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  کرده گوساله   درگوشت چرخE.coli O157:H7اثر ضد میکروبی آویشن شیرازي بر روي 
  )سردخانه(در طی نگهداري در یخچال 

  
  1 فهیمه توریان،1علی میثاقی ،1افشین آخوندزاده،  1نوردهر رکنی،  *1نگین نوري

  
  ، تهران، ایرانندانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهرا گروه بهداشت و کنترل کیفی مواد غذایی، -1

  nnoori@ut.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات*
  )9/12/89: پذیرش نهایی     18/10/89: دریافت مقاله(

  
  چکیده

هاي   از غلظتثرأکرده مت درگوشت چرخ E.coli O157:H7  اثر اسانس آویشن شیرازي بر روي رشد باکتري حاضر، تعیینمطالعههدف از 
 در همه .استروز  14 در مدت سلسیوس درجه 10و 4هاي  آویشن شیرازي در درجه حرارت)  درصد03/0و 015/0، 005/0 صفر،( مختلف
ضریب همبستگی غلظت . درصد اثر ضدباکتریایی قوي مشاهده گردید03/0در غلظت . قبولی مشاهده گردید هاي فوق خواص حسی قابل غلظت

که نشان ،بود – 599/0و   –701/0ترتیب   بهلسیوس درجه س10و 4رازي با لگاریتم تعداد باکتري مورد مطالعه در دماهاي اسانس آویشن شی
 اثر اسانس بر روي رشد باکتري يیابد و از نظر آمار میزان رشد باکتري در طی دوره نگهداري کاهش می غلظت اسانس،افزایشبا دهد  می

کرده تیمارشده با  در گوشت چرخ E.coli O157:H7 دهنده این است که جمعیت باکتري هاي این مطالعه نشان فتهیا ).p >01/0(بود دار  معنی
  شده در دماي هاي نگهداري گراد کاهش بیشتري نسبت به نمونه  درجه سانتی4شده در دماي  اسانس آویشن شیرازي نگهداريهاي مختلف  غلظت

  .باشد دهنده نقش مفید نگهداري در شرایط سرد می له نشانأ این مس که داشتند)اسبدماي یخچالی نامن (گراد  درجه سانتی10
  

  کرده ، گوشت چرخE.coli O157:H7  اسانس،،آویشن شیرازي :هاي کلیدي واژه
  

  مقدمه
آسانی با  وانند بهـت یـی مـوشتـاي گـه رآوردهـت و فـگوش

هاي مختلف آلوده شوند و اگر شرایط حمل  میکروارگانیسم
منجر به رشد نقل و نگهداري آنها مناسب نباشد، و

در نهایت  شود و زا می هاي مولد فساد و بیماري باکتري
بهداشت عمومی در معرض خطر قرار  کیفیت کاهش یافته و

  . (Vernozy, 2002)دگیر می
ترین روش نگهداري   متداولنگهداري در سردخانه معمولاً

 اغلب .شود میهاي گوشتی محسوب  در گوشت و فرآورده
از مواد ضدمیکروبی   نگهداري، زمانمنظور افزایش مدت به

اکسیدان که اکثر اوقات سنتتیک هستند استفاده  آنتی و
  امروزهحالی است که این در (Imaida, 1983). شود می

گان نیز آگاهی بیشتري در مورد عوارض دمصرف کنن
 تقاضاي اند و هاي شیمیایی پیدا کرده استفاده از نگهدارنده

  .تر و همراه با کنترل بیشتر را دارند طبیعی تر، غذاهاي تازه
هاي گیاهی به خاصیت  مکانیسم اثر ضدباکتریایی اسانس

به گردد که موجب نفوذ این مواد  گریزي آنها برمی آب
 شده و سبب ها باکتريفسفولیپیدهاي غشاء سلول باکتري و 

پذیري هاي آنها و افزایش نفوذ اختلال در ساختمان
ها و دیگر  نشت یون این مسئله موجب خروج و .گردد می
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 که در نهایت مرگ سلول را دربر  شدهمحتویات سلولی
  .(Bart, 2004 and  Nazer, 2005) خواهد داشت

هاي  سانستاکنون مطالعات بسیاري در زمینه اثر ضدمیکروبی ا
زاي مواد غذایی صورت  هاي بیماري گیاهی بر روي میکروب

گرفته است اما تحقیقات زیادي بر روي اثر ضدمیکروبی 
گوشت   درE.coli O157:H7آویشن شیرازي بر روي 

  . انجام نشده استکرده چرخ
باشد که  آویشن شیرازي یکی از گیاهان خانواده نعناع می

 از این گیاه در طب .ستان استافغانستان و پاک بومی ایران،
ضداسپاسم و ضدالتهاب یاد شده  سپتیک، عنوان آنتی سنتی به

دهنده در مواد غذایی کاربرد فراوانی  عنوان طعم است و به
 آویشن شیرازي داراي اثر ).Hosseinzadeh, 2000( دارد

طور عمده مربوط به  باشد که این اثر به ضدمیکروبی می
مقدار مواد  هر قدر ).Bart, 2004( ترکیبات فنلی آن است

 خواص ضدمیکروبی آن بیشتر فنولیک در اسانس بالاتر باشد،
تیمول  اوژنول و این مواد شامل کارواکرول، .بودخواهد 

استفاده از  ).Bagamboula, 2004 and Bart, 2004( هستند
زاي  هاي بیماري باکتري هاي طبیعی براي مهار رشد نگهدارنده
یک ایده ارزشمند در صنعت E.coli O157:H7 مهم مانند

   .آید شمار می ههاي گوشتی ب فرآورده
E.coli O157:H7این  .زا است العاده بیماري  یک باکتري فوق
زایی  هوازي اختیاري است و دوز بیماري بی باکتري گرم منفی،
این . Betts, 2000)(است  ارگانیسم 5-50 آن پایین در حدود

 که سیتوتوکسیک هستند و Π  وІباکتري وروتوکسین 
تواند به سطح روده  می. کند همچنین همولیزین را تولید می

این باکتري سبب ایجاد  .جا کلونیزه شود چسبیده و در آن
سندروم همولیز ناشی از اورمی  دهنده، کولیت خونریزي

(HUS) تواند منجر به  می و ترومبوسیتوپاتیک پورپورا شده و
شیوع بیماري ناشی از این  karmali,1989).( مرگ شود

 در آمریکا نتیجه مصرف همبرگرهاي 1993باکتري در سال 
فر دچار بیماري شده و  ن600 پز بود که در اثر مصرف آنها نیم
 باعث ابتلاي 1996چنین در سال  هم . کودك تلف شدند4

 نفر جان خود را از دست 20 نفر در اسکاتلند شد که 500
  ).(Mortazavi, 2006 دادند

آویشن شیرازي بر  اسانس در این مطالعه، اثر ضدمیکروبی
کرده گوساله  گوشت چرخ در E.coli O157:H7روي 

  . بررسی شد یخچالنگهداري شده در
  

  ها مواد و روش
  باکتري مورد مطالعه

اهدایی  ،)Πمولد ورو توکسین  (E.coli O157:H7سوش 
تریش ستیتو تحقیقات میکروبیولوژي انتوسط خاشابی از ا

در ابتدا این کشت لیوفیلیزه در محیط آبگوشت قلب  .باشد می
 مرتبه 2 ساعت، 18 لسیوس درجه س35 در (BHI) و مغز
سپس کشت دوم  . مورد تجدید کشت قرار گرفتمتوالی

 مخلوط شد و در سترونگلیسیرین   با1 به 5میزان  به
 اپندرف فوژهاي میکروسانتری هاي مساوي در لوله قسمت
  . نگهداري شدسلسیوس درجه-20در  سترون

  
  تهیه میزان تلقیح باکتریایی

باکتري  براي تعیین میزان تلقیح باکتریایی مورد مطالعه،
منجمد داخل میکروسانتریفوژ اپندرف را به محیط آبگوشت 

BHI  گراد   درجه سانتی35مرتبه متوالی در  2منتقل کرده و
  س از کشت سپ. گردیدگذاري  خانه  ساعت گرم18مدت  به

   حاوي کووتهاي ساعته دوم مقادیر مختلفی به لوله 18
  اضافه کرده و با استفاده ازسترون BHIلیتر آبگوشت   میلی5

,Milton Roy company(دستگاه اسپکتروفتومتر  USA (
 . نانومتر تعیین گردید600جذب نوري آنها در طول موج 
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هاي   لولهبرداري از محتویات نمونه زمان با عمل فوق، هم
 در گرفته و شمارش باکتریایی انجام شد و  کووت صورت

لیتر   باکتري در هر میلی1×108نهایت لوله کووت که حاوي 
بار انجام آزمایش با  ترتیب در هر بدین. بود مشخص گردید

 در  باکتري1×108 مشخص شدن جذب نوري معادل تقریباً
لوله کووت  یید شد،ألیترکه با کشت دادن سطحی نیز ت میلی

 .لیتر مشخص گردید باکتري در هر میلی 1×108حاوي تقریبا 
 و از این تهیه نمودهتایی  دههاي  رقت سپس از این لوله

 در این آزمایش 103دست آوردن دوز تلقیح  هها جهت ب رقت
  .)Bouchra, 2003 and Rasavilar, 1998( استفاده شد

  
  کرده سازي گوشت چرخ تهیه و آماده

گیري شد و به  نمونهکرده   گوشت چرخکیلوگرم 5مقدار 
هاي استریل  گرمی در داخل پلاستیک 25هاي  اندازه
در آزمایشگاه سازمان انرژي اتمی  سپس. بندي شد بسته

  میزان   دهی گاما به منظور استریل نمودن تحت اشعه به
 ، بودنسترونیید أ قرار گرفت و در ت(5KGy) کیلوگري5

  . دکشت میکروبی انجام ش
  

  تهیه اسانس و آنالیز آن
گیاه آویشن شیرازي در فصل تابستان از استان فارس 

آوري شد و توسط هرباریوم پژوهشکده گیاهان دارویی  جمع
جهاد دانشگاهی دانشگاه علوم پزشکی تهران تأیید نام علمی 

هاي گیاه توسط دستگاه  اسانس از سرشاخه. گردید
Celevenger type apparatusتقطیر با بخار داغ  به روش 

 تهیه و توسط گاز کروماتوگراف متصل به طیف نگار جرمی
)GC-MS(دستگاه .  آنالیز گردید)GC-MS ( مورد استفاده

   با ستون موئینه به طولThermoquest Finniganاز نوع 
 میکرومتر و ضخامت لایه داخلی 250 متر و قطر داخلی 30

گراد   درجه سانتی265 تا 50 میکرومتر با برنامه دمایی 25/0
 درجه سانتی گراد به 265در هر دقیقه و نگهداري ستون در 

 درجه 250دماي محفظه تزریق .  دقیقه بود30مدت 
متر در دقیقه، انرژي  میلی5/1، سرعت گاز هلیوم لسیوسس

 الکترون ولت و دماي منبع EI70 یونیزاسیون شناسگر 
  . بودلسیوس درجه س250یونیزاسیون 

  
  کرده باکتري و اضافه نمودن اسانس به گوشت چرختلقیح 
هاي مورد  همراه غلظت کرده به رم گوشت چرخ گ25مقدار 

در شده باکتري را  نظر اسانس آویشن شیرازي و دوز تعیین
 cm19×35به ابعاد  )bag mixer(هاي استریل  کیسه داخل

 اکرـومـل را در استـریـاي استـه هــس کیسـرار داده سپـق
interscience 400vw, France-Model: W (window 

door/porte fenetre) دقیقه دردماي 2مدت   و بهقرار داده 
توزیع یکنواخت اسانس و باکتري در گوشت  منظور اتاق به

کر با اهاي استوم سپس کیسه ،یکنواخت گردید کرده چرخ
ترتیب  به لسیوسدرجه س 10 و4هاي دما درب بسته را در
 نگهداري  روز14مدت  سب و نامناسب  بهدماي یخچالی منا

  شمارش14  روزتا روز  یکبار 2 هر ،ر و از روز صفگردید
  . انجام شدمیکروبی

  
  آنالیز میکروبی

کرده  هاي گوشت چرخ به نمونه  مورد نظر،هاي در زمان
 سترونهاي استوماکر در شرایط  در کیسه) رم گ25(گوساله 

 دقیقه 2 اضافه کرده و  درصد1/0لیتر آب پپتونه   میلی225
و سپس  سازي شد یکنواختدر دماي اتاق توسط استوماکر 

هاي رقت حاوي آب  هاي بعدي را با استفاده از لوله رقت
دست آورده و در پلیت حاوي آگار  ه درصد ب1/0 پپتونه

 لسیوس درجه س35کشت داده و در ) BHI( قلب و مغز
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 ذکر است لازم به ،شدگذاري  خانه  ساعت گرم24مدت  به
و سپس نتایج در   تکرار انجام شد3که این آزمایش در 

  ).(Thomas, 2004 گردیدهاي مربوطه ثبت  فرم
  

  آنالیز آماري
هاي مختلف اسانس آویشن شیرازي  ارزیابی اثر غلظت

 با استفاده از آزمون E.coli O157:H7 حرارت بر روي رشد
افزار  رم انجام شد و از نANOVAطرفه  آنالیز واریانس یک

16.0 SPSSها از  جهت مقایسه بین میانگین . استفاده گردید
  .استفاده شد  Post Hoc(LSD) ,Tukey تست 

  

  ها یافته
آویشن شیرازي مورد استفاده ترکیبات اسانس نتیجه آنالیز

 1  در جدول شمارهGC/MSدر این مطالعه با استفاده از 
بیشترین مده،که در جدول آ گونه همان. نشان داده شده است

  لکارواکرودهنده اسانس، تشکیل)  درصد12/71( ترکیب
(Carvacrol)است .  

در  )cfu/g103( شده تلقیح E.coli O157:H7نتایج بررسی رشد 
، 005/0صفر، ( هاي مختلف ثر از غلظتأکرده مت گوشت چرخ

 روز نگهداري 14اسانس مذکور در طی )  درصد03/0  و015/0
  .آمده است  3 و 2جدول  گراد در سانتیدرجه  10و 4 دمايدر 
  

  GC/MS نتایج آنالیز اسانس آویشن شیرازي مورد مطالعه با استفاده از :1دول ج
  درصد  اندیس بازدارنده  نام ترکیب

Thujene930  19/0  
Alpha_Pinene937  26/4  
Beta Pinene976  43/0  
Beta myrcene985  85/0  
Eucaliptol1024  37/3  
Gama terprinene1055  34/7  
Linalool1090  68/0  
Thymol methyl ether1236  47/0  
Carvacrol methyl ether1243  46/0  
Carvacrol1299  12/71  
Trans_Caryophyllen1418  41/0  
Globulol1582  32/2  

  90/91  -  جمع
  

  لسیوسرجه س د10در دماي نگهداري  روز 14کرده طی  شت چرخ در گوE.coli O157:H7 اثر اسانس آویشن شیرازي بر روي رشد :2جدول 
  03/0  015/0  005/0  شاهد  روز  هاي مختلف آویشن در غلظت A(Log cfu/g) باکتریایی تعداد

0  09/0±05/305/0±03/302/0±01/305/0±03/3
2  34/0±42/4  07/0±01/423/0±19/302/0±01/3
4  33/0±42/5  27/0±42/432/0±46/321/0±19/3
6  9/0±06/6  21/0±04/5  39/0±81/343/0±46/3
8  52/0±28/7  51/0±69/5  41/0±49/467/0±55/3
10  15/0±05/8  29/0±38/6  16/0±08/517/0±66/3
12  35/0±83/8  38/0±83/6  41/0±55/581/0±65/3
14  63/0±16/9  53/0±43/7  66/0±46/598/0±81/3

                     A انحراف معیار± میانگین   
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  لسیوسرجه س د4در دماي نگهداري  روز 14کرده طی  در گوشت چرخE.coli O157:H7 اثر اسانس آویشن شیرازي بر روي رشد :3جدول 
  03/0  015/0  005/0  شاهد  روز  هاي مختلف آویشن در غلظت A(Log cfu/g) باکتریایی تعداد

0  37/0±02/307/0±07/306/0±04/306/0±03/3
2  12/0±23/4  26/0±76/307/0±07/307/0±07/3
4  03/0±14/5  04/0±17/404/0±16/308/0±05/3
6  09/0±33/5  06/0±78/4  15/0±42/306/0±12/3
8  08/0±74/6  1/0±22/5  12/0±23/408/0±86/2
10  07/0±86/7  07/0±14/6  1/0±84/41/0±62/2
12  14/0±38/8  12/0±46/6  11/0±26/506/0±04/2
14  12/0±62/8  08/0±87/6  07/0±87/405/0±03/2

                     A انحراف معیار± میانگین   

  
  گیري بحث و نتیجه

 اسانس دهد که در بالاترین غلظت این مطالعه نشان می
  هرسلسیوس درجه 4در ) درصد 03/0 (آویشن شیرازي

چه مدت زمان نگهداري بیشتر شود میزان رشد باکتري 
  .>P)01/0 (یابد کاهش می

 هاي تیمارشده با گروه در E.coli O157:H7تعداد 
 مختلف آویشن شیرازي نسبت به گروه کنترل هاي تغلظ

داري   اختلاف معنیلسیوس درجه س10 درجه و 4در دماي 
آویشن شیرازي  درصد 03/0 در غلظت .>P)05/0( داشتند
   تعداد

E.coli O157:H7  در روز هشتم بهLog cfu/g86/2  در
 تا تقریباً  رسید که این مقدارسلسیوسدرجه  4دماي 

  .)> 01/0P (گهداري بدون تغییر ماندانتهاي دوره ن
  جمعیت باکتري مورد نظر درسلسیوس درجه 10در دماي 

گروه کنترل طی دوره نگهداري سیر افزایشی داشت و در 
 03/0اما در غلظت    رسیدLog cfu/g 16/9  پایان دوره به

 Log cfu/g 81/3  ،ما جمعیت باکتريدهمین  درصد در
ثیر مثبت غلظت أدهنده ت اننشان داده شده است که نش

   .)> 01/0P( اسانس آویشن شیرازي است

ها  جات، عصاره هاست که اثر بازدارندگی ادویه اگرچه مدت
هاي  هاي گیاهی شناخته شده است، اما در سال و اسانس

هاي  هاي معطر و اسانس ثیر عصارهأاخیر توجه زیادي به ت
عوامل  ها بر روي ثره این اسانسؤگیاهی و یا مواد م

هاي عامل فساد مواد غذایی   و میکروارگانیسمزا بیماري
;Valero, 2006). شده است Akgual, 1988; Ali, 1999)   

اسانس آویشن  درصد 005/0غلظت  طبق نتایج این مطالعه، بر
. داشت باکتري  بر روي رشدکمیشیرازي اثر مهاري 

 و Friedman وسطتشده  طورکه در مطالعات انجام همان
 1999 همکاران در سال  و  Marino،2002کاران در سال هم
هاي  اسانس  نشان داده شده است،2003در سال  Sagdic و

 .اند داشته E.coli O157:H7 گیاهی اثر ضدمیکروبی بر روي
در  مطالعات متعددي گزارش شده است که اثر ضدمیکروبی 

 Burt, 2004 andهاي گیاهی وابسته به دوز است اسانس

Sagdic, 2003) (له استأکه مطالعه حاضر نیز مؤید این مس.
Ozcanنشان دادند که با استفاده 2003همکاران در سال   و 

  درصد2/0 در غلظت آویشناسانس  انتشار دیسکیاز روش
  ندارد،E.coli O157:H7هیچ فعالیت ضدمیکروبی برعلیه 

  .درصد فعالیت زیادي دارد 4/0که در غلظت  درحالی
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 Burtدر  آویشن  فهمیدند که اسانس)2003(اران همک و
ترتیب اثر   درصد به25/0  و12/0هاي پایین مانند  غلظت

  .باکتریواستاتیکی و باکتریوسیدي دارند
 که ند گزارش کرد(2002)وهمکاران  Sagdic علاوه، هب

 درصد در 2 و 5/1،  5/0هاي  در غلظت آویشن اسانس
 باکتریوسیديثر ا E.coli O157:H7نوترینت براث بر روي 

 درجه 37وابسته به دوز در طی نگهداري در دماي 
 دو کارواکرول و تیمول، .روز دارد 7مدت   بهلسیوسس

  ترکیب فنلی مهم در آویشن شیرازي هستند که اثر 
   تـقوي ضدمیکروبی آنها توسط محققین نشان داده شده اس

Akgul, 1988; Bagamboula, 2004; Bouchra, 2003; 
Chami, 2004; Lopez, 2005; (Didry, 1994; Periago, 
2001).

  یک ترکیب هیدروکربنی مونوترپنیGama - terprineneمادة 
 وجود دارد و thyme آویشن شیرازي واست که در اسانس

هاي آزمایشگاهی بر  گونه اثر ضدمیکروبی در محیط هیچ
همکاران  و Burt يها بر طبق یافته E.coli O157:H7 علیه

در سال  Kisko وRoller هر چند که . ندارد2005ال در س
  یافتند که این ماده فعالیت ضدمیکروبی بر علیه2005

E.coli O157:H7در آب سیب دارد .  
حاضر، ضریب همبستگی غلظت اسانس با لگاریتم  در مطالعه

ترتیب برابر  گراد به  درجه سانتی10 و4تعداد باکتري در دماهاي 

معنی  منفی بودن این ضریب بدین.  بود -599/0 و - 701/0با 
است که با افزایش غلظت اسانس، میزان رشد باکتري در طی 

ثیر أکه ت همچنین نشان داده شد. یابد دوره نگهداري کاهش می
 باشد دار می مقادیر مختلف اسانس بر میزان رشد باکتري معنی

)01/0P سانس ا دار ثیر معنیأآمده، ت دست هبر اساس نتایج ب ).>
بر روي رشد باکتري مورد مطالعه نشان داد که اثر بازدارندگی 

01/0P(دار  طور معنی به گراد درجه سانتی 4 اسانس در افزایش ) >
 خوانی هاي بسیاري از محققین هم موضوع با یافته پیدا کرده که این

در  ).Blackburn, 2002; Fujikawa, 2006;  Vaiero, 2003(د دار
 خص گردید دماي نگهداري، مدت زمان نگهداريمطالعه حاضر مش

  ثیر أرشد باکتري ت و غلظت اسانس آویشن شیرازي بر میزان
01/0P( داري دارد یآماري معن   اذعان نمودتوان  بنابراین می ).>

عنوان یک نگهدارنده  تواند به که اسانس گیاه مورد مطالعه می
  منفی از جملههاي گرم  و ضدباکتریایی مناسب علیه باکتري طبیعی

E.coli O157:H7هاي گوشتی مورد استفاده قرار  وردهآ در فر
.گیرد
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