    رکه میکروارگانیسـم د  ند درحالیا محلول

فرصت تماس اسانس بـا بـاکتري    رو از اینشود،  می مستقر

 ـیا می هدف کاهش  .(Tassou et al., 2000; Burt, 2004) دب

 اسانس بازدارندگی اثر بررسی) به 1992ربیعی و همکاران (

 عصاره محیط در مونوسیتوژنز لیستریا باکتري رشد بر زنیان

پرداختـه و مشـاهده    خـزر  دریـاي  سـفید  مـاهی  گوشت و

داري از رشد امعن طور بهاستفاده از اسانس زنیان نمودند که 

در  تـأثیر جلوگیري کـرد. ایـن    لیستریا مونوسیتوژنزباکتري 

محیط عصاره ماهی سفید در مقایسه با گوشت ماهی سفید 

 چشمگیرتر بود.

 رشدس زنیان در کاهش فعالیت اسان نیز در این مطالعه

اسـانس  رو  از ایـن نشان داده شـد؛   استافیلوکوکوس ارئوس

یک ترکیب ضدمیکربی طبیعی بالقوه  عنوان بهتواند  می زنیان

در مـواد   اسـتافیلوکوکوس ارئـوس  بازداري از رشـد   براي

  . بیشتر قرار گیردهاي  مورد ملاحظات و بررسیغذایی 

ه بـا بررسـی   در رابط ـ متعدديمطالعات از سوي دیگر 

باکتریـایی در  هـاي   بر بیان ژنی انتروتوکسینها  اسانس تأثیر

 مطالعـه  بـراي مثـال   غـذایی انجـام شـده اسـت.    هاي  مدل

Palmer ) فعالیـــت قابـــل ملاحظـــه  ،)2004و همکـــاران

میخک، دارچـین و خـور را در کـاهش تولیـد     هاي  اسانس

اسـتافیلوکوکوس   وسـیلۀ  بهتوکسین -و آلفا Aانتروتوکسین 

) که به 2010و همکاران ( Qiuدر مطالعه  نشان داد. ئوسار
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بر بیان ژنی  تحت بازدارنده تیمولهاي  غلظت تأثیربررسی 

ــین  ــا همـــــولیزین در   B و Aدو انتروتوکســـ و آلفـــ

پرداختنــد، نتــایج نشــان داد کــه  اســتافیلوکوکوس ارئــوس

 تحت بازدارنده تیمـول تولیـد آلفـا همـولیزین،    هاي  غلظت

SEA  وSEB اســتافیلوکوکوس ارئــوسهــاي   ر ســویهرا د 

بیـان ژنـی    دربـارة نتایج ایـن تحقیـق   که با  دهد می کاهش

ــت دارد ــه  .مطابق ــایج مطالع ــاران  Parsaeimehr نت و همک

آویشـن  مختلـف اسـانس   هاي  غلظت تأثیردربارة  )2010(

-αو C نیسین و ترکیب آنها بر تولید انتروتوکسین شیرازي،

طی  ستافیلوکوکوس ارئوساتوکسین) توسط -αهمولیزین (

روز نشان داد  43 مدت به گراد سانتیدرجه  37نگهداري در 

به درصد  005/0و  015/0 اسانس در مقادیرهاي  که غلظت

و همـولیز بـه علـت     SECاي از تولیـد   میزان قابل ملاحظه

کـه بـا    کند می توکسین جلوگیري-αکاهش عمده در تولید 

بر کاهش تولیـد  ها  سانسا تأثیر بارةنتایج مطالعه حاضر در

ــت دارد.   ــین مطابقـ ــینانتروتوکسـ و  Azizkhani همچنـ

 اسانس آویشن شـیرازي  تأثیربررسی  در) 2013همکاران (

بـر   و آلفـا پیـنن)   (ترکیبات عمده: کارواکرول، گاما ترپینن

ــین ــان ژن انتروتوکس ــاي  بی ــتافیلوکوکوس  Eو  A، Cه اس

تحـت   هـاي  در محیط کشت نشان دادند که غلظت ارئوس

MIC رشد بـاکتري و نیـز    اي اسانس به میزان قابل ملاحظه

اسـتافیلوکوکی را  هـاي   مربوط به انتروتوکسینهاي  بیان ژن

  . است که مشابه نتایج حاصل از این مطالعه دهد می کاهش

ي باکتریـــایی زا بیمـــاري عوامـــلهـــدف قـــرار دادن 

 انعنو به و ...) در حال حاضرها  ها، همولیزین (انتروتوکسین

توسعه انـواع جدیـدي از مـواد     برايجایگزین  راهبردیک 

نگهدارنده ضدمیکروبی مورد توجه بسیاري از پژوهشگران 

پاتوژنیسـیته   اسـت. و محققان صنایع غـذایی قـرار گرفتـه    

هاي  مشابه بسیاري دیگر از باکتري استافیلوکوکوس ارئوس

گرم مثبت است و شدت آن به تولید فاکتورهاي ویرولانس 

ج ســلولی متعـدد بســتگی دارد. در نهایـت، عملکــرد   خـار 

فعالیت بازدارنـدگی رشـد یـا     باترکیبات نگهدارنده نه تنها 

آنهـا بـر آزادسـازي فاکتورهـاي      تـأثیر  باکشی بلکه  باکتري

 بنابراین، )Cegelski et al., 2008( شود می ویرولانس تعیین

در  عوامـل اسـانس بـر ایـن     تـأثیر رسد بررسـی   می به نظر

عملکرد ضدمیکربی  سازوکارلعات آینده در درك بیشتر مطا

  باشد. مؤثراین ترکیبات 

آمده از ایـن مطالعـه کـاربرد     دست بهدر مجموع نتایج 

یک نگهدارنده طبیعی در سوریمی  عنوان بهاسانس زنیان را 

 برايمطالعات بیشتري علاوه بر این،  کند. می ماهی پیشنهاد

غذایی، ارزیـابی  نواع مواد در ا زنیانبررسی کاربرد اسانس 

ات تـأثیر ، حسی، تغییرات شیمیاییهاي  طعم و سایر ویژگی

و نیز استفاده از اسانس در  ضدمیکربی در کل سامانه غذایی

  مورد نیاز است. و دماهاي مختلف نگهداري ها  دوره

  تشکر و قدردانی

این طرح تحقیقاتی با استفاده از اعتبـارات ویـژه پژوهشـی    

هـاي   /ب) دانشگاه تخصصی فنـاوري 139/8(گرنت شماره 

  ده است.شنوین آمل انجام 
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Abstract: 

The effect of essential oil (EO) from Carum copticum at concentrations of 0 
(control), 0.5%, 0.75% and 1% on Staphylococcus aureus growth and gene 
expression of enterotoxins (SE) A and C in surimi from kilka (Clupeonella 
cultriventris caspia) was determined during  0, 5, 10, 15 and 20 days of 
refrigeration storage (4 °C). The main compounds of EO were thymol 
(36.4%), p-cymene (31.4%) and γ-terpinen (21.73%). Minimum inhibitory 
concentration and maximum tolerable concentration of EO against in S. 
aureus in broth medium were 0.06% and 0.015%, respectively. The growth 
rate significantly differ between S.aureus population in control (11.31 log 
CFU/g) and EO-treated samples, 9.76, 7.21 and 6.06 log CFU/g in samples 
containing 0.5%, 0.75% and 1%, respectively. The highest inhibitory activity 
against gene transcription of entertoxins was observed at 1% EO; also, the 
inhibitory effect of EO concentrations against expression of enterotoxin C 
was higher than enterotoxin A., as enterotoxin A expression was 4.5 and 
8.23 fold lower than control at days 5 and 20, and enterotoxin C expression, 
at days 5 and 20, decreased 5.11 and 8.94 fold compared to control. The 
results of this study showed that EO from C. copticum is an effective 
component in reducing bacterial growth rate and staphylococcal enterotoxins 
production in kilka surimi.   

 

Keywords: Carum Copticum, Staphylococcus aureus, Enterotoxin, Gene 
expression, Surimi 
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