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  26/2/88 :تاريخ تصويب                                              9/11/87: تاريخ دريافت

  چكيده

 كنونتا .دشو  ايجاد ميدر مواد غذايي استافيلوكوكوس اورئوس  مسموميت استافيلوكوكي در اثر توليد انتروتوكسين توسط:مقدمه

  .اين باكتري وجود نداردگزارشي مبني بر اثر اسانس آويشن شيرازي بر توليد توكسين توسط 

روي توليد انتروتوكسين باكتري استافيلوكوكوس اورئوس   اسانس آويشن شيرازي بر مختلفهاي در اين مطالعه اثر غلظت :هدف

   .شد بررسي  محيط كشت آزمايشگاهي در

 و 015/0، 005/0صفر، ( اسانس آويشن غلظتطرح سه در اين . آزمايش به صورت مدل فاكتوريال طراحي شد :روش بررسي

 . روز ارزيابي شد و سنجش انتروتوكسين توسط كيت صورت گرفت43باكتري به مدت وضعيت رشد . استفاده شد) درصد 03/0

 اسانس 1تحت بازدارندههاي  غلظت. نمودباكتري جلوگيري  درصد به طور كامل از رشد 03/0غلظت  اسانس آويشن در :نتايج

  با وليشتافيلوكوكوس اورئوس ندامهاري روي توليد انتروتوكسين است گونه اثر چصد هيدر 005/0ميزان  آويشن شيرازي، در

   .روي توليد انتروتوكسين مشاهده شد) p>05/0( مهاري معناداري درصد اثر 015/0  بهاسانسافزايش غلظت 

هدارنده طبيعي مناسب براي  رشد به عنوان يك نگتحت بازدارندههاي  تواند در غلظت اسانس آويشن شيرازي مي :گيري نتيجه

  .ممانعت از توليد انتروتوكسين توسط باكتري استافيلوكوكوس اورئوس در صنعت غذايي استفاده شود

   آويشن شيرازي، استافيلوكوكوس اورئوس، انتروتوكسين:واژگان گل
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  نهم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1388و سوم، زمستان    سي شماره مسلسل

 

. ..سانس آويشن شيرازيبررسي اثرا  

 

  مقدمه

هاي رايج   هاي شيميايي يكي از روش     استفاده از نگهدارنده  

 با ايـن  . ]1،2 [شود غذايي محسوب مي  در كنترل ميكروبي مواد     
 ،شـود  ها تاكيد مـي    اين روش  كاهش استفاده از   وجود امروزه بر  

غذايي خواسـتار غـذاهاي      كنندگان مواد  زيرا از يك سو مصرف    

كمترين تغيير در سـاختار      همراه با  طبيعي با ماندگاري طولاني،   
زايـي و سـمي    باشند و از سوي ديگـر خاصـيت سـرطان        آن مي 

هاي شيميايي نيز براي انسان به اثبات        خي از نگهدارنده  بودن بر 

ايـن رو فـشار بـر روي صـنايع غـذايي بـراي               از .رسيده است 
ــده  ــريع نگهدارن ــايگزيني س ــتفاده از   ج ــيميايي و اس ــاي ش ه

رويكردهـاي جديـد در جهـت        هاي طبيعي يكـي از     نگهدارنده

 سلامت ميكروبي غذاها و بـه دنبـال آن افـزايش سـطح              يارتقا
هـاي گيـاهي و      اسـانس  .]2 [باشـد  ت عمومي جوامع مـي    سلام

هـاي طبيعـي     دارنـده  ها يكي از اين نگه     دهنده آن  اجزاي تشكيل 

 هـا اسـت كـه كـاملاً        ها سـال   ميكربي آن  باشند كه اثرات ضد    مي
آويشن شيرازي يكي از اين گياهان شـناخته      . شناخته شده است  

 كـرم در  ميكـرب و ضـد   باشد كه به عنوان يك گياه ضد       شده مي 

 دهنده طبيعي نيـز    طب سنتي از آن يادشده و به عنوان يك طعم         
مـورد خـواص      در متعـددي كارهاي  . گيرد مورداستفاده قرار مي  

ــر  ضــد ــايي اســانس آويــشن شــيرازي ب روي برخــي از  باكتري

جملـه اسـتافيلوكوكوس ارئـوس صـورت         از هاي پـاتوژن   باكتري
 د باكتري بوده و   گرفته است اما مطالعات موردنظر فقط از نظر رش        

توكـسين كـه عامـل       توليد(زايي   روي سم  مورد تاثير اسانس بر    در
تاكنون ) باشد اصلي در مسموميت غذايي حاصل از اين باكتري مي        

ــه ــشده اســت  مطالع ــا. اي انجــام ن ــسين   ب ــش توك ــه نق توجــه ب
ايـن   در زايي اين بـاكتري،    مسموميت استافيلوكوكوس اورئوس در  

ولـين بـار اثـر اسـانس آويـشن          ا بـراي ا   آن شده ت   مطالعه سعي بر  

 مـورد بررسـي قـرار     بر روي توليد توكسين ايـن بـاكتري  شيرازي
  .گيرد

  

  ها مواد و روش

  تهيه اسانس آويشن شيرازي

گياه آويشن شيرازي از اسـتان فـارس در فـصل تابـستان             
   توسـط پژوهـشكده گياهـان        نـام علمـي آن     آوري شـد و    جمع

  

اسـانس آويـشن شـيرازي از       . دشييد  ادانشگاهي ت  دارويي جهاد 
هاي هوايي گياه به روش تقطيـر بـا بخـار داغ تهيـه و                شاخه سر

توسط دستگاه گاز كروماتوگراف متصل به طيف نگـار جرمـي           
)GC/MS  ( دشآناليز.  
  

  مطالعهباكتري مورد

 ATCC 6538باكتري ليوفليزه استافبلوكوكوس اورئوس 
پزشكي تهران تهيه   شناسي دانشكده دام   اهدايي از گروه ميكروب   

  .شد
  

  طراحي آزمايش

 هاي اسانس آويشن شـيرازي بـر       جهت ارزيابي اثر غلظت   
 روي توليد انتروتوكسين باكتري اسـتافيلوكوكوس اورئـوس در        

مغز، آزمايش به صورت مدل فاكتوريال       محيط آبگوشت قلب و   
 صـفر، ( اين طرح سـه ميـزان اسـانس آويـشن          در .طراحي شد 

وضـعيت رشــد  . دشــاسـتفاده   )رصـد د 03/0 و 015/0، 005/0

  .شد روز ارزيابي 43باكتري به مدت 
  

  سازي باكتري استافيلوكوكوس اورئوس فعال

سازي بـاكتري از ايـن كـشت ليـوفليزه در            به منظور فعال  

گراد بـه مـدت       درجه سانتي  35محيط آبگوشت قلب و مغز در       
.  و حداقل براي دو بار متوالي كشت داده شد         1 ساعت 16 - 18

ليتـر از كـشت دوم و         بررسي تعداد باكتري در هـر ميلـي        سپس

تكرار كشت و شمارش مجدد حـداقل بـراي سـه بـار متـوالي               
ليتـر   صورت گرفت و در نهايت نيز تعداد باكتري در هـر ميلـي            

همچنين كشت آخر جهت اسـتفاده در تحقيقـات   . دشمشخص  

 استريل مخلوط    درصد 50 با گليسرين    5 به   1بعدي به صورت    
هـاي اپنـدرف در      ليتري در ميكروتيـوپ     ميلي 1هاي   جمو در ح  

گراد نگهداري شـد و هـر بـار جهـت انجـام               درجه سانتي  -20

گـراد    درجـه سـانتي    -20آزمايش، اين كشت نگهداري شده در       
  . شداستفاده 
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 پارسايي مهر و همكاران

 

  تهيه ميزان دوز تلقيح باكتريايي

جهت تهيه ميزان دوز تلقيح باكتريـايي، كـشت نگهـداري           

گراد جهت خروج از حالـت انجمـاد          سانتي  درجه -20شده در   
.  دقيقه در زير هـود ميكروبيولـوژي قـرار داده شـد       15به مدت   

  ســپس بــه محــيط آبگوشــت قلــب و مغــز منتقــل و در دمــاي 

 ساعت نگهـداري شـد،      16 - 18گراد به مدت      درجه سانتي  35
 ساعته اول   16 - 18در ادامه نيز كشت از آبگوشت قلب و مغز          

اعت در  س 16 - 18قلب و مغز دوم به مدت       بر روي آبگوشت    

هاي استريل   گراد انجام گرفت، سپس لوله      درجه سانتي  35دماي  
ليتـر از     ميلـي  5هـا     و بـه آن    شدهمخصوصي به نام كووت تهيه      

محيط آبگوشت قلب و مغز استريل اضافه شد، در ادامه نيـز مقـادير              

 5اوي هاي كووت ح ـ  ساعته دوم در لوله  16 - 18مختلفي از كشت    
ليتر آبگوشت قلب و مغـز اسـتريل بـرده شـد و بـا اسـتفاده از                   ميلي

 نــانومتر ميــزان طــول 600دســتگاه اســپكتروفتومتر در طــول مــوج 

هاي كووت جهت شـمارش      سپس از اين لوله   . موجشان خوانده شد  
د و در نهايـت نيـز لولـه كـووتي كـه داراي              شتعداد باكتري استفاده    

تر بود، مشخص شد، در ادامه نيـز ايـن          لي  باكتري در هر ميلي    1×107

ليتر جهت تهيه ميـزان       باكتري در هر ميلي    1×107لوله كووت حاوي    
  .دوز تلقيح مورد استفاده در تحقيق قرار گرفت

  

  سازي سوبستراي آماده

 12 در   BHIليتـر از محـيط آبگوشـت          ميلـي  9ابتدا مقدار   

ها محلـول    هدار ريخته و در ادامه به هريك از اين لول          لوله درپيچ 
دي متيل سولفوكسايد به عنـوان      )  به هر لوله   ml 5/0( درصد   5

يك تركيب آمولسيون كننده اضافه كرديم، زيرا اسانس آويـشن          

روغني است و جهت جلوگيري از جـدا شـدن فـاز روغنـي و               
 از ايـن    BHIسازي غلظـت آن در محـيط آبگوشـت           يكنواخت

ن مانـدگاري   تر شـد   ماده استفاده كرديم همچنين جهت طولاني     

)  به هر لوله   ml 005/0(درصد   5اين اثر، آگارآگار را با غلظت       
هـاي    اضافه كـرديم سـپس ايـن لولـه         BHIبه محيط آبگوشت    

متيل سولفوكسايد و     دي BHIدار حاوي محيط آبگوشت      درپيچ

  .آگار آگار را اتوكلاو كرديم

  

  تلقيح اسانس

 ،005/0هـاي صـفر،      اسانس آويشن شيرازي را با غلظـت      

 ،دار اضـافه كـرديم     هـاي درپـيچ    درصد به لولـه    03/0 و   015/0
 بــاكتري ml/ cfu 2-10 - 105ســپس در هــشت ســطح تلقــيح 

در . ها تلقيح كـرديم    استافيلوكوكوس اورئوس را نيز به اين لوله      

شن شيرازي به همـراه     پايان چهار غلظت متفاوت از اسانس آوي      
هشت دوز تلقيحي از باكتري استافيلوكوكوس اورئـوس داريـم          

جهت مشاهده  . دهند دو حالت را تشكيل مي     كه مجموعاً سي و   

دو لوله را    بهتر رشد باكتري و تعيين كدورت، هر يك از سي و          
در سه قسمت مساوي به داخل سه لوله و نوجكـت ريختـيم و              

ــن   ــان اي ــه و نوج96در پاي ــاي   لول ــت را در دم ــه 35ك  درج

ــانتي ــه    س ــيدن دوز آن ب ــاكتري و رس ــي ب ــت بررس ــراد جه   گ
ml/cuf 107    ،انكوباتور قرار داديم    روز در  43و ايجاد كدورت. 
، 7،  6،  5،  4،  3،  2،  1طي روزهـاي    (مرتبه   18طي اين مدت     در

ــت ) روز 43 و 37، 34، 31، 28، 25، 22، 19، 16، 13، 8 جهــ
در نهايت نيز به    . گرفتند ده قرار مي  ارزيابي كدورت مورد مشاه   
هاي دچار كدورت، بـا اسـتفاده از         بررسي انتروتوكسين در لوله   

  .كيت الايزاي ريدا اسكرين پرداختيم

  

  سنجش انتروتوكسين

جهت بررسي توانايي استافيلوكوكوس اورئوس در توليـد        
انتروتوكسين در محيط آبگوشت قلب و مغز در حضور اسانس          

ــيرازي،  ــشن شـ ــت آويـ  RIDASCREEN SET از كيـ

A,B,C,D,E          كه يك تست ساندويچ آنزيمي ايمنواسـي بـراي 
 در غذاهاي مايع و E, D, C, B, Aهاي  تشخيص انتروتوكسين

. دش استفاده   ،هاي كشت است   ي محيط  جامد و همچنين عصاره   
اي كـه آزمـايش    اين كيت قادر است با توجـه بـه نـوع عـصاره       

ليتـر   رم از سـم را در هـر ميلـي        نـانوگ  2/0 - 7/0شود ميزان    مي

 -ژن اسـاس تـست بـر مبنـاي واكـنش آنتـي        . نمونه رديابي كند  
ها در طول مـوج   هايي كه جذب نوري آن  نمونه. بادي است  آنتي
mm 450 ــزان ــر از مي  باشــند، منفــي و Cut-off value، كمت

 باشند، مثبت تلقـي  Cut-off valueبيشتر از  آنهايي كه برابر يا
هاي مربوطه با استفاده     هاي مربوط به نتايج آزمون     داده. شوند مي

ــرم ــزار  از ن ــاي  SPSS 15.0اف ــع ك ــون مرب ــك آزم ــه كم    1 ب

1 
Chi-Square 
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  نهم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1388و سوم، زمستان    سي شماره مسلسل

 

. ..سانس آويشن شيرازيبررسي اثرا  

 

 هـايي كـه   كليه لولـه . مورد تجزيه و تحليل توصيفي قرار گرفت   

طـي  (كدورت رشـدي را در يكـي از روزهـاي مـورد مطالعـه               
، 28، 25، 22، 19، 16، 13، 8، 7، 6، 5، 4، 3، 2، 1روزهـــــاي 

 در همـان روز و بعـد از         ،نشان داده بودنـد   ) 43 و 37،  34،  31

 مورد بررسي توكـسين      مطالعه 43نگهداري در يخجال در روز      
  .قرار گرفتند

  

  نتايج

درصـد بـه     03/0غلظت   در اين مطالعه اسانس آويشن در     
ايجـاد   بـاكتري و   رشد تمامي دوزهاي تلقيحي از    طور كامل در  

در جـدول نـشان داده      گونـه كـه      همان. كدورت جلوگيري كرد  

ــد      ــه تولي ــادر ب ــط ق ــه فق ــورد مطالع ــاكتري م ــت ب ــده اس ش
 )103،104،105( تنها سه مقـدار تلقـيح اول  .  بود Cانتروتوكسين

در به ايجاد كدورت رشـدي در طـي          هشت دوز تلقيح كه قا     از

كسين مـورد ارزيـابي قـرار       مطالعه بودند از نظر بررسي انتروتو     
ــد ــيرازي در . گرفتن ــشن ش ــزان  اســانس آوي  درصــد 005/0مي
ــيچ ــر  هـ ــه اثـ ــسين  گونـ ــد انتروتوكـ ــاري روي توليـ  C مهـ

افــزايش غلظــت   بــا. اســتافيلوكوكوس اورئــوس نداشــت  

Subinhibitoryــه ــر  015/0  ب ــد اث ــاداري  درص ــاري معن  مه
)05./<p (روي توليد انتروتوكسين Cنتايج دو بار .  مشاهده شد

  .  يكسان بود،بررسي انتروتوكسين

  بحث
  

لي ما، تاثير معنادار اسانس آويشن شـيرازي        در كارهاي قب  
 BHIرئوس در محيط آبگوشـت      وروي رشد استافيلوكوكوس ا   

 مــسموميت .مــشاهده شــد ]7 [و در سيــستم مــدل غــذايي ]3[
هـاي بـاكتري      ناشـي ازتوكـسين   ) گاستروانتريت(استافيلوكوكي  

د كـه ازقبـل در غـذا توليـد          باش ـ  استافيلوكوكوس اورئوس مـي   

) 2003 (همكـاران هاي مشابهي توسط پالمر و      تهياف. ]6 [اند  شده
هـاي بـو،       اسـانس  subinhibitoryهـاي     نشان داد كـه غلظـت     

 بــــاكتري Aميخــــك و دارچــــين توليــــد انتروتوكــــسين 

  .]6[ دهد استافيلوكوكوس اورئوس را كاهش مي
  

 در يك مطالعه كه در مورد 2007نونز و همكاران در سال     
يخك و دارچين بر روي     اثر سه اسانس گياهي آويشن كوهي، م      

زايــي بــاكتري اســتافيلوكوكوس اورئــوس در  رشــد و توكــسين

 انجام دادند، دريافتنـد كـه از ميـان سـه            BHLمحيط آبگوشت   
ــأثير      ــوهي ت ــشن ك ــانس آوي ــده اس ــر ش ــاهي ذك ــانس گي اس

زايــي بــاكتري  چــشمگيرتري در ممانعــت از رشــد و توكــسين

   .]4[استافيلوكوكوس اورئوس داشت 
  
  

  

   در ATCC 6538 نتايج توليد توكسين باكتري استافيلوكوكوس اورئوس -1ره جدول شما

  هاي مختلف اسانس آويشن شيرازي  از غلظتتأثير گرفتهمحيط آبگوشت قلب و مغز 

 استافيلوكوكوس اورئوس

(cfu/ml)   
 اسانس آويشن شيرازي

  )درصد(
  توليد انتروتوكسين

10
  +(c)  صفر  3

10
3

  005/0  + 

10
3

  015/0  -  

10
4

 +(c)  صفر  

10
4

  005/0  + 

10
4

  015/0  - 

10
5

 +(c)  صفر  

10
5

  005/0  +  

10
5

  015/0  -  
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نيز در يك پژوهش دريافتند كه عصاره   و همكاران 1نويك

ــي  ــون م ــسين   زيت ــد و توك ــانع از رش ــد م ــاكتري   توان ــي ب زاي
  ].5[د شواستافيلوكوكوس اورئوس 

ياهي هاي گ  ها به وسيله اسانس    ممانعت از فعاليت توكسين   

تواند به طور غيرمستقيم در نتيجه اختلال در يـك سـري از              مي
فعـال   فاكتورها از قبيل رونوشت برادري و ترجمه و يا بـا غيـر            

ــا ايــن وجــود . هــا صــورت پــذيرد شــدن مــستقيم توكــسين ب

هاي گيـاهي بـه علـت دارا بـودن تركيبـي از اسـترهاي                اسانس
ننـد موجـب    توا ها به چندين روش مـي      آلدئيدي، كتوني و ترپن   

ايـن خاصـيت طبيعـي چندگانـه        . قطع توليـد توكـسين گردنـد      

هاي گيـاهي يـك برتـري نـسبت بـه بـسياري از مـواد                 اسانس
 ـ                ثير اضدميكروبي رايج كـه تنهـا بـر روي يـك مكـان هـدف ت

هـاي   از طرف ديگر طبيعـي بـودن اسـانس      . باشد گذارند، مي  مي

ــاهي باعــث شــده كــه مــصرف  ــواد  گي ــه م ــدگان آنهــا را ب كنن
اين مطالعـه    .]6[ سنتتيك ترجيح دهند   يكروبي شيميايي و  ضدم

 درصـد   015/0نشان داد كه اسانس آويشن شيرازي در غلظـت          

 توليـد توكـسين   به طور كامل در تمـامي دوزهـاي تلقيحـي از            
جلـوگيري   ATCC 6538بـاكتري اسـتافيلوكوكوس اورئـوس    

در اثر اسـانس    له تحقيقات بيشتري را در آينده       أ كه اين مس   كرد

در مـورد   هاي غـذايي و      در مدل ر جلوگيري از توليد توكسين      د
نحوه عملكرد اسانس آويشن شـيرازي در جلـوگيري از توليـد            

  .طلبد توكسين مي

  

  گيري نتيجه

اسانس آويشن شيرازي كه داراي خاصـيت ضـدباكتريايي         
كنندگي از   از ممانعت  تر هاي پايين  غلظت تواند در   مي  و باشد مي

هدارنده طبيعي مناسب بـراي ممانعـت از        به عنوان يك نگ    رشد

توليد انتروتوكسين توسط باكتري استافيلوكوكوس اورئـوس در        
  .شودصنعت غذايي استفاده 
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