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   گوشت چرخ شدهي ها نپاتوژاسانس آویشن شیرازي بر   بیومیکر ضدبررسی تاثیر 
  پروپیدیوم مونو آزید و زمان واقعی PCR با استفاده از 

  

 *1مریم عزیزخانی
 آمل، ایران هاي نوین آمل، آوري تخصصی فندانشگاه پزشکی، دانشکده داماستادیار 1

  

  03/05/94؛ تاریخ پذیرش:  23/01/94 تاریخ دریافت:
  1چکیده
با پروپیدیوم مونو آزید با موفقیت  بدر ترکی )Real time PCR( زمان واقعی PCRبه تازگی،  :هدف و سابقه

هاي زیره،  سانسمشابه کشته شده توسط ا هاي اکتريو بO157: H7  اشرشیاکلیي زنده ها براي تمایز بین سلول
 بـر  شـیرازي  آویشـن  اسـانس  ضـدمیکربی  تاثیر ،در این مطالعه کار رفته است. میخک، پونه کوهی و دارچین به

آزیـد مـورد    مونـو  پروپیدیوم و واقعی زمان PCR روش از استفاده با شده چرخ گوشت هاي بیماریزاي باکتري
  ارزیابی قرار گرفت.

 
 جرمـی  نگـار  طیف به متصل کروماتوگراف گاز دستگاه توسط اسانس شیمیایی ترکیبات آنالیز :ها روش و ادمو

، O157:H7 اشرشیاکلیغلظت کشندگی آویشن شیرازي براي  کمینهمنظور تعیین  ي اولیه بهها آزمایش. شد انجام
بـه منظـور تعیـین     وپیدیوم مونو آزیدکمی با پر PCR انجام شد. سپس، مونوسیتوژنز لیستریاو  سالمونلا انتریکا

در گوشت چرخ  انس آویشن شیرازيهاي زنده در یک جمعیت باکتریایی تحت تیمار با اس کمی انتخابی سلول
  انجام شد.  کرده

  
و  035/0،  02/0هـاي   غلظـت  .بـود درصـد)   12/71کارواکرول ترکیب اصلی اسانس آویشن شیرازي ( :ها یافته
 سالمونلا انتریکاو  O157:H7 اشرشیاکلی  ،مونوسیتوژنز لیستریاموجب غیرفعال سازي ترتیب،  ، بهدرصد 045/0
. دقیقه کشته شدند 30ساعت و  1گرم منفی طی  هاي بیماریزاي باکتري ودقیقه  30طی  مونوسیتوژنز لیستریاشد. 

 مرده و زنده هاي ولسل مختلف هاي ترکیب براي آمده دست به آزید مونو پروپیدیوم با کمی PCR  مطابق نتایج
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 واحـد  27/3×104 شـده  چـرخ  گوشـت  در هـا  باکتري تعداد ،مصنوعی طور به شده تلقیح شده چرخ گوشت در
 سـالمونلا  بـراي  آزید مونو پروپیدیوم با کمی PCR از آمده دست به مقادیر. بود لیتر میلی در کلنی دهنده تشکیل
 درلـیکن  . بـود  مـرتبط  پلیـت  روي شـده  شـمارش  نـده ز هاي سلول تعداد با ،O157:H7 اشرشیاکلی و انتریکا

 براي و شد زده تخمین واقعی تعداد از بیشتر موارد همه در زنده هاي سلول تعداد ،لیستریامونوسیتوژنز خصوص
 سلول درصد 8/3 وجود همچنان. آزید مونو پروپیدیوم با کمی PCR مرده، هاي سلول درصد 100 حاوي نمونه
  .داد می نشان را زنده

  

 مدت زمان کوتاه قادر به غیر فعال سازي برگشت ناپذیر سه دراز آن جا که اسانس آویشن شیرازي  گیري: نتیجه
کاربرد به عنوان افزودنی طبیعی یا  قابلیته است، واجد بودي پایین ها مورد آزمایش در غلظت باکتري بیماریزاي

 صورت به آزید مونو پروپیدیوم با کمی PCR شرو این، بر علاوه نگهدارنده زیستی در مواد غذایی می باشد.
 آویشن اسانس با تیمار دنبال به فعال و زنده زاي بیماري يها باکتري انتخابی تشخیص و جستجو براي کارآمدي
  .است رفته کار به شده چرخ گوشت در شیرازي

  
  نگهدارنده زیستی کمی با پروپیدیوم مونو آزید، PCR، گوشت چرخ شدهآویشن شیرازي،  :يکلیدهاي  واژه
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 مقدمه
غـذایی   صـنعت ایمنی میکربی محصولات غذایی موضوع نگرانی اصلی مصـرف کننـدگان و نیـز         
هاي نگهداري مواد غذایی ماننـد سـرد کـردن، انجمـاد، تخمیـر، پاستوریزاسـیون و        استراتژيباشد.  می

عامـل  هـاي   یکروارگانیسـم اي جهت کنتـرل م  تردهصورت گس استفاده از ترکیبات ضدمیکربی سنتزي به
کننـدگان بـراي    در حال حاضر، تقاضاي مصـرف . در مواد غذایی به کار رفته است بیماریزاو نیز فساد 

میکربی سنتزي شیمیایی با ترکیبات طبیعی جهت حصول اطمینان از ایمنی مواد ضدجایگزینی ترکیبات 
هـاي خـوراکی طبیعـی     عنوان نگهدارنده هاي گیاهی به در این رابطه، اسانس. غذایی رو به افزایش است

ي دور بـه عنـوان طعـم    ها هاي گیاهی از گذشته . علاوه بر اینکه، اسانسندا توجه زیادي را جلب نموده
ي ضـدمیکربی در برابـر   هـا  یـت رونـد، واجـد طیـف وسـیعی از فعال     کـار مـی   دهنده در مواد غذایی به

قابلیـت کـاربرد در    و بنـابراین  )36و  5( ادهـاي عامـل فس ـ   مواد غذایی و میکروارگانیسـم  هاي پاتوژن
گونه گیاهی با ترکیبات  1300بیش از ). 33د (باشن هاي طبیعی می عنوان نگهدارنده حصولات غذایی بهم

عنوان نگهدارنده در مواد غذایی  به آنها لیکن اطلاعات در مورد کاربرد ،ضدمیکربی مشخص وجود دارد
هاي گیاهی مانند پونه کوهی، میخک،  برخی از این اسانس .استتنها براي موارد معدودي گزارش شده 

اي مورد  طور گسترده دارچین، سیر، زردچوبه، رزماري، نعناع، ریحان و جعفري یا ترکیبات فعال آنها به
کمپیلوبـاکتر  هاي مختلف غـذایی ماننـد    میکربی آنها در برابر پاتوژنضد و فعالیتاند  مطالعه قرار گرفته

و  4( 2اسـتافیلوکوکوس اورئـوس    ،)33و  20( سالمونلا) 33و  9( لیستریامونوسیتوژنز  ،)35( 1ژژوانی
گیاهی متعلق به خانواده نعناع است که آویشن شیرازي  اثبات شده است.) 40و  20( اشرشیاکلیو  )33

شـیرازي  این گیاه تحت عنـوان آویشـن    روید. در ایران، افغانستان و پاکستان میاز نظر جغرافیایی تنها 
دهنده در بسـیاري از مـواد غـذایی در ایـران بـه کـار رفتـه و واجـد تـاثیرات           عنوان طعم (در ایران) به

همچنین، داروهاي خوراکی بر پایـه اسـانس    .)16و  2( باشد می نفخضدو  محرك ضدعفونی کنندگی،
در درمـان   نیز عرضه شده است. این اسانس در فرمولاسیون داروهـاي مـورد اسـتفاده    آویشن شیرازي

پذیر  نیز در درمان سندرم روده تحریک و ضدسرفه، کننده ضدعفونیعنوان  ي سیستم تنفسی بهها عفونت
شامل ترکیبات فنولیک ماننـد کـارواکرول و    آویشن شیرازيترکیبات اصلی اسانس ). 2( رود به کار می
و بسیاري  )26و  21( ها آویشن شیرازي در برابر قارچاسانس فعالیت ضدمیکربی ). 3( باشد تیمول می

                                                             
1. Campylobacter jejuni 
2. Staphylococcus aureus 
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 لیستریامونوسـیتوژنز )، 3( 1تیفی موریـوم استافیلوکوکوس ارئوس، سالمونلا هاي غذایی مانند  از پاتوژن
  مورد بررسی قرار گرفته است.) 10( 2هاي نوروویروس و نیز سویه )28(

بـا اسـتفاده از   طـور معمـول    بهو بیماریزا  هاي عامل فسادیکروارگانیسممها در برابر اسانس فعالیت
طولانی براي رشد  که شامل نواقصی از جمله مدت زمان نسبتاًارزیابی می شود هاي سنتی کشت روش

عنـوان یـک    بـه ) 23(باشـد   هاي زنده غیرقابل کشت میدر مورد سلول کتري و فقدان حساسیت لازماب
عوامـل   اصیحساس و اختص، تشخیص و تعیین کمی سریعزمان واقعی امکان  PCR روش جایگزین،

از طریق پیش تیمار نمونه با عوامل متصل شونده  این تکنیک علاوه بر این،آورد.  را فراهم می زابیماري
از . )38( باشد می زنده و هاي مردهسلولDNA  قادر به تمایز بین، مانند پروپیدیوم مونو آزیدDNA  به

بـر   نماید، این تکنیـک  یب دیده نفوذ میتنها به درون غشاهاي سلولی آسپروپیدیوم مونو آزید آنجا که 
پیش تیمـار نمونـه بـا     .)29(نماید  هاي باکتریایی عمل میالم بودن یا آسیب دیده بودن سلولاساس س

 يهـا  پـاتوژن  آمیـزي بـراي تشـخیص    طـور موفقیـت   به کمی PCRو سپس انجام  پروپیدیوم مونو آزید
 کامپیلوبـاکتر ژژوانـی  و  )30و  11( O157:H7 کلیاشرشـیا   ،)34( لیستریامونوسیتوژنزباکتریایی مانند 

ي عنوان ابـزار  به پروپیدیوم مونو آزیدبا  کمی PCRاي، تکنیک ست. اخیرا در مطالعهبه کار رفته ا) 18(
میخک و پونه کوهی  ،هاي دارچینهاي زنده پس از تیمار با اسانس با کارایی بالا جهت شمارش سلول

بـر   مطالعه حاضر، ارزیابی فعالیت ضدمیکربی اسانس آویشن شیرازيهدف ). 9( به اثبات رسیده است
بـا اسـتفاده از   در گوشت چـرخ شـده    مونوسیتوژنز لیستریا وسالمونلا انتریکا ، O157:H7 اشرشیاکلی

  باشد. می PCRدر ترکیب با  پروپیدیوم مونو آزید
  

  ها مواد و روش
غیـر  ) O157:H  )CECT3 5947 شیاکلیاشر  :DNAي باکتریایی، شرایط کشت و جداسازي ها سویه

از  )CECT 4031( مونوسیتوژنز لیستریاو  )CECT 4138( زیرگونه انتریکا سالمونلا انتریکاتوکسیژنیک، 
در محـیط   هـا  تهیه و در این مطالعه به کار رفت. بـاکتري  )CECT( هاي میکربی اسپانیامجموعه کشت

بـه روش کشـت در محـیط     ساعت کشت و 18مدت  بهگراد درجه سانتی 37در  4تریپتیک سوي براث
                                                             
1. Salmonella typhimurium 
2. Norovirus 
3. The Spanish type culture collection  
4. Tryptic soy broth 
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باکتریایی با اسـتفاده  DNA  .نددر شرایط گرمخانه گذاري مشابه بالا شمارش شد 1سوي آگار تریپتیکاز
آلمان) مطابق دستورالعمل سازنده جداسـازي   دورن، ،نوکلئواسپین تیشو (شرکت ماچري ناجل از کیت

  و تخلیص شد.
آوري و نـام علمـی آن توسـط گـروه گیاهشناسـی       ستان فارس جمـع گیاه آویشن شیرازي از ا :اسانس

هاي هوایی خشک شده گیـاه  اسانس از سرشاخه. پژوهشکده گیاهان دارویی جهاد دانشگاهی تائید شد
ساعت) استخراج شد. اسانس تـا زمـان کـاربرد در     2مدت  با سیستم کلونجر (بهبه روش تقطیر با آب 

نگهداري شـد. جهـت اسـتفاده، اسـانس در     گراد درجه سانتی 4هوا در ي تیره غیرقابل نفوذ به ها شیشه
  رقیق شد. 1:10درصد به نسبت  50اتانول 
پس از تهیه اسانس، آنالیز ترکیبات شیمیایی آن توسـط دسـتگاه گـاز    : اسانس شیمیایی ترکیبات تعیین

تریس جی سـی   ترموکوئست دستگاه از نوعاین کروماتوگراف متصل به طیف نگار جرمی انجام شد. 
و  )RI( ترکیبات اسانس براساس مقایسـه مـدت زمـان بـازداري نسـبی      .(انگلستان) بود فینیگان 2000

 نایسـت و  7n.1 وایلـی  هاي جرمی آنها با مقـادیر ذخیـره شـده در کتابخانـه کـامپیوتري     اجزاي طیف
نس تعیـین مقـدار   شناسایی و بر اساس میانگین دو تزریـق اسـا  ) 1((موسسه ملی استاندارد و فناوري) 

  گردید.
حـداقل غلظـت بازدارنـده رشـد و     : غلظت قابل تحمـل  بیشینهو  غلظت بازدارنده رشد کمینهتعیین 
حـداقل غلظـت   ). 22( تعیین شد 2با استفاده از روش میکرودایلوشن براث تحمل قابل غلظت حداکثر

ونه کنترل تلقـیح نشـده شـامل    عنوان کمترین غلظتی که در آن دانسیته نوري مشابه نم بازدارنده رشد به
عنوان بیشترین غلظتی که  به تحمل قابل غلظت حداکثرهمان غلظت اسانس، به تنهایی، بود تعیین شد. 

اي بر رشد باکتري در مقایسه با کنتـرل (بـدون    در آن افزودن اسانس از لحاظ آماري تاثیر قابل ملاحظه
  دست آمد. اسانس) نداشت، به
سـاعته در تریپتیـک    4هاي باکتریایی از کشـت  کشت: کشی) (فعالیت باکتريسازي  سینیتیک غیرفعال

محلـول  لیتر  میلی 5دست آوردن  جهت به ،)لیتر دهنده کلنی در میلی واحد تشکیل 108-109( سوي براث
ي هـا  رقیق و سپس اسانس آویشن شیرازي در غلظت، لیتر میلیدهنده کلنی در  واحد تشکیل 105وي اح

درصد و  050/0درصد،  O157:H7 ،045/0 اشرشیاکلیدرصد براي  04/0درصد و  035/0درصد،  03/0
                                                             
1. Trypticase soy agar 
2. Microdilution broth 
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 لیستریامونوسیتوژنزدرصد براي 03/0درصد و 025/0درصد،  02/0و  سالمونلا انتریکادرصد براي  055/0
، 0ي ها در گرمخانه مجهز به تکان دهنده نگهداري شد. در زمان گراد درجه سانتی 37اضافه و مجددا در 

گیـري و کشـت روي محـیط     ساعت نمونـه  4ساعت و  2ساعت،  5/1ساعت،  1دقیقه،  45دقیقه،  30
صورت مستقل انجام شد.  جهت شمارش انجام شد. هر آزمایش در سه تکرار به تریپتیکازئین سوي آگار

س از و انحراف معیار محاسبه گردید. غلظتی از اسانس که پ لیتر دهنده کلنی در میلی واحد تشکیلمیانگین 
زنـده   ها یا ورود به مرحلـه  دهنده کشته شدن همه سلول ود نشانساعت تیمار، فاقد رشد باکتریایی ب 4

  محسوب گردید. عنوان حداقل غلظت باکتري کشی بوده و بهغیرقابل کشت 
 20در دي متیل سولفوکساید  پروپیدیوم مونو آزید: آزید برقراري اتصالات عرضی با پروپیدیوم مونو

درجـه   -20حل و تا زمان استفاده در دماي مول  میلی 20ت به دست آوردن محلول استوك درصد جه
ي ها هاي زنده یا سلول از سلولمیکرولیتر  500در تاریکی نگهداري شد. محلول استوك به گراد  سانتی
افـزوده شـد. جهـت اطمینـان از      میکرولیتـر  100شده با اسانس تـا رسـیدن بـه غلظـت نهـایی       تیمار

 ها در سه تکرار انجام شد. پس از افزودن پروپیدیوم مونو آزید، نمونه ها تیمار نمونه ،ذیري نتایجتکرارپ
سلول  به دقیقه در تاریکی در دماي اتاق قرار گرفته و براي افزایش نفوذ پروپیدیوم مونو آزید 5مدت  به

ر معـرض  د ال سـازي نـوري  دقیقه با استفاده از سیستم فع 15مدت  به ها تکان داده شدند. سپس، نمونه
بارسلونا، اسپانیا). پـس از ایجـاد اتصـالات عرضـی از      لراکتیوبلو، اینجنیا بیوسیستمز،نور قرار گرفتند (

سـانتریفوژ  گـراد   درجه سانتی 4در دقیقه  5مدت  بهدور در دقیقه  7000در  ها طریق القاي نوري، سلول
مـورد اسـتفاده قـرار     DNAبـراي جداسـازي   دست آمـده   ی دور ریخته شد. پلت بهیشده و محلول رو

  گرفت.
الیگونوکلئوتیدهاي مورد اسـتفاده در ایـن مطالعـه،    : زمان واقعی PCRز گیري کمی با استفاده ا اندازه
 و) 15( سالمونلا انتریکا )JHOL(ژن تهاجم  ،)O157:H7 )uidA ()17 اشرشیاکلیگلوکورونیداز -ژن بتا

بـه کـار    در مطالعـات پیشـین  را هـدف قـرار داده و   ) hly( )34( نزلیستریامونوسیتوژ ژن لیستریولیزین
برلیانت  مستر میکسمیکرولیتر  10 ، شاملمیکرولیتر 20در حجم نهایی  PCR يها واکنش). 7( اند رفته

انجـام شـد. همـه    DNA  الگـوي میکرولیتـر   5 و اسـپانیا)  و مادرید ،استراتاژن(ي راکس با میزان بالا 2
 DNA اگـزو آي پـی سـی    محلـول میکرولیتـر   4/0و اگزومیکس  محلولکرولیتر می 2 ها شامل واکنش

 هـا و داخلی بود. غلظت پرایمرها، پروب عنوان کنترل متحده) به ایالات و فوسترسیتی اپلایدبیوسیستم،(
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از نـانومول   25از هـر پرایمـر،    نانومول O157:H7 ،250 اشرشیاکلیعبارت بود از: براي کلرید منیزیم 
 100از هر پرایمـر،   نانومول 300، سالمونلابراي ؛ منیزیم کلرید محلولمیکرومول  5/3و  uidA پروب 
 50، مونوسـیتوژنز  لیسـتریا و بـراي   منیـزیم  کلریـد  محلولمیکرومول  5/4و JHOL از پروب  نانومول
صـورت   تکثیر به  ؛کلرید منیزیم محلولمیکرومول  6و hly از پروب  نانومول 50از هر پرایمر،  نانومول
قیقـه و  د 10مـدت   بهگراد  درجه سانتی 95دقیقه، یک سیکل  2مدت  به گراد درجه سانتی 50کلییک س

 دقیقـه در دسـتگاه   1مـدت   بـه گراد درجه سانتی 63ثانیه و  15مدت  بهگراد درجه سانتی 95 سیکل 40
 ـ ،ژن امپ بیوسیستم( سیستم جستجوي توالی زان فلورسـنس  فوسترسیتی، ایالات متحده) انجام شد. می

یري شد. براي هر واکنش دو تکرار و در همه موارد یک کنترل منفی گ اندازه تکثیردر انتهاي هر مرحله 
  در نظر گرفته شد. DNA  آب به جاي الگوي میکرولیتر 5شامل 

پـاتوژن   3استخراج شده از DNA  برابري رقت از 10هاي  ي استاندارد با استفاده از توالیها منحنی
ها، تهیـه   بر پایه اندازه ژنوم این پاتوژن معادل ژنوم در هر واکنش، با محاسبه 106تا  1در دامنه غذایی، 

استاندارد بـراي   حاصل از هر رقت جهت رسم منحنی )Cp( عبورمقادیر نقاط ). 27 و 14، 13( گردید
  هاي مربوطه به کار رفت. هر کدام از غلظت

، O157:H7 اشرشـیاکلی ساعته  4ي ها کشت: هاي زنده لکشی اسانس در ارزیابی سلو اکتريفعالیت ب
صـورت   ) بـه لیتـر  دهنده کلنـی در میلـی   واحد تشکیل 108-109( لیستریامونوسیتوژنز و سالمونلا انتریکا

واحـد   104و  106سوسپانسیون حاوي  لیتر میلی 5دست آوردن  جهت به متوالی در تریپتیک سوي براث
انس آویشـن شـیرازي در   طـور جداگانـه بـا اس ـ    سازي و سپس به قیقر لیتر دهنده کلنی در میلی تشکیل
 4مـدت   در دمـاي اتـاق بـه    ها سوسپانسیونکشی مربوط به هر باکتري تیمار شدند.  هاي باکتري غلظت

کمـی   PCR با استفاده از روش شمارش روي پلیت، ها شدند. آنالیز نمونه مخلوططور مداوم  ساعت به
  و در سه تکرار انجام شد.نو آزید کمی  با پروپیدیوم مو PCRو 

کمـی بـا    PCRجهـت تعیـین حساسـیت واکـنش      :طور مصـنوعی  ارزیابی ماده غذایی تلقیح شده به
طـور    هـاي زنـده و کشـته شـده توسـط اسـانس بـه        هاي مختلف از سلول ، نسبتپروپیدیوم مونو آزید

بـه  صورت زیر انجام گرفت:  هبها  نمونهباکتریایی تلقیح شد. تلقیح  گوشت گاو چرخ شدهمصنوعی به 
 ، کندالببافري شده ( محلول آب پپتونه لیتر میلی 225صورت اسپتیک  به گوشت چرخ شدهگرم از  25

فیلتـر جـانبی افـزوده و بـا اسـتفاده از دسـتگاه        دارايدر یک کیسه پلاستیکی استریل  مادرید، اسپانیا)
نگلسـتان). مخلـوط حاصـل از قسـمت     سـوري، ا  ،میکـروژن بیـوپروداکتس  پالسیفایر یکنواخت شـد ( 
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هاي زنده  لوطی از سلوللیتري تقسیم شد. هر قسمت با مخ میلی 30ي ها برداشته و در قسمت شدهفیلتر
هاي  سلول درصد 75هاي زنده،  سلول درصد 100صورت زیر تلقیح شد:  و کشته شده توسط اسانس به

 درصـد  25هاي مرده،  سلول درصد 50وهاي زنده  سلول درصد 50هاي مرده،  سلول درصد 25زنده و 
هاي مرده. یک کنتـرل منفـی تلقـیح     سلول درصد 100هاي مرده و  سلول درصد 75هاي زنده و  سلول

میکرولیتري از هر نمونه تلقیح شده گرفته شد  100 قسمتشد. دو  در نظر گرفتهنشده در هر آزمایش 
میکرولیتري بـا اسـتفاده از    100مه اجزاي ه DNA تیمار شد.پروپیدیوم مونو آزید و یکی از آن دو با 

شـمارش  آنـالیز شـد.    کمی با پروپیـدیوم مونـو آزیـد    PCRو توسط  استخراجنوکلئواسپین تیشو  کیت
   .)11( انجام شدگراد درجه سانتی 37ساعت گرمخانه گذاري در  24-48ها پس از باکتري

  
  آماري تجزیه و تحلیل

 معیـار  انحـراف  ± میانگین صورت به آمده دست به يها داده. شد انجام تکرار سه در آزمایشات کلیه
 واریـانس  آنـالیز  آزمـون  از اسـتفاده  بـا  مربوط بـه ارزیـابی بیـان ژنـی     يها داده آنالیز. شد داده نمایش

)ANOVA (مقدار و شد تعیین طرفه دو P  معنـادار   .گردید تلقی دار معنی آماري نظر از 05/0 از کمتر
ي مختلف اسـانس از طریـق   ها ي تیمار شده با غلظتها نمونه دانسیته نوريیانگین م بینبودن اختلاف 

  .تعیین شد P>05/0با سطح اطمینان  T-testاستودنت  آزمون
  

  و بحث نتایج 
وزنی) بود.  درصد (حجمی/ 66/1هاي هوایی خشک شده گیاه آویشن شیرازي بازده اسانس بخش
 1) در جدول وماتوگرافی گازي/ طیف سنجی جرمیط کر(تعیین شده توس درصد ترکیبات اسانس

  .باشد درصد) می 12/71آورده شده است. کارواکرول ترکیب اصلی اسانس آویشن شیرازي (
، O157:H7 اشرشیاکلی ساعت گرمخانه گذاري 24دست آمده پس از  بهدانسته نوري  ،1شکل 

طور  دهد. به سانس را نشان میهاي مختلف اتحت غلظت مونوسیتوژنز لیستریا و سالمونلا انتریکا
درصد  O157:H7 ،045/0 اشرشیاکلیدرصد براي  025/0حداقل غلظت بازدارنده رشد معادل  خلاصه،

 قابل غلظت حداکثربه دست آمد. مقدار  لیستریامونوسیتوژنز درصد براي 02/0و  سالمونلا انتریکا براي
درصد و 0025/0معادل  المونلا انتریکاس درصد، براي005/0معادل  O157:H7 اشرشیاکلیبراي  تحمل
  درصد بود.00125/0معادل  لیستریامونوسیتوژنز براي
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 .جرمی سنجی طیف/ گازي کروماتوگرافیترکیبات اسانس آویشن شیرازي براساس نتایج آنالیز  -1جدول 
Table 1. Essential oil composition of Zataria multiflora Boiss. identified by GC and GC/MS. 

 
  

 ترکیب
Composition  

 مقدار (%)
Amount (%)  

 شاخص بازداري بر روي ستون
Retention index on culumn 

 وژنت
Thujene  

0.19  930  
 پینن-آلفا

Alpha-pinene  
4.26  937  

 پینن- بتا
Bete-pinene  0.43  976  

 میرسین- بتا
Beta-myrcene  0.85  985  

 اکالیپتول
Eucaliptol  

3.37  1024  
 ترپینن- اگام

Gamma-terpinene  
7.34  1055  

 لینالول
Linalool  

0.63  1090  
 تیمول متیل اتر

Thymyl methyl ether  
0.47  1236  

 کارواکرول متیل اتر
Carvacrol methyl ether  

0.46  1243  
 کارواکرول
Carvacrol  

71.12  1299  
 کاریوفیلین - ترانس

trans-Caryophyllene  
0.41  1418  

 گلوبولول
Globulol  

2.32  1582  
 مجموع
Total  

91.90  -  
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طـی تیمـار بـا    سـالمونلا انتریکـا    ولیستریامونوسیتوژنز، اشرشـیاکلی   میانگین دانسیته نوري مربوط به رشد -1شکل 
 باشد.  می شن شیرازي. کنترل مثبت فاقد اسانسهاي مختلف اسانس آوی  غلظت

Figure 1. Mean OD values corresponding to the growth of L. monocytogenes, E. coli O157:H7 and S. 
entrica in the presence of Zataria multiflora Boiss. essential oil at different concentrations.  

 
حداقل غلظت  آورده شده است. مقادیر 2ها توسط اسانس در شکل باکتري تیک غیرفعال سازيینس

دست آمده براي هر باکتري و با افزایش غلظت  اقل غلظت بازدارنده رشد بهحد بر اساسباکتري کشی 
ي حداقل ها ، در غلظتمونوسیتوژنز لیستریا و سالمونلا انتریکاتدریجی اسانس تعیین شد. در خصوص 

سـاعت مشـاهده نشـد، بنـابراین      5/1دقیقه و  30ترتیب،  غلظت بازدارنده رشد، هیچ رشدي پس از، به
در نظـر گرفتـه شـد. در    بـاکتري کشـی   عنوان حـداقل غلظـت    غلظت بازدارنده رشد بهحداقل  مقادیر

درصـد اسـانس    035/0 ساعت هیچ رشـدي در غلظـت   5/1، پس از O157:H7 اشرشیاکلیخصوص 
  تعیین شد.باکتري کشی حداقل غلظت  عنوان این غلظت به بنابراین ،مشاهده نگردید
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 انتریکـا  سـالمونلا  و )--( مونوسیتوژنز لیستریا ،...) O157:H7 ...)ی اشرشیاکلسازي  سینتیک غیرفعال -2شکل 
)-- تعیین شده توسـط شـمارش روي    کشی باکتري غلظت هاي حداقلدر غلظت آویشن شیرازي) توسط اسانس

 درصد. 045/0و  02/0، 035/0ترتیب  پلیت، به
Figure 2. Inactivation kinetics of E. coli O157:H7 (…...), L. monocytogenes (……) and S. enterica 
(…...) by Zataria multiflora Boiss. essential oil at the corresponding minimum bactericidal 
concentration determined by plate count. 

 
هاي حـداقل غلظـت   توسط اسانس آویشن شیرازي در غلظتهاي میکربی کشته شده سوسپانسیون

دست آمده از آنالیز  کمی با پروپیدیوم مونو آزید قرار گرفتند. مقادیر به PCR، تحت آنالیز تري کشیباک
PCR  آورده شـده اسـت.    2و تیمار نشده در جدول  پروپیدیوم مونو آزید هاي تیمار شده بانمونهکمی

بـود کـه    23/13و  82/13ترتیـب،   بـه  ،سـالمونلا انتریکـا  و  O157:H7 اشرشـیاکلی بـراي   Cpافزایش 
 Cp، افزایش لیستریامونوسیتوژنز باشد. براي هاي زنده و مرده میان سلولاي می دهنده تفاوت عمده نشان

، )لیتـر  میلـی دهنـده کلنـی در    واحد تشکیللگاریتم  108هاي سلولی بالاتر (بود. در غلظت 13/4معادل 
ه در مطالعـه پیشـین مشـاهده شـد،     طور کامل، مطابق آنچ را به PCRهاي سیگنال پروپیدیوم مونو آزید

دهنـده کلنـی در    واحـد تشـکیل   104هاي باکتریایی مرده با جمعیت در سوسپانسیون). 8(حذف ننمود 
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براي هیچ کدام از سـه  کمی با پروپیدیوم مونو آزید  PCRحاوي اسانس، هیچ سیگنالی توسط  لیتر میلی
 دست نیامد. مورد بررسی به باکتري

 
 PCR سالمونلا انتریکا ولیستریامونوسیتوژنز ، O157:H7 اشرشیاکلیهاي زنده  انتخابی سلول یتتعیین کم -2جدول 

 سازي با اسانس آویشن شیرازي با پروپیدیوم مونو آزید پس از تیمار و غیرفعال )لیتر میلی(معادل ژنومی در  کمی
Table 2. Selective quantification of E. coli O157:H7, L. monocytogenes and S. enterica live cells by 
PMA-qPCR, after inactivation with Zataria. multiflora essential oil. 

 پاتوژن
Pathogen 

شمارش 
(واحد پلیت 

کلنی در 
 لیتر) میلی

Plate 
counts 
cfu/ml 

 زنده
Live  

 مرده
Dead  

پیدیوم  مرده تیمار شده با پرو
 Dead PMA      مونو آزید

treated  
Cp∆ 

Cp1 ± SD2 
  مقدار

Quantifica
tion  

Cp ± SD 
 مقدار

Quantifica
tion  

Cp ± SD 
  مقدار

Quantifica
tion  

  

  13.82  0.92±0.05  3.19±0.17  7.34±0.17  19.37±0.18  7.28±0.13  ±19.58  0.46  5.40×108  اشرشیاکلی
E. coli  105×1.68  0.25±27.90  0.25±4.80  0.47±28.52  0.14±4.61  <35  0    

  4.13  4.56±0.73  22.11±0.24  8.10±0.08  17.98±0.29  8.35±0.11  17.16±0.36  1.40×108  تریامونوسیتوژنزلیس
L.monocytogenes 104×4.60  0.21±32.01  0.41±3.88  0.12±33.13  0.04±3.54  <35  0    

  13.23  1.55±0.01  32.18±0.05  7.11±0.13  18.59±0.47  7.97±0.08  17.64±0.27  3.03×108  انتریکا سالمونلا
S. enteric  105× 5.41  0.40±29.51  0.09±4.61  0.63±30.18  0.17±4.42  <35  0    

1 Cp سیکلی از :PCR کند  که قطعه تکثیر از حد آستانه عبور می 
2 SD انحراف از میانگین :  
 

هاي زنده و  هاي مختلف سلول ه دست آمده براي ترکیببوم مونو آزید کمی با پروپیدی PCRنتایج  
ها  نشان داده شده است. تعداد باکتري 3طور مصنوعی در شکل  تلقیح شده به گوشت چرخ شدهدر  مرده
 PCR دست آمده از  بود. مقادیر به لیتر میلیدهنده کلنی در  واحد تشکیل 27/3×104 گوشت چرخ شدهدر 

هـاي زنـده   سلولبا تعداد ، O157:H7 اشرشیاکلی و سالمونلا انتریکاکمی با پروپیدیوم مونو آزید براي 
هاي زنـده در همـه    ، تعداد سلوللیستریامونوسیتوژنزصوص خشمارش شده روي پلیت مرتبط بود. در 

کمی  PCRهاي مرده، سلول درصد 100موارد بیشتر از تعداد واقعی تخمین زده شد و براي نمونه حاوي 
  داد. درصد سلول زنده را نشان می 8/3با پروپیدیوم مونو آزید همچنان وجود 
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انتریکاي لیستریا مونوسیتوژنز و سالمونلا ، O157:H7 اشرشیاکلیهاي هاي مختلف سلولتعیین کمی نسبت -3شکل 
 کمی PCRزنده و کشته شده توسط اسانس آویشن شیرازي، تلقیح شده به سبزیجات. براي هر مخلوط، مقادیر 

 به صورت درصد ارائه شده است.  پروپیدیوم مونو آزیدمربوط به هر نمونه با یا بدون تیمار 
Figure 3. Quantification of different ratios of live and Z. multiflora killed E. coli O157:H7, L. 
monocytogenes and S. entrica cells inoculated in minced beef. For each mixture, qPCR values 
corresponding to samples with and without PMA treatment are represented in percentage. 
 

بی که بـه میـزان قابـل    ودر این مطالعه، اسانس آویشن شیرازي به علت دارا بودن فعالیت ضدمیکر
ي گیاهی، مانند میخک، دارچین و پونـه کـوهی کـه داراي حـداقل     ها ملاحظه اي بالاتر از سایر اسانس

تـر بـراي سـه پـاتوژن مـورد بررسـی        پـائین  تحمل قابل غلظت کثرحداغلظت بازدارنده رشد بالاتر و 
این فعالیت ضدمیکربی قابل ملاحظه به علت وجود مقـدار   ).33( باشند، جهت ارزیابی انتخاب شد می

رسـد فعالیـت    باشد که بـه نظـر مـی    ترپینن می-ي فنولیک و گاماها زیاد کارواکرول به همراه مونوترپن
ماهیـت   ).32و  6(گردد  می باکتري موجب ناپایداري در غشاي سلولیوق میان ترکیبات فسینرژیستی 

اسیدي گروه هیدروکسیل در کارواکرول و نقش گروه هیدروکسـیل در تشـکیل پیونـدهاي هیـدروژنی     
 ).19( تواند از علل توجیح کننده فعالیت ضدمیکربی قابل توجه اسانس آویشن شیرازي باشد می
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سـالمونلا  و  مونوسیتوژنز لیستریا  ،O157:H7 اشرشیاکلیرشد براي مقدار حداقل غلظت بازدارنده 
طـابق  تهاي مطالعات قبلی بود. این نتایج با یافته درصد045/0و  02/0، 03/0ترتیب، برابر با  ، بهانتریکا

اي کشـنده تیمـار شـده و تعـداد     ه ـ با اسانس در غلظت باکتريهر سه  علاوه بر این، ).25و  19( دارد
تعیـین شـد کـه ایـن روش در     کمی با پروپیدیوم مونو آزیـد   PCRنده با استفاده از روش هاي ز سلول

هاي متداول (پونه کوهی، میخک و دارچـین) نیـز موفـق بـوده      عات پیشین با استفاده سایر اسانسمطال
هاي میکربی ابتدا توسـط شـمارش روي    سانس آویشن شیرازي بر سوسپانسیونتاثیر ا ).11و  9(است 

 هـا  دهد کـه همـه سـلول    این نتیجه نشان می ،زیابی گردید که هیچ رشد باکتریایی مشاهده نشدپلیت ار
کمـی بـا پروپیـدیوم     PCRباشند. سپس، روش پیش آزمون شـده   کشته شده و یا فاقد قابلیت رشد می

هاي زنده تیمارشده با اسانس آویشن شیرازي بـه کـار رفـت.     جهت تعیین تعداد سلول). 8(مونو آزید 
واحد تشـکیل دهنـده کلنـی در     108هاي سلولی با تراکم بالا ( نشان داد زمانی که از سوسپانسیونایج نت

 4، حدود بیش از Cp 13کمی با پروپیدیوم مونو آزید افزایشی بیش از  PCRشود،  ) استفاده میلیتر میلی
 لیسـتریا ص دهـد. در خصـو   نشـان مـی   O157:H7 اشرشـیاکلی  و سـالمونلا انتریکـا  بـراي  را  لگاریتم

بـا   هـا  بود. قابلیت جستجو و تعیین تعداد بـاکتري  )Cp4، افزایش در مقادیر بسیار ناچیز (مونوسیتوژنز
هاي بالاي باکتریایی دچـار محـدودیت    در حضور غلظتکمی با پروپیدیوم مونو آزید  PCRاستفاده از 

تصالات عرضی، در زمان فعـال  ها در مرحله برقراري ا زیرا تعداد بالاي سلول). 44 و 41 ،8( می گردد
محدودیت دیگر، تاثیر طـول قطعـه تکثیرشـده بـر     . نماید ، اختلال ایجاد میشدن پروپیدیوم مونو آزید

هـاي طـولانی بـه همـراه تیمـار بـا        است. بنـابراین، تکثیـر تـوالی   پروپیدیوم مونو آزید کفایت تیمار با 
مطـابق  ). 39(گردد  هاي آسیب دیده می سلول DNA پروپیدیوم مونو آزید، موجب بازداري بیشتر تکثیر

هـاي   تـوالی  گـرفتن علت تاثیر مثبت هدف قرار  دارد)، احتمال 2011( همکاران وسوجیما  پیشنهادات
تر باشد. علاوه  افزایش احتمال اتصال رنگ در ناحیه هدف و در نتیجه بازداري قوي، DNA تر طولانی

ست به علت تفاوت ا ممکن مونوسیتوژنز لیستریاهاي زنده  سلولتعداد  فراتر از واقعیت بر این، تخمین
و الیزاکویویـل  هاي گرم منفی و گرم مثبت باشد. در ایـن رابطـه،    ساختار دیواره سلولی بین باکتري در

آمیـزي   طـور موفقیـت   کمی با پروپیدیوم مونو آزید به PCRدریافتند که روش  2011در سال همکاران 
 علائـم هرچنـد،   .نمایـد  مـی  تعیـین را  O157:H7 اشرشیاکلی و نلا انتریکاسالموي زنده ها تعداد سلول
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خمین فراتر موجب ت لیستریامونوسیتوژنزهاي  هاي مرده طی تعیین تعداد سلول ولسل ضعیف حاصل از
تیمـار   1الیسـتریا اینوکـو  . نتایج مشابهی بـراي  شدزنده  لیستریامونوسیتوژنزهاي  از واقعیت تعداد سلول

پذیر نفوذ اي دیوارههاي گرم منفی ساختار غشاي خارجی  در باکتري ).24( دست آمد ت بهشده با حرار
 هاي گرم مثبت این دیـواره از جـنس پپتیـدوگلیکان اسـت     آورد، در حالی که در باکتري د میرا به وجو

 ز دلائلاهاي گرم منفی مرده تسهیل نموده و  را در باکتريپروپیدیوم مونو آزید این تفاوت، نفوذ  ).31(
 .رود بـه شـمار مـی   هاي زنده و مرده گرم منفـی   در تمایز بین سلول پروپیدیوم مونو آزید بالاتر کارآیی

 )لیتـر  میلیدهنده کلنی در  واحد تشکیل 104(هاي سلولی با غلظت پایین تر  هنگامی که از سوسپانسیون
دست نیامد. نتایج نشان می  به یدپروپیدیوم مونو آزپس از تیمار با  کمیPCR  استفاده شد، هیچ سیگنال

 102 -104(در تعداد پایین   هاي پاتوژن زنده که معمولاً ین تکنیک براي ارزیابی حضور سلولدهد که ا
علاوه  ).31( شوند، مناسب است یافت می گوشت چرخ شدهدر  )لیتر میلیدهنده کلنی در  واحد تشکیل

هـاي  سـلول  DNA آمیـزي سـیگنال   طور موفقیت بهآزید پروپیدیوم مونو دهد که  بر این، نتایج نشان می
هیچ کدام از سه پـاتوژن مـورد بررسـی کشـته      ازکه هیچ سیگنال تکثیري  طوري مرده را حذف نمود به
 زا بیماريهاي  باکتري کشته شدناسانس آویشن شیرازي موجب  اظهار نمودتوان  شده مشاهده نشد؛ می

گردید، بنابراین تـاثیر ایـن ترکیـب     پروپیدیوم مونو آزیدبه  آنها نسبتسلولی  غشاي و نفوذپذیر شدن
  کنترل و ارزیابی نمود. کمی با پروپیدیوم مونو آزید  PCRتوان با تکنیک  ضدمیکربی طبیعی را می

موجود اي  هاي زمینه ارگانیسمهاي زنده و مرده و نیز حضور میکرواز سوي دیگر، نسبت بین سلول
ی بـا پروپیـدیوم   کم ـ PCRاند، از عواملی است که کـارآیی  طبیعی آلوده شدهطور  غذایی که بهدر مواد 

کمی با پروپیدیوم  PCR هاي زنده توسطتعیین تعداد سلول ).12( دهد را تحت تاثیر قرار میمونو آزید 
 .هاي زنده اندك باشد، دشوار است مرده، وقتی تعداد سلول هايدر حضور تعداد زیاد سلولمونو آزید 

 ).43( هاي زنده مشاهده نشده است هاي مرده بر سیگنال سلول ی مطالعات هیچ تاثیري از سلولبرخدر 
به این نتیجه دسـت   گوشت چرخ شدهزنده و مرده به هاي  سلولي مختلف ها ما از طریق تلقیح نسبت

ه در هـیچ  ي زنـد ها مرده پاتوژن در تعیین کمیت سلولهاي  سلولعلاوه، نتایج ما نشان داد که  یافتیم. به
یـک سـیگنال    مونوسـیتوژنز  لیستریاکنند. تنها براي  ي مورد آزمایش تداخل ایجاد نمیها کدام از نسبت

  مرده در سوسپانسیون وجود داشتند، مشاهده شد. هاي  سلولضعیف، زمانی که تنها 

                                                             
1. Listeria innocua 
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  گیري کلی نتیجه
نـی غـذایی طبیعـی یـا     عنوان یـک افزود  اسانس آویشن شیرازي را در کاربرد به تواناییین مطالعه ا

تر و مدت زمـان مواجهـه    ي پایینها دهد. اسانس آویشن شیرازي در غلظت نگهدارنده زیستی نشان می
مـورد آزمـایش    بـاکتري قادر به غیرفعال سازي غیر قابل برگشت سه  ها تر نسبت به سایر اسانس کوتاه

هـا   ساغلب نتیجه تیمار بـا اسـان  زنده اما غیر قابل کشت که هاي  سلولبود. علاوه بر این، عدم حضور 
روش بـراي   قابـل ارزیـابی اسـت. کفایـت ایـن      کمی با پروپیدیوم مونو آزید PCRباشد، به روش  می

سازي با اسـانس   به دنبال غیرفعال گوشت چرخ شدهزنده در  بیماریزايهاي جستجوي انتخابی باکتري
  آویشن شیرازي اثبات شده است.
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Abstract 
Background and Objectives: Recently, real-time PCR in combination with PMA 
has successfully been applied to discriminate between live Escherichia coli 
O157:H7 and dead bacteria killed by cumin, clove, oregano and cinnamon essential 
oils. In this study, antimicrobial effect of Zataria multiflora Boiss. essential oil on 
food-borne pathogens in minced beef combining real time-PCR and propidium 
monoazide has been evaluated. 
 
Materials and methods: Essential oil was analyzed by gas chromatography-mass 
spectrometry  equipment. Initial experiments were performed in order to elucidate 
the minimum bactericidal concentration of Z. multiflora essential oil on E. coli 
O157:H7, Salmonella enterica and Listeria monocytogenes. Thereafter PMA-
qPCR was applied in order to selectively quantify life cells within a bacterial 
population treated with  Z. multiflora essential oil in minced beef. 
 
Results: The main component of Z. multiflora Boiss. essential oil was carvacrol 
(71.12%). Inactivation was obtained at essential oil concentrations of 0.02, 0.035, 
0.045 for L. monocytogenes, E. coli O157:H7 and S. enterica, respectively1. L. 
monocytogenes were totally killed in 30 min while it took 1 h 30 min for the gram 
negative pathogens. According to the results of PMA-qPCR quantification obtained 
for the different combinations of live and dead cells in artificially inoculated 
minced beef, endogenous bacterial counts of the minced beef were 3.27×104 cfu/g. 
For S. enterica and E. coli O157:H7 PMAqPCR quantification values correlated 
with plate counts of live cells, but for L. monocytogenes, live cells were 
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overestimated in all cases and in the sample with 100% of dead cells PMA-qPCR 
still detected a 3.8% of live cells. 
 
Conclusion: As a conclusion Z. multiflora essential oil has potential as natural 
food additive or biopreservative since it was able to irreversibly inactivate the three 
pathogens tested, at lower concentrations than other essential oils and short 
exposition times. In addition, the PMA-qPCR approach proved efficient to 
selectively detect live pathogenic bacteria in raw minced beef following 
inactivation with Z. multiflora essential oil. 
 
Keywords: Zataria multiflora Boiss., Minced beef, PMA-qPCR, biopreservative 

 
 


