
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  فصلنامه علوم تغذيه و صنايع غذايي ايران
  38 تا 33صفحات ،  1385 زمستان، 3سال اول، شماره

  
  

كلي  بر رشد باكتري اشريشيا)(Camellia sinensisچاي سبز مطالعة اثر مهاري چاي سياه و
 )in vitro (بيماريزا در محيط آزمايشگاه

  2تيرنگ نيستاني ،1نيلوفر خلجي

          
اي و صنايع غذايي كشور، دانشگاه علـوم پزشـكي شـهيد      انستيتو تحقيقات تغذيه  گروه تحقيقات تغذيه،   رشد ميكروبيولوژي پزشكي  اس ا  كارشن -1

 بهشتي 
اي و صنايع غذايي كشور، دانشگاه علوم پزشـكي           گروه تحقيقات تغذيه، انستيتو تحقيقات تغذيه     ) پژوهشگر( استاديار پژوهشي  : مسئول نويسنده -2

  tneyestani@nnftri.ac.ir:پست الكترونيكي .شهيد بهشتي
             

  25/11/85 :     تاريخ پذيرش                                                                                          15/8/85: تاريخ دريافت
  چكيده

اما مطالعات انجام شده روي اثرات مهاري چاي سياه . ن داده شده است   در مطالعات گوناگون نشا    اثرات ضدميكروبي چاي سبز    :سابقه و هدف  
هدف از انجام اين مطالعه، ارزيابي اثرات ميكروبيولوژيكي چاي سـياه و سـبز         . كم است   نسبتاً E.coli)(ها از جمله اشريشياكلي       بر رشد باكتري  
  .  بيماريزا در آزمايشگاه بودE.coliبر رشد باكتري 
سپس غلظتهاي مختلـف عـصاره   .  به روش پركولاسيون، تهيه و خشك شدCamellia sinensis)گياه (صاره چاي سياه و سبزع :مواد و روشها

در زمانهاي متفاوت،  قابليت      با انتقال روي محيط جامد    .  قرار داده شد    مختلف باكتري در محيط مايع در معرض عصاره با غلظتهاي        . تهيه شد 
تـرين   و سـبز بـا برخـي از رايـج         هـاي چـاي سـياه         در مرحله بعد، اثرات متقابـل عـصاره       . شدحاصله ارزيابي   هاي    زيست آنها با شمارش پرگنه    

آزمـون  . بـا ديـسك مطالعـه شـد       ) بيـوگرام  آنتي(هاي مورد استفاده در عفونتهاي گرم منفي به روش آزمون حساسيت باكتريايي                 بيوتيك  آنتي
هـاي پرگنـه،    از روي ميانگين قطـر هالـه  .  بار در روزهاي مختلف انجام شد11 به عصاره آغشتههاي  بيوگرام به روش ديسك براي ديسك   آنتي

  . واليس استفاده شد-كروسكال آزمونهاي ويلكاكسون و براي آناليز آماري از .مهار رشد محاسبه شد
تـوان  . رات هـم افزاينـده يـا مهـاري داشـتند          هـا اث ـ    بيوتيـك   طور انتخابي و وابسته به دوز روي آنتي         هاي چاي سياه و سبز به       عصاره : يافته ها 

    .بودداري بالاتر  اكسيداني عصارة چاي سبز در مقايسه با عصارة چاي سياه به طرز معني آنتي
هـاي چـاي در شـرايط خاصـي      فنل اكسيداني آن مربوط است و پلي رسد كه اثرات مهاري چاي مستقيماً به توان آنتي  به نظر مي   :گيري نتيجه

هاي ايـن مطالعـه امكـان اسـتفاده از      يافته.  اعمال مي كنند   سلوليسيدان عمل كرده و از اين طريق، اثرات مهاري خود را بر رشد              صورت اك   به
   .كند ها مطرح مي بيوتيك هاي حاصل از آن را به عنوان درمان كمكي در بيماران تحت درمان با آنتي فنل مقادير مناسبي از چاي يا مكمل پلي

  اكسيداني چاي سبز، اشريشياكلي، اثر مهاري، توان آنتي. چاي سياه :واژگان كليدي
 
    مقدمه •

هـا، هـستة اصـلي درمـان در           بيوتيـك   آنتي استفاده از 
دليـل    دهـد، ولـي بـه        باكتريايي را تشكيل مـي    عفونتهاي  

هـا و    ي در بـاكتري   بيـوتيك   افزايش روزافزون مقاومت آنتي   
وش كمكي براي وجود عوارض جانبي داروها، كاربرد يك ر      

امروزه، . اي پيداكرده است    درمان اين عفونتها اهميت ويژه    
ــصاره ــتفاده از ع ــان كمكــي   اس ــراي درم ــاهي ب ــاي گي ه

عفونتهاي ميكروبي، توجـه بـسياري از پژوهـشگران را بـه         

) Camellia sinensis(چـاي  . خـود معطـوف كـرده اسـت    
ترين نوشيدنيها در سراسر جهان و بـويژه          يكي از پرُمصرف  

هـايي نظيـر فلاويـن و         فنـل   يران اسـت كـه حـاوي پلـي        ا
 مـشخص   1999اي در سـال      در مطالعـه  . تيرابيجين است 

گالوكــاتكين،  امل كــاتكين، اپــيهــا شــ شــد كــه كــاتكين
گالوكاتكين موجود در چاي سـبز،        كاتكين گالات و اپي     اپي

ــسين     ــام وروتوك ــه ن ــه ب ــوعي زهراب ــدن ن ــانع آزاد ش  م
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٣٤

)verotoxin ( نتروهموراژيك و در نتيجـه،     شياكلي ا ياز اشر
ايـن اثـر درمـورد      . شـود   مهار بيماريزايي اين باكتري مـي     

  ).1،2(هاي گياهي نيز گزارش شده است فنل پلي
 مـشخص شـد   2001اي در سـال   همچنين در مطالعه  

گالوكـاتكين گـالات چـاي باعـث كـاهش انتقـال             كه اپـي  
و  )دهنــده (R222 بــين Eolic600پلاســميد بيمــاريزايي 

Rc85) يرندهگ (k12 Ecoli شود  مي)3 .(  
فنـل    در پژوهش ديگري اثرات ضد باكتريايي انواع پلي       

  بررسـي    E.coliبر چندين گونه باكتري بيماريزا از جمله        
  چندين   E.coli براي   (MIC)1شد، كمترين غلظت مهاري   

به (برابر باكتري هاي ديگر مانند استافيلوكوكوس اورئوس        
) ليتر  يكروگرم در ميلي   م 192± 91 و   1519±949ترتيب  

. بــود) ml/gμ590± 795(و حتــي بــيش از ســالمونلا   
پژوهــشگران چنــين نتيجــه گرفتنــد كــه احتمــالاً وجــود 

ــاي  ــول  -5، 4، 3گروهه ــل مولك ــسي فني ــري هيدروك  ت
از ). 4(فنل در خـواص ضـد ميكروبـي آن نقـش دارد               پلي

اي در ايران صورت نگرفته       حال چنين مطالعه    آنجا كه تا به   
، و با توجه به مصرف بالاي چاي بـويژه چـاي سـياه              است

، در ايـن    E.coliدركشور مـا وشـيوع عفونتهـاي ناشـي از           
سبز را روي  مطالعه بر آن شديم تا اثر مهاري چاي سياه و        

  . بررسي نمائيمEcoliباكتري 
  مواد و روشها  •

ــاكتري      ــالص ب ــوية خ ــي، س ــة تجرب ــن مطالع در اي
ــاتوژن ــازمان  E.coli (ATCC: 25920)انتروپـ  از سـ

بـراي تهيـة    . پژوهشهاي علمي و صنعتي ايران تهيـه شـد        
سـياه يـا    ( گـرم چـاي      100عصاره به روش پركولاسيون،     

بـه آن   % 70ل ليتر اتانو  2به يك ارلن ماير، منتقل و       ) سبز
، عصاره  C60° ساعت انكوباسيون در   48پس از   . اضافه شد 

اره عص از كاغذ صافي عبور داده شد و تفاله، فشرده شد تا           
با افزودن اتانول به تفالـه، مراحـل قبـل          . كاملاً خارج شود  

 ،عصارهسپس با استفاده از دستگاه تبخيركننده . تكرار شد
عـصارة تغلـيظ    .  رسـانده شـد    ml20تغليظ و حجمش به     

 كـاملاً خـشك و سـپس بـا          C°50شده با انكوباسيون در     
از عصارة خـشك،    . كاردك تراشيده و در هاون ساييده شد      

                                                            
1- minimum inhibitory concentration 

 )DMSO( در دي متيل سولفوكسيد ml/mg250محلول 
گـرم     ميلي 5 و   10،  25،  50،  100 و از آن غلظتهاي      تهيه

  .ليتر محيط تيوگليكولات آماده شد در ميلي
ــولات،   ــشت تيوگليكـــ ــاي كـــ           )EMB(محيطهـــ

Eosin Methylen Blue   ،Mueller Hinton Agar و  
) Merckهمگي از كارخانة ) (Nutrient Agar(آگار مغذي 

در كـشت   . بنـدي تهيـه شـدند      بستهبه روش مندرج روي     
E.coli روي محــيط EMBــه ــن   ، پرگن ــشخص اي ــاي م ه

طور خـالص بـه دسـت         باكتري با جلاي فلزي خاص و به        
در آزمون حـساسيت باكتريـايي در برابـر غلظتهـاي           . آمد

مختلــف عــصارة چــاي از دو روش پخــش سوسپانــسيون 
استفاده ) 6(و ديسك ) Pour plate) ( 5(باكتري در پليت 

  .شد
ــف   Pour plateدر روش  ــاي مختلـ ــدا غلظتهـ  ابتـ

هاي چاي سبز و سياه در محيط تيوگليكولات تهيه           عصاره
 از سوسپانـسيون    ml1سـپس   ) ml10حجـم نهـايي     (شد  

 MacFarland مك فارلند    5/0باكتريايي، معادل استاندارد    
)ml/CFU 108×1 (     هـاي   به غلظتهاي تهيه شده از عصاره 

ــزوده و در  ــه شــدC°37چــاي اف  پــس از گذشــت.  انكوب
هـا بـه پليــت     از ايـن لولـه  ml1 ، سـاعت 24و  1،7،5،3،2

 از محيط آگار مغذي ذوب شـده        ml10استريل، منتقل و    
پـس  . افزوده شـد  ) E.coliهاي حاوي     تليبه پ  (C45°در    

هـا در     از پخش يكنواخت باكتري در محـيط، همـه پليـت          
 24و نتـايج پـس از گذشـت    انكوبـه شـدند    C°37دماي 

  .ساعت قرائت شد
هاي عصارة چاي سياه و سبز، مقدار         براي تهيه ديسك  

ml 25گــــرم در   ميلــــي100 و 50، 10ي  از غلظتهــــا
 از(هاي بلانـك      ليتر از سه ماده فوق الذكر به ديسك         ميلي

شـركت  (بيوتيـك     هاي آنتي   يا ديسك ) شركت پادتن طب  
دت يـك سـاعت در      ها به م    ديسك. تلقيح شد ) پادتن طب 
سپس، اثر  .  گذاشته شدند تا خشك شوند     C°37انكوباتور  
  هاي حاوي عصاره چاي سبز و سياه، به تنهـايي يـا     ديسك
بيوتيـك    هـاي اسـتاندارد آنتـي       بيوتيك بـا ديـسك      با آنتي 

بيوتيك مورد استفاده بـراي       هاي آنتي   ديسك. مقايسه شد 
  : عبارت بودند ازE.coliباكتري 
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ــين  ــسازول )disk/gμ30(آميكاســــ ، سولفومتاكــــ
)disc/gμ10( ــسازين و ) disc /gμ10(، نوروفلوكـــــــــ

  ).disc/ gμ10(جنتامايسين 
هـاي    بيوگرام به روش ديسك براي ديسك       آزمون آنتي 

 بـار   11هاي آلوده به عصاره        بار و براي ديسك    8استاندارد  
 ميـانگين   آنسپس از روي    . در روزهاي مختلف انجام شد    

شـد محاسـبه و بـراي آنـاليز آمـاري           هاي مهار ر    قطر هاله 
  .استفاده شد

ــدازه ــي  ان ــام آنت ــت ت ــري ظرفي ــسيداني گي                )TAC(اك
total antioxidant capacity:    درصـد مهـار اكـسيداسيون 

هـاي    و احياي راديكال آن توسـط عـصاره        1ABTSمعرف  
ml/mg1       چاي سياه و سبز در C°37 در گيري شـد       اندازه

 براي رسم منحني    (BSA)2ن سرم گاو    اين روش از آلبومي   
 .)8(استاندارد استفاده شد

 نرمال بودن توزيـع داده هـا بـا اسـتفاده از     :تحليل آماري 
ميـانگين  . ميرنوف ارزيـابي شـد     اس ـ -آزمون كولمـوگروف  

ها ميان چند گروه با آزمون آناليز واريـانس و سـپس             داده
يـع  در موارد توز  . بين دو گروه با آزمون توكي مقايسه شد       

 والـيس و    -غيرنرمال بـه ترتيـب از آزمونهـاي كروسـكال           
كلية اختلافها  .  ويلكاكسون استفاده شد   -سپس من وتيني  

همه آزمونهاي آمـاري    . دار تلقي شد      معني  p >005/0در  
  . انجام شدSPSS11.5با استفاده از نرم افزار 

  يافته ها •
هاي    به ترتيب نتايج اثرات مهاري عصاره      2 و   1جداول  

 زمانهـا و     در E.coliسياه و چـاي سـبز را بـر رشـد            چاي  
). pour plateبـه روش  (دهنـد   غلظتهاي مختلف نشان مي

هاي چاي سياه و سـبز   اثر متقابل غلظتهاي مختلف عصاره 
ــي  ــي آنت ــا برخ ــد   ب ــر رش ــا ب ــه روش E.coliبيوتيكه   ب

 اثـر متقابـل بـالاترين        و 1شكل  بيوگرام با ديسك در       آنتي
هـاي چـاي سـياه و سـبز بـا              عـصاره  مقادير مورد آزمايش  

 نـشان   2شـكل    در   E.coliها بـر رشـد        بيوتيك  برخي آنتي 
  .داده شده است

  ةبراي مطالعـه اثـرات متقابـل و احتمـالاً هـم افزاينـد           
ها با توجه بـه       بيوتيك  هاي چاي سياه و سبز و آنتي        عصاره

                                                            
1-  2,2-Azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid) 
2-  Bovine Serum Albumin 

و هـاي چـاي سـبز      فقط از عصارهpour plateنتايج روش 
ليتـر    ميلـي  گـرم در    ميلـي  100 و   50سياه در دو غلظـت      

  .استفاده شد
  

 E.coli  تعداد پرگنه هاي چاي سياه برروية اثر عصار- 1جدول 
  در زمانها و غلظتهاي مختلف

  
  انكوباسيون زمان
  )ساعت(

  (mg/mL) غلظت

  25/6  5/12  0/25  0/50  0/100  
1  105<  105<  104<  103  -  
2  105<  105<  104<  102×7  -  
3  105<  105<  104<  102  -  
5  105<  105<  104<  -  -  
7  105<  105<  -  -  -  
24  105<  105<  -  -  -  

  
 E.coli تعداد پرگنه هاي  اثر عصاره چاي سبز برروي- 2جدول 

  در زمانها و غلظتهاي مختلف
  (mg/mL)غلظت             
  انكوباسيون  زمان
  )ساعت(

25/6  5/12  0/25  0/50  0/100  

1  105<  104<  103×2  102×8  -  
2  105<  104<  102×5  50  -  
3  105<  104<  102×2  -  -  
5  105<  104<  -  -  -  
7  105<  104<  -  -  -  
24  105<  104<  -  -  -  

  
هـاي چـاي سـبز و سـياه بـر خـواص ضـد             اثر عـصاره  
 نسبت به مقدار و    E.coliها در برابر      بيوتيك  باكتريايي آنتي 

ترتيـب كـه عـصارة      به ايـن    . بيوتيك متفاوت بود    نوع آنتي 
ــة مهــار رشــد را در آميكاســين و    چــاي ســبز، قطــر هال

  داد  ي افــزايش مــي دار جنتامايــسين بــه طــرز معنــي   
)001/0< p (      و بــا افــزايش مقــدار عــصاره، ايــن اثــر

يافـت    داري افـزايش مـي      طـرز معنـي     سينرژستيك نيز بـه   
)001/0< p.(    گرم عصاره چاي سبز      ميلي 25/1 اما افزودن

بيوتيــــك نورفلوكــــسازين و  نتــــيبــــه ديــــسك دو آ
داري، موجب مهـار اثـر ضـد          سولفومتاكسازول بطرز معني  

؛ اما با افزايش دوز عـصاره       )p >001/0(باكتريايي آنها شد    
طوري كه      اين مهار از ميان رفت، به      mg5/2چاي سبز به    
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٣٦

در مورد سولفومتاكسازول، قطر هاله عدم رشد تقريبـاً بـه           
ورد نوروفلوكسازين، قطر هاله اندازه معمول برگشت و در م

  ). p >001/0(مهار رشد حتي از سطح پايه نيز فراتر رفت 
ــزودن  ــي25/1اف ــه     ميل ــياه ب ــاي س ــصارة چ ــرم ع گ

ها تقريباً در همة موارد، موجب مهار اثـر ضـد      بيوتيك  آنتي
 ايـن كـاهش     .باكتريايي و كاهش قطر هالة مهار رشد شد       

دار بـود      معنـي  ديگـر،  بجز در مورد آميكاسـين در مـوارد       
)01/0< p .(           با دو برابر كردن دوز عصارة چاي سـياه، هـر

چند اين اثر مهاري در نورفلوكسازين و سولفومتوكسازول        

اما قطر هالة مهـار رشـد        داري كاهش يافت،    به طرز معني  
داري از سـطح پايـه كمتـر بـود            هم چنان به طـرز معنـي      

)02/0< p(،       اين كار   اما درمورد آميكاسين و جنتامايسين
موجب افزايش قطر هالة مهار رشد شد، به طـوري كـه در            
جنتامايسين تقريباً به سطح پايه برگشت و در آميكاسـين          

  .)p=014/0(حتي از آن نيز فراتر رفت 
 چـاي سـبز     ml/mg1اكسيداني عـصاره        ظرفيت تام آنتي  

 و چاي سياه در غلظـت  mM BSA 11/0±268/0معادل 
.)p >001/0( بـود  mM BSA 10/0±22/1مشابه حـدود  

  )الف     (            
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ها روي  بيوتيك بز  با برخي از آنتيس) ب(چاي سياه و)الف( اثر متقابل غلظتهاي مختلف عصاره هاي -1شكل 

E.coliلاي ستونها نشانگر تفاوتهاي حروف ناهمسان در با. به روش آنتي بيوگرام با ديسك  
  ).p>05/0 (دار در آن گروه است معني
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   اثر متقابل بالاترين مقادير مورد آزمايش عصاره هاي چاي سبز و سياه با-2شكل

E.coliها روي   برخي از آنتي بيوتيك

 بحث •
ــد     ــرات ض ــاره اث ــددي درب ــهاي متع ــاكنون، گزارش ت

در ) 4(هاي خـالص آن       فنل  و پلي ) 7(ميكروبي انواع چاي    
اثـرات سينرژيـسمي    . اند  ها منتشر شده    ميكروببرابر انواع   

در ). 9،  6(ها نيز گزارش شـده اسـت          بيوتيك  چاي با آنتي  
اي اثر سينرژيستي عصاره چـاي و لووفلوكـساسين           مطالعه

)levofloxacin (   بر ضدE.coli      انتروپاتوژن مـشاهده شـد 
دست آمده در اين مطالعه ايـن اثـر           هاي به  طبق يافته ). 6(

بـه طـوري كـه در آزمـون         . سبز، بارزتر بود  در مورد چاي    
 روي  mg25/1بيوگرام بـه روش ديـسك و در مقـدار             آنتي

 جالـب اينكـه بـا    .ها اثـر مهـاري داشـت    بيوتيك  همه آنتي 
 اين اثر مهاري به درجاتي      mg5/2افزايش مقدار عصاره به     

تـوان   ياز جمله علل احتمالي اين تاثير را م       . تخفيف يافت 
بيوتيك و نهايتاً مهار      رة چاي و آنتي   كنش اجزاي عصا    برهم

اص يـا ناكـافي بـودن مقـدار مـواد           اثر دارو در غلظتي خ ـ    
. ميكروبي چاي در مقادير پايين عـصارة چـاي دانـست     ضد

هـاي گيـاهي يـا اصـطلاحاً         فنـل   گفته شده است كه پلـي     
از طريق اتواكسيداسيون و توليد پراكسيد ) tanins(ها  تانن

شـامل  ( را بـر رشـد ياختـه         هيدروژن، اثرات مهاري خـود    
، ولي در شرايط    )11(كنند   اعمال مي ) هاي ميكروبي   ختهيا

هـاي خاصـي در بـاكتري         محيطي خاصي امكـان دارد ژن     
 كه نهايتاً با افـزايش      E.coli در   OXYRالقاء شوند، مانند    

اكسيداني در بـاكتري موجبـات غلبـه آن را بـر              دفاع آنتي 
 ـ مـي ها فـراهم     اثرات مهاري تانن   امكـان دارد   ). 11(د  آورن

بـا  . ها نيز در اين پديده نقش داشته باشـد          فنل  غلظت پلي 
ساعت مجاورت   24 تا 3 حال، عدم رشد باكتري بعد از       اين

هـا بـر    بيوتيـك  ا عصاره چاي از يك سو و كاهش اثر آنتي         ب
اثر عصاره خام چاي از سوي ديگر، امكان تداخلات غـذا و            

  .دارو را بيشتر قوت مي بخشد
ر بودن اثرات مهاري چـاي سـبز در مقايـسه بـا             ت قوي

هاي   كند كه متابوليت    اين احتمال را مطرح مي     چاي سياه، 
حاصل از فرايندهاي اكسيداسيون در ضمن تخميـر بـرگ          

اكسيداني آن را كم      چاي هم اثرات مهاري و هم توان آنتي       
رايط اي از ش ـ   چـاي سـياه در پـاره      حـال،     بـا ايـن   . كند  مي
ت ضــد باكتريــايي اســت و بــه نظــر چنــان داراي اثــراهم
اكسيداني آن مرتبط     رسد كه اين اثرات با ظرفيت آنتي        مي

 فنجان چاي در روز     3 تا 2رسدكه مصرف   به نظر مي  . باشد
هـاي مـورد      بيوتيـك   براي بيماراني كه تحت درمان با آنتي      

بررسي در اين مطالعه هـستند، مـشكل خاصـي را ايجـاد             
  .كند نمي

  سپاسگزاري
، بخشي از يك طرح پژوهشي است كـه بـا           اين مطالعه 

اي و صنايع غـذايي كـشور         بودجة انستيتو تحقيقات تغذيه   
بـدين وسـيله از كليـة همكـاران آن          . انجام پذيرفته است  
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٣٨

عاونـت محتـرم پژوهـشي سپاسـگزاري        مركز، بـه ويـژه م     
پس از سپاس از ايزد منان كه ما را در انجام اين            . شود مي

دانــيم از كليــه همكــاران  لازم مــي مطالعــه يــاري نمــود،

آزمايشگاه پژوهشهاي تغذيه اي گروه تحقيقـات تغذيـه و          
منشي اين گروه سركارخانم قنبرزاده كه كمال همكاري را         
.در اجراي ايـن مطالعـه بـا مـا داشـتند، قـدرداني كنـيم               
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